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Introduccién

1.1.LESTUDIO DE LOS VINOS TINTOS

Espafia es uno de los productores de vino mas importantes del mundo, con
Francia e Italia, y posee una gran variedad de vinos de alta calidad, cultivados y
elaborados en mas de 57 areas geograficas diferentes, donde se cultivan mas de x
variedades de uva (Vitis Vinifera) distintas, entre las que destacan, por una
especial relevancia en sus zonas de produccién o que cuentan con una amplia
superficie de cultivo, estdn: como uvas tintas, Tempranillo, Carifiano, Graciano,
Bobal y Garnacha; y entre las uvas blancas destacan Albarifio, Pedro Ximenez,

Viura, Malvasia, Macabeo, Moscatel y Palomino.

Diversos son los factores que intervienen en la calidad de un vino: tanto
desde el punto de vista viticola (cepa, suelo, clima, afiada, variedad de uva) como
enologicos (fases prefermentativas, fermentacién, vinificaciébn y crianza)

(Aleixandre y Lizama, 1998).

La cepa imprime las caracteristicas propias del vino; la variedad de la cepa
determina, incluso, la elaboracién de vinos diferentes, en vifiedos cultivados en las
mismas regiones y suelos. El clima influye igualmente en las cualidades del vino:
los microclimas son decisivos, incluso dentro de una misma zona. Los vinos mas
ricos en azuicar y menos acidos se producen en las regiones mas soleadas; en
cambio, los vinos mas enjutos, 4cidos y menos alcohdlicos se dan en las regiones
mas frias. Las singulares caracteristicas de la afiada estin determinadas
igualmente por otros factores, como la evolucion del clima a lo largo del afio;
influencia que se considera del todo decisiva durante los meses estivales, puesto
que el clima de los meses de julio y agosto es el responsable de la calidad de la

afiada.
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L.1.1. Variedad Tempranillo

La uva tinta por excelencia, que se cultiva en Espafia y que sobresale por
su calidad es la variedad Tempranillo. Estd presente en 28 de las 54
Denominaciones de Origen y en 27 de las 49 comarcas productoras de Vino de la

Tierra. También se cultiva en Portugal, Francia, Argentina y Estados Unidos.

Esta uva tinta ha sido cultivada desde antiguo en varias regiones espafiolas.
Se dice que la tempranillo podria tener un origen borgofion por la similitud con el
proceso vegetativo de la Pinot Noir. Seglin esta hipétesis, procederia de los
esquejes que los monjes borgofieses de Cluny dispersaron por los diferentes
monasterios castellanos de la orden. En la etimologia popular, tempranillo quiere
decir uva temprana, es decir, que madura antes que el resto de las variedades
tintas, sobre todo en los lugares mas frios, zonas septentrionales o tierras elevadas.
Por ello, la tempranillo es considerada una variedad de origen septentrional,
distinta de otras variedades mdas mediterraneas, como son la garnacha, la

palomino, la monastrell, etc.

Esta considerada variedad tinta principal en las Denominaciones de Origen
de Calatayud, Cigales, Conca de Barbera, Costers del Segre, La Mancha, Penedés,
Ribera del Duero, La Rioja, Somontano, Utiel-Requena, Valdepefias y Vinos de
Madrid. Su cultivo también es abundante en Burgos, Alava, Cuenca y Ciudad
Real.

Dependiendo de su zona de cultivo se la reconoce con multitud de
sinonimias: escobera y chinchillana en Badajoz; cencibel en Ciudad Real,
Cuenca, Guadalajara y Madrid; tinto fino en Madrid, tinta de Toro en Zamora,
tinto del pais en Burgos, Soria y Valladolid; tinto Madrid en Toledo, Santander,
Salamanca, Soria y Valladolid; u// de lebre en Catalufia; vid de Aranda en Burgos.
En Francia, y en el resto de Europa, se le denomina tempranillo, mientras que en

California y, en general, en toda América, se utiliza el término valdeperias.
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Su produccion es moderada (2.5 a 3.2 kilos por cepa), y muy sensible a
enfermedades como el oidio y algo menos al mildiu. Es una cepa de porte erguido,
de brotacién tardia a media y madurez temprana. Sus hojas son de tamafio grande,
de forma pentagonal, poseen siete 16bulos y unos senos laterales muy profundos,
con haz de color verde oscuro y envés afelpado. Sus racimos son de tamafio
medio, muy compactos, con uvas de color negro azulado, hollejo bastante espeso

y pulpa carnosa.

La tempranillo representa a una de las uvas caracteristicas y con mas
personalidad en buena parte del vifiedo peninsular. Esta variedad tiende a ofrecer
un escaso poder oxidativo y, por lo tanto, sus vinos poseen buenas aptitudes para
soportar una crianza mds o menos larga. Vegeta bien en suelos arcillo-calcareos y
con ella se obtienen vinos de caracteristico color rubi, de notable acidez y

adecuada graduacion alcohdlica.

Por lo general, son vinos arométicos, muy afrutados, frescos y secos, con
buena estructura tinica y suficiente acidez, con matices de mora o zarzamora,
cereza, ciruelas y grosellas en los jovenes, y frutas maduras, vainilla, cuero y
canela en los de crianza. Sus taninos tienen la particularidad de que se redondean

con bastante rapidez.

En lineas generales, los mejores vinos de tempranillo se obtienen en zonas
con alta insolacién y con temperaturas nocturnas muy frias. En estas condiciones
se alcanzan graduaciones alcoholicas mas altas y una buena acidez, lo que permite
obtener vinos de gran calidad. Las caracteristicas generales presentan ciertas

particularidades segun la zona (Hidalgo, 1993):

¢ Enla Rioja Alta, la uva tempranillo da vinos de poco color por ser
una zona mas fresca y hiimeda y con una graduacion alcohdlica
entre los 11 y 12.5°. En la Rioja Alavesa, la graduacién y
pigmentacion es algo mas alta, mientras que la acidez es baja por el
elevado indice de potasio de los suelos. De ahi que se mezclen

habitualmente uvas de ambas zonas. Es muy apreciada en toda La

10



Introduccion

Rioja, que junto a la graciano y mazuelo constituyen la base de los

crianzas y reservas.

En la Ribera del Duero, la tempranillo o Tinto Fino (como se
denomina en la regién), posee mayor equilibrio. Sus vinos
conservan tanto color como en la Rioja Alta, por la mayor
insolacion diurna y mas acidez que en la Rioja Alavesa al sufrir

temperaturas nocturnas mas frias. Es la variedad tinta por

antonomasia.

En Catalufia, la cepa (Ull de Llebre) se adapta muy bien en la zona
de Lérida que comprende la DO Costers del Segre al tener un clima
similar al castellano. Fuera de esta zona la tempranillo se
acompaiia con Garnacha para que sea mas sabrosa o Cabernet para

obtener una mayor intensidad de aroma y caracter.

Los vinos de Cencibel de La Mancha y Valdepefias tienen mas

estructura, menor acidez y una evolucién en crianza mas rapida que

los riojanos.

En el alto Douro portugués se cultiva bajo el nombre de tinta Roriz.
Es la uva destacada en el vifiedo de la regién de Oporto. Tiene

rasgos parecidos a los de la tinta de Toro, potente y con mucho

color aunque con mayor acidez.

En California, en el valle de San Joaquin la tempranillo ocupa mas
de 480 hectareas con la que se producen vinos tintos relativamente

corrientes. El calor de esta zona los perjudica dando vinos faltos de

color, acidez y expresividad.

11
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1.1.2. Elaboracion del vino tinto

El estado de maduracion de la uva condiciona la calidad e incluso el tipo
de vino. Es por tanto, uno de los principales factores que hay que considerar en la
elaboracion. Asi, el trabajo del endlogo comienza con el seguimiento de la
maduracion de la uva y la determinacién del momento idéneo de la vendimia. En
el caso de la uva tinta, es aconsejable recoger las uvas cuando claramente se ha
alcanzado la madurez. Tal criterio tiene como objetivo aumentar las sustancias
extractivas presentes en el hollejo responsables del color y disminuir el contenido
en acidos. Ya en la bodega se comienza con el estrujado de la uva, que consiste en
romper el hollejo para liberar el zumo. Al estrujado sigue el despalillado,
opcional, para eliminar el escobajo del racimo y evitar el exceso de taninos,
aspereza y metanol en el vino. La pasta despalillada se pasa a los depdsitos de
maceracién y fermentacion, en los que se debe dejar, como minimo, un 20% de su
capacidad vacio, ya que al fermentar, la masa aumenta de volumen y se produce
espuma al hervir el mosto, lo cual podria producir reboses en los depésitos. Este
trasvase es lo que se conoce como encubado. La vinificacién en tinto supone, por

tanto, una maceracion y fermentacion de la totalidad de la baya.

El sulfitado debe realizarse después del estrujado y antes de que se inicie
la fermentacion. Consiste en afladir anhidrido sulfuroso al mosto para evitar
oxidacions, favorecer el desarrollo de las levaduras, actuar como bactericida y
facilitar la maceracion mejorando el color de los vinos y la disolucién de diversas

sustancias (Bakker y col., 1998).

La maceracion consiste en el paso por solubilizaciéon de un complejo de
sustancias extractivas de los hollejos y pepitas al liquido que embebe, donde se
estd realizando, al mismo tiempo, la fermentacién alcohdlica. Entre las sustancias
extractivas predominan los compuestos fendlicos, en particular los antocianos y

taninos, siguen después las sustancias que constituyen los aromas primarios, y por

12
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ultimo sustancias pécticas, acidos organicos y sus sales, sustancias nitrogenadas y

fosforadas, etc.

La fermentacidn alcohoélica consiste en la transformacién de los azicares
de la uva en alcohol por la accién de las levaduras a temperatura inferior a 30 °C.
Las levaduras de la vinificacién pertenecen al género Saccharomyces y las
especies utilizadas son numerosas. En este proceso, las partes sélidas afloran a la
superficie, formando lo que se llama el sombrero, que debe remojarse
frecuentemente con mosto en fermentacién (remontado), para lograr la
homogenizacién de la mezcla y reactivar las levaduras por oxigenacién del

depdsito.

Una vez terminada la maceracion, el descube consiste en la separacion del
caldo y orujos mediante trasiego otro depdsito. En el nuevo recipiente se completa
la fermentacién alcohdlica separado de las partes sélidas. A continuacién se
realiza, opcionalmente, la fermentacién malolactica que consiste en la
transformacion del acido malico, procedente de la uva, en lactico con el fin de

suavizar el vino, ya que el acido malico es un acido fuerte y el lactico es débil.

Una vez terminada la fermentacién malolactica, el vino contiene en
suspension levaduras, bacterias y deshechos celulares procedentes de la uva que
deben eliminarse. Estas particulas sedimentan parcialmente con el reposo, pero
suele ser necesario afiadir al vino un producto clarificante y ser sometido a varias
filtraciones combinadas con descensos de temperatura para que los tartratos
precipiten. Por ultimo, inmediatamente después de la filtracién esterilizante se

realiza el embotellado en botellas de vidrio y con tapén de corcho.

Actualmente, existen nuevas técnicas de vinificacion en tinto como son: la
vinificacién continua, la termovinificacion y la maceraciéon carbdnica. La
maceracion carboénica se usa cada vez mas y consiste en causar la fermentacion
por medio de la introduccién de racimos enteros de uva, sin estrujado y

despalillado, en un depésito cerrado con ambiente de CO, y sin apenas oxigeno.

13
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La uva, que esta intacta, sufre una fermentacion intracelular. Después de esta
maceracion se procede al estrujado y se completa la fermentacién de manera
tradicional. Este sistema produce vinos muy suaves, con bastante cuerpo e intenso
color, muy afrutados, aptos para consumir como vinos jovenes, no adecuados para

crianza y que con el tiempo pierden estas cualidades.

La crianza es el proceso destinado a mejorar las caracteristicas del vino
tinto, mediante procesos oxidativos en barricas de madera, generalmente. Los
vinos destinados a crianza deben tener buenas cualidades, deben ser recios, con la
adecuada aspereza y acidez y colores vivos e intensos. El primer afio de crianza
suele realizarse en depdsitos de acero inoxidable con el fin de decantar las
particulas mas finas, para después pasar a barricas de madera de roble, en las que
puede permanecer diferentes periodos de tiempo segun el tipo de vino que se
desea obtener. La duracién de la crianza en botella puede durar varios afios. En
muchos casos el proceso se completa con periodos variables de crianza en botella,

en adecuadas condiciones de temperatura y humedad ambiental.

La clasificacion de los vinos segun el periodo de envejecimiento varia de
unas regiones a otras. Aunque se puede considerar que existen cuatro tipos

basicos de vino tinto en funcidn de la edad:

Joven: Son los vinos que se consumen en el afio siguiente de la cosecha sin
haber sido sometidos a envejecimiento. Se caracterizan por tonos rojos parpuras y

rojos granates

Crianza: Son todos aquellos vinos que han madurado durante alrededor de

un afio en barril y otro en botella. Su color se transforma en rojos rubi.

Reserva: Vinos que envejecen al menos dos afios en barrica, mas uno de
reposo en botella. El color rojo demuestra cierta estabilidad y tiende a mantenerse

en los tonos rubi.

14
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Gran Reserva: crianza en roble de un minimo de tres afios, més otro afio en
botella en locales generalmente subterraneos. Son los vinos que corresponden a

las mejores afiadas y suelen presentar tonos rojos castafios de calidad.

1.1.3. Caracteristicas quimicas del vino

Los sistemas caracteristicos de obtencidén de los vinos tintos, esto es la
maduracién mas o menos completa de las partes sélidas en el mosto que esté en
un mayor o menor grado de fermentacion, influyen sensiblemente en la
composicion de éste. Cualitativamente, los componentes del extracto son los
mismos que para los vinos blancos con la excepcién de los compuestos
antocianicos. Cuantitativamente, en los tintos el contenido es mucho mayor en
sustancias fenolicas y en sales, dado que las partes solidas son ricas en estos

compuestos.

El componente mayoritario del vino es el agua, en torno al 85% del total, y
en segundo lugar el alcohol etilico o etanol, que es el componente més importante.
La graduacién alcohdlica de los vinos en Espafia varia entre 9° y 15°, por tanto la
cantidad de alcohol presente en el vino oscila de 72 a 120 g/L, correspondiendo el
0.5% de esta cantidad a otros alcoholes distintos del etilico. El glicerol o glicerina,
es el componente mas abundante en el vino tras el Etanol, de 5 a 10 g/L. Es un
producto resultante de la fermentacién del mosto y contribuye a endulzar el vino.
Otros alcoholes presentes en el vino y que proceden en parte del metabolismo de
los glicidos y en parte del de los aminoacidos, son los alcoholes superiores. Los
cuatro principales son: 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol y el 2-
metil-1-butanol. Los alcoholes superiores totales (refiriéndose a los cuatro

principales) varian entre 100 y 600 mg/100 g de alcohol anhidro.

La mayor parte de las propiedades del vino y de los fendmenos que en €l

ocurren dependen de su acidez. Los 4cidos principales que se pueden encontrar en
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la uva y que pasan al vino son el acido tartarico, el acido mélico, cindmico y el
acido citrico. Se tiende generalmente a favorecer la degradacién bioldgica del
acido malico (fermentacidon malolactica) produciéndose acido lactico. Ademas, en
la fermentacion se forman pequefias cantidades de acidos orgénicos, acético
principalmente, que son volatiles. Los valores normales en acido acético después
de la fermentacion estan en torno a 0.4 g/L, mientras que el valor de acidos totales

se encuentra en torno a los 5 g/L.

Las sustancias minerales presentes en el vino son las que se encuentran
representadas por las cenizas. El elemento mdas representativo es el potasio
seguido del calcio y magnesio. El sodio es generalmente menos abundante,
excepto en cultivos cercanos al mar, y en muy pequefias cantidades estan el
hierro, cobre, cinc y manganeso. Junto a los cationes se encuentran los aniones
minerales, representados esencialmente por fosfatos, sulfatos y cloruros. En los
vinos tintos elaborados con un tiempo de maceraciéon medio, las cenizas alcanzan

valores en torno a los 2.4 g/L.

También hay que mencionar la presencia de compuestos volatiles de
naturaleza no fendlica (Baumes y col., 1986). Por otro lado, la pruina, sustancia
cérea que recubre la piel del grano y que, en el caso de vinificacién con

maceracion, pasa al liquido (De Rosa, 1988, Usseglio-Tomasset, 1989).

Las distintas concentraciones de estos compuestos, como ya se ha dicho de
forma general, dependen de numerosos factores edafoclimaticos, genéticos y

tecnolégicos (Sun y col., 2001).

Composicion fendlica del vino

Los compuestos fenodlicos confieren al vino una gran parte de sus
propiedades: ejercen un papel determinante sobre el color y en las caracteristicas
gustativas y olfativas, y ademas, estan relacionados con algunos de sus efectos

fisiologicos. Ademas, los fenoles juegan un papel importante en la elaboracion del
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vino, en las etapas de clarificacidn, conservacion y envejecimiento (Zamora-

Marin, 1999).

La composicién fendlica del vino va a depender de varios factores. Por un
lado, del desarrollo de la maduracion de la uva, es decir, de las condiciones
climaticas y la composicion del suelo (factores edafoclimaticos). También
depende de factores genéticos, asi el tipo de variedad de V.vinifera condiciona la
composicion fendlica (Arozarena y col., 2001). Y, en tercer lugar, del tratamiento
del cultivo y de las técnicas aplicadas para la elaboracion y conservacion del vino
(factores tecnoldgicos) (Zamora-Marin, 1999; Burns y col, 2001; Sun y col.,
2001).

El proceso de maduracion de la uva tinta, como cualquier otro fruto,
atraviesa una serie de etapas que, esencialmente, consiste en una pérdida paulatina
de acidos transforméandose en azicares, desde las fases iniciales o “verdes” hasta
la maduracién completa. En ese momento, la uva verde pierde su clorofila y se
colorea por la aparicion de diferentes compuestos de naturaleza polifendlica,

oscureciéndose progresivamente durante todo el transcurso de la maduracion.

Los fenoles se encuentran, principalmente, en el hollejo, y en menor
proporcién, en pepitas, raspén y pulpa. Son liberados durante el estrujado y
prensado de la uva y la maceracion del mosto, desde las partes solidas hacia el
liquido. Los fenoles totales estin repartidos orientativamente de la forma
siguiente: hollejos 30-35 %, pulpa y zumo 5 %, pepitas 60-65 %. Su distribucién
y estructura estan bien determinadas en la bibliografia (Bourzeix, 1982, De Rosa,
1988,  Santos-Buelga, 1997, Abril y Casp, 1999) (Zamora-Marin,

1999)distinguiéndose dos grupos, segln su naturaleza flavonoide o no.

1. Fenoles no flavonoideos

e Acidos fendlicos (benzoicos y cindmicos), que se encuentran en la

uva en forma de combinaciones tipo éster, y de la que son liberados
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por hidrélisis alcalina durante la elaboracién y conservacion del
vino. Los 4cidos benzoicos (hidroxibenzoico, galico,
protocatéquico.....) forman combinaciones ésteres de naturaleza no
bien conocida, mientras que los &acidos cindmicos (cumadrico,
cafeico y fertlico) reaccionan con los antocianos y el acido

tartarico.

e Derivados de tirosina (acido tirosol), que se encuentra presente en
todos los vinos, es sintetizado por las levaduras en el curso de la

fermentacion.

e Compuestos volatiles, que se forman mediante la actividad de la
levadura alcoholica y dan lugar a la aparicion de aromas muy

particulares como el olor a clavel o clavo de olor.

e Otros como los taninos hidrolizables que pasan al vino desde la

madera durante el envejecimiento.

Fenoles de naturaleza flavonoide

¢ Taninos condensados, de color amarillento, que se caracterizan por
su capacidad para precipitar proteinas. Estdn compuestos por
oligébmeros y polimeros de catequina y epicatequina. Se llaman

proantocianidinas.

e Flavanoles (catequina y epicatequina) , de color amarillo, son los

mondmeros precursores de los taninos condensados

e Flavonoles (miricetina y quercetina) , de color amarillo, estan en la
uva como glucésidos pero en el vino sufren la hidrolisis y se

encuentran las agluconas.

e Flavonas, de color amarillo, que s6lo estan en las peliculas de las

uvas tintas.
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Antocianos, s6lo presentes en uvas tintas: (cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina y malvidina), con propiedades fisicoquimicas
que influyen en el color rojo de las uvas, por lo que su estudio es
importante para la determinaciéon del color de los vinos. Se
presentan como monoglucdsidos, diglucésidos y derivados
acilados. La composicion antocidnica de la uva ha sido bien
estudiada y se usa en estudios taxondémicos. Tan especificos son los
pigmentos presentes en la uva tinta, que es posible la
diferenciacidn de varias especies de Vitis haciendo un estudio de la
composicion antocianica (Ortega-Meder y col., 1994; Carrefio y
col., 1997) (Ribéreau-Gayon, 1982; Hong y Wrolstad, 1990).
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1.2. ESTUDIO DE LOS ANTOCIANOS

El término “antociano”, derivado del griego, significa flor azul (“Anthos”,
flor y “Cyanos”, azul) y fue acufiado por Marquart en 1835 para designar los
pigmentos azules que poseian las flores. Posteriormente, se comprobé que no sélo
las tonalidades azules, sino que practicamente todos los tonos rojos, azules y
violetas de flores, frutos, tallos, hojas y raices, eran atribuibles a pigmentos de
esta naturaleza (Jackman y col., 1987).

Considerado como uno de los grupos mdas importantes de pigmentos
vegetales, los antocianos se encuentran en la mayoria de las plantas superiores,
localizados principalmente en las flores y frutos, en los cuales son los pigmentos
mas frecuentemente implicados en la coloracion (Meyer, 1982; Bobbio y
Scamparini, 1982; Mazza y Miniati, 1993) (Baublis y Berber-Jimenez, 1995)
(Fosseny col., 1996; Cabrita y col., 2000; Fosseny col., 2001).

Los antocianos estdn presentes en casi todos los alimentos vegetales, y
aunque no son considerados como nutrientes, poseen una gran importancia en la

dieta (Pietta y Simonetti, 1999).

En 1966 se describieron los efectos favorables que los antocianos
mostraban sobre la visién en el hombre, particularmente aumentando la agudeza
visual, y se comprobd que los antocianos facilitaban la regeneraciéon de la
rodopsina al comienzo de la adaptacion a la oscuridad en conejos (Belleoud y col.,

1966, Zadok y col., 1999).

Desde 1986 se utilizan para inhibir la agregacion plaquetaria y fragilidad
venosa (Morazzoni y Magistretti, 1986). Igualmente, se demostré que estos
preparados aceleraban el proceso espontineo de cicatrizacidén y que poseian una
actividad preventiva y curativa de ulceras gastroduodenales inducidas en ratas, ya
que activan la biosintesis de mucopolisacaridos, lo que mejora la eficacia de la
capa mucosa gastrica y aumenta la substancia base del tejido conectivo y de los

capilares (Mazza y Miniati, 1993).
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Otro efecto observado es la inhibicion in vitro que ciertos
antocianos muestran sobre la elastasa pancredtica porcina. Esta enzima ataca las
fibras y el colageno, por lo que tiene un papel importante en ciertas patologias,
como arteriosclerosis, enfisema pulmonar, artritis reumatoide, etc. Se han visto
efectos beneficiosos sobre la microangiopatia de los diabéticos, debida al
espesamiento de los capilares por incremento del colageno polimérico y de las

glucoproteinas estructurales (Vivar-Quintana y col., 1999).

En lo que respecta a su toxicidad, Breider (1971), en experimentos
realizados con gallinas en el afio 1963, observé que los vinos y mostos de uvas
hibridas tenian efectos sobre la descendencia. Estos resultados no han sido
posteriormente confirmados por otros autores y, de hecho, en ensayos de

toxicidad realizados con ratas no se han encontrado efectos adversos (Timberlake,
1988).

Existen diversas preparaciones farmacéuticas patentadas que contienen
antocianos para el tratamiento de heridas, ulceras gastroduodenales, inflamaciones
de boca y de garganta, enfermedades vasculares y otras ligadas al metabolismo
lipidico y glicérico y, mas recientemente, para el tratamiento de enfermedades
circulatorias. Los antocianos son reconocidos por sus diversas propiedades
farmacolégicas 'y propiedades medicinales incluso anticarcinogénicos,
antinflamatorios y antimicrobianos, asi como la prevencion de la oxidacion de las
LDL (lipoproteinas de baja densidad) y por supuesto la prevencién de
enfermedades cardiovasculares por su naturaleza fenolica (Kamei y col., 1995;
Heinonen y col., 1998; Lapidot y col., 1999, Frankel, 1999; Downham y Collins,
2000)

Los compuestos antocidnicos han ido adquiriendo una gran importancia
como agentes colorantes naturales, alternativos a los sintéticos, en muchas
aplicaciones (Hong y Wrolstad, 1990). La uva se utiliza como la principal fuente
de antocianos. El extracto de hollejo de uva (enocianina) se usa desde hace 120
afios (Francis, 1999), siendo su primera aplicacion la mejora del color de los

vinos, aunque esta practica esta prohibida.
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1.2.1. Estructura quimica

Los antocianos son compuestos fendlicos, pertenecientes a la familia de
los flavonoides. Se denominan flavonoides a las distintas clases de substancias
naturales que contiene dos anillos aromaticos enlazados por una cadeﬁa de tres
atomos de carbono, que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal y que poseen diversas propiedades farmacologicas. Son biosintetizados a

partir del 4cido cindmico y de la acetilcoenzima-A via malonil-CoA..

Quimicamente, los antocianos son pigmentos glucosidicos solubles en
agua, etanol y metanol e insolubles en disolventes lipidicos, derivados
hidroxilados y/o metoxilados del ion fenil-2-benzopirilio o flavilio. La estructura
de esta molécula es la de un hibrido de resonancia, en la que la carga positiva se
encuentra deslocalizada entre diversos atomos de la molécula, aceptindose como
posibles, diversas estructuras de tipo oxonio-carbonio (Figura 1). Los iones
oxonio son generalmente poco estables, pero en el caso del fenil-2-benzopirilio,

los dobles enlaces conjugados que posee le confiere estabilidad.

Figura 1. Estructura del ion flavilio o fenil-2-benzopirilio

La estructura de la molécula de antocianina consta de un aglucén o
antocianidina, al cual se unen uno o mas azicares que, a su vez, pueden estar o no
esterificados con diferentes acidos orgénicos (Harborne, 1967; Brouillard, 1982;

Francis, 1989, Wong, 1995).
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Las antocianinas mas frecuentes en la naturaleza derivan de seis
aglucones: cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, petunidina y
pelargonidina, cuyas estructuras se diferencian entre si segin los sustituyentes que
presentan en su anillo bencénico B (Figura 2). En la naturaleza existen
aproximadamente 17 tipos de antocianidinas diferentes en tejidos de plantas
(Meyer, 1982, Hutchings, 1994, Jackman y Smith, 1996).

R

OH Aglicona R R’

cianidina OH H

+ peonidina OCHs H
HO AN R delfinidina  OH OH
petunidina OCH3 OH

C 3 malvidina OCH3 OCH:
/ pelargonidina H H
OH

OH

Figura 2. Estructura de las antocianidinas més comunes

En los tejidos de una planta se pueden encontrar varios pigmentos
compuestos variando tanto el esqueleto aglucén como los azicares. Normalmente
se encuentran glucosilados con monosacaridos, siendo los azucares encontrados
con mayor frecuencia en orden de aparicion: glucosa, ramnosa, xilosa, galactosa,
arabinosa y frutosa (Francis, 1989), pero también se han identificado algunos di y
trisacaridos. El aziicar se suele unir por su posicién 1 al aglucon, mediante un
enlace tipo éter que, excepto en el caso de la arabinosa, posee configuracion 8. La
posicion mas habitual de la glucosilacion es el C; de la antocianidina, confiriendo
mayor estabilidad y solubilidad a la molécula (Brouillard, 1982; Jackman y col.,
1987); cuando existe un segundo azucar, éste se une sobre las posiciones 5, 7, 3°,
5" 0 4". Por otro lado, los azlicares pueden encontrarse esterificados con acidos en

la posicién Cs de la antocianidina (Lee y Hong, 1992). También se han encontrado

23



Introduccién

antocianos con cadenas de tipo azucar- grupo acilado- azicar (Goto y Kondo,

1991) y con estructuras poliaciladas (Goto y col., 1986).

Los dcidos mas comunes, por orden de aparicién son: p-cumdrico, cafeico,
ferulico, p-hifroxibenzoico, sinapico, maldnico, acético, succinico, oxdlico y
benzoico. Estos acidos, aromaticos o alifaticos, son facilmente detectados debido
a su banda de absorcion espectral en la zona UV-vis en el rango de 300-340 nm.
Los acidos aromaticos confieren mayor estabilidad a la molécula de antocianina

que los acidos alifaticos (Francis, 1989).

De las seis antocianidinas, la pelargonidina es la Ginica que no esta presente
en las uvas y sus derivados. Los antocianos de la uva se encuentran bien
documentados en las distintas variedades de Vitis vinifera. Existen 16
antocianinas, incluyendo los 3-glucésidos de delfinidina, cianidina, petunidina,

peonidina y malvidina, sus acetatos y cumaratos, y el cafeoato de la malvidina.

El contenido antocidnico de las uvas estd comprendido entre 60 y
6000 kg/kg de peso fresco (Mazza y Miniati, 1993) segun la especie de Vitis.
Entre las antocianinas de las especies de Vitis vinifera estan principalmente la
malvidina y delfinidina, en menor proporcién la petunidina y la peonidina y
solamente tienen una pequefia cantidad de cianidina que, sin embargo, es la mas
comun en la naturaleza (Hong y Wrolstad, 1990). Se han encontrado en la forma
3-glucoésido aunque también hay en pequefias cantidades 3-glucésido acilados con
acido acético, acido p-cumdrico y acido cafeico (Bakker y Timberlake, 1985b).
Ademis, en los hibridos de Vitis vinifera con otras especies (Vitis rotundifolia, )
aparecen en forma de antocianos 3-5-diglucésidos, que a su vez pueden estar

acilados, principalmente en forma de cumaratos (Lamikanra, 1989).
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1.2.2. Biosintesis

Los antocianos poseen el mismo origen de biosintesis que cualquier otro
compuesto flavonélico natural (Harborne, 1967, Griselbach, 1982)(Brouillard,
1982) y, como otros flavonoides, estan estructuralmente caracterizados por la
presencia de un esqueleto compuesto por unidades de carbono (C¢C3Co),
diferenciandose de otros flavonoides por absorber fuertemente la luz visible y

generar una gran variedad de colores (Jackman y Smith, 1992).

El acumulo de antocianinas en las plantas estd influenciado por diversos
factores ambientales, incluso luz, temperatura, hormonas de la planta, nutricién,
dafios mecénicos y patogénicos. Las antocianinas no se acumulan en todas las
partes de las plantas que las sintetizan, normalmente se acumulan en las flores,
tejido de las frutas y en las células epidérmicas y subepidérmicas de hojas y tallos

(Hendry y Houghton, 1992).

La localizacién intracelular de la biosintesis de antocianinas
todavia es incierta. Jackman y Smith (1992), propusieron que la biosintesis de las
antocianinas seria mediada por un complejo enzima-membrana asociada en el

reticulo endoplasmatico, y transportada a las vacuolas de las células donde seria

acumulada.

La biosintesis de las antocianinas estd genéticamente regulada por el
comando de genes dominantes. Hay una correlacion entre el genotipo de las
plantas y las enzimas directamente implicadas en la biosintesis, por ejemplo,
calcona sintetasa, flavona 3-hidroxilasa, y varios glicosil y acetiltransferasa. El
proceso de biosintesis ocurre de acuerdo con la Figura 3. La formacion de
antocianinas se realiza en la planta via calcona sintetasa, a través de una
condensacion de una molécula activada de 4cido cindmico y tres moléculas de
malonil-CoA, catalizada por la enzima calcona sintetasa. El 4cido cindmico libre
activado es derivado de la L-fenilalamina a través del metabolismo general

fenilpropanoico. Malonil-CoA es formada a partir de la reaccion de la acetil-CoA

25



Introduccién

carboxilasa. La ciclacion de la calcona a través de la calcona isomerasa conduce a
la formaciéon de flavonoles is6meros, los cuales son convertidos a
dihidroflavonoles a través de flavona-3-hidroxilasa en combinacién con las
enzimas 2-hidrolasa y deshidratasa, donde los dihidroflavonoles seran los posibles

precursores de las antocianidinas (Griselbach, 1982).

CO, * H0
CO, CHO

OH

I HEOH @i
Ci /CH;O '
acido cinamico

0 Flavonol
NH;
@0" Antocianidina
L fenilalamine \<’j[nj R"
o
™
Flavonona
/
3
acetit CoA b
3C0y OH
3 R
malonil CoA R" HO. OH A o
. R Antocianina
OH
acido cindmico
CoASH
ATP OH o)
Coenzima A - ésteres
»Chalcona

Figura 3. Biosintesis de antocianinas segiin Jackman y Smith (1992).
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1.2.3. Caracteristicas espectroscopicas

El color de los antocianos depende de la estructura, del nimero y de la

posicion de los grupos hidroxilos y metoxilos que lo componen.

Los antocianos presentan maximos de absorcidn tanto en la region visible
como en la ultravioleta, lo que resulta muy importante para la caracterizacion
estructural de dichos compuestos. Harborne (1958a; 1958b; 1967) publicé las
caracteristicas espectrales de todas las antocianidinas y de la mayoria de las

antocianinas existentes en el reino vegetal.

En disolucién 4cida, las antocianinas presentan una absorbancia intensa en
la region visible en el intervalo de longitud de onda de 465 a 550 nm (Banda I) y
una absorbancia menos intensa en la region 270-280 nm (Banda II). La
absorcion en el visible se debe a la estructura del heterociclo central y a la
conjugacion de los dos ciclos bencénicos, aspectos ambos que dependen del tipo
de disolvente y del pH de la disolucion. En cambio, la absorcion en la region del
ultravioleta se debe a los agrupamientos fenolicos y no se encuentra afectada por

las variaciones de pH.

La longitud de onda méxima de absorcion (Amay) en el visible estd muy
influenciado por los sustituyentes del anillo B. Principalmente hay que destacar la
influencia del grado de metoxilacion del anillo B que, ademds de provocar un
cierto desplazamiento del color hacia la zona del rojo, es también importante para
la estabilidad de la molécula, que aumenta al hacerlo el nimero de metoxilos
(Lea, 1988; Hutchings, 1994). De esta forma, las antocianinas con dos
sustituyentes, como son los derivados de la delfinidina (delfinidina, petunidina y
malvidina) tienen su maximo a 525-528 nm, mientras que los derivados de la
cianidina (cianidina y peonidina), presentan su maximo a 516-520 nm, que puedes
ser diferenciado de los derivados de pelargonidina que presentan un maximo de
502 nm (Versari y col., 1997).
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La glucosilacién conlleva también un desplazamiento hipsocrémico de los
méaximos de absorcion en el visible, entre pelargonidina (Amax 520 nm) y
pelargonidina-3-glucésido (Amax 505 nm) ocurre un desplazamiento (AA) de 15
nm; cianidina (Amax 535 nm) y cianidina-3- glucésido (Amax 523 nm) un AA de 12

nm; delfinidina (Amax 544 nm) y delfinidina-3- glucosido (Amax 534 nm) un AA de

10 nm (Harborne, 1967). Sin embargo, no provoca desplazamientos de las
longitudes de onda de méxima absorcion en el ultravioleta. De la misma forma,
los antocianos diglucésidos presentan maximos de absorciéon en el visible
ligeramente desplazados hacia longitudes de onda menores con respecto a sus
correspondientes monoglucosidos. La ausencia de glucosilacion en la posicion 5
provoca un aumento de la absorcion en torno a 440 nm y da lugar a la aparicion
de un hombro en esta zona del espectro, caracteristico en los antocianos

monoglucosidos y no existente en los diglucésidos.

Los derivados acilados no muestran diferencia con respecto a los
correspondientes no acilados en la zona del visible, sin embargo, en la regién del
ultravioleta suelen presentar un maximo u hombro adicional en el intervalo de
310-335 nm, correspondiente al resto acilo; la esterificacion con 4cido p-cumérico
aumenta la absorcion en torno a 308-313 nm y con éacido cafeico a 326-329 nm.
Este hombro adicional no se presenta cuando el dcido sustituyente es el acético,
siendo los espectros de los acetatos similares a los de los respectivos antocianos

no acilados.

Las antocianinas, cuya aglucona posee un agrupamiento o-dihidroxilo
libre, en presencia de AICI;, presentan un desplazamiento batocrémico de 15-35
nm, siendo este fendémeno caracteristico para los pigmentos derivados de
cianidina y delfinidina; sin embargo, para los derivados de pelargonidina,
peonidina, petunidina y malvidina no se observa este desplazamiento (Harborre,

1958 1958b; 1967; Francis, 1989, Jackman y col., 1987).
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El medio en el que se encuentran también influye en las caracteristicas
espectroscopicas de los antocianos. Cuando se encuentran disueltos en etanol o
metanol, su maximo de absorcion en el visible se desplaza entre 25 y 35 nm, en el
primer caso, y en torno de 10 nm, en el segundo, hacia longitudes de onda mas

altas (desplazamiento batocrémico), respecto a lo observado en el agua.

1.2.4. Factores que influyen en el color de los antocianos

Los antocianos, como suele ocurrir en todos los colorantes naturales, son
inestables frente a diversos factores. Generalmente son muy estables en
condiciones acidas, pero pueden ser degradados por varios mecanismos,
empezando por pérdida del color, seguida de formacion de coloracion marrén y de

productos insolubles.

La estabilidad del color de los antocianos, tanto en su medio natural como
en los alimentos, depende de diversos factores como son: estructura molecular,
concentracion, pH, temperatura, oxigeno, enzimas, contenido de CO,, existencia
de reacciones de condensacion, fendmenos de copigmentacion y formacion de
complejos con metales o interaccion con otros componentes de los alimentos
(Markakis, 1982; Hendry y Houghton, 1992, Mazza y Miniati, 1993; Curtright y
col., 1996). Generalmente, los antocianos van a estar sometidos a la influencia
simultanea de varios de estos factores, resultando practicamente imposible

conocer o predecir cudl de ellos va a ser el predominante en cada caso concreto.

Estructura molecular

Los antocianos son deficientes en electrones, por eso son muy reactivos y
pueden sufrir cambios durante su procesado y almacenamiento (Orf, 1992). De
modo general, la estabilidad de los antocianos es directamente proporcional al
numero de metoxilos existentes en el anillo B, e inversamente proporcional al de

hidroxilos (Hrazdina y col., 1970). Por otro lado, la glucosilacion y la acilacion de
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los azucares también aumentan la estabilidad (Hrazdina y col., 1970, Diaz y col.,
1976). Los diglucdsidos, por tanto, son més estables que sus correspondientes
monoglucdsidos (Francis, 1989). Las antocianidinas no son estables en

disoluciones acuosas y se degradan con facilidad.

pH

El valor del pH muestra gran influencia tanto en el tono como en la
intensidad colorante de las disoluciones acuosas de antocianos; asi, si los valores
de pH variaran de 1 a 14 los resultados obtenidos producirian todos los colores del
arco iris. Teniendo en cuenta tales observaciones visuales, queda puesto de
manifiesto que existe un gran numero de reacciones elementales implicadas en la

aparicion o desaparicion de los colores (Brouillard, 1982)(Heredia y col., 1998).

Los antocianos, en disolucién acuosa débilmente acida, existen en forma
de cuatro estructuras basicas en equilibrio en funcién del pH: anhidrobase
quinoidal (azulada) (A), catién flavilio (rojo) (AH'), pseudobase carbinol

(incolora) (B) y pseudobase calcona (incolora) (C) conforme la Figura 4.
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Figura 4. Equilibrio entre formas estructurales de antocianos en funcién del pH.

El color de los antocianos, cuando éstos se encuentran a pH lo
suficientemente acido, tiene una relacion directa con la hidroxilacién del aglucén.
Asi, los antocianos que poseen dos sustituyentes en el anillo B (cianidina y
peonidina) presentan sus maximos de absorcion a longitudes de onda
significativamente mas bajas que los que tienen tres sustituyentes (petunidina,
delfinidina y malvidina). Teniendo en cuenta la zona del espectro visible en la que
absorben los antocianos, esto se traducira en que los primeros poseeran un tono de
color ligeramente mas rojo y los segundos algo mas azul. Estas diferencias se

mantienen tanto para los monoglucésidos y diglucdsidos como para los aglucones.

La metilacion de los -OH del anillo B supone también un pequefio
desplazamiento del tono hacia la zona roja del espectro, si bien este

desplazamiento resulta minimo.
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polimerizacién, al tener ocupadas sus posiciones reactivas (Somers, 1971;
Ribéreau-Gayon y col., 1983). El complejo se puede volver a disociar al acidificar
el medio, liberando nuevamente la sal flavilio. El grado de reversibilidad de la
reaccion depende de la constante de equilibrio, de la naturaleza de antociano y del
pH (Schopfer, 1985).

/ OH

OH

Figura 5. Reaccidn entre un antociano y SO,

Los equilibrios de unién entre antocianos y SO, se modifican por la
presencia de otras substancias con las que también puede combinarse, como el
acetaldehido a los 4cidos pirGvicos y a-cetoglutarico. La presencia en el vino de
niveles suficientes de SO, libre permite fijar este tipo de productos, evitando el
desplazamiento del bisulfito unido a antocianos. Este proceso reduce la velocidad
de degradacién de los antocianos y limita la formacién de pigmentos de
condensacion mediados por acetaldehido y consiguiente pérdida de color por

precipitacion. Se ha comprobado que el déficit de SO, hace aumentar la tasa de
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polimerizacién de los antocianos y conduce a un envejecimiento prematuro del
color (Hebrero y col., 1989).

Peroxido de hidrogeno

La reaccion entre antocianos y perdxido de hidrégeno conduce a la
formacion de productos finales con pérdida de color, aunque diferentes en funcién
del compuesto y del pH del medio. En disoluciones acidas de malvina (3,5-
diglucésido de malvidina) se ha visto que el peréxido de hidrégeno, provoca la
formacion de calcona, cuyo azicar en posicion 3, esta unido a través de un enlace
éster (Figura 6). En esta substancia tanto el ciclo bencénico B como el azicar en
Cs, se pueden separar por saponificacién en medio alcalino, condiciones que no
afectan al azucar unido en posicién 5, para cuya separacion es necesario realizar
una hidrdlisis dcida. Esta reaccion ha sido utilizada para determinar la naturaleza
de los azucares unidos en las posiciones 3 y 5 de los antocianos diglucoésidos. La
reaccion transcurre de modo diferente a pH 7, en el cual se separa el anillo B del
antociano, originando un derivado cumarinico (Hrazdina y Franzese, 1974,

Iacobucci y Sweeny, 1983).

A pH é4cido, los antocianos con un solo azicar en posicion 3 (3-
monoglucosidos) sufren una rotura del heterociclo mediante una reaccion tipo
Baeyer-Villiger, mientras que a pH mas elevados (5-7) forman un producto
similar al que resulta en la oxidacién de la malvina a pH acido (lacobucci y

Sweeny, 1983).
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Figura 6. Reaccion entre 3,5-diglucdsido de malvina y peréxido de hidrégeno.

Oxigeno

El oxigeno puede causar la degradacion de los antocianos a través de
mecanismos de oxidacién directa o bien indirectamente oxidando los
constituyentes del medio que reaccionaran a su vez con las antocianinas. La
formacién de precipitados en zumos de frutas puede ser el resultado de una

oxidacion directa de la base carbinol de las antocianinas (Jackman y Smith, 1992).

Ya desde 1936, se conoce el efecto del oxigeno sobre la degradacion de
los antocianos, cuando Tressler y Pedersen observaran que el cambio de color de
purpura a marrén, que se producia en zumos de uvas embotellados, se podia
explicar simplemente porque los antocianos y el 4cido ascorbico poseen un efecto
degradativo mutuo, que lleva a acelerar la pérdida de color en disoluciones de

ambos (Markakis, 1982; Francis, 1989).
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Acido ascorbico

El 4acido ascorbico acelera la degradacion estructural de los antocianos,
tanto en disoluciones modelo como en vinos (Ortega-Meder, 1995; Guerra-
Sanchez Simon, 1997). La pérdida de color, por el &cido ascérbico, esta
relacionada con la estructura de los antocianos, asi, la malvidina 3,5-diglucésido
tiene unas pérdidas de color menores que el monoglucédsido (Garcia-Viguera y
Bridle, 1999). El mecanismo por el que se produce la degradacion antocianica no
esta atin bien establecido, aunque podria estar ligado a la autooxidacion del acido
ascorbico, ya que la reaccion se inhibe en atmosfera inerte (King y col., 1980) y en
presencia de antioxidantes como quercetina (y flavonoles, en general), que actian
como captadores de los radicales libres generales en el proceso.Se ha sugerido que
la degradacion podria tener lugar tanto por accién directa del perdxido de

hidrégeno, formado en la autooxidacién del acido ascérbico, como por efecto de
los radicales HO®, originados en la descomposicién del peréxido de hidrégeno. En

ambos casos, el proceso comportaria la ruptura del nucleo pirilio, para dar
productos similares a los encontrados en la degradaciéon térmica (King y col.,
1980; lacobucci y Sweeny, 1983, Francis, 1989). Otra posibilidad que se ha
apuntado es la substitucién nucleofilica del C, de la forma flavilio del antociano,
deficiente en electrones, por parte del carbanion ascorbato, para formar un
producto de condensacién inestable, que posteriormente se degradaria dando

compuestos incoloros (Poei-Langston y Wrostald, 1981).

Segun los estudios de Ortega-Meder (1995), los productos detectados en la
degradacion del 3-monoglucésido de malvidina son iguales en presencia y en
ausencia de 4cido ascorbico, indicando que el proceso degradativo debe
transcurrir en ambos casos a través de rutas similares, ya que se detectan los
mismos productos en ambos casos. También se comprobod que el acido ascorbico,
en un medio hidroalcohdlico, provocaba la generacién de acetaldehido, que era
dependiente del pH y estaba favorecida por la presencia de catequina. Por esta
razén, puede disminuir la concentracion de antociano libre, al favorecer las

reacciones de condensacion mediadas por acetaldehido.
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Azucares

La aplicacion de azicares en altas concentraciones (>20%) para preservar
frutas y productos derivados de frutas tiene un efecto protector de las antocianinas
cromoforas, esto se debe probablemente a la reduccion de la actividad de agua
(ay). Por otro lado, la presencia de azilicares en pequefias concentraciones puede
acelerar el proceso de degradacion de los antocianos, posiblemente debido a
productos de su descomposicion, como el hidroximetilfurfural. Ademas, se ha
puesto de manifiesto que fructosa, arabinosa, lactosa y sorbosa poseen mayor

efecto sobre la degradacion del antociano que sacarosa, glucosa y maltosa
(Markakis, 1982).

Agentes reductores

El zinc, aluminio o magnesio provocan la pérdida de conjugacion entre los
dos ciclos bencénicos, por reduccién del doble enlace del heterociclo, y
desencadenan una rapida decoloracion de los antocianos, aunque en presencia de
oxigeno puede reaparecer el color de la disolucion. La hidrogenacion catalitica de
antocianos o sales de flavilio origina un derivado de tipo catequina o un flavano,

en el caso de 3-desoxiflavilios (Jacobucci y Sweeny, 1983).

Enzimas

Algunos sistemas enzimaticos presentes en tejidos vegetales son capaces
de provocar la decoloracién de los antocianos, como es el caso de peroxidasas y
fenolasas (Maccarone y col, 1985). Las B-glucosidasas separan los restos
azucarados, dando lugar a aglucones libres, que son mas facilmente degradables

por via enziméatica (Markakis, 1982) (Piffaut y col., 1994).
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1.2.5. Interacciones moleculares

Los antocianos, en su medio natural, se encuentran en presencia de otros
compuestos con los que pueden interaccionar, dando como resultado una
modificacién en el color de las disoluciones. Los compuestos normalmente
implicados en las interacciones moleculares son compuestos fendlicos, metales y
otros antocianos. Segun el tipo de interaccion se puede distinguir entre reacciones
intermoleculares e intramoleculares. En el primer caso, se distingue a su vez entre:
copigmentacion cuando ocurre entre un antociano y otros compuestos fenolicos,
autoasociacion cuando es entre dos antocianos y la interaccion de los antocianos
con metales. En el segundo caso, la interaccidn intramolecular es siempre entre

los aglucones antocianicos y sus restos acilo aromatico.

En sentido opuesto, se ha observado que los antocianos, principalmente los
pocos sustituidos, pueden experimentar pérdidas de color cuando se asocian con
ciclodextrinas, polisacaridos como la amilosa y amilopectina, y con la cafeina

cuando ésta se encuentra a altas concentraciones o el medio es muy acido.

Copigmentacion

La copigmentacién de antocianinas, en sus formas flavilio y/o
anhidrobase, con otros compuestos fendlicos produce un aumento de la
absortividad (efecto hipercromico) y un desplazamiento en la longitud de onda de
maxima absorcion (efecto batocromico) (Gonnet, 1998, Gonnet, 1999; Gonnet,
2001). El principal efecto de la copigmentacién parece ser el de prevenir las
reacciones de hidratacidn, al estar el anillo pirilio protegido del ataque del agua en

el interior del complejo antociano-copigmento (Brouillard, 1982).

Como copigmentos pueden actuar una gran variedad de productos
naturales, como flavonoides, polifenoles, alcaloides, aminoacidos o &cidos
orgéanicos que, en general, no tienen color, pero aumentan la estabilidad cromatica

de los antocianos. Los copigmentos adoptan una configuracién plana para poder
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asociarse entre ellos. En la formacion del complejo intervienen fuerzas de Van der
Waals e interacciones hidrofobicas que van a originar un apilamiento vertical tipo
“n-n” entre moléculas de antocianos y copigmentos. Este complejo formado se
estabiliza por los puentes de hidrogeno que se establecen entre las moléculas de
azlicares que se colocan hacia la parte externa del complejo. Por medio de estos
enlaces de hidrégeno también se unen a los azlicares moléculas de agua que no
pueden acceder al interior del complejo, quedando en el exterior y formando una

pelicula de solvatacion (Goto y col., 1986, Goto y Kondo, 1991).

Cuando existe en el medio un exceso de copigmento, estos pueden
reaccionar también con los complejos ya formados por el mismo mecanismo

(Liao y col., 1992).

El grado de copigmentacién es funcion de una serie de factores (Gofo y
col., 1986) (Mazza y Brouillard, 1990; Goto y Kondo, 1991; Dangles y
Brouillard, 1992).

o Tipo y concentracion de antociano. La estructura del antociano
influye sobre la eficacia del proceso de copigmentacion. Por
ejemplo, la malvidina copigmenta mejor que la cianidina y el
efecto es mas pronunciado para los 3,5-diglucésidos que para los
monoglucésidos, ya que se ve aumentado con el grado de
glucosilacion. Los antocianos que contienen grupos acil-aromaticos
forman complejos de copigmentacion mucho mas estables con las

flavonas que los antocianos no acilados.

o Estructura y cantidad del copigmento. En principio, un aumento
del copigmento provoca un aumento de la intensidad del color;
siendo este color caracteristico no sélo del antociano , sino también
del tipo y estructura del copigmento asociado. Por otro lado,
cuando estd presente mas de un copigmento pueden interaccionar

entre ellos reduciéndose su capacidad para copigmentar.
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e pH. La copigmentacién ocurre a pH acidos, entre 3 y 4.5 unidades
segun el antociano y el diferente incremento de absorbancia tras la

interaccion también es pH-dependiente.

e Temperatura. El aumento de la temperatura disminuye el efecto de

la copigmentacion.

e Disolvente. La copigmentacion ocurre en disoluciones acuosas, en
las cuales los antocianos son generalmente inestables en medio
neutro o débilmente acido, hidratindose facilmente para formar
una pseudobase incolora. La interaccion de otros disolventes en la
red tetraédrica de moléculas de agua hace que el efecto de la
copigmentacion se vea reducido, pero se produce mientras el agua

sea el componente principal.

Autoasociacion

El proceso de autoasociacion es similar al de copigmentacién y consiste
basicamente en una interaccion hidréfoba entre los nucleos aromaticos de los
antocianos agrupados verticalmente. La asociacién estd estabilizada por la
utilizacion de moléculas de azicar en la parte externa de complejos, creando un
entorno hidréfobo que protege al aglucén del ataque nucleofilico del agua. El
proceso comporta también un desplazamiento batocrémico del maximo de
absorcidn en el visible ((Hoshino y col., 1981; Goto y col., 1986; 1991, Mazza y
Miniati, 1993).

Este fenomeno provoca que la absorbancia no aumente linealmente en
funcién de la concentracién, sino que las disoluciones de concentracién mas
elevada posean mayor absorbancia de la que cabria esperar de acuerdo a la ley de
Lambert-Beer. En medios 4acidos, como es el caso de los vinos, los antocianos
estan mayoritariamente en forma de pseudobase carbinol y de catidén flavilio,

siendo esta ultima forma la que basicamente se autoasocia (1991).

41



Introduccion

Interacciones intramoleculares

Como un tercer mecanismo para la estabilizacion de las formas coloreadas,
las interacciones intramoleculares de los antocianos pueden ocurrir de forma que
no implique la actuacién de otras moléculas. En este tipo de interaccion el
plegamiento de la propia molécula del antociano lleva a que dos restos acilo
aromaticos de la propia molécula se sitien respectivamente por encima y por
debajo del nucleo de la antocianidina, por lo que se denomina de “asociacion de
tipo sandwich” (Goto vy Kondo, 1991). Este tipo de empaquetamiento evita el
ataque del agua sobre el nicleo flavilio y protege igualmente a la anhidrobase. La
estabilidad del complejo estaria asegurada bien por la formacion de enlaces
hidrégeno entre grupos hidroxilo fenolicos del aglucén y de los acidos aromaticos,
bien por la existencia de interacciones hidréfobas entre los mismos, como ocurre

en la copigmentacion y la autoasociacion (Goto y col., 1986)

Metales

Los antocianos pueden reaccionar con diversos metales y formar
complejos coloreados estables con algunos de ellos, como estafio, cobre y hierro.
El aluminio se une a antocianos con grupos hidroxilo fenélicos en posicion orto,
originando complejos de color azulado. Este cambio batocromico, provocado por
la adicién de AICl; , se ha usado como una prueba analitica para la identificacion
y diferenciacion existente entre cianidina, petunidina, delfinidina y perlagonidina,

peonidina, malvidina (Markakis, 1982, Ott, 1992).

La relativa buena estabilidad que poseen varios de los complejos metal-
antociano ha llevado a algunos autores a sugerir su uso como colorantes
alimentarios. Asi, se ha propuesto la adicién de sales de aluminio y estafio para

mejorar la estabilidad del color de los zumos de cereza, uva y fresa (Francis,
1989).
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Estas interacciones entre compuestos se producen durante la conservacion
del vino, una vez que ha sido embotellado, y dan lugar a cambios en su color
debido a la formacion progresiva de nuevos pigmentos. Estos nuevos compuestos
formados en el vino resultan de la interaccién entre las antocianinas y otros
compuestos fendlicos, principalmente flavonoles (catequinas, procianidinas), con
o sin presencia de acetaldehido. Cuando se analiza el contenido antocianico de un
vino por HPLC, estos compuestos eluyen a continuacién de la malvidina 3-
glucdsido en cantidades trazas pero se sabe que modifican el color del vino
(Bakker y Timberlake, 1985a) (Francia-Aricha y col., 1997). La existencia de
estos compuestos coloreados fue propuesta por primera vez por Somers (1968).
Desde entonces, se han realizado numerosos estudios con el fin de identificar esos
picos y se han propuesto diversos mecanismos de reaccién que pueden intervenir
en su formacién, como la copigmentacion (Brouillard y col., 1990; Figuereido y
col., 1996), condensacion directa entre las antocianinas y los flavanoles (Liao y
col., 1992; Santos-Buelga y col., 1995) o bien la reaccion anterior mediada por

acetaldehido (Dallas y col., 1996; Escribano-Bailon y col., 1996).

Entre todos los derivados antocidnicos del vino tinto que han sido
identificados, se pueden distinguir dos tipos de pigmentos segiin las variaciones

de color que producen con respecto a la malvidina 3-monoglucésido.

Por un lado, se ha encontrado un grupo de derivados antocidnicos que
provocan un desplazamiento batocrémico de la longitud de onda maxima del
visible, es decir, son compuestos mas azulados. La presencia de estos compuestos
se ha atribuido a la existencia de un proceso de condensacidn entre antocianos y
flavanoles con o sin acetaldehido, aunque con este ultimo es mas rapido. La
aparicion de estos compuestos ha sido estudiada por diversos investigadores

(1996) (Escribano-Bailon y col., 1996, Francia-Arichay col., 1997).

Por otro lado, recientemente se han identificado varios compuestos que
producen un desplazamiento hacia longitudes de onda méaxima mas cortas por lo

que tienen una tonalidad mas rojo-anaranjada.
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Cameira-dos-Santos et al. (1996), detectaron en el vino y extrajeron dos
nuevos pigmentos rojo-anaranjados derivados de las antocianinas. Estos nuevos
compuestos presentaban un espectro similar al de los antocianos pero con un
desplazamiento hipsocrémico (505-508 nm) del maximo de absorcion. El mismo
grupo de investigacion consiguio obtener uno de estos pigmentos por semisintesis,
a partir de la reaccidn entre 3-monoglucésido de malvidina y 4-vinilfenol y
obtener su estructura (Fulcrand y col., 1996) (Fulcrand y col., 1998). El segundo
corresponderia al derivado p-cumarato del compuesto anterior (Cameira-dos
Santos y col, 1996). La estabilidad y el color de estos pigmentos fueron
estudiados por Sarni-Manchado (1996).

Posteriormente, en otro grupo de investigacion (Bakker y Timberlake,
1997) (Bakker y col., 1997) se aislaron, identificaron y caracterizaron, usando
espectroscopia de masas FAB y NMR, cuatro nuevos pigmentos antocidnicos que
se encuentra en el vino en pequefias cantidades y en trazas en la uva almacenada.
A estos compuestos los denominaron “vitisinas” y responden a dos estructuras
diferentes (tipo A y tipo B) y presentan dos isdmeros flavilio. Estos compuestos
son menos polar que la malvidina 3-glucdsido, por lo que en la cromatografia
eluyen justo después de esta. En cuanto a su espectro de absorcion en el UV-Vis
hay que destacar dos diferencias con respecto a las antocianinas conocidas, por
una parte el desplazamiento hipsocrémico de la longitud de onda méaxima (entre
15y 40 nm) y, por otro la aparicién de un pico pronunciado en torno a 374 nm y
algo menor a 302 nm. La aparicién de estos compuestos fue confirmada
posteriormente en disoluciones modelos (Romero y Bakker, 1999), asi como

estudiado algunos factores que afectan a su formacién (Romero y Bakker, 2000).

De forma simultanea, Francia-Aricha et al. (Francia-Aricha y col., 1997)
encontraron un compuesto en el vino con la estructura propuesta por Fulcrand et

al. (1996) con una longitud de onda maxima a 511 nm.

Estos nuevos pigmentos, al tener sustituida la posicién 4 de la molécula

antocidnica poseen una gran resistencia a las pérdidas de color por diéxido de
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sulfuro, mayor color a valores mas altos de pH y un incremento de la estabilidad.
En cuanto a las caracteristicas espectrales, existe un desplazamiento hipsocrémico
hacia tonalidades anaranjadas, variable segin el compuesto, y la aparicion de
nuevos maximos de absorcion (Bakker y Timberlake, 1997). Por ello, se piensa
que estos pigmentos podrian estar involucrados en los cambios del color del vino

tinto.

1.2.6. Andlisis de Antocianos

Una evaluacién completa de los antocianos del vino incluye un analisis
cualitativo y cuantitativo. El estudio y caracterizacion de los compuestos
antocianicos presentes en los vinos tintos es dificil dada la complejidad de las
muestras. Las técnicas cromatograficas constituyen una péderosa herramienta

analitica.

En los primeros estudios llevados a cabo en mostos y vinos tintos se
utilizaba la cromatografia en papel (Ruf, 1952; Tewari y col., 1974). Esta técnica
presentaba como inconvenientes la falta de resolucion, precision y rapidez, por lo
que fue reemplazada por la cromatografia en capa fina que, aunque conseguiria
mejorar la rapidez y resolucion, seguia careciendo de precision, lo cual dificultaba
el andlisis cuantitativo de las muestras (Valdehita-de Vicente y Matallana-
Gonzdlez, 1983). Aun hoy, estas técnicas siguen utilizandose para

comprobaciones rutinarias que necesiten poca precision.

El desarrollo de las técnicas cromatogréaficas en columna ha supuesto un
avance importante. La cromatografia de gas-liquido (GLC), normalmente
acoplada a un espectrometro de masas, no est4 tan extendida. El problema de esta
técnica es que requiere una etapa previa de derivatizacién de los antocianos para
transformarlos en analitos volatiles y estos tienen problemas de degradacién
térmica, debido a las altas temperaturas del analisis, por lo que no es muy usada
(Bombardelli y col., 1976; Gao y Mazza, 1994; Giustiy col., 1999).
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La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica de
separacién mdas ampliamente utilizada debido a su elevada sensibilidad, facil
adaptacion a determinaciones cuantitativas exactas, idoneidad para la separacion
de especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo, su amplio campo de
aplicacion (Nollet, 2000).

La técnica de HPLC ha sido extensamente usada, en las Gltimas décadas,
para el analisis cuantitativo y cualitativo de la composicion antocidnica del vino

tinto:

- Determinaciéon y cuantificacién de las antocianinas del vino tinto
(Holbach y col., 1997, Merken y col., 2001, Nyman y Kumpulainen,
2001; Revilla y Garcia-Beneytez, 2002)

- Separacién y aislamiento de pigmentos antocidnicos obtenidos en un
extracto bruto (Wang y Sporns, 1999, Hayasaka y Asenstorfer, 2002).

- Identificacién de la estructura de los compuestos antocianos (Prior y
col, 2001; Mateus y col., 2002).

- Evaluacién de los cambios en la composiciéon de los vinos tintos

(Romero y Bakker, 2000).

La utilizacién conjunta de la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE
o HPLC) y la espectroscopia UV-vis de deteccion de diodos en circuito integrado
(DAS) permite la simple y rapida separacion, identificacion y cuantificacién de
los diferentes antocianos sin necesidad de una preparacién previa de la muestra, o
simplemente una purificacién con cartuchos Ci3 (SPE) o Sephadex, y sin recurrir
a otras técnicas (Francis, 1982, Bakker y Timberlake, 1985a; Holbach y col.,
1997, kraemer-Schathalter y col., 1999; Nyman y Kumpulainen, 2001). Para la
identificacién de los pigmentos antocianicos se pueden evaluar, ademas de sus
caracteristicas espectrales, los valores de tiempo de retencion (R¢), mientras que
para la cuantificacién se utilizan patrones de concentracion conocida y se valoran
las 4reas obtenidas. Esta es la técnica mas extendida y estudiada pero no la tnica,

ya que existe un abanico muy amplio de posibilidades.
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La espectrofotometria UV-Vis se utiliza acoplada a la cromatografia, como
ya se ha dicho, pero también como sistema Unico de deteccion e incluso de
cuantificacion. Para la identificacidén de los compuestos se utiliza, generalmente,
la longitud de onda de maxima absorcién. Esta longitud de onda de los antocianos
en el visible depende del tono de color de los mismos y, por tanto, de su estructura
molecular, que puede ser influido por el tipo y el pH de la disolucién en la que se
encuentra. Por tanto, los valores de longitud de onda de méxima absorcion citados
por los distintos autores para los diferentes antocianos sélo deben ser comparados
s1 fueran obtenidos en las mismas condiciones, con respecto al tipo de disolvente,

pH de la disolucidn, pureza de los extractos, etc.

Harborne (1958a), publicé un estudio sobre métodos espectrales
para la caracterizacién de antocianos, en el que determind la absorbancia maxima
en la region del visible y ultravioleta, para las diferentes antocianidinas y
establecié que es posible conocer la posicion del azucar, comparando la
absorbancia a 400 nm con la correspondiente al maximo obtenido en la regién del
visible (E440 X Emsx. x 100). Otra caracteristica que permite diferenciar algunos
antocianos (los que presentan grupos orto-hidroxilos en el anillo B) es el
desplazamiento batocrémico del méaximo en la regién del visible, cuando se
agrega disolucion de AICl;. Tal es el caso de la petunidina, delfinidina y

cianidina.

En el analisis cuantitativo de antocianos por espectrofotometria la falta de
disponibilidad de patrones puros asociados a problemas de aplicabilidad del uso
de HPLC, hizo que se optase por alternativas de andlisis como el método de
Fuleki 'y Francis (1968a;1968b;1968c;1968d) donde se determina la

concentracion total de pigmentos aplicando la ley de Lambert-Beer con E, ) s
con factor de 98,2, que se refiere a la absorcion de una mezcla de antocianos en
etanol: 4cido clorhidrico medido en una célula de 1 ¢cm en 535 nm a una

concentracion de 1% (p/v) y a través del método de método de Somers y Evans

(1974, 1977; 1979) donde se pueden determinar diversas fracciones polifendlicas
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y se puede obtener indices sobre la situacién de los compuestos antocidnicos

basados en medidas espectrales directas.

Otra opciéon para la identificacion de los antocianos es sustituir el
espectrofotémetro de diodos por uno de masas (HPLC/MS). Este tiltimo presenta
la ventaja de ser mas exacto en la identificacion y caracterizacion pero la muestra
requiere una preparacion y purificacion mas tediosa, ademas del elevado coste del
instrumento (Baldi y col., 1995; Revilla y col., 1999, Prior y col., 2001). Existen
variantes de este método como la utilizacién ionizacion por electrospray (HPLC-
ESI-MS), la ionizacién de las moléculas por impacto de electrones (HPLC-EI-
MS) o el uso de técnicas de ionizacion de presién atmosférica (API-MS) (Da

Costa y col., 2000; Degenhardt y col., 2000).

Las técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN) pueden ser aplicadas
especialmente para la determinacion de la estereoquimica de los antocianos
naturales. Considerando que para obtener los espectros es necesario trabajar con
medios acidificados, a fin de mantener a los antocianos en su forma catién
flavilio. Los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento permiten
conocer la configuracién de los azicares y sus sitios de union al aglucon, la
existencia de sustituyentes acilados y su lugar de fijacion, la configuracion de la
molécula, etc. Goto et al. (1978) fueron los primeros autores en aplicar la técnica
RMN de “Cy'H para determinar la estructura de varias antocianinas complejas
poliaciladas, luego diversos autores aplicaron esta técnica para identificar y
confirmar estructuras (Cornuz y col., 1981, Terahara y Yamaguchi, 1986; Fossen
y Andersen, 1998; Brun y col, 1999, Timberlake y col, 2000 ). Pero el
inconveniente de las técnicas de RMN es la exigencia de tener que trabajar con
compuestos muy puros, libres de contaminacién, lo que exige un aislamiento

previo muy preciso.
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Otras técnicas menos usadas son la electroforesis capilar (CE) (Bridle y
Garcia-Viguera, 1996), cromatografia de permeacion en gel (Shoji y col., 1999) e
incluso aparecen referenciados métodos cinéticos para la cuantificacion de las

antocianidinas (Merken y col., 2001).
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1.3. ESTUDIO DEL COLOR

La definicién del color y su medida es un objetivo perseguido hace siglos
por muchos hombres de ciencia (4ristételes, Freischer, Porta, Newton, Descartes,
Goethe, Young, Koning, Grassmann, Maxwell, Helmholtz, Adams, Schridinger,
Abney, MacAdam etc.). Estos y muchos otros, permitieron que la ciencia del color

alcanzara su estado actual.

El color es una respuesta mental al estimulo que una radiaciéon luminosa
visible produce en la retina y que el nervio Optico transmite al cerebro. Se
considera como un concepto psicofisico, relacionado al mismo tiempo con la
psicologia del observador, la fisiologia de la visién y con la energia radiante
espectral de una fuente luminosa. Luego no es una caracteristica intrinseca de los
objetos que reflejan o transmiten la radiacion luminosa, pues basta con cambiar la

fuente para modificar el estimulo producido: es una propiedad de la luz.

El estimulo cromatico estd compuesto por tres sensaciones bien
diferenciadas, que dan al color su caracter tridimensional (Wyszecki y Stiles,

1982); éstas son:

— El matiz o tono se define como la propiedad por la cual un color se
identifica como rojo, azul, etc., o aquel que permite diferenciar un
color respecto al gris del mismo brillo, denominado estimulo
acromatico. Esta relacionado con las diferencias de absorbancia de
la energia radiante a diferentes longitudes de onda. Es decir, es el

atributo cualitativo del color.

— La luminosidad, es el atributo en virtud del cual los colores pueden
considerarse equivalentes a alguno de los miembros de la escala de
grises, entre el negro y el blanco. Es una medida relativa de la luz

reflejada frente a la absorbida.
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— La saturacién o pureza se define como la proporcion de luz
cromatica en la percepcion total, o como el grado de diferencia
entre el punto de color en cuestién y el correspondiente al punto

gris de la misma luminosidad

Los tres atributos: tono, luminosidad y saturacion van a definir cualquier
color. Esta consideracion tridimensional del color es el fundamento de la Teoria
Tricromatica. Las leyes experimentales de la igualacién del color se resumen en
un principio ya enunciado por Newton (1672) conocido como “Generalizacion

Tricromatica”, cuyo desarrollo se recoge en el Apéndice I.

El color afecta todos los momentos de nuestras vidas, influyendo
fuertemente en la ropa que llevamos, el mobiliario de nuestras casas y jardines, y
el aspecto de los alimentos que consumimos. En la mayoria de los casos, la
eleccion de los colores es inconsciente aunque continuamente se pone de
manifiesto que el color de nuestro entorno afecta a nuestro modo y percepcion de
la calidad. Desde la eleccion en el mercado hasta el momento de su consumo, el
color es uno de los factores mas determinantes en la aceptacion de un alimento.
Asi, la especificacion del color de los alimentos es un campo de investigacion de

creciente actividad en todo el mundo, y especialmente en nuestro pais.

Es por todos conocido el efecto que tiene en la aceptacion o no de un
producto alimenticio su color entre el resto de las caracteristicas organolépticas.
Por ejemplo, un alimento mas oscuro de lo normal puede dar la impresion de que
esta alterado por algun fenémeno de pardeamiento enzimdtico o no enzimatico vy,

probablemente, sera rechazado por el consumidor.

En general, los consumidores no suelen poseer conocimientos sobre la
naturaleza fisica del color; actian segun el momento en el que observan, sin
prestar atencion a la calidad cromatica de la luz que ilumina el objeto, sino al
color del alimento y sélo lo juzgan por él, como si su color fuera constante en

todas las situaciones.

51



Introduccion

Esto hace que en la industria alimentaria se considere el color como un
parametro importante a controlar. En el caso de los productos frescos, el objetivo
es mantener el color una vez recolectados; en los productos elaborados conseguir
un color aceptable y satisfactorio para los futuros consumidores y, a escala
general, conseguir, mediante el color, aumentar el atractivo de los productos

alimentarios y asi su rendimiento econémico.

Al igual que el color percibido de un estimulo no es algo absoluto, sino
que depende de las circunstancias que le rodean, el resultado de la medida del
color de un estimulo depende de las condiciones en las que se realiza la medida.
Como el objetivo de cualquier medida es que sea Unica y repetible, se han
definido condiciones estdndar para aquellos parametros que influyen en el
resultado de la medida, como son el observador, el iluminante, la geometria de
iluminacioén-observacion, el ancho de banda o el intervalo de medida (Berns y
Peterson, 1988; Campos, 1999).

La medida de color en los alimentos durante su procesado en la industria
se incluye dentro del analisis de las propiedades organolépticas de los mismos. Su

control se hace de tres modos diferentes, que son:
¢ Evaluacién visual del color
o Evaluacion instrumental con aparatos no especificos

e Evaluacidn instrumental con aparatos especificos

1.3.1. Evaluacion visual del color

El color es, probablemente, el tinico atributo sensorial del que se dispone
de métodos analiticos de medida con la suficiente precisién como para poder
sustituir una medida sensorial. Sin embargo, el uso de métodos instrumentales

requiere de equipos costosos y, a veces, un mantenimiento muy especializado,
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pero sobretodo conlleva una, a priori, compleja interpretacion de resultados. Por

ello, el andlisis sensorial sigue utilizdndose a nivel industrial en muchos casos. -

El analisis visual del color de los alimentos, se encuentra incluido dentro
de la cata o examen organoléptico, que consiste en la apreciacion por la vista, el
olfato y el gusto de las cualidades de un alimento, y cuyo uso estd muy extendido

en el campo de la enologia.

Puesto que un vino se elabora para ser consumido y apreciado, es
logicamente la cata lo que permite formular el juicio mas autorizado sobre su
calidad, no siendo suficiente, por lo general, un estudio quimico, por muy
exhaustivo que sea. Dentro de la cata, las sensaciones visuales se refieren
fundamentalmente a la limpidez y el color, y juegan un papel importante porque
van a condicionar otras caracteristicas del vino: cuerpo, edad y estado del vino. Se
ha demostrado que, ademas de jugar un papel importante en la apetencia por los
alimentos, el color tiene una incidencia indirecta sobre las reacciones olfativas y

gustativas (Maga, 1974).

La medicion del color, dentro del analisis sensorial, se debe realizar en una
sala de cata y con las condiciones adecuadas de temperatura, tipo de copa, hora
(Bourzeix, 1982; Baigorri y col., 1985, Peynaud, 1987, Peynaud, 1989). Este
analisis permite una descripcion del color, para el cual existe un vocabulario, mas
0 menos establecido, que en el caso del vino, es muy rico y complejo, aunque
nunca se puede olvidar que se trata de un andlisis subjetivo, influenciado por

numerosos factores (Llaguno, 1982).

Otra forma de medir el color visualmente es usando escalas de color, atlas,
diccionarios o colecciones de colores. Estas colecciones de referencia se usan en
infinidad de industrias: pintura, tejidos, alimentacién, etc. La ventaja de éstos
frente a la cata es que, a veces, es necesario saber, de forma reproducible, de que
color se trata y no tener s6lo una nomenclatura mas o menos intuitiva (Calvo,
1989). La escala debe abarcar todos los tonos e intensidades posibles en las

muestras a evaluar y deben asignarse valores numéricos a cada punto de la escala.
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Las muestras se comparan visualmente con dicha escala y se les asigna un

namero.

Entre los principales sistemas estan:

— Sistema Munsell

Los colores se situan en funcion de la claridad (eje vertical), del tono
(circulo perpendicular al eje) y de la saturacion para cada tono (grado
de alejamiento del eje central en cada radio correspondiente). Los
colores van impresos con su notaciéon en unas tarjetas que son
separables del atlas. Es uno de los mas usados en la industria

alimentaria.
— Sistema Ostwald

Se basa en la igualdad visual de mezclas de colores y en la
complementariedad de los tonos opuestos en el circulo de tonos que el
define. Tiene en cuenta las tres variables: tono, claridad y saturacion,
para definir los colores. Su uso es mas extendido en el mundo de la

pintura.
— Sistema DIN

Es similar al Munsell pero se elaboré a partir de estimaciones visuales
de diferencias de color. No es un espacio uniforme ya que las lineas de
igual saturacion no son circulares y no tienen el mismo espaciamiento

entre ellas.
— Sistema OSA-UCS

Proporciona un espacio de color uniforme. Se trata de un cubo-
octaedro (un cubo con las esquinas cortadas). Posee tres ejes: claridad

(L), amarillo-azul (j) y verde-rojo (g).

54



Introduccion

1.3.2. Evaluacion instrumental del color

El color de los objetos se expresa mediante las coordenadas de color. Estas
coordenadas cromaticas son obtenidas a partir de los Valores Triestimulo (ver

Apéndice 1 de esta Memoria):

X = k7280 x(A}R(A}AL

380

Y= k% y(A}r(A)AA [1]

380

Z= k% z(AYR(A}AL

380

donde x(4), ¥y (1), z (1) son las funciones de mezcla o valores
triestimulo espectrales, R(1) es la radiancia del objeto en el caso de una fuente

emisora de luz, o la luz de otra fuente que es reflejada o transmitida por el objeto,
AA el intervalo con el que se realiza el sumatorio y k es una constante establecida

que corrige los valores triestimulo de tal manera que Y valga entre 0 y 100.

A partir de las coordenadas cromaticas de cada muestra se calculan las
diferencias de color que existen entre ellas con el fin de estudiar variaciones de
color. Las diferencias umbrales constituyen el limite perceptible inferior. No
obstante, en numerosas situaciones practicas, y en particular en la industria, se
trabaja con diferencias de color de mayor valor que el umbral. Es lo que se conoce
como “diferencias aceptables” o “tolerancias de color”. El interés industrial por
estos valores superiores al umbral estd justificado por el elevado coste que
supondria mantener la produccién industrial dentro de los limites del umbral
visual. Desde una perspectiva industrial se ha indicado que entre 1.1 y 2.8

unidades CIELAB se habla de una tolerancia rigurosa, hasta 5.6 de una tolerancia
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normal, y por encima de 5.6 unidades CIELAB de una tolerancia holgada
(Melgosa y col., 2001).

Existen dos tipos de instrumentos que miden el color de un objeto:
aquellos que miden directamente los valores triestimulo, llamados colorimetros, y
los que miden la magnitud radiométrica o fotométrica que caracteriza a la fuente o
al objeto a partir de la cual se calculan los valores triestimulo (espectrofotémetro

y espectrorradidémetro).

Colorimetros

Miden el color de fuentes de radiacién primarias (que emiten luz propia) y
secundarias (que reflejan o transmiten luz externa), obteniendo directamente los
valores triestimulo X,Y,Z de forma Optica, no matematica. El colorimetro
reproduce la respuesta de sélo un observador patrén y un iluminante estandar
preestablecidos, por lo que los valores obtenidos son distintos para cada

instrumento.

Espectrofotometros

Miden la distribucioén espectral, de transmitancia o reflectancia, de un
objeto a partir de la cual se puede calcular el color bajo distintas condiciones.
Tanto la transmitancia como la reflectancia son propiedades intrinsecas del objeto
que no se modifican con la iluminacién recibida ni con el observador, hecho que

si ocurre con el color.

En el espectrofotdmetro la medida de la transmitancia es el cociente entre
la respuesta del instrumento en presencia de muestra y cuando la muestra no esta
en el camino Optico. La reflectancia es el cociente entre la respuesta del
instrumento a la muestra y la respuesta a un patréon conocido (normalmente

blanco), multiplicado por la reflectancia intrinseca del patrén.
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Los primeros equipos realizaban una comprobacion visual o fotografica
registrando los resultados obtenidos a las longitudes de onda fijadas. Este sistema
ha sido reemplazado por la deteccién fotoeléctrica en la cual la luz incide sobre
una superficie metélica, que se encuentra al vacio, estimulandose una cantidad de
electrones proporcional a la intensidad que le llega (Lees, 1982). El equipo

obtiene, asi, el espectro completo.

Espectrorradiometros

Tienen como objetivo obtener la medida radiométrica de la distribucion
espectral de una fuente de radiacién (primaria o secundaria). Con un fundamento
igual que el anterior, mediante las ecuaciones iniciales se calculan,

matematicamente, los valores triestimulo.

El espectrorradidmetro tiene los mismos componentes que el
espectrofotdmetro con la excepcion de la fuente de luz que, en este caso, es

externa al instrumento y, por tanto, variable.

Aunque no es su uso especifico, se utilizan también para la medida de la
transmitancia o reflectancia de una muestra, modificando la posicién relativa de la

fuente de iluminacidn.
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1.4. EL COLOR DE LA UVA Y EL VINO TINTO

El proceso de maduracién de la uva, como cualquier otro fruto, atraviesa
una serie de etapas que, esencialmente, consiste en una pérdida paulatina de
acidos transformandose en azdcares, desde las fases iniciales o “verdes” hasta la

maduracién completa.

En cuanto a los cambios cromaticos que se producen, el “envero”
constituye la modificacion mas notable en el proceso: en ese momento, la uva
verde pierde su clorofila y se colorea, por la aparicién de diferentes compuestos
de naturaleza polifendlica, oscureciéndose progresivamente durante todo el

transcurso de la maduracion.

Las caracteristicas cromaticas de los derivados de la uva vienen
determinados por el tipo y concentracién de los compuestos fendlicos que
contienen. Dichos compuestos se encuentran, principalmente, en el hollejo, y en
menor proporcion, en pepitas, raspon y pulpa. Son liberados durante el estrujado y
prensado de la uva y la maceracion del mosto, desde las partes sélidas hacia el

liquido.

Son los pigmentos antocidnicos que contienen las uvas los que mas van a
influir en el color final de éstas y del vino, pero se ven afectados por el resto de
polifenoles entre otros factores (Singleton y Trousdale, 1992; Cheynier y col.,
1994; Ricardo-da-Silva, 1997, Markovié y col., 2000, Escribano-Bailén y col.,
2001 ). Sin embargo, otros fenoles flavonoides no coloreados son importantes
pues pueden dar lugar a reacciones de co-pigmentacién, como las flavonas y
flavonoles, ademas de los compuestos fendlicos implicados en los procesos de
oxidacién y el consecuente pardeamiento (Singleton, 1987, Cheynier y Vans,
1988, Cheynier y col., 1989, Cheynier y col., 1990, Cheynier y Ricardo-da-Silva,
1991), sin olvidar la importancia de estos en el envejecimiento del vino

(Ribéreau-Gayon, 1973; Zamora-Marin, 1999; Valls y col., 2000).
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El color de los vinos tintos depende principalmente de las antocianinas y
compuestos poliméricos que contienen, y el contenido de estos dependen de
muchos factores (Gémez-Plaza y col., 2000) (Gémez-Plaza y col., 2001). Durante
el almacenaje, el tipico color rojo purpura de los vinos jévenes se pierde y cambia
hacia tonos rojos mds anaranjados. Estos cambios se deben principalmente al paso
de los mondmeros antocidnicos hacia formas oligoméricas mas estables y van a

influir en la percepcidn de la calidad del vino.

La calidad en los vinos tintos, como en otros alimentos, es dificil de
definir, pero lo que si parece estar claro, es que el color es un atributo asociado
con la calidad (Bridle, 1983, Heredia y col, 1986, Heredia y Guzmdn, 1988;
Bakker y Arnold, 1993) ya que es la primera de las caracteristicas que aprecia el
consumidor, y una buena parte de su aceptacion depende de ella. El color es,
relativamente, facil de medir y proporciona informacién sobre los defectos y
virtudes de un vino, la zona, el cuerpo, la edad (Echdvarri y col., 1994, Huerta-
Diaz-Regafion y col., 1998) y su evolucion en el tiempo. Asi, un afio de buena
cosecha dara un vino mas intenso y rico en color de lo normal, asi el color de la
uva esta relacionado con el color final del vino (Franco Aladrén y Iniguez, 1999).

Pero no es tan fécil el estudio de los compuestos responsables del color.

Se dice que cuando nacieron los vinos, al ser ingeridos, el hombre debid
observar como primer atractivo su color (Menchen-Benitez, 1985). La
pigmentacion del vino ya fue estudiada por Plinio y observé que el vino tinto al
mezclarlo con las aguas duras cambiaba de color. A lo largo de la historia el
interés por el estudio del color del vino ha ido en aumento pues no es sélo un

factor de diferenciacién cromatico, sino también de otras cualidades gustativas.

El andlisis sensorial o cata ha sido, durante mucho tiempo, el mejor
método de referencia en la apreciacion del color en alimentos, consiguiéndose por
los expertos una precision, en algunos parametros cromaticos como “diferencia de

color”, mayor que la alcanzada por los métodos fisicos tradicionales. El ojo
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humano puede llegar a ser muy sensible a estas diferencias pero no por ello deja

de ser subjetivo.

La evolucién del analisis sensorial ha tendido a la objetividad, en la
medida de lo posible. Las principales limitaciones que presenta frente al analisis
discriminante por medidas fisicas son las condiciones de observacion, dificilmente
estandarizables, si se tiene en cuenta el grado de influencia psicoldgica que afecta
al color. E incluso un determinado matiz en el vino, por ejemplo, puede
condicionar su sabor (Maga, 1974). Por ello, se justifica la evolucion de los
métodos fisicos para el analisis del color de los alimentos y, mas concretamente,

de los vinos tintos.

Desde hace tiempo han existido métodos analiticos de medida de color
como el “Vinocolorimetro de Salleron”, basado en la escala de colores de
Chevreul, o el “Cromatémetro de M. Andreu”, fundamentado en el principio del
polarimetro. Pero es en la década de los afios treinta cuando se incrementa el
interés por la medida del color de los vinos tintos, destacando la figura de Roos
(1930) cuyos esfuerzos fueron dirigidos a la medida de la intensidad del vino por
comparacion con disoluciones coloreadas. De este método surgieron
modificaciones durante los afios siguientes (Vogt, 1935, Kielhofer, 1944, Wobish
y Schneyder, 1955). Por su parte, el sistema Munsell ha sido aplicado en el estudio
del color de vinos y otros alimentos (Jacobs, 1938, Amerine y col., 1959, Kramer

y Twigg, 1959, Little, 1976).

Villforth (Villforth, 1958) propuso asignar un indice de color que
significara el porcentaje de absorcion de luz a 538 nm. A partir de aqui, continua
el estudio de la medida espectral para la caracterizacion del vino, estableciéndose,

entre otras, la relacidn A40/Asyo que es bastante significativa y, todavia hoy, se

utiliza.

Winkler y Amerine (1938) pueden considerarse los pioneros en la

aplicacién de la teoria tricromética al control de los vinos, considerando sus
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parametros fundamentales: coeficientes tricromaticos (coordenadas de
cromaticidad), longitud de onda dominante, pureza y luminosidad. A partir de
entonces, se comienza a recomendar algunos de los métodos ya existentes sobre
analisis tricromatico, basados en la medida de la absorbancia en el espectro
visible, en intervalos mas o menos anchos de longitudes de onda. Esta
metodologia se contraponia a la que propugnaba medidas de absorbancia a
longitudes de onda concretas (Sudraud, 1958; Ribéreau-Gayon, 1982), que no se
correlacionaba satisfactoriamente con el analisis sensorial. Ambos métodos

presentaban diferencias en los resultados (Bakker y col., 1986).

Por ello, el estudio del color del vino fue desviado hacia la busqueda de los
parametros cromadticos, pero a partir de sélo unas pocas longitudes de onda
significativas, para que los calculos resultaran suficientemente sencillos y
realizables con aparatos de precio medio o bajo, como los espectrosfotdmetros sin
barrido que se utilizaban en muchas bodegas para los analisis de rutina.
Basandose en esta idea, la “Office International de la Vigne et du Vin”, OIV, a
partir de expresiones similares realizadas para el color de los aceites adoptdé un
método oficial en Espafia (O.1V., 1969). Este es un método simplificado basado
en la eleccion de cuatro longitudes de onda mas o menos representativas a partir

de las cuales se obtenian los valores triestimulo X, Y, Z segun las ecuaciones:

X =042 Tes+ 0.35 Tss0+ 0.21 Tyas
Y = 0.20 Tgas + 0.63 Tssg + 0.17 Tass [2]

Z = 0.24 Tso5 + 0.94 Tyss

Estas ecuaciones fueron adoptadas en las reglamentaciones nacionales e
internacionales sobre analisis de vinos y se utiliza oficialmente en Espafia con
referencia al iluminante C y observador CIE 1931, que corresponde a angulos
subtendidos de visidn menores o iguales a 4° (Presidencia del Gobierno, 1977;
Presidencia del Gobierno, 1981, CEE, 1990). A partir de los valores triestimulo

se calculan las coordenadas cromaticas (x,y) del punto representativo del color del
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vino en el espacio CIEYxy (1931) y desde este punto se obtiene graficamente la

longitud de onda dominante (A4).

x=X/(X+Y +2Z)
y=Y/(X+Y+2) 3]

2=2/(X+Y+Z)

Es en esta época, cuando el andlisis cromatico de los vinos adquiere
entidad propia entre los factores determinantes de su calidad y su estudio esta

cada vez mas extendido.

Aunque el método oficial es senciilo y rapido es muy distinto al método
oficial que propuso la CIE para la determinacion de los valores triestimulo
considerando todo el espectro y la posibilidad de dos espacios de color: CIEL'u'v’
y CIEL'ad" (CIE, 1971; CIE, 1978: CIE, 1986). Ambos métodos fueron
comparados por diversos autores encontrando que para determinadas muestras de
vino, principalmente tintos jovenes, y determinados parametros de color las
diferencias entre los métodos serian apreciables por el ojo humano (Negueruela y
Echavarri, 1983, Negueruela y Echdvarri, 1989, Heredia y Guzmdn, 1989;
Almela y col., 1995). Por ello, se llevé a cabo la sustitucion del espacio CIEYxy
por el espacio CIELAB cuyas coordenadas estan mejor correlacionadas con la
respuesta visual y resulta mas uniforme, en lo que se refiere a diferencias de color

perceptibles.

A partir de estos resultados se propusieron diferentes mejoras del método
oficial de la OIV como la sustitucion del observador por el CIE 1964 para angulos
de aproximadamente 10° el cambio de iluminante al Dgs y seleccionando las
absorbancias A4, As20 Y A2 consideradas por Glories (Glories, 1984)como mas
significativas en los vinos (Negueruela y Echdvarri, 1989); un método

fundamentado en el del CIE que es mucho mas rapido que el método de la OIV
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(Gonzdlez-Cartagena y col., 1990); o el método basado en el andlisis de vectores
caracteristicos que utiliza sélo tres de ellos para la reconstruccion de los espectros
de absorbancias de los vinos (4dyala y col., 1993; Ayala y col., 1997). También fue
propuesta una nueva férmula para el calculo de la longitud de onda dominante de
forma matematica (Heredia-Mira y Guzmdn-Chozas, 1989; Heredia y Guzmdn-
Chozas, 1992).

Dada la diferencia entre estos métodos y la observacién del color en
catavinos, junto con la influencia del espesor del liquido en el color aparece en la
bibliografia un nuevo método de medida del color del vino por trans-reflectancia

que difiere de los anteriores (Lomas y col., 1994).

Hoy en dia, la medida del color de mostos recién obtenidos, y vinos, tanto
jovenes como tras su envejecimiento en barrica o botella, estd cada vez mas
extendida por la implicacion del color en la aceptacion del producto final que se
va a comercializar. En los ultimos afios muchos autores han optado por el uso del
sistema CIELAB frente al OIV puesto que las dificultades de calculo han
disminuido; (Echdvarri y col., 1993, Heredia y col., 1998; Escribano-Bailén y
col., 2001), en cambio en las bodegas se siguen utilizando principalmente los

métodos rapidos.
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Objetivos

En esta memoria, se han planteado tres objetivos fundamentales:

Establecer las caracteristicas fisicoquimicas de los vinos tintos jévenes
espafioles monovarietales de tempranillo en relacion con el color,

mediante el analisis de la composicioén antocianica.

Definir el color de estos vinos tintos por métodos instrumentales
objetivos basados en la Colorimetria Triestimulo, y por apreciacién

visual, asi como la puesta a punto de la metodologia correspondiente.

Estudiar las relaciones multivariantes entre el color y la composicién

antocianica de estos vinos
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3.1. MUESTRAS

Se han analizado 114 de vinos tintos espafioles monovarietales de
Tempranillo (Vitis vinifera var. Tempranillo) que aparecen recogidos en la Tabla
1 del Apéndice II. Once de ellos fueron analizados también manteniendo las
botellas sin abrir, reservados de la luz y el calor, 12 meses después del primer

analisis.

En general, se trata de vinos del afio, es decir, comercializados dentro del
afio siguiente al de cosecha y elaborados por vinificacion tradicional, excepto 5
vinos que habian sido sometidos a crianza posterior y 8 vinos que se elaboraron

mediante maceracion carbonica (Figura 7).

Las muestras pertenecen a cuatro cosechas (1999-2002) (Figura 8).
Veintiun vinos han sido seleccionados y enviados por las bodegas elaboradoras,
como representativos de su produccion, y el resto (93 muestras) han sido
adquiridos en el comercio. Todas las muestras estaban embotelladas en envase de

vidrio, y presentaban suficiente estabilidad y limpidez.

En su mayoria estos vinos estan acogidos a diferentes Denominaciones de
Origen (Figura 9) y s6lo 8 vinos han sido proporcionados por bodegas particulares
antes de que el vino sea embotellado y comercializado (ver Tabla 1 del Apéndice
II).

Respecto a la edad de los vinos estudiados, todas las muestras, como ya se
ha dicho, son vinos jovenes o del afio; 16 muestras pertenecientes a la cosecha de
1999, 79 de la cosecha de 2000, 29 muestras, del afio 2001, y una tinica muestra
de 2002 (Figura 10).
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Crianza

Maceracién Carbdnica

Vinificacidn Tradicional

Figura 7. Muestras que presentan alguna peculiaridad en su elaboracion.

BODEGA

COMERCIO

Figura 8. Distribucién de los vinos segiin el lugar de obtencién
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SinD.O. — Ribera del Duero (19)

Otras D.O.

Rioja (27)

Carifiena (4}
a de Castilla (4)
Penedés (5}

Toro (6
) Valdepefias (15)

La Mancha (10)

Figura 9. Distribucién de los vinos segin la D.O.

2002
1898

2000

Figura 10. Distribucién de los vinos tintos por cosechas.
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Instrumental y Reactivos
Aparatos y material

- Agitador magnético Selecta

- Balanza electrénica Mettler AE 260

- Baiio de agua termostatizado B-480

- Baflo ultrasonidos Selecta de 7L

- Cabina de cata

- Cartuchos MFE-Pak C18, 500 mg (Analisis vinico Art.E2650)

- Congelador Whirpool AFG 075

- Conjunto de filtracién para muestras, constituido por jeringas, soporte de filtros y
filtros de Smm de didmetro y 0.45 pm de poro (Millipore)

- Copa de vidrio normalizada para la cata

- Cubeta de precisién Hellma, de cuarzo, de paso de luz: 10.00 mm

- Cubeta de precisién Hellma, de vidrio, de paso de luz: 2.00 mm

- Equipo de agua destilada

- Equipo de agua Milli-Q Elga, modelo Elgasat-UHQ

- Espectrofotometro de diodos Hewlett Packard UV-visible HP 8452

- Espectrorradiémetro CAS 140B Instrument System

- Filtros de un solo uso de 0.45 pum, Millipore

- Filtros de 47 mm de didmetro y 0.45 um de poro.

- Material para volumetria

- Material usual de laboratorio

- Micropipeta Nichiryo modelo 5000F de 100 pl

- pH-metro Orion model 420 A de lectura digital, con precision de 0.01 unidades

- Rotavapor modelo Biichi R-114

- Sistema de filtracion Milli-Q (Millipore modelo A-10), compuesto por kitasato,
embudo y placa filtrante

- Sistema de cromatografia liquida de alta eficacia Waters 600 E con detector de
diodos Waters 996
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Reactivos

- Acetaldehido (Merck Art.800004)

- Acetonitrilo calidad HPLC (Merk Art.14291)

- Acido clorhidrico al 35% (Merck Art.131019)

- Acido formico calidad HPLC 98% (Merck Art.00264)
- Disoluci6n acuosa de acido sulfiirico 1:3 (v/v)

- Disolucién de hidréxido de sodio IN

- Disolucién de yodo 0.02N

- Disolucién para mantener el electrodo del phmétro (Orion)
- Disolucién tampén de pH 4.00 (Merk Art.9435)

- Disolucién tampén de pH 7.00 (Merk Art.9439)

- Engrudo de almidén (indicador)

- Etanol absoluto (Romil Art.H-314)

- Hidréxido soédico (Merck Art.109956)

- Metanol (Romil Art.H-410)

3.2.2. Determinacion de pardmetros fisicoquimicos

ANHIDRIDO SULFUROSO (CEE, 1990)

La determinacion se realiza mediante una valoracion yodométrica del
anhidrido sulfuroso (S02), operando directamente con el vino, de acuerdo a la

siguiente reaccion:

H,80; + L, +H,0 < H,804 + HI [4]

En la determinacién del anhidrido sulfuroso libre se acidula el vino para
minimizar la oxidacion de los fenoles, y después se valora con yodo hasta el punto
final, utilizando almid6n como indicador. Para determinar el anhidrido sulfuroso
total es necesario hidrolizar el sulfuroso de sus uniones mediante la adicién de una

base fuerte y después acidular y valorar directamente (dmerine y Ough, 1976).
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Material
Aparatos:
Matraces Erlenmeyer de S00 mL
Material para volumetria
Reactivos
Disolucién acuosa de acido sulfurico 1:3 (v/v)
Disolucion de hidréxido de sodio IN
Disolucién de yodo 0.02N
Engrudo de almidén (indicador)
Procedimiento
SO, total:
Se toman 20 mL de vino en un matraz erlenmeyer. Se
afiade 10 mL de NaOH 0.1N, se tapa y se espera 10 min.
Pasado el tiempo, se afiade S mL de H,SO, y unas gotas
de almidon. Se enrasa la bureta con la disolucién de yodo
y se va affadiendo gotas de yodo hasta que la a paricién de
un color violdceo, que debe mantenerse durante 10-15
segundos. Se anota el volumen gastado de yodo.
SO, libre:
Se toman 10 mL. de vino en un matraz erlenmeyer y se
aflade 5 ml de H2SO4 y unas gotas de almid6n. Se enrasa
la bureta con la disolucion de yodo y se va afiadiendo
gotas de yodo hasta que la a paricién de un color
violdceo, que debe mantenerse durante 10-15 segundos.
Se anota el volumen gastado de yodo.
Cilculo

El sulfuroso total y libre se expresa en mg/L: con cada volumen

gastado de yodo se realizan unos célculos:

S0, total (mg/L)) =V yodo (mL) x 32
SO; libre (mg/L) =V yodo (mL) x 64

(5]
(6]

donde V es el volumen (mL) gastado de yodo y 32 o 64 son los
factor que en cada caso hay que multiplicar para hallar la

concentracién
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pH (CEE, 1990)

Se mide la diferencia de potencial entre dos electrodos sumergidos en el
mosto. Uno de estos electrodos tiene un potencial definido en funcién de la
actividad del i6n hidrogeno (pH) de este liquido; el otro tiene un potencial fijo y

conocido, y constituye el electrodo de referencia.

El pH debe determinarse con un error inferior a £0.05 unidades.

Material

Aparatos:
pH-metro Orion 420A
Electrodo combinado de vidrio — Ag/AgCl
Reactivos
Disolucion tampén de pH 4.00 (Merk Art.9435)
Disolucion tampén de pH 7.00 (Merck Art.9439)

Disolucién para mantener el electrodo (Orion)

Procedimiento

En primer lugar, se calibra el aparato con las disoluciones tampén
de pH 4.00 y 7.00. Una vez estandarizado, se introduce el
electrodo en la muestra de mosto sometida a agitacion, y se
procede a realizar la lectura.

ACIDEZ TOTAL (CEE, 1990)

La determinacién se realiza mediante una volumetria acido-base con
deteccion potenciométrica del punto final. Los acidos organicos que se determinan
son relativamente débiles, por ello, la valoracién con una base fuerte, como el
hidréxido sdédico, debe hacerse hasta valores de pH superiores a 7.0. La AOAC ha
fijado el valor en 8.2 como punto final en la determinacién de la acidez total. En
cambio, lo normal es seguir la recomendacion de la OIV que define la acidez total
como la suma de los 4cidos valorables hasta pH =7.0, por adicion de disolucion de

hidréxido sédico, y expresar los resultados en g/L de acido tartarico.

76



Parte experimental

Material
Aparatos:
Bureta de S0 mL
Electrodo combinado de vidrio — Ag/AgCl
pH-metro Orion 420A
Reactivos:
Disolucién de hidréxido de sodio 0.1 N
Disolucion para mantener el electrodo (Orion)
Disolucién tampén de pH 4.00 (Merck Art.9435)
Disolucién tampén de pH 7.00 (Merck Art,9439)
Procedimiento

Se toman 10 mL. de vino en un vaso de precipitado y se coloca
dentro el electrodo del pH-metro. Se enrasa la bureta con NaOH
0.1N y se va afiadiendo gotas de NaOH hasta que el valor de pH
del display del pH-metro llegue a 7.00. Se anota el volumen
gastado de NaOH.

Cdlculo

La acidez se expresa en g/L de 4cido tartdrico. Con cada volumen
gastado de sosa se realizan unos célculos:
g/L=(V-N-Pm)/(2-10) (7]

donde V es el volumen (mL) gastado de sosa; N es la normalidad
de la sosa (es necesario factorizarla con ftalato acido de potasio
para hallar su concentracién real); Pm es el peso molecular del
acido tartdrico (150.09); 2 es la valencia del 4cido tartarico
(diacido), y 10 es el volumen de vino valorado (10 mL).

FENOLES TOTALES (Somers y Evans, 1974; 1977; 1979)

Los antocianos presentan maximos de absorcion tanto en el visible como
en el ultravioleta. Harborne (1958a; 1958b; 1967) publicd las caracteristicas
espectrales de todas las antocianidinas y de la mayoria de las antocianinas
existentes en el reino vegetal. En solucion acida, las antocianinas presentan una
absorbancia intensa en la region visible en el intervalo de longitud de onda de 465

a 550 nm (Banda I) y una absorbancia menos intensa en la regiéon 270-280 nm
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(Banda II). La absorcién en el visible se debe a la estructura del heterociclo
central y a la conjugacién de los dos ciclos bencénicos, aspectos ambos que
dependen del tipo de disolvente y del pH de la disolucién. En cambio, la
absorcion en la region del ultravioleta se debe a los agrupamientos fendlicos y no
se encuentra afectada por las variaciones de pH (Markakis, 1982, Somers y

Ziemelis, 1985; Gross, 1987; Heredia, 1991).

El método de los indices antocidnicos determina diversas fracciones
polifendlicas en el vino, incluido los fenoles totales, mediante medidas simples de
la absorbancia, tras someter al vino a determinados tratamientos. En el caso del
calculo de los fenoles totales, se afiade acido para bajar el pH por debajo de 1,

para que asi todos los antocianos estén como forma flavilio (coloreada).

A partir de esta medida simple de absorbancia se obtiene el indice de los

compuestos fendlicos totales de un vino basado en medidas espectrales.

Material
Aparatos:
Material para espectrofotometria visible
Material para filtracién de muestra
Micropipetas Nichiryo 5000F de 100 pL
Tubos de vidrio de 10 mL
Reactivos:
Disolucién de HCl | M
Procedimiento

Para conseguir que el pH baje por debajo de la unidad, se pone un
exceso de un é4cido fuerte como es el HCl 1M. En un tubo de
ensayo, se pone 10 mL de HC1 1 M y afiadir 100 pL. de mosto (200
ul. si es poco coloreado). Esperar 3 6 4 horas y medir la
absorbancia a 520 y 280 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm.

Cdlculo

Todos los valores de absorbancia se refieren como medida de A
corregidas para 10 mm de paso de luz. Para ello, los valores de
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absorbancia obtenidos con cubeta de 2 mm se dividen por 5.

Fenoles Totales (U.A.):

FT = Aygo— 4 [8]
Fenoles Totales (mg/L):
FT =112,902 + (39,912 - (Asz* 101)) 9]

3.2.3. Espectros de absorcion

Los espectros de absorcion molecular se registran en el vino directamente,
con un espectrofotdémetro de fotodiodos UV/Vis Hewlett Packard HP-8452, en la
region del visible (entre 380 y 770 nm) a intervalos constantes de 2 nm, en cubeta

de vidrio de 2 mm de paso de luz, frente a agua destilada como blanco de

referencia.

3.2.4. Espectros de reflexion

Los espectros de reflexion también se registran directamente en el vino,
aunque solo se ha realizado para 60 muestras de las 125 de las que se disponia. Se
utiliza para ello un espectrorradiometro de fotodiodos CAS 140 B acoplado con
una sonda Top 100 (Instrument System, Munich, Germany) y un zoom Tamron
mod. SP 23A. Se obtiene el espectro en la regién del visible entre 380 y 770 nm
(AA=1  nm), obteniéndose directamente los parametros cromaticos
correspondientes al espacio uniforme CIELAB (CIE, 1978). En este aparato se
realizard dos medidas en la region del visible, por un lado con una cubeta de
vidrio de 2 mm y por otro con una copa de cristal normalizada para la cata. En

ambos casos el blanco para las medidas se hace con agua destilada

El software del ordenador proporciona el espectro de reflexion y
directamente los pardmetros colorimétricos en el espacio uniforme CIE 1976-
(L*a*b*) (CIELAB). Las condiciones visuales de referencia elegidas son:

Observador de 10° (CIE, 1991a) e lluminante Estandar Dgs (CIE, 1991b).
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3.2.5. Colorimetria

Los espectros de absorcion se integraron utilizando el programa de célculo
original PCROM® (dlvarez y Heredia, 1994), que tiene en cuenta las
recomendaciones de la Comision Internacional de Iluminacion (CIE, 1986). Tal
como indica el método de ordenadas ponderadas, el espectro de transmision
visible de la muestra se ponderd en intervalos constantes de 2 nm, segun los
factores caracteristicos de las condiciones visuales de referencia elegidas:
Observador de 10° e Iluminante Estandar Dgs, que se corresponde con una luz de
dia natural. Se han considerado los parametros cromaticos definidos por los
espacios uniformes CIE 1976-(L*u*v*) (CIELUV) y CIE 1976-(L*a*b*)
(CIELAB), cuyo desarrolio se encuentra en el Apéndice I de esta Memoria,

incluyendo las diferencias de color AE,*, seglin la distancia euclidia entre puntos.

Segin las ecuaciones [a21] del Apéndice I, se obtienen los valores
triestimulo X,Y,Z, que definen el color de la muestra y que son el punto de partida

para calcular el resto de las variables cromaticas.

3.2.6. Cromatografia de alta resolucion

Un estudio completo de los antocianos incluye un analisis cualitativo y
cuantitativo. La utilizacién conjunta de la cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) y la espectroscopia de deteccion de diodos en circuito integrado (DAS)
permite la simple y rdpida separacién, identificacion y cuantificacion de los
diferentes antocianos y sin recurrir a otras técnicas (Francis, 1982, Hebrero y
col., 1989, Bakker, 1988).

Material
Aparatos:

Equipo cromatografico Waters (Barcelona, Espafia),

formado por:
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Detector UV-visible Waters 996

Bomba de gradiente cuaternario

Bucle de inyeccién de 50 pL

Columna Spherisorb ODS2 de 250 mm x 4,6 mm de
diametro interno (Merck, Barcelona, Espaiia)

Precolumna C18 de Tracer

Sistema de filtracion Milli-Q (Millipore modelo A-10)

Filtros de un solo uso de 0.45 um (Millipore)

Rotavapor modelo Biichi R-114

Bafio ultrasonidos Selecta de 7L
Cartuchos MFE-Pak C18 500 mg (Analisis vinico Art. E2650)
Estufa P/Selecta

Reactivos:

Los reactivos empleados fueron de calidad HPLC:

Acetonitrilo (Merck Art.14291, Mollet del Valles, Barcelona)
Acido clorhidrico al 35% (Merck Art.131019)

Acido férmico calidad HPLC 98% (Merck Art.00264)
Metanol (Merck Art.H-410)

Las sustancias usadas como patrones fueron:

Malvidina 3 monoglucésido

Condiciones cromatogrdficas

Se utiliza un cromatégrafo Waters (Millipore), con inyector manual

(Rheodyne 7125), bucle de inyeccion de 50 pL, bomba cuaternaria (Waters 600

E), detector de haz de fotodiodos (Waters 996), columna de fase reversa de 250 x

4.6 mm de didmetro interno (Merck Spherisorb ODS2), y tamafio de particula

5 um, y una precolumna C18 (Merck Spherisorb).

Entre las distintas fases moéviles y condiciones ensayadas, se han elegido

aquellas que han proporcionado mejores resultados. La fase movil utilizada fue:

A) acetonitrilo/férmico/agua (3:10:87)

B) acetonitrilo/formico/agua (50:10:40)

C) agua milli-Q
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D) acetonitrilo

El flujo se mantuvo constante a 0.8 mL/min y la longitud de onda de
deteccion fue de 525 nm. La temperatura de la columna se mantuvo constante a
38°C.

Para conseguir la separacién de los distintos compuestos se utilizd el

gradiente de fase movil que se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Gradiente de elucién de antocianos
Tiempo Flujo %A %B

0 0.8 94 6
10 0.5 70 30
15 0.5 60 40
25 0.5 55 45
35 0.5 50 50
45 0.5 40 60
55 0.5 94 6

Preparacion de disoluciones y eluyentes

Los eluyentes se preparan en las concentraciones seleccionadas. Se filtran

y se desgasifican mediante ultrasonido.

La disolucién de malvidina 3 monoglucdsido comercial que se ha utilizado
para la cuantificacion de los compuestos que absorben a 525 nm, se prepard a

distintas concentraciones con el fin de hacer una recta de calibrado

Preparacion de la muestra

Se lleva a cabo una preparacion de la muestra para eliminar impurezas y
evitar, sin alterar los resultados, que la columna se ensucie, consiguiéndose que el

cromatograma salga mas claro. Los pasos a seguir son los siguientes:
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- Se acondiciona la columna C;3 MFE-Pak con 2 mL MeOH y 2 mL

agua milliQ.
- Se carga la muestra (1-2 ml) sin que el cartucho se sature.

- Se lava con 3 ml o més de agua teniendo en cuenta que el eluato

debe salir siempre incoloro. Si no, se estaran perdiendo antocianos.

- Se eluye con fracciones de 5-6 mL de HCl 1% en MeOH. Debe ser
la cantidad suficiente para recuperar practicamente todos los

antocianos.
- Se filtra el eluato recogido a través de un filtro de 0.45 um.

- Se concentra en el rotavapor hasta 1 mL. Es muy importante saber

el volumen exacto final al que se llega.

La disolucién obtenida se guarda en refrigeracién hasta su posterior
analisis. Este andlisis siempre se realiza en el mismo dia de la preparacion de la

muestra para evitar posibles alteraciones.

Recta de calibrado con patron externo

Se utiliza la cromatografia de alta resolucion para la obtencion de una recta
de calibrado de un solo pigmento, el 3-monoglucésido de malvidina, a partir del
cual se cuantificardn todos los demas compuestos. Se parte del monoglucésido
comercial de la malvidina clorhidro (ref0911s Extrasynthese), cuya pureza es del
93 % y presenta sus maximos de absorcion, Amax, a 278.8; 350.2 y 529.8 nm. Se
preparan distintas concentraciones del mismo; para ello, se pesan 3 mg de
malvidina y se diluyen en 100 mL de agua acidificada con HCI hasta pH de 1.5
unidades, teniendo una concentracién de 0.03 mg/mL. A partir de esta solucion

madre se preparan las diluciones siguientes:
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Tabla 2. Concentraciones de malvidina utilizadas.

Muestra Concentracién Pureza (%) Concentracion
@) real (g/L)
1 0.0300 93 0.0279
2 0.0120 93 0.0112
’ 0.0084 93 0.0078
4 0.0060 93 0.0056
> 0.0030 93 0.0028
6 0.0015 93 0.0014
7 0.0090 93 0.0008
8 0.0000 0.0000

Estas muestras son analizadas en el cromatdégrafo, por triplicado,
obteniéndose un area media relativa a cada concentracion. Si se representa

graficamente los datos obtenidos se tiene la siguiente curva de calibrado:

0.030 T T T 1 T

0.025F

0.020¢

0.015

0.010¢

0.005F

Concentracién real (mg/L)

0.000

.

0 2000000 4000000 6000000
1000000 3000000 5000000 7000000

Area

Figura 11. Recta patrén de antocianinas.
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3.2.7. Andlisis sensorial visual

La cata visual de los vinos tintos se llevé a cabo en cabinas de paredes
blancas (70 x 70 x S5 cm), en una habitacién bien iluminada. Con un
espectrorradiometro de fotodiodos se hizo la medida de la Transmitancia en el
interior de las cabinas (considerando el observador de 10° y el iluminante Dgs)

para conocer las condiciones en las que el catador trabajaba (Figura 12).

Figura 12. Hluminacién ambiental de la cabina de cata.

En cada cabina se present6 una serie de ocho copas de vidrio normalizadas
para la cata que contenian diferentes vinos dispuestos de forma aleatoria. Cada
catavino se llend con 25 mL de la muestra correspondiente exactamente medidas,
para evitar que las diferencias de volumenes entre ellos pudiera afectar
negativamente a la percepciéon del color. La observacién del color se realizd
inclinando el catavinos aproximadamente 45°, para poder apreciar su color
adecuadamente, y a una distancia aproximada de 30 cm del observador. Esta
inclinacién es necesaria porque debido a la gran cantidad de materia colorante de
los vinos tintos jovenes, el color que se observa con el espesor de una copa de cata

(6 cm de espesor) es practicamente negro con alguna tonalidad rojiza.
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La intensidad de color se valora considerando puntuaciones de 1 a 6 donde
el valor 1 corresponde a la intensidad mas baja y va aumentando de forma
progresiva hasta las 6 unidades segun la ficha de cata. Los valores resultantes se

presentan en porcentajes (%) respecto a la maxima puntuacion (6 puntos).

En la ficha de cata, que se presenta a continuacién, para el tono se
presentan distintas denominaciones que se agrupan en tres secciones: azulados
(con 2 posibilidades), rojizos (con 5) y amarillentos (con 3) lo que hace un total de
10 cédigos diferentes que el catador debe entender en una gama continua. Los
valores finales se expresan en una escala que va del 1 para los mas azulados a 100
en el caso de los amarillentos y se calculan, al igual que el anterior, mediante la

media ponderada.

FICHA DE CATA TINTOS
Nombre
Fecha
INTENSIDAD DE COLOR
MUESTRA 1 2 3 4 5 6 .
N° Baja Al Observaciones
TONO
MUESTRA | AZULADOS |ROJIZOS AMARILLENTOS | Observaciones
NO
A1 A2 |R1[R2[R3[R4[R5| M1 | M2 | M3
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Resultados

4.1. PARAMETROS ENOLOGICOS

El estudio de las caracteristicas fisicoquimicas del vino tinto es una
herramienta fundamental que permite establecer los criterios basicos de calidad.
En la préctica, las caracteristicas fisicoquimicas mas estudiadas que presentan
relacion con el color de los vinos tintos son entre otras: acidez total y pH,
anhidrido sulfuroso libre y total, y concentracién de fenoles totales. Estos
parametros han sido determinados, segin la metodologia que se recoge en la Parte
experimental, en las 125 muestras analizadas de vino tinto Tempranillo de las
cosechas de 1999 a 2002. En las Tablas 2 a 4 (Apéndice II) se recogen los
resultados para cada una de las muestras. En la Tabla 3 se ofrecen los valores

estadisticos generales para el conjunto de muestras estudiadas.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos generales.

N° Muestras c Media Minimo  Maximo C.O ef.
variacion
pH 125 0.1826 3.56 3.19 4.09 5.1
Acidez (mg/L) 125 0.5030 4.81 3.52 5.76 10.5
S0, Libre (mg/L) 125 8.0945 22.40 9.60 51.20 36.1
S0, Total (mg/L) 125 18.1659 35.20 16.00 100.80 51.6
Fenoles totales (mg) 125 360 1978 1204 3103 18.2

4.1.1. Acidez total y pH

Los acidos actian como conservantes naturales del vino, manteniendo su

color y cualidades aromaticas.

La acidez de la uva se debe, principalmente, a tres &acidos que
posteriormente pasan al vino: acido tartarico (prototipo de acido de uva), 4cido
malico y, en menor proporcion, acido citrico, cuyo contenido varia dependiendo
de la variedad, el grado de maduracién y la region. Durante la fermentacion, se
forman otros beneficiosos, acido lactico, succinico, y acético, y en menor
proporcion: galacturonico, glucordnico, citramalico, dimetilglicérico, piravico,

cetoglutarico, ....
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La acidez total se expresa en g/L del 4cido tartdrico, el mayoritario en la
uva. Los valores normales en vinificaciones y conservacion se encuentran para un
vino tinto joven en torno a 3-5 g/L, pero un vino en barrica o en botella puede ser
mantenido inadecuadamente por temperatura excesiva y subir su acidez, ya que

aumentan los acidos volatiles principalmente el acético.

En los sistemas biologicos, el pH tiene a menudo mayor significado que la
acidez total. Asi, en Enologia es corriente que muchos fenomenos dependan del
pH y no de la acidez total. El pH es particularmente importante por su efecto
sobre los microorganismos, el color, el potencial rédox y la proporcion entre el
diéxido de azufre libre y el combinado. Los vinos suelen presentar valores entre 3

y 4 unidades de pH.

Los resultados de acidez total y pH se recogen en la Tabla 2 del Apéndice

II'y en las Figuras 13 y 14 se representa la distribucion de las muestras.

La acidez total de las muestras presenta valores que oscilan entre 3.52 g/L
y 5.76 g/L (expresado en acido tartarico), y muestra un valor medio de 4.81 g/L
que se encuentra entre los valores considerados como usuales en los vinos tintos

jovenes.

Los valores de pH encontrados oscilan desde pH = 3.19 hasta 4.09, con un
valor medio de 3.56. Estos valores se pueden considerar normales si se comparan

con los de la bibliografia (Ruiz-Herndndez, 1983).
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Las dosis estan muy controladas. En la botella, al consumo, el contenido
de SO, total debe ser inferior a 150 mg/L en tintos; y menor de 200 mg/L en
blancos y rosados. Bajo el punto de vista organoléptico, cuando un vino contiene
mas de 35 mg/L de sulfuroso libre, empieza a presentar el caracteristico olor
picante. Produce un efecto decolorador, especialmente en los vinos tintos, que,
como se ha dicho, se recupera con aireaciéon. Por debajo de los 10 mg/L de SO,
libre el vino queda desprotegido y suelen darse incrementos de la acidez volatil

por accidn de las bacterias acéticas.

Los valores de SO; libre y total observado en las muestras analizadas son
muy variables (Tabla 3); lo que es 16gico, ya que son numerosos los factores
relacionados con la elaboracion, embotellado y conservacion que influyen en la

persistencia del anhidrido sulfuroso en un vino.

Asi, se observan concentraciones por encima de 10 mg/L de SO, libre,
excepto en dos muestras, ya que se trata de vinos jovenes que todavia no han
perdido grandes cantidades de sulfuroso (Figura 15). La mayoria de las muestras
poseen valores comprendidos entre 10 y 35 mg/L de SO, libre (105 muestras) y el
resto, valores superiores a 35 mg/L (20 muestras). La media para estos vinos es de

22.4 mg/L, que concuerda con los valores normales en el embotellado.

Los valores de SO, total oscilan entre 16.0 y 100.8 mg/L (Tabla 3), con un

promedio de 35.20 mg/L; de acuerdo con los valores permitidos y frecuentes
(Schopfer, 1985; Aerny, 1987).

93



Resultados

libre.

§
.
[

Figura 16. Valores de SO, total.

7

7,
V77
7

0
Figura 15. Valores de SO,

s

10
st
0

. . .
w o w
N N -~

sensenpy op oN

30}

40
35

seqsany 9p N

Los compuestos fenélicos, como ya se ha dicho, confieren al vino una gran
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4.1.3. Compuestos fendlicos totales
(Zamora-Marin, 1999).
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Dentro de ciertos limites, deben encontrarse en forma y cantidad mas o
menos constante en cada tipo de vino, lo que puede servir para su caracterizaciéon
(Santa-Maria y col., 1986; Santa-Maria y col., 1987). En la bibliografia se
documentan valores de fenoles totales que comprenden el rango de 800 a 4000

mg/L (Heredia, 1991; Santos-Buelga, 1997).

La concentracion total de compuestos fenélicos en las muestras analizadas
oscila dentro de los margenes considerados normales para los vinos tintos, siendo
el minimo alcanzado de 1205 mg/L y la méxima cantidad 3103 mg/L (Tabla 4 del
Apéndice II); con un valor medio de 1979 mg/L.

En la Figura 17 se muestra como la mayoria de las muestras (84%)

contienen entre 1400 y 2400 mg/L de fenoles totales.

-------------

N° de Muestras

r V 1
2 7/ ]
/ﬂ Z % % A % 24 V72
0 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

Figura 17. Compuestos fenélicos totales (mg/L).
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4.2. COMPUESTOS ANTOCIANICOS

Se ha estudiado la composicion antocianica cualitativa y cuantitativa de los
125 vinos tintos variedad Tempranillo. Aunque los vinos poseen
mayoritariamente los cinco monoglucésidos descritos en la Introduccion
(cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina), también poseen otros
derivados antocidnicos que influyen en su color y que han sido estudiados

(acetatos, cumaratos....).

4.2.1. Identificacion de los compuestos antocidnicos

En la tabla 4 se muestran los antocianos encontrados en los vinos tintos
analizados, aunque no todos estan siempre presentes como puede verse en las
Figuras 1 a 42 del Apéndice II. La identificacion se ha realizado por comparacién
de los espectros de absorcién obtenidos en intervalos de 2.4 nm, que se

corresponde con el intervalo de integracion del software del cromatografo.

Monoglucésidos de los antocianos

Los compuestos mdas abundantes que se han encontrado en los vinos tintos
jovenes de la variedad tempranillo son los derivados monoglucosilados (Figura
18). Sus caracteristicas espectrales (Amax) ¥ €l tiempo de elucion (tr) aparecen en
la Tabla 4.
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Figura 18. Espectro de absorcion de los monoglucésidos.

Particularmente, la malvidina-3-glucésido (Mv-3g) (pico 8) esta presente
en la totalidad de las muestras analizadas y en todos los casos es siempre el
compuesto antocidnico mayoritario, oscilando entre el 37 % y el 66 % del total de
antocianos de las muestras. Su concentracion presenta valores comprendidos entre
2.17 y 150.45 mg/L con un valor medio de 28.87 mg/L (¢ = 27.21) (Tabla 3). La
Mv-3g eluye a los 20 min. de comenzar el anélisis y tras 0.95 min. de la Pn-3g,
presentando un méximo de absorcidon en la regidén visible a 529.8 nm, valor

similar al encontrado en la bibliografia (Baldi y col., 1995; Revillay col., 1999).

La delfinidina-3-glucésido (Dp-3g) y la petunidina-3-glucosido (Pt-3g),
(picos 2, y 5), estdn presenten en la casi totalidad de las muestras con algunas
excepciones en aquellos vinos cuyo analisis se realizé una vez transcurridos entre
21 y 35 meses desde la elaboracién. Su distribucion en los vinos oscila entre 0 %
y un 15 % para los dos y su concentracion alcanza 26.87 mg/L para el primero y
33.37 mg/L para el segundo. Las siete muestras que no poseen la Dp-3g presentan
una carga antocianica total baja y cualitativamente no tienen muchos compuestos.

La Pt-3g solo esta ausente en dos de los siete vinos que carecen de la delfinidina
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y cuya composiciéon antocidnica se reduce unicamente al monoglucésido de
malvidina y un derivado suyo resultado de la condensacion entre la malvidina-3-
glucdsido y el acido pirtvico (Bakker y Timberlake, 1997; Bakker y col., 1997)
que eluye a continuacién. En cuanto a su elucién, la Dp-3g aparece en segundo
lugar (tg = 14.71 min.) entre un derivado de la malvidina y la Cy-3g; y la Pt-3g en
quinto lugar (tg = 17.91 min.). Ambos compuestos presentan su maximo de

absorcion en el visible a 527.3 nm.

La peonidina-3-glucdsido (Pn-3g), que eluye en el séptimo lugar (tr =
19.82 min.), se encuentra en menor cantidad, alcanzado el maximo de
concentracion a 13.70 mg/L, aunque su porcentaje en las muestras llega en
algunos casos al 15%. Esta presente en 115 de las muestras. Presenta su Apax mas

desplazada hacia la zona de los azules con un valor de 520.1 nm.

De todos los monoglucédsidos, la cianidina-3-glucésido (Cy-3g) (pico 3),
esta en cantidades despreciables o no se encuentra presente. Cuando esta presenta
aparece tras la Dp-3g a 16.34 min. y presenta su maximo de absorcion visible a
520.1 nm, como le ocurre al anterior compuesto. S6lo aparece en 29 muestras que
se corresponden con vinos tintos cuyo analisis se realizd transcurridos menos de
dos afios desde la elaboracion. Luego se puede pensar que la Cy-3g esta presente
en los vinos jovenes una vez terminada la elaboracion de éstos, pero su
concentraciéon va disminuyendo durante el almacenamiento en botella. Su
distribucién, salvo una excepcion, nunca supera el 2 % del contenido antocianico

total.

Compuestos esterificados de los monoglucésidos

Segun un criterio cuantitativo, el segundo grupo en importancia de
aparicion en los cromatogramas son aquellos que presentan el azucar esterificado
con un acido. Los 4acidos encontrados en los vinos analizados son tres: p-

cumdrico, acético y cafeico. En primer lugar eluyen los acetatos, seguidos del
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tnico cafeico que existe, el de malvidina, y por ultimo los cumaratos. Dentro de
cada grupo, el orden de elucidn es el mismo que el de los monoglucésidos. Estos
compuestos se han detectado en menor cantidad que los monoglucésidos aunque
en algunos casos su aportacion puede ser importante. En ningln caso aparecen

compuestos esterificados para la Dp-3g y Cy-3g.

En el grupo de los acetatos, el primero que eluye es el de petunidina (Pt-
ac) en el deminotercer lugar y a 24.92 min. del anterior pico, de naturaleza
desconocida. Su espectro presenta un desplazamiento batocréomico, en torno a 5
nm, con respecto a su monoglucésido. Este compuesto sélo aparece en 11 de las
muestras analizadas, que corresponden a vinos analizados en menos de 14 meses
de su elaboracidn, y en porcentaje variable entre el 0.5 % y el 4.5 %. En segundo
lugar eluye el acetato de peonidina (Pn-ac), el pico 15, a 1.5 min. del anterior
acetato. Este compuesto s6lo aparece en dos de los vinos y presenta una Amax =
522.5 nm, frente a 520.1 nm de su monoglucdsido. A continuacion de este
compuesto, a 1.44 min. de él y a 29.66 min. del inicio, eluye el acetato de la
malvidina (Mv-ac) que presenta su espectro con un maximo de absorcion
desplazado batocrémicamente 2.4 nm con respecto al monoglucdsido. Este
acetato esta presente en 91 muestras, en cantidades que llegan hasta 11.80 mg/L y

porcentajes de hasta el 10 %.

En el grupo de los cafeoatos s6lo se ha detectado la presencia de un
compuesto en cuatro de las muestras analizadas. Este es el derivado cafeico de la
malvidina, malvidina-(6 cafeoil)-3-glucésido (pico 17), que eluye entre el acetato
de malvidina y el cumarato de petunidina (Mv-cf). Su concentracidn esta entre 1 y
3 mg/L no superando en ningun caso el 2.5 % de la concentracién antocidnica
total. Su espectro de absorcion (Figura 19) presenta un desplazamiento
batocrémico, con respecto a la Mv-3g, mayor que el que sufre el acetato con

Amax = 534.6 nm.

Por ultimo, eluyen los tres cumaratos que constituyen el grupo

mayoritario. En primer lugar aparece la Petunidina-(6 cumaril)-3-glucésido, Pt-
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cm, a continuacién del cafeoato de malvidina y a 33.42 min. del inicio. Este
compuesto aparece en 27 muestras llegando a concentraciones de 4.85 mg/L y a
representar un 6.6 % del total. En cuanto a su espectro posee Amax = 532.2 nm. A
continuacion, pero alejado del anterior 5.45 min., eluye el cumarato de peonidina
(Pn-cm); presente s6lo en 8 muestras que también poseen los otros dos cumaratos.
Su espectro de absorcion (Figura 19) presenta un desplazamiento batocrémico,
con respecto a la Mv-3g, igual que el acetato. Y, al final del cromatograma
aparece en el minuto 40.97 la Malvidina~(6 cumaril)-3-glucdsido, Mv-cm (pico
20). Esta presente en 109 de los 125 vinos analizados y alcanza concentraciones
similares a algunos monoglucésidos (30.15 mg/L). Este compuesto presenta su

maximo espectral a 534.6 nm, como el caso del cafeoato.

Luego, mayoritariamente, aparecen los derivados de la malvidina, acetato
y cumarato (picos 16 y 20), cuya aportaciéon puede ser importante en algunos
casos. En menor proporcién se encuentran los derivados acéticos y cumadricos de
la petunidina (pico 13 y 18) y de la peonidina (picol5 y 19); asi como el cafeoato

de malvidina.
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Figura 19. Espectro de absorcion de los ésteres.
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Derivados antocidnicos conocidos

En primer lugar, aparece en los vinos tintos analizados un compuesto
anterior (2.05 min) a la Dp-3g (pico 1), cuya presencia en la uva no esta
documentada y con un valor en el visible de Anax = 534.6 nm. Este compuesto,
presente solo en el vino tinto, estd descrito en la bibliografia (Vivar-Quintana y
col., 1999)como un compuesto de m/z = 781, que presenta una Amax = 531 nm y
con un fragmento principal identificado como el aglucoén de la malvidina por lo
que coincide con la estructura de un dimero de catequina-malvidina-3-glucdsido.
En los vinos analizados aparece en 36 muestras con una concentracion
comprendida entre 0.4 y 3.9 mg/L, pudiendo representar hasta un 9.5 % del total

del contenido antocianico.

Por otro lado, se ha obtenido un compuesto (pico 9) cuyo espectro es
similar al pigmento que aislaron Bakker et al. (1997) en vinos oporto de crianza,
la vitisina A, y que luego aislaron y caracterizaron Fulcrand et al. (1998). Estos
autores sugirieron que se trataba de un compuesto resultado de la condensacién
entre la malvidina-3-glucdsido y el acido pirtivico por lo que se le ha llamado
derivado pirtivico de la malvidina-3-glucésido. La identificacion se ha realizado
por el orden de elucidon, a continuacién de la malvidina-3-glucésido, y las
longitudes de onda maximas (271.1; 300.2; 370.2; 517.6 nm) de su espectro. Este
compuesto aparece en este estudio a 0.56 min. de la malvidina, pero en los
trabajos nombrados anteriormente, el tiempo de elucion es variable entre 1 y 3
min. Este compuesto presenta una estructura similar a los derivados anteriores de
Df-3-g, Pt-3-g y Pn-3-g, que han sido documentados pero que no se han
detectado en estas muestras. Este compuesto estd presente en 60 muestras de vino
en cantidades que alcanzan los 3.38 mg/L y que se corresponden con porcentajes

que representan hasta el 16 %.

El pico 10 presenta maximos de absorbancia en el UV-vis a 267.0, 357.4 y
493.3 nm y aparece justo después del compuesto anterior, vitisina A, a 0.56 min. y

a 2.13 min. de la Mv-3-g. Las caracteristicas de este derivado de la malvidina se
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encuentran referenciados en la bibliografia y se corresponden con un compuesto
identificado por Bakker & Timberlake (7/997) en vinos Oporto y que llamaron
vitisina B. Posteriormente, como se explica en la Introduccion de esta Memoria,
este compuesto ha sido detectado y caracterizado por otros autores con m/z 517
(Revilla y col., 1999, Vivar-Quintana y col., 1999), que lo describen como un

derivado de la malvidina que ha sufrido un desplazamiento hipsocrémico de 36.4

nm.
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Figura 20. Espectro de absorcion de los de los derivados de la malvidina.

Otros compuestos antocidnicos

Otro compuesto, que no siempre aparece, es el pico 4 (Anax = 263.3; 357.4;
5249 nm) que eluye 0.61 min. después de un glucésido de antocianina
minoritario como es la cianidina-3-glucésido. Este compuesto esta presente en 29
de los vinos analizados, y de ellos, mas de la mitad poseen también la Cy-3g, por
lo que su presencia puede estar relacionada con una carga antocidnica importante.
Los valores de concentraciones (max. 3.17 mg/L) y porcentajes (méax. 6 %) son
similares a los de la Cy-3-g En la bibliografia también aparece un pico similar tras

de la peonidina-3-glucdsido (Revilla y col., 1999) pero no ha sido detectado en
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estos vinos tintos jovenes. De estos dos picos no se conoce su estructura por lo

que se nombran como no identificados.

El siguiente pico desconocido (Pico 6) aparece tras la petunidina-3-
glucosido (tr = 1.14 min.) y presenta en el visible Agmax = 532.2 nm. Este
compuesto no estd descrito en la bibliografia, asi que se nombra como no
identificado. Lo que si aparece documentado son unos compuestos de estructura
muy similar a sus glucdsidos: Df-3-gls, Pt-3-gls y Pn-3-gls y que eluyen después
de su respectivo glucosido y tienen su longitud de onda méaxima en torno a 515-
517 nm (Francia-Aricha y col., 1997, Revilla y col., 1999). Estos derivados no
han sido detectados en los vinos que se han estudiado en esta Memoria y en el
lugar donde deberia aparecer el derivado de la Pt-3-gls eluye el pico desconocido

que se ha llamado pico 6.

Otro compuesto se corresponde con el pico 11, que eluye después de la
vitisina B, a menos de un minuto de esta y a 23.75 min. del inicio; y en cuanto a
sus caracteristicas espectrales en el UV-vis presenta dos Amax a 278.8 y 517.6 nm.
Si se tiene en cuenta el tiempo de retencion, este derivado podria coincidir con un
compuesto propuesto en la bibliografia como acetilvitisina A, que presenta una
Amax = 270; 370; 523 nm (Bakker y Timberlake, 1997) pero, como se observa, los
espectros de ambos no coinciden por lo que se considera como pico no
identificado. Este compuesto aparece en pequefias cantidades en 11 de los 125
vinos y s6lo en una muestra su concentracion aunque baja (2.93 mg/L) supone un

18.75 % del total del contenido antocianico.

En algunos de los vinos analizados (6 casos) también se observa la
presencia de un compuesto traza (concentraciéon < 1.37 mg/L) cuyo espectro
presenta Ama = 267.0; 300.2; 359.2; 534.6 nm (pico 12). Este compuesto podria
ser un derivado que aparece en la bibliografia con m/z 809 y Apax = 535 nm, y
cuya estructura contiene catequina y Mv-3-gls unidas por puentes etilos pero
como no existe certeza se nombra como desconocido (Rivas-Gonzalo y col., 1 995;

Vivar-Quintana y col., 1999).
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Por 1ltimo, aparece otro pico no identificado (pico 14), a 2.62 min. del
acetato de petunidina, cuyas longitudes de onda maxima en el UV-vis son 283.6 y
532.2 nm; para este pico no se encuentra documentada su naturaleza y en este

trabajo aparece como desconocido (Revilla y col., 1999).
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Figura 21. Espectro de absorci6n de los compuestos no identificados.

104



Resultados

Tabla 4. Antocianos encontrados en los vinos tintos jévenes comerciales

Pico Compuesto antocianico t,R tl,l Méximos de absoreion N’
(min,) relativo* (nm) Veces**
1 Catequina-Mv-3-glucésido 13.48 --- 357.4;534.6 36
2 Delfinidina-3-glucésido 14.71 2.05 278.8; 347.8; 527.3 121
3 Cianidina-3-glucésido 16.34 1.93 267.0;359.2; 520.1 29
4 No identificado 17.52 0.61 263.3;357.4;524.9 29
5 Petunidina-3-glucésido 17.91 0.59 278.8;350.2; 527.3 125
6 No identificado 19.03 1.14 255.2;352.6; 532.2 17
7 Peonidina-3-glucésido 19.82 0.77 281.2;370.2; 520.1 116
8 Malvidina-3-glucésido 20.77 0.95 278.8;350.2;529.8 126
9 Mv-gls-py derivado (vit A) 2143 0.56 271.1;300.2; 370.2; 517.6 60
10 Vitisina B 23.59 2.13 267.0;357.4;493.3 9
11 No identificado 23.75 0.91 278.8;517.6 It
12 No identificado 2422 0.59 267.0; 300.2; 359.2; 534.6 6
13 Pt-(6 acetil)-3-glucdsido 24.92 0.81 278.8;352.6; 532.2 11
14 No identificado 27.72 2.62 283.6; 532.2 34
15 Pn-(6 acetil)-3-glucésido 28.28 0.76 281.2;333.5;522.5 2
16 Mv-(6 acetil)-3-glucésido 29.66 1.44 278.8;350.2;532.2 91
17 Mv-(6 cafeoil)-3-glucésido  32.73 2.66 283.6;331.1; 534.6 4
18 Pt-(6 cumaril)-3-glucésido 33.42 0.93 283.6; 532.2 27
19 Pn-(6 cumaril)-3-glucésido 34.03 545 283.6;522.5 8
20 Mv-(6 cumaril)-3-glucésido  40.97 1.77 283.6;534.6 109

tg relativo*: Es la media de las diferencias de picos consecutivos.

N° veces: Es el niimero de muestras en la que aparece el compuesto.
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Tabla 5. Valores medios de los compuestos antocidnicos.

Picos N Media Minimo Maiximo Desv. Est
1 125 0.35 0.00 3.90 0.6301
Dp-3g 125 3.83 0.00 26.87 4.1144
Cy-3g 125 0.27 0.00 331 0.5985
4 125 0.38 0.00 3.17 0.7889
Pt-3g 125 5.52 0.00 33.37 5.7873
6 125 0.14 0.00 2.94 0.4121
Pn-3g 125 2.29 0.00 13.70 2.1780
Mv-3g 125 28.87 2.17 150.45 27.2172
9 125 0.62 0.00 3.38 0.7737
10 125 0.11 0.00 3.12 0.4494
11 125 0.18 0.00 3.69 0.6133
12 125 0.04 0.00 1.37 0.1990
Pt-ac 125 0.15 0.00 3.50 0.5420
14 125 0.44 0.00 4.81 0.9093
Pn-ac 125 0.03 0.00 2.29 0.2185
Mv-ac 125 1.55 0.00 11.80 1.9004
Mv-cf 125 0.07 0.00 2.81 0.3958
Pt-cm 125 0.34 0.00 4.85 0.8186
Pn-cm 125 0.13 0.00 4.17 0.5569
Mv-cm 125 3.79 0.00 30.15 4.7259
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El estudio colorimétrico de los vinos tintos jévenes se realiza de dos
modos diferentes. Por un lado, mediante una evaluacion visual de las muestras en
copa normalizada, en el que se valora, por parte de los catadores entrenados, el
matiz y la intensidad colorante de las muestras. Por otro lado, se hace una
evaluacién instrumental del color utilizando un espectrofotdmetro que mide la
transmitancia de las muestras y un espectrorradiémetro que mide la luz reflejada

por los vinos tintos.

5.1. ESPECTROFOTOMETRIA

Se ha realizado un estudio del color para ver los parametros mas
representativos en los vinos elaborados con la uva tinta, de variedad Tempranillo.
Se han utilizado dos espacios uniformes de color para la obtencion de los
parametros colorimétricos, descritos en el Apéndice I, a partir de los espectros de
absorcion obtenidos por espectrofotometria UV-vis. Son los espacios CIE 1976-
(L*a*b*), conocido como CIELAB y CIE 1976-(L*u*v*), llamado CIELUV,
ambos generalmente considerados uniformes por la Comision Internacional de
lluminacién (CIE, 1986), tomando como referencia el iluminante Dgs y el
observador de 10°. Los valores obtenidos para las variables definidas por los dos

espacios se muestran en las Tablas 6-9 del Apéndice II.

Los célculos han tenido en cuenta dos pasos de luz diferentes: la cubeta
realmente utilizada en la medida espectrofotométrica (en todos los casos 2 mm) y
el ancho de cubeta generalmente aceptado como referencia en los estudios de
color (10 mm), asi como en las recomendaciones del método oficial (O.LV.,
1990). Aunque la recomendaciéon de un paso de luz de referencia permite la
comparacién de las caracteristicas del color de diferentes estudios, sin embargo,
se ha puesto de manifiesto que los resultados obtenidos sin corregir la

transmitancia, es decir, tomando el paso de luz de analisis, estan mejor
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correlacionados con la apreciacion visual. Esto se debe a que también visualmente
se eligen espesores pequefios (inclinando la copa) para evaluar el color, tal como
debe hacerse en la medida analitica para evitar la saturacién del detector, lo que

conllevaria el falseamiento de la medida.

Ademas, estas condiciones usadas y los datos resultantes se asemejan mas al
color que ve el catador en la copa de vino, puesto que este inclina la copa para
observar el color en una capa muy fina de vino. Este hecho ya ha sido planteado
por algunos autores (Negueruela y col., 1994) (Negueruela, 2003). En segundo
lugar, se han realizado los calculos con una cubeta de 10 mm ya que es la practica
habitual con la se referencia los parametros colorimétricos en la bibliografia y las

recomendaciones del método oficial vigente.

Espacio CIELAB

En la Tabla 6 del Apéndice II se presentan las coordenadas de color de los
vinos tintos analizados sobre el diagrama (a*b*); y en la Figura 24 se representan
estos datos, en la que, como puede verse, todas las muestras se encuentran
agrupadas en el cuadrante superior derecho, que corresponde con la zona de los
rojos proximos a los azules. Los valores del parametro a* oscilan entre 14.27 y
57.16 unidades, aunque la mayoria de las muestras (87 %) oscila entre 23.09 y
43.67 unidades. En cambio, el valor de b* tiene una menor dispersion en el
diagrama, con valores que comprenden el rango que va de 1.12 a 19.70 unidades;
aunque la mayor parte de los vinos analizados presentan valores entre 5.22 y

15.00 unidades que se corresponde con un 92 % del total de las muestras.

En aquellos vinos en los que se realizé la medida también transcurrido un
afio desde que las muestras fueron recibidas en el laboratorio, se observa que se
produce un desplazamiento hacia la zona de los anaranjados, como resulta
previsible si se tienen en cuenta los fendmenos de evolucion/oxidaciéon en

almacenamientos.
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Figura 22. Representacion de los vinos en el diagrama (a*b*) para cubeta de 2 mm.

En la Figura 25 se representan las caracteristicas cromaticas sobre el
diagrama (a*b*) calculadas para cubeta de 10 mm. Se observa, con respecto a las
condiciones anteriores, que las muestras se agrupan también en el cuadrante
superior derecho, pero en la zona de los rojos netos como corresponde a
apreciaciones visuales en espesores mas grandes. Los valores del pardmetro a*
oscilan entre 35.09 y 57.78 unidades, aunque el grueso de las muestras (86 %)
oscila entre 43.76 y 55.02 unidades. En cambio el valor de b* tiene una mayor
dispersion en este caso, con valores que comprenden el rango que va de 10.72 a
47.52 unidades; aunque la mayor parte de los vinos analizados presentan valores
entre 22.10 y 43.32 unidades. También en este caso se produce un neto
desplazamiento hacia mayores valores de b* (anaranjados) cuando se analizan las

muestras almacenadas un tiempo prolongado.
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Figura 23. Representacion de los vinos en el diagrama (a*b*) para cubeta de 10 mm.

En el estudio del tono (h,), para cubeta de 2 mm, se observa que los
valores oscilan entre 1.38° que se corresponde con un rojo azulado y 39.87° que ya
es un rojo mas neto; aunque la mayoria se agrupan en el intervalo de 10°-30°.
Estos valores, como ya se ha dicho, corresponden con los rojos algo azulados.
Hay que destacar que los vinos mas recientes, aquellos cuyo andlisis en el
laboratorio se realizé poco después del embotellado, son los que presentan los
valores de tono que tienden mas a la zona de los azulados (valores bajos de b* y
de h,p), mientras que las muestras de la cosecha de 1999 y 2000 que se analizaron
mas de un afio después de ser recibidas en el laboratorio presentan tonos por

encima de 30°, claramente en los rojos anaranjados.

Para una cubeta de 10 mm, el tono (h,,) presenta el mismo

comportamiento que en 2 mm pero desplazado hacia la zona de los rojos netos.
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Los valores oscilan entre 16.98° y 42.29° aunque la mayoria se agrupan en el

intervalo de 30°-40°.

En el analisis del croma (C*,,), obtenido para cubeta de 2 mm, se observan
valores que oscilan entre 17.8 y 57.8 unidades CIELAB; aunque casi todas las
muestras estan entre 27 y 43 unidades CIELAB. Se observa que, también aqui,
son las muestras enviadas por las bodegas tras su embotellado las que, en general,
presentan un valor de croma superior (muestras 26, 62, 95 y 96). En el caso de
paso de luz 10 mm el croma se desplaza hacia valores mayores (entre 37 y 75
unidades CIELAB).

Los vinos tintos jévenes son, en general, muy oscuros, con valores de
claridad, L*, entre las 10 y 30 unidades, cuando se realiza la medida en espesores
grandes (10 mm), lo que se corresponde con bajos porcentajes de luz transmitida.
Sin embargo, al realizar la medida y el célculo en cubeta estrecha (2 mm) la

claridad oscila entre el 55% y el 75 % de luz transmitida.
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Figura 24. Representacion de la claridad frente al tono para cubeta de 2 mm.
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Figura 25. Representacion de la claridad para cubeta de 10 mm.

Espacio CIELUV

El espacio CIELUV, mucho menos utilizado en la industria, es una
alternativa, no siempre desechable, al espacio CIELAB. Se han obtenido las
variables de color que definen este espacio, prestando una especial atencion a la
saturacion S*uv, considerada el mejor correlato con la saturacion percibida y que
no tiene andlogo en CIELAB. Como era de esperar la distribucion de los puntos
del diagrama (L* u*v*) presenta una distribucién uniforme como en el diagrama
(a*b*) (Figura 28) y con similar dispersion de valores. Los valores de v* y b* son
muy similares mientras que los de u* estan desplazados hacia valores mas altos

que los de a*, entre 30 y 90 unidades.
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Figura 26. Representacion de los vinos en el diagrama (u*v*) para cubeta de 2 mm.

En el caso de la cubeta de 10 mm el comportamiento es muy similar al

anterior. Los valores de v* son ligeramente mas bajos que los de b* mientras que

los de u* estan desplazados hacia valores mas altos que los de a*, entre 30 y 110

unidades.
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Figura 27. Representacién de los vinos en el diagrama (u*v*) para cubeta de 10 mm.

La claridad, L*, se define igual que en CIELAB y, como se ha comentado,
dicho valor oscila principalmente entre 55 y 75 unidades para cubeta 2 mm y entre

10 y 30 para cubeta 10 mm.

Los valores de tono (h,y) son mas bajos que los obtenidos para CIELAB y
el margen de variacién también es inferior, oscilando entre 0.16 y 359.61 grados.

Esto mismo ocurre para cubeta de 10 mm, oscilando entre 7° y 14°.

El croma (C*uv) es mas alto que en el espacio anterior y se encuentran
comprendidos entre 30.82 y 90.11 unidades. En el caso de la cubeta de 10 mm el
comportamiento es similar pero oscila entre 29.93 unidades para la muestra 26 y
para la 111.62 para la 64. Luego como se observa no existen variaciones

importantes al cambiar la cubeta considerada.
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La saturacidén (s*,,), definida en este espacio, es una medida bien
correlacionada con la pureza de color apreciable, que muestra valores bajos, con
un rango que oscila entre 0.37 y 2.47 unidades para cubeta 2 mm y entre 2.02 y
4.81 unidades para la cubeta de 10 mm. Esto supone una variacién de 2 unidades

en ambos casos pero en intervalos distintos.
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Figura 28. Representacion de la saturacion para 2 mm.
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Figura 29. Representacion de la saturacién para 10 mm.
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Por otra parte, si se representan frente a la saturacion (s*yy) los parametros
C*uw, L* y hyy, obtenidos para cubeta de 2 y 10 mm, se observa cémo la
saturacion presenta una mayor linealidad con ambos parametros en el caso de
utilizar cubeta de 2 mm, ya que con la otra se produce una mayor dispersion de

los valores, especialmente para el croma.
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Figura 30. Representacion de la saturacion para 2 mm.
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Figura 31. Representacion de la saturacién para 10 mm.,
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5.2. MEDIDA DEL ERROR COMETIDO AL VARIAR LA CUBETA

Como se ha visto en este trabajo, existe variacion de los pardmetros
colorimétricos segun la cubeta que se considere en los célculos. La cubeta
utilizada en la medida espectrofotométrica siempre es de 2 mm para evitar la
saturacion del espectrofotémetro pero en los calculos se puede o no hacer la
correccion a cubeta 10 mm que es la considerada estandar. Esta diferencia que se
produce al variar la cubeta ya ha sido puesta de manifiesto por otros autores
(Negueruela, 2003).

Esta variacion es de distinta magnitud segln el parametro que se estudie y
no es proporcional a la cubeta utilizada, es decir, los valores para cubeta de 2 mm
no es cinco veces inferior o superior a los valores obtenidos para 10 mm. En la
Figura 34 se presenta el diagrama de estos valores para poder apreciar la

variabilidad.
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Figura 32. Diagrama de cajas de los valores de L*, C*,; y h,, para cubeta de 2 y 10 mm.

Como medida de la variacién que se comete en los pardmetros
colorimétricos calculados a partir de dos cubetas diferentes se utilizan los
parametros de diferencia de color (AE* y AE*q4) que aparecen en el Apéndice I de

esta Memoria. Como se observa en las Figuras 35 y 36 las diferencias de color
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(AE* y AE*q,) entre los dos grupos de parametros presenta en todos los casos
valores muy superiores al que es capaz de detectar el ojo humano (AE* > 3
unidades). Estas diferencias son mayores cuando el célculo se realiza con la AE
(formula a46 del Apéndice I) ya que oscila entre 35 y 65 unidades, mientras que
para AE*os (a57 del Apéndice I) la oscilacién disminuye entre 30 y 50

agrupandose la mayoria en torno a 45 unidades de diferencia de color.
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Figura 33. Diferencias de color (AE*) entre las muestras para cubeta de 2 'y 10 mm.
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Figura 34. Diferencias de color (AE*,,) entre las muestras para cubeta de 2 y 10 mm.
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Los resultados ponen de manifiesto la importancia de seleccionar
adecuadamente el espesor de la cubeta previamente al analisis
espectrofotométrico. La propia definicién matemadtica de las variables que definen
los espacios de color propuestos por la CIE, no permite el establecimiento de una
proporcionalidad con el espesor de cubeta a posteriori, es decir, una vez

calculados los pardmetros del color.

Parece, por tanto, més adecuada la eleccion del ancho de cubeta real como
paso de luz para el célculo, permitiendo asi una mejor interpretacion de los

resultados en términos de similitud con la evaluacién sensorial.
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5.2. ESPECTRORRADIOMETRIA

A partir de los espectros de reflexion obtenidos por espectrorradiometria,
en un espectrorradidometro CAS140 (Instrument System) acoplado con una sonda
Top 100 y un zoom Tamron mod. SP 23a, se han calculado los parametros
colorimétricos, descritos en el Apéndice I, en el espacio CIE 1976-(L*a*b*) o
CIELAB. Los valores obtenidos para las variables se muestran en las Tablas 10 y
11 del Apéndice II.

Los espectros de reflexion se obtienen bajo dos condiciones distintas. Por
un lado, se mide en una cubeta de vidrio de 2 mm de paso de luz que es la misma
que se utilizé para la espectrofotometria y la que mejor reproduce las condiciones
visuales cuando se inclina la copa para apreciar el color en la cata. Por otro lado,
se realiza la medida enfocando transversalmente la copa de cata normalizada en
posicién vertical (Figura 37), enfocado en el centro, lo que supone un espesor de

vino de 5 cm.

Figura 35. Medida transversal en copa de vidrio.

En la Figura 38 se representan las caracteristicas cromaticas de los vinos
tintos analizados sobre el diagrama (a*b*) cuando la medida se realiza en cubeta y

en copa. Como puede verse, todas las muestras medidas en cubeta se encuentran
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agrupadas en el cuadrante superior derecho, y concretamente en la zona de los
rojos netos. Los valores de la coordenada a* oscilan entre 11.3 y 50.4 unidades,
sin embargo se da una baja dispersion respecto a la coordenada b* (entre 10 y 25
unidades, principalmente). Si se comparan las medidas anteriores con las
realizadas en copa de cata, se observa como se produce un desplazamiento en el
diagrama (a*,b*) hacia la izquierda en la coordenada a* y una gran dispersion de
los valores de la coordenada b*, pero situdndose las muestras en colores
negruzcos, valores muy bajos de claridad (L*), por lo que en realidad los datos

representados no se pueden comparar con fiabilidad.
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Figura 36. Representacion de los vinos en el diagrama (a*b*) para cubeta de 2 mm y copa
de vidrio.

En el estudio del tono (h,p), en cubeta de 2 mm, se observa que los valores
oscilan entre 6.8° y 42.4°. Hay que destacar que los vinos cuyo andlisis en el
laboratorio se realiza poco después del embotellado, son los que presentan los
valores de tono que tienden mas a la zona de los azulados, mientras que las

muestras de la cosecha de 1999 y 2000 que se analizaron mas de un afio después
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de ser recibidas en el laboratorio presentan valores superiores alrededor de 40°.
Para las medidas realizadas en copa, el tono (h,) presenta el mismo
comportamiento que para cubeta de 2 mm pero desplazado hacia valores de tono
mayores. Los valores oscilan entre 6.5° y 104.60°. Luego, el comportamiento del
tono (h,y), como en el diagrama (a*,b*), presenta diferencias importantes entre

ambas condiciones de anélisis.

En el analisis del croma (C*,,), obtenido para cubeta de 2 mm, los valores
oscilan entre 11.4 y 54.4 unidades CIELAB, con una distribucion amplia dentro
del intervalo. En el caso de la medida en copa, el croma se desplaza hacia valores
mas bajos, oscilando entre 3.1 y 47.1 unidades; aunque existen 6 muestras que
tienen un comportamiento diferente y alcanzan valores de croma altos, entre 72 y

296 unidades CIELAB.

En la Figura 39 se observa que la claridad (L*), como era de esperar es
mucho maés bajo cuando se refiere a copa puesto que el grosor de la muestra es
mucho mayor y se ve por ello la muestra mas oscura. En el caso de las medidas
realizadas con cubeta los valores de L* oscilan entre 34.8 y 75.6 unidades;
mientras que en copa los valores obtenidos estan por debajo de 40 unidades, lo

que ya se considera muy oscuro.
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Figura 37. Representacion de la claridad frente al tono para cubeta de 2 mm.
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Figura 38. Representacion de la claridad frente al tono para copa normalizada.

En general, se observa como para todos los parametros se produce una
variaciéon importante al variar el soporte de medida que no es proporcional.
Luego, al no ser proporcionales los datos obtenidos con ambos recipientes, no

pueden ser comparados.
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5.3. ANALISIS VISUAL

El estudio de los vinos tintos jovenes incluye un examen visual, en copa de
vidrio normalizada, en el que se valora el matiz o tono que posee, es decir, que
color tiene, y la intensidad colorante del vino, o cantidad de ese determinado
color. Los datos obtenidos se presentan para ambos parimetros en porcentajes (%)
en la Tabla 5 del Apéndice II. De forma global, las muestras presentan tonos rojos

vivos y con alta coloracion.

Los resultados dados por los catadores se representan graficamente
expresado en tanto por ciento (Figura 22). Los catadores puntuaron teniendo en
cuenta que la escala va desde los rojos mas azulados (para el intervalo 0-10 %)
hasta los rojos amarillentos (80-100%), siendo el valor de 50 % el que
corresponde con el color rojo neto. Se observa, al estudiar el matiz o tono, que
sélo 11 muestras han sido descritas por los catadores como vinos tintos dentro del
grupo de los rojos azulados pero dentro del intervalo de 10-20 %, no siendo
ninguno valorado en el rojo mas azulado. Estas 11 muestras se corresponden, en
su mayoria, con vinos tintos cuyo analisis en el laboratorio no se demor6 mas de
seis meses tras ser recibidos de la bodega ni mas de 14 meses desde su
elaboracion, con la excepcion de la muestra 5 que se analizé 33 meses después de
su elaboracion en bodega pasando por barrica. Aunque hay que tener en cuenta
que muestras que se demoraron en su analisis el mismo tiempo presentan valores
de tono mas altos, es decir, menos azulados, ya que es importante la carga
antocianica de partida que poseen los vinos. Un gran grupo de muestras (85 vinos
tintos) presentan valores entre 20 y 60 % de tono que se corresponden con rojos
menos azulados y en torno a los rojos netos; dentro de este grupo hay muestras de
todo tipo pero la mayoria fueron analizadas transcurridos entre 13 y 24 meses.
Dentro de los vinos tintos que todavia estan en el grupo de los rojos pero
proéximos a los amarillentos (60 y 80 %) se encuentran 27 vinos tintos que, salvo
6 de ellos que se procesaron tras 13-14 meses de su elaboracidn, se analizaron
pasados mas de 21 meses. Por ultimo, dos muestras (muestras 59 y 83) han sido

descritas por un color rojo con tonalidades amarillentas que se corresponden con
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dos vinos tintos jovenes pero que su andlisis se realizdé 24 y 33 meses después de
que fuesen embotellados, por lo que su carga antocidnica inicial no era muy alta

y/0 han perdido mas su color que otros vinos.
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Figura 39. Agrupacion de los vinos en funcién del valor de su tono expresado en

porcentaje.

En cuanto a la valoracion de la intensidad colorante que poseen los vinos
tintos estudiados, los resultados dados por los catadores se representan en Figura
23. Los catadores puntuaron teniendo en cuenta que la escala va subiendo desde
valores bajos de intensidad (10 %). Se presentan dos muestras con una IC baja,
en torno a 25%, que son ademas las que presentaban anteriormente los valores de
tono mas pardos amarillentos (muestras 59 y 83). Otros 23 vinos fueron descritos
por los catadores con intensidad media baja (entre 30 % y 50 %). Y el resto de los
vinos tintos presentaron mayor cantidad de color (100 muestras), entre 50 y 100 %
de IC. Dentro de estos, algunos de los vinos tintos (13 muestras) fueron
clasificados por los catadores con la méaxima puntuacion (entre 90 y 100 %) que
se corresponden con una alta carga colorante. Estos ltimos son vinos jovenes
analizados antes de los catorce meses desde su elaboracién, aunque se presenta
dos excepciones (muestras 78 y 84) que aun habiendo transcurrido 24 meses
presentan una intensidad colorante muy alta. Ademas, hay que destacar que la

muestra 125 ha sido analizada inmediatamente después de ser embotellado el vino
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en la bodega (2 meses), presenta un tono cercano a los rojos azulados y, en

cambio, su intensidad colorante es mas baja de lo que cabria esperar (57 %).
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Se han aplicado diferentes técnicas estadisticas uni y multivariantes con el
fin de estudiar las relaciones entre el color y la composicién antocianica de vinos

tintos jovenes espafioles de variedad tempranillo:
=  Meétodos de clasificacion: Analisis de Agrupaciones Jerarquizadas

» Meétodos de correlacion: Correlaciones simples entre los
antocianos y los parametros de color, y correlaciones multiples por

distintos métodos de Regresion lineal multiple

6.1. ANALISIS DE AGRUPACIONES JERARQUIZADAS, POR
VARIABLES Y POR CASOS

La clasificacién multivariante de las muestras se ha abordado mediante la
aplicacion del Andlisis de Agrupaciones Jerarquizadas, cominmente denominado
Andlisis “Cluster”, o simplemente Andlisis de Grupos, que estd disefiado para un
tipo de problemas muy especifico (Manly, 1986). Dada una muestra con » casos,
para los que se determinan p variables, se proyecta un esquema para agrupar los
objetos en clases, de tal manera que los "similares” se encuentren agrupados en la
misma clase. Esta clasificacion permite encontrar grupos de muestras, en algunos

casos inesperadas, y estudiar las relaciones entre estos grupos.

Inicialmente, cada variable es considerada como un grupo separado para,
posteriormente, ir uniendo grupos en orden de similitud. Se produce, de esta
manera, un "amalgamamiento” general, por pasos, hasta conseguir un sélo grupo
que engloba a todas las variables en estudio. El resultado final es una estructura
general en arbol (o dendograma), que muestra las agrupaciones realizadas en cada
paso, representando, en el eje de abscisas, los objetos de acuerdo con las
agrupaciones obtenidas, y en el eje de ordenadas, la distancia de establecimiento de
cluster, en este caso la distancia euclidea relativa (expresada en porcentaje). No

existe acuerdo sobre cual de los algoritmos propuestos es el mejor y aunque, en
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general, los resultados son similares, pueden obtenerse agrupaciones diferentes con

el mismo conjunto de objetos, segin el método que se aplique.

La medida de la distancia euclidea es la mas utilizada en el caso de variables
cuantitativas. Asi entre dos individuos i,j de los que se conocen los valores de p

variables x,, la distancia d;; es:

di,,=\]i(xi,k-x,-,k ) [10]

Es decir, una medida promediada de todas las p posibles distancias entre
individuos, o lo que es igual, la distancia en el espacio p-dimensional considerado.
Una vez obtenida la matriz completa de distancias, se establecen las agrupaciones
en orden creciente incluyendo, de manera individual, cada objeto en el grupo mas

cercano.

El método de amalgamamiento simple, o de "vecinos mas cercanos", produ-
ce la agrupacion cuando se alcanza la menor distancia entre individuos de cada
grupo. Si el amalgamamiento no se produce hasta alcanzar la méaxima distancia
entre los objetos de cada grupo el algoritmo se denomina completo o de "vecinos
mas alejados". Existen otros métodos intermedios tales como el amalgamamiento
promediado de grupos, cuando éste se produce al alcanzarse la distancia media

entre los objetos de ambos grupos.

El método de Ward se fundamenta en una estrategia distinta, pues se basa en
un andlisis de la varianza para evaluar las distancias entre grupos, intentando
minimizar la suma de cuadrados de cualquiera de los dos hipotéticos clusters que
pueden formarse en cada paso. Se le reconoce como uno de los mas eficientes

aunque se caracteriza por su tendencia a formar grupos de reducido tamafio.

El andlisis “cluster” ha sido llevado a cabo en sus dos modalidades; segun los
objetos qué se clasifiquen sean las variables o los casos. En el primero, las variables
consideradas son los objetos que se agrupan en un espacio donde los casos actian

como dimensiones. En el segundo, mas intuitivo, los objetos agrupables son los
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casos (muestras), mientras que las variables medidas se corresponden con las

dimensiones del espacio considerado.

Andlisis “cluster” por variables

En este analisis se va a estudiar el nivel de similitud entre los distintos
pardmetros colorimétricos definidos por los espacios uniformes CIELAB y
CIELUYV, considerando todas las muestras de vino tinto. En las Figuras 41-43 se
muestran los dendogramas obtenidos al utilizar los tres métodos de amalgamamiento

descritos.

Como puede verse, no existen diferencias cualitativas entre el método simple
y el completo, diferenciandose exclusivamente en la distancia relativa de formacién
de cada cluster, mientras que con el método de Ward hay algunas variaciones. Se
observa como el croma de CIELAB (C*,) y la coordenada a* estdn a muy baja
distancia de amalgamamiento, al igual que ocurre con el croma de CIELUV (C*,,) y
la coordenada u*, ya que los vinos se reparten a lo largo del eje +a* y +u*,
respectivamente. A esta misma distancia se encuentran emparejados los pardmetros
v* y b* por equivalencia en los dos espacios. Este grupo amalgama bien con la
saturacion s*,, de CIELUV y a su vez con el tono de CIELAB, hy,. También hay que
destacar cdmo la claridad L* se relaciona con el amalgamamiento entre C*,, y u*; y
para el método de Ward este conjunto de pardmetros se relaciona con el croma de
CIELAB y a*. Para el caso del tono en el espacio CIELUV (hyy) se observa que se
relaciona con el resto de las coordenadas por igual y a distancias en torno a 100 % de
amalgamamiento relativo, indicando un bajo grado de asociacién. Con el método de

Ward, se obtienen resultados muy similares.
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Figura 41. Dendograma para las variables segtin el método de amalgamamiento simple.
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Figura 42. Dendograma para las variables segiin el método de amalgamamiento completo.
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Figura 43. Dendograma para las variables segun el método de amalgamamiento de Ward.
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Andlisis “cluster” por casos

Se ha realizado una seleccién de variables basadas en criterios cromaticos,
tomando un numero de variables suficientes que cumplan la condicién de cierta
ortogonalidad, es decir, que proporcionen informacidn suficiente e independiente. Se

ha ensayado la inclusién de las siguientes series de pardametros:

= L*a* b*: coordenadas rectangulares
"  L* C*,p hay: coordenadas angulares

= L* C*, hy s*u: coordenadas angulares mas la saturacion de
CIELUV

La informacion que proporcionan las series de parametros elegidas es similar
(ver Tablas 14 a 25 del Apéndice II), como era de esperar, ya que se trata de las
coordenadas escalares o angulares en dos espacios de color uniformes, por lo que las
agrupaciones obtenidas son semejantes en los tres casos (ver una de las series en
Figura 44). Pero hay que destacar una desviacién en las agrupaciones para la serie
que introduce el parametro saturaciéon de CIELUV (s*,,), encontrandose un grupo
que se separa del resto (8 muestras) y que presenta valores diferenciadores: tono (h,p)
inferior a 7°, coordenada b* inferior a 4.5 unidades y los demas parametros con altos
valores pero no diferenciadores del resto (Figura 45). Existen, sin embargo,
diferencias en cuanto a las distancias relativas de amalgamamiento en los tres
métodos (simple, completo y de Ward), sin que ello signifique necesariamente una

agrupacion muy diferenciada de las muestras consideradas.

Se han encontrado varios “cluster” o grupos caracteristicos, indicando que
existe una cierta similitud entre vinos analizados al cabo de un afio desde el
embotellado y envio al laboratorio, poniendo de manifiesto una ligera evolucion

convergente del color en botella.
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Figura 44. Dendograma de muestras para L* a* b* segiin el método de amalgamamiento completo.
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Figura 45. Dendograma de muestras para L* C*,, h,, s*,, seglin el método de amalgamamiento

completo.
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También se ha realizado una seleccidon de variables antocidnicas basadas en
criterios quimicos, es decir, considerando varios de grupos de antocianos segiin su

presencia en las muestras analizadas:
» Los 6 antocianos mayoritarios
= Los 12 antocianos que aparecen en un 80 % de la muestras

* La totalidad de los compuestos antocianos que aparecen en todas las

muestras

En este caso, como ocurria en el apartado anterior, las agrupaciones
encontradas son similares para los tres grupos de antocianos considerados y se
vuelve a observar cierta similitud entre vinos analizados al cabo de un afio desde
el embotellado y envio al laboratorio, es decir, cierta convergencia del color del

vino durante el almacenamiento en botella (Figura 46).
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Figura 46. Dendograma de muestras para 6 antocianos segin el método de amalgamamiento

completo.
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Por dltimo, se ha probado obtener las agrupaciones jerarquizadas
considerando tanto las variables cromaticas (las tres series anteriores) como las
quimicas (los tres grupos de antocianos) de forma combinada. Los resultados
obtenidos no modifican sensiblemente las observaciones realizadas cuando los
parametros se toman por separado. La Figura 47 muestra el dendograma de casos
cuando se incluye el algoritmo L* C*,, h*,, y los 6 antocianos mayoritarios. Se
vuelve a encontrar un gran “cluster” que incluye los vinos analizados tras un

periodo de 1 afio de evolucién en botella.
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Figura 47. Dendograma de muestras para los 6 antocianos y la serie L* C*,, h,, segtin el

método de amalgamamiento completo.
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6.2. METODOS DE REGRESION
6.2.1. Correlaciones simples

En este apartado se presentan las matrices de correlacion (coeficientes
lineales de Pearson, r*) entre las concentraciones de los distintos antocianos, las

caracteristicas cromaticas, y entre ambos grupos de parametros (Tablas 6 y 7).

Se observa que, de forma general, la mayor o menor relacién entre los
antocianos esta estrechamente relacionada con la frecuencia de aparicién de los
compuestos en las muestras, es decir, como es logico, aquellos que aparecen en
pocos vinos presentan niveles de correlaciéon con los demds compuestos muy
bajos, aunque es variable para los distintos picos. Es el caso de los compuestos 10
a 12 y el acetato de peonidina, que estdn presentes en menos de 12 muestras.
Otros, sin embargo, a pesar de estar poco representados, presentan correlaciones
significativas: entre el cumarato de peonidina y el monoglucdsido de peonidina
(r* = 0.60). Hay otro grupo de compuestos también minoritarios, pico 6, Pt-(6
acetil)-3-glucésido, Mv-(6 cafeoil)-3-glucésido y Pn-(6 cumaril)-3-glucdsido,
cuyas correlaciones son variables presentando una correlaciéon mas alta con los
monoglucésidos, los acetatos y los cumaratos. Asi, el pico 6 presenta sus valores
mas altos para la Mv-3g y los acetatos y cumaratos de los tres antocianos (Mv, Pt
y Pn). El acetato de petunidina, como ocurria en el grupo de la peonidina, presenta
las correlaciones mas altas para su monoglucésido (r* = 0.44) y el cumarato (r* =
0.65), y ademas, con los tres compuestos de la malvidina, monoglucésido (r* =
0.46), acetato (r* = 0.55) y cumarato (r* = 0.61). La Mv-(6 cafeoil)-3-glucésido se
correlaciona mejor con los otros derivados de la malvidina y con los picos no
identificados, 4, 6 y 14, aunque en ningun caso superan r* = 0.5. El dltimo de este
grupo, Pn-(6 cumaril)-3-glucésido, se comporta igual pero hay que destacar su
mayor correlacioén con los otros derivados de la peonidina y con los cumaratos de

petunidina (r* = 0.74) y malvidina (r* = 0.69).

Otro grupo de compuestos con una presencia media en los vinos tintos

analizados y un comportamiento variable se presentan a continuacién. En primer
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lugar eluye el pico 1, derivado de la catequina y la Mv-3g que, estando presente
en 36 muestras, presenta en todos los casos correlaciones muy bajas con los
demds compuestos. La presencia del monoglucésido de cianidina esta muy
relacionada con los demas monoglucésidos, acetatos y cumaratos, destacando la
correlacion con la Df-3g (r* = 0.83); y aunque su presencia es mayor en los vinos
con mas cantidad de antocianos, su correlacion con los derivados minoritarios es
pequefia, del orden del anterior compuesto (r* en torno a 0.15 unidades). El pico
4, de naturaleza desconocida, presenta valores de correlacion en torno a 0.5
excepto para los derivados 9-12 con los que tiene r* < 0.1. Por dltimo, un
compuesto presente en aproximadamente la mitad de las muestras es la vitisina A,
pero a pesar de su frecuencia no parece estar muy correlacionado con ningun otro
antociano o derivado; esto puede ser porque se forma durante la fermentacion a
partir de malvidina y el 4cido piravico producido por las levaduras, dependiendo,

por tanto, de este Gltimo, la cantidad formada.

Los compuestos més ubicuos son los monoglucdsidos y el cumarato de
malvidina, con la excepcidn ya mencionada de la cianidina ya vista. Todos tienen
un comportamiento similar, ya que presentan altas correlaciones entre ellos, con
acetatos y cumaratos y con el pico 14 cuyo origen no se conoce; con los
compuestos 4,6 y el cafeoato de malvidina se relaciona poco y con los compuestos
derivados 1 y 9-12 tiene correlaciones aun mas bajas que con los anteriores.
También hay que destacar que estos compuestos se encuentran muy ligados al
contenido total de antocianinas, con coeficiente de correlacién superior, en todos
los casos, a 0.9 unidades. Destaca el coeficiente entre Mv-3g y antocianos totales

debido, sin duda, a que este compuesto es el mayoritario (r* = 1.0).

La Tabla 6 recoge las relaciones lineales que existen entre las variables

CIELAB y CIELUV maés importantes, obtenidas para cubeta de 2 mm:
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Tabla 6. Coeficientes de correlacion lineal entre los pardmetros colorimétricos CIE.

L* a* b* C*, hyy u* v* C*.v h,, s*u
L* 1.o0 -095 031 -095 065 -094 058 -093 -021 -0.96
a* 095 100 -044 099 -076 098 -0.70 096  0.31] 0.94
b* 031 -044 100 -030 089 -025 095 -0.18 -041 -0.22
C*p 095 099 -030 1.00 -065 100 -057 099 029 096
hyy 065 -076 089 -065 100 -062 097 -0.56 -036 -0.55
u* -094 098 025 100 -062 100 -053 100 024 096
v* 048 -070 095 -057 097 -0.53 100 -047 -043 -0.50
C*y -093 096 -0.18 099 -056 1.00 -047 1.00 024 096
hy, 021 031 -041 029 -036 024 -043 024 1.00 0.26
s*u 096 094 -022 09 -055 09 -050 096 026 1.00

Se observa que la relacién entre todos los parametros CIELAB es alta, ya
que en todos los casos supera el valor de r* = 0.76. Las correlaciones mas bajas se
dan entre la claridad (L*) y los parametros cromaticos CIELAB. Las variables
mas correlacionas son a*, b*, C*,, y hyp entre si con valores superiores a r* =

0.90. Este comportamiento es similar entre los parametros del espacio CIELUV.

Entre ambos espacios se observa, como era de esperar, que la correlacion
es alta entre a* y u*; b* y v*; los cromas y, los tonos de ambos. Por otro lado, la
saturacion, solo definida por el espacio CIELUV, correlaciona muy bien con la
claridad (L*), por lo que en esta zona del diagrama de acuerdo con el signo de la
correlacion, el aumento de la saturacion percibida coincide con una disminucion

de la claridad.
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La matriz de correlacion entre los compuestos antocidnicos y las variables
cromaticas de los dos espacios de color (CIELAB y CIELUV) se presentan en la
Tabla 7:

Tabla 7. Correlaciones entre los antocianos y los pardmetros colorimétricos CIELAB.

Compuesto antocidnico L* a* b* C*. h,y
Catequina-Mv-3-glucésido  -0.01 0.03 -0.10 0.00 -0.12
Delfinidina-3-glucésido -0.55 -0.63 -0.57 0.59 -0.63
Cianidina-3-glucésido -0.50 -0.54 -0.34 0.53 -0.42
Pico 4 (desconocido) -0.29 -0.37 -0.48 0.32 -0.47
Petunidina-3-glucésido -0.56 -0.64 -0.60 0.60 -0.65
Pico 6 (desconocido) -0.20 -0.17 -0.25 0.14 -0.26
Peonidina-3-glucésido -0.55 -0.63 -0.55 0.59 -0.61
Malvidina-3-glucésido -0.54 -0.61 -0.65 0.56 -0.69
Mv-gls-py derivado (vitA)  -0.14 -0.11 -0.05 0.11 -0.09
Vitisina B -0.16 -0.14 0.01 0.14 -0.07
Pico 11 (desconocido) 0.05 -0.07 -0.12 -0.08 -0.06
Pico 12 (desconocido) -0.14 -0.09 -0.10 0.07 -0.13
Pt-(6 acetil)-3-glucésido -0.23 -0.26 -0.26 0.24 -0.27
Pico 14 (desconocido) -0.38 -0.42 -0.45 0.39 -0.45
Pn-(6 acetil)-3-glucésido -0.01 0.00 -0.01 0.00 -0.02
Mv-(6 acetil)-3-glucésido -0.35 -0.42 -0.55 0.37 -0.63
Mv-(6 cafeoil)-3-glucésido  -0.11 -0.12 -0.21 0.09 -0.20
Pt-(6 cumaril)-3-glucésido ~ -0.38 -0.41 -0.32 0.39 -0.35
Pn-(6 cumaril)-3-glucésido  -0.31 -0.34 -0.23 0.34 -0.26
Mv-(6 cumaril)-3-glucésido  -0.45 -0.51 -0.58 0.46 -0.58
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Se observa que el mayor nimero de correlaciones lineales significativas se
ha obtenido para los cuatro monoglucdsidos mayoritarios (Df-3g, Pt-3g, Pn-3g y
Mv-3g). Estas correlaciones encontradas son superiores a 0.5 para todos los
parametros de color. Los otros dos antocianos, que también estdn presentes en la
mayoria de las muestras de vino tinto, acetato y cumarato de malvidina no se
correlacionan bien con los parimetros de color. Se correlacionan
significativamente con el tono y la coordenada b*, y el cumarato, ademas, con la

coordenada a*.

Para los compuestos antociidnicos minoritarios no se dan correlaciones
significativas con las variables cromadticas, lo que puede resultar logico, puesto
que al estar en pequefias cantidades, 0 no estar presentes, dificilmente pueden
influir individualmente de forma significativa en el color de la muestra. Pero
existe una excepcién, la Cianidina-3g, que aun siendo minoritario, presenta

coeficientes de Pearson superiores a 0.5 para la claridad, tono y coordenada b*.

En cualquier caso, para todos los antocianos, la saturacién s*,, ha sido el
parametro mejor correlacionado. Como era de esperar, y de acuerdo al signo de
lds coeficientes de correlacién, el aumento en la cantidad de derivados
antocianicos se correlaciona con la disminucién en la claridad del vino (L*),

valores de tono mas azulados (h,p) y un aumento del croma (C*,p).

6.2.2. Regresiones multiples

La obtencion de coeficientes de correlacion simple relativamente bajos
justifica un estudio en profundidad de las posibles relaciones multivariantes, en el
que se incluye en los algoritmos mas de una variable que aporte informacién

relevante en las ecuaciones de prediccion.

La regresion lineal multiple (RLM) permite cuantificar la relacién entre
varias variables independientes o predictoras y una variable dependiente o

criterio. De esta forma, es posible establecer cuales son los mejores predictores de
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dicha variable dependiente segun los coeficientes obtenidos, que representan, a su

vez, la correlacion existente entre ambos.

En general, los procedimientos de regresion miltiple estiman una ecuacion

lineal segun la forma general:

y=bp+byx;+byx;+ .. +bixi

donde £ es el nimero de predictores; by una constante también llamada intercept;
by, by ..., by son los coeficientes de correlacion parcial (B) y representan las
respectivas contribuciones de cada variable independiente en la variable

dependiente.

También se puede expresar la ecuacion lineal resultante mediante los
coeficientes de regresion beta (B) que se obtienen cuando las variables se
estandarizan, es decir, se hace que los datos tengan media de 0 y a desviacion
estindar de 1. Asi, la ventaja de los coeficientes beta, comparado con los
coeficientes B, es que la magnitud de los B permite comparar la contribucion
relativa de cada variable independiente en la prediccidn de las variables
dependientes. Por ello, se ha elegido este tipo de ecuacion lineal para la prediccion

de los parametros.
Se realizan tres tipos de RLM:

s Estindar, en la que se consideran al mismo tiempo todas las

variables independientes elegidas

» Forward stepwise, en la que se evalian las variables
independientes en cada paso, afiadiendo una a una las diferentes

variables para mejorar las correlaciones
= Seleccién manual de las variables independientes que son mas

significativas

Se han realizado diferentes regresiones lineales multiples considerando
como variables dependientes varias coordenadas de color de los dos espacios
uniformes CIELAB y CIELUV (L*, a*, b*, C*, hayy y s*y) y como variables
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independientes distintos grupos de antocianos. También se han realizado las RLM
considerando como variables dependientes los principales antocianos presentes en
el vino y como variables independientes las coordenadas de color. En ambos
casos con la unica intencién de orientar sobre las posibilidades de obtener
ecuaciones predictivas, tanto del color final como de la composicién antocidnica

responsable de este.

Cuando se consideran como variables dependientes los parametros de
color se observa que los mejores resultados se obtienen, en todos los casos,
cuando se utilizan como variables independientes los 20 antocianos que han
aparecido en los vinos tintos jovenes espafioles de variedad Tempranillo
estudiados, como se observa en la Tabla 8. Hay que considerar que no todos los
vinos poseen todos los antocianos detectados por lo que habria que utilizar las
ecuaciones obtenidas a partir de un nimero menor de compuestos (12 antocianos)
y, en Gltimo caso, la ecuacion con los seis antocianos principales, aunque el valor
de R’ sea inferior. También se observa coémo para el cilculo de todos los
pardmetros de color los R’ son muy similares si se consideran los seis antocianos
mayoritarios (delfinidina, petunidina, peonidina y malvidina monoglucésido y, el
acetato y cumarato de la malvidina) o bien estos 6 mas el pico 9 que esta presente
en mas de un 55% de las muestras analizadas, luego se podria decir que este pico
no contribuye de forma importante a la obtencion de los parametros de color
puesto que la mejora estd en torno a s6lo 0.01 unidades de R’ (ver Tablas 14 a 25

del Apéndice II).

El coeficiente R’ que mejor resulta es para el tono (hgs), con un valor de
0.64, lo que significaria que los antocianos presentes en el vino contribuirian
mayormente al tono de los vinos tintos jovenes, y de forma significativa los
siguientes antocianos: pico 1, pico 4, Mv-3g, Mv-ac y Pn-cm, de los cuales es la
malvidina-3-monoglucésido la que aparece como significativa en todas las
regresiones que se han realizado, es decir, es de todos los antocianos el que mas
contribuye de forma inversa al valor del tono de las muestras. Este hecho podria

explicarse ya que el tono presenta, para las muestras estudiadas, valores en la zona
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de los rojos netos y azulados y la Mv-3g presenta su maximo de absorcién mas
desplazado hacia la zona de los azules que otros compuestos, siendo, ademas, su
presencia mucho mayor que los otros (llegando hasta el 60% del total de los
antocianos). Asi, parece que cuanto mayor sea la cantidad de malvidina menor
sera el valor del tono. Los otros compuestos antocidnicos no aparecen en todas las
regresiones, por lo que su contribucién a este parametro seria menor. Estos datos
se obtienen teniendo en cuenta el total de los antocianos, utilizando el método de
regresion sencillo y son muy similares a los obtenidos si se aplica el método de
regresion por pasos, como puede verse en la Tabla 23 del Apéndice II, variando el
coeficiente R’ en torno a 0.01 unidades. Los valores de R’ que se obtienen tras
hacer una seleccion previa de los compuestos difieren en torno a 0.06 unidades
con los del método de regresion sencillo y tras aplicar el método por pasos, como
ocurria antes, empeoran en torno a 0.01 unidades. Asi, los coeficientes de
regresion para este parametro oscila entre 0.64 para todos los antocianos y 0.51
para los seis antocianos mayoritarios del vino, por lo que en todos los casos los

valores de R’ serian aceptables.

El parametro de color a* presenta la mejor regresion también para los 20
antocianos (R’= 0.56), siendo el monoglucésido de la petunidina (R’ = 2.08) el
que mas contribuye significativamente (de forma positiva) a determinar este
parametro en las distintas ecuaciones obtenidas; y en menor proporcién el
monoglucosido de peonidina (R’= 0.71); pudiéndose explicar porque estos dos
antocianos aportan un color rojo neto que corresponde con el eje positivo de a*.
En algunos casos, también aparecen la delfinidina, el acetato de malvidina, y los

picos 9 y 14. En este caso los valores de R’ oscilan entre 0.46 y 0.56 unidades.

En cambio, en el calculo de la coordenada de color b* es la malvidina-3-
monoglucdsido la que esta presente de forma significativa en todas las ecuaciones
de regresion y de forma inversa, como era de esperar, ya que se ha dicho que la
Mv-3g aporta mas componente azul luego cuanto mas haya mas bajo es el valor
del pardmetro b* que va del amarillo (eje +) al azul (eje -). En cuanto a las

distintas ecuaciones obtenidas para este parimetro la mejor es la obtenida
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considerando los 20 antocianos (R’= 0.59) y la peor en la que se consideran los

seis antocianos y se utiliza el método por pasos (R’= 0.4748).

En cuanto al croma (C*y), se observa que son los monoglucdsidos de
delfinidina, petunidina y peonidina los que mas contribuyen de forma significativa
a su prediccion. La Df-3g contribuye de forma negativa y con coeficiente de
correlacion en torno a la unidad, es decir, que cuanto mas delfinidina haya en el
vino menor va a ser el valor del croma de éste. La Pt-3g contribuye positivamente,
con un coeficiente alto y en todas las ecuaciones obtenidas. La Pn-3g también
contribuye positivamente pero en menor proporcion que el anterior. Ademas de
estos tres, hay otros antocianos que contribuyen significativamente, aunque en
menor proporcion, a la obtencién del croma en algunas de las ecuaciones de
regresion: Mv-3g, p9, Mv-ac y pl4 pero los coeficientes de correlacién son, en
todos los casos, menores a 0.5 unidades. La mejor ecuacién, como en todos los
casos, se obtiene para todos los antocianos por el método simple (R’= 0.51)

. aunque los valores son peores que para otros parametros.

La claridad (L*) es de todos los parametros estudiados el que se calcula a
partir de los antocianos con una peor significacion, ya que R’ oscila entre 0.48 en
el mejor de los casos y 0.36 en el peor de ellos. En la claridad contribuyen varios
antocianos como puede verse en la Tabla 8, pero es la Df-3g, Pt-3g y Pn-3g las
que contribuyen significativamente con un coeficiente de correlacién superior a
0.5. Al contrario de lo que ocurria para el croma, la delfinidina contribuye
positivamente y la petunidina y peonidina negativamente. Luego, teniendo en
cuenta la composicién antocianica parece que, en general, cuanto mayor seria el

valor de croma obtenido menor seria la claridad de las muestras de vino.

Por ultimo, se han obtenido las ecuaciones de regresion para el parametro
CIELUYV de la saturacion percibida (s*,y) observandose que la ecuacion es similar
a la que se obtiene para la claridad, tanto en los antocianos que resultan
significativos como en los coeficientes de correlacion, pero con el signo contrario

y un R’ que en todos los casos es superior al obtenido para la claridad.
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Se pueden plantear ecuacions de regresion lineal multiple en las que se
consideren como variables dependiente los siete antocianos mayoritarios y como
variables independientes diferentes coordenadas de color de los dos espacios
uniformes CIELAB y CIELUV (L*, a*, b*, C*,, hap v s*uv), con el fin de orientar
sobre la posible composicion antocidnica mayoritaria de los vinos tintos jovenes
de la variedad Tempranillo, que conduce a dichas caracteristicas de color. Los
resultados obtenidos son idénticos si se hace o no la seleccion previa de variables
independientes en funcion de su significacion estadistica, y difieren poco o nada
tras aplicar el método por pasos, como se puede observar en las Tablas 12 y 13 del
Apéndice II. En la Tabla 8 se presentan las ecuaciones obtenidas por el método

sencillo.

Se observa que el coeficiente R’ con los parametros de color es mayor
cuanto mayor es la presencia del antociano en las muestras, asi, el monoglucésido
de malvidina (Mv-3g), que es el mas abundante en todos los vinos analizados
presenta un R’ = 0.68. Para el pico 9, que es de los siete antocianos el que esta en
menor proporcién, sélo se obtiene un R = 0.03. Este wltimo valor podria deberse
a que este antociano aunque presente en un gran numero de muestras, esta en muy
pequefia cantidad y su contribucidn al color de las muestras es muy bajo, por ello
en su ecuacion ninguna variable independiente presenta un coeficiente
significativo (ver Tabla 8). Luego como se observa el coeficiente R’ es mayor
cuanto mayor sea el nimero de muestras en la que aparece el compuesto y cuanto

mayor sea la cantidad en la que aparece.

Los cuatro antocianos mayoritarios (Df-3g, Pt-3g, Pn-3g y Mv-3g)
presentan valores de R’ mayores de 0.59 por lo que la regresidn puede ser buena
para la predicciéon de la cantidad de estos compuestos. Los derivados de la
malvidina, acetato y cumarato, presentan valores algo peores (R’ = 0.43 y R’

=0.53, respectivamente) pero también se pueden considerar aceptables.

En cuanto a las variables independientes que aparecen en las ecuaciones,

en los seis antocianos principales (se excluye pico 9 porque no es significativo)

149



Resultados

son significativas: a*,b*, y C*,. Los primeros (a* y b*) contribuyen de forma
negativa a la ecuacidn; ademas se observa que, de las dos variables, el pardmetro
a* contribuye entre 3 y 6 veces mas que b*. El croma, en cambio, contribuye de
forma positiva y con coeficientes parciales del mismo orden que la coordenada a*.
Ademas en tres de los antocianos (Df-3g, Pt-3g y Pn-3g) también contribuye de
forma significativa y positivamente la saturacién del espacio CIELUV (s*y)
aunque el coeficiente de correlacion parcial es menor a la unidad en los tres casos,
luego su contribucion es menor. Lo que concuerda con lo ya observado
anteriormente sobre la significacion de estos tres compuestos en la prediccion de

*
S uve
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Tabla 8. Las mejores ecuaciones para obtener los antocianos en funcién de los

parametros de color y viceversa.

R2
a*=0.118 p01 — 1.210 Df-0.047 Cy + 0.185 p04 + 2.079 Pt + 0.149 p06 + 0.708 Pn — 0.274 Mv + . 0.5602
0.148 p09 + 0.129 p10 - 0.062 p11+ 0.006 p12 + 0.007 Pt-ac — 0.136p14 — 0.045 Pn-ac — 0.380
Mv-ac —0.082 Mc-cf + 0.102 Pt-cm — 0.248Pn-cm — 0.251 Mv-cm
b* =-0.096 pOl — 0.136 Df + 0.218 Cy — 0.318 p04 + 0.631 Pt — 0.100 p06 — 0.105 Pn — 1.466 Mv—  0.5925
0.387 p09 + 0.233 p10 + 0.003 pi1- 0.060 p12 - 0.086 Pt-ac — 0.093 p14 — 0.043 Pn-ac + 0.008
Mv-ac + 0.194 Mc-cf + 0.061 Pt-cm + 0.305 Pn-cm + 0.297 Mv-cm
Cu* =0.094 p01 - 1.327 Df — 0.020 Cy + 0.146 p04 + 2.419 Pt + 0.133 p06 + 0.722 Pn - 0.611 Mv + 0.5090
0.147 p09 + 0.131 p10 - 0.052 p11 - 0.016 p12 - 0.008 Pt-ac — 0.170p14 — 0.060 Pn-ac - 0.409
Mv-ac - 0.049 Mc-cf + 0.102 Pt-cm — 0.202Pn-cm — 0.176 Mv-cm
h* = -0.149 p01 + 0.364 Df + 0.164 Cy — 0.298 p04 — 0.146 Pt — 0.163 p06 — 0.324 Pn -~ 1.257 Mv - 0.6381
0.106 p09 — 0.060 p10 + 0.041 p11 - 0.065 p12 - 0.072 Pt-ac - 0.018 p14 — 0.041 Pn-ac + 0.185
Mv-ac + 0.178 Mc-cf + 0.011 Pt-cm + 0.351 Pn-cm + 0.403 Mv-cm
L*=-0.081 p01 + 1.475 Df— 0.114 Cy — 0.147 p04 — 2.118 Pt — 0.210 p06 — 0.575 Pn — 0.070 Mv - 0.4791
0.188 p09 — 0.177 p10 + 0.025 p11- 0.059 p12 - 0.007 Pt-ac + 0.048 p14 — 0.003 Pn-ac + 0.493
Mv-ac + 0.049 Mc-cf - 0.053 Pt-cm + 0.251 Pn-cm + 0.299 Mv-cm
Df=-6.112 a* -1.211 b* + 5.393 C*,, —0.407 h,, +0.195 L* + 0.812 s*,, 0.6295
Pt=-6.124 a* -1.379 b* + 5.546 C*,, —0.205 h,, +0.113 L* + 0.681 s*,, 0.6751
Pn=-3.985 a* -1.146 b* + 3.661 C*,, ~0.002 h,, +0.293 L* + 0.823 s*,,, 0.5937
My =-6.901 a* -1.338 b* + 6.045 C*,, —0.506 h,, — 0.036 L* + 0.579 s*,, 0.6824
P09 =-1.426 a* -0.022 b* + 0.808 C*,, -0.310 h,, - 0.323 L* + 0.200 s*_, 0.0288
Mv-ac = -4.681 a* -1.359 b* + 4.447 C*,, + 0.124 h,, - 0.145 L* + 0.077 s*,, 0.4275
Mv-cm =-5.131 a* -1.521 b* + 4.924 C*,, +0.2555 h,, — 0.339 L* - 0.009 s*, 0.5297
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Errores instrumentales

En Colorimetria, como en otras ciencias, es tan importante conocer la
medicién como el error cometido. El estudio del error en la medicién del color
resulta complicado debido a la naturaleza multiple de la visién del color. Existen
errores en la medicion de la magnitud fisica, debidos al operador, y existen errores
en la evaluacion sensorial del estimulo fisico por el observador. Ademads, existen
los errores instrumentales cuya naturaleza varia segin el tipo de instrumento de

medida (colorimetro, espectrofotémetro, etc.).

En las medidas instrumentales del color, objetivas, y mas concretamente
en las espectrofotométricas, solo contribuyen al error de los datos obtenido el
instrumento de medida y el operador, puesto que el observador considerado es un

patrén que viene preestablecido en el procedimiento.

En cuanto al operador, en general, se supone que un manejo cuidadoso
puede minimizar los errores, sobre todo si se programa una calibracion del aparato
cada cierto tiempo. Es, por ello, fundamental considerar los errores

instrumentales, ya que son los que mas contribuyen a los errores en la medida.

Cada instrumento de medida del color tiene sus caracteristicas y como
consecuencia su fuente de errores. Por ello, para realizar las medidas

espectrofotométricas es necesario conocer sus caracteristicas.

La precision de un espectrofotometro se mide por la capacidad del
instrumento para repetir una medida de transmitancia o reflectancia espectral de
un patron establecido. La exactitud es su capacidad para proporcionar datos lo
mas parecidos posible a los valores reales. Un instrumento puede ser preciso pero
no ser exacto, y viceversa. Dependiendo del tipo de medida que se va a realizar,
puede ser més importante una caracteristica u otra, aunque la situacién ideal es
que se dieran ambas. Esto no siempre es posible debido a los errores

instrumentales que se producen y que no se pueden eliminar totalmente.
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Las fuentes de error dependen del tipo de instrumento y sus
caracteristicas de construccidn (Lozano, 1978, Berns y Peterson, 1988, Fairchild
¥ Reniff, 1991; Burns y Berns, 1997; Berns y Reniff, 1997). Cada fuente de error
contribuye, aunque de distinta forma, a la incertidumbre de las medidas y, por lo
tanto, a los valores triestimulo que se derivan de ellas. Segun Campos (1999),

entre las fuentes de error mas importantes estan:

Sefial de oscuridad: Los instrumentos pueden dar una respuesta en

ausencia de luz por lo que es necesario medir la sefial de cero y restarla a todas las
medidas. En el caso de la medida del mosto o vino, utilizando un

espectrofotdometro por transmision, el blanco se hace con agua destilada.

Errores fotométricos: Hace referencia a los errores que provocan que el

valor fotométrico medido difiera del real. Principalmente hay que considerar la
linealidad del instrumento, es decir, la proporcionalidad entre la respuesta del
detector y la cantidad de luz que incide sobre él, que puede no darse. Aunque
también se producen errores debidos a las interreflexiones entre la muestra que
medir y los componentes Opticos anejos, la luz que entra en el instrumento desde

el exterior, y otros.

Longitud de onda: Pueden producirse desajustes en el instrumento, de tal

forma que los datos asignados a una determinada longitud de onda no sean los
reales. Este error es debido a desajustes en el movimiento del sistema dispersor o
por incapacidad de fijar la longitud de onda requerida. Por ello es necesario que la

escala de longitudes de onda del instrumento sea verificada periédicamente.

Ancho de banda espectral: Las funciones de mezcla que se usan para el

calculo de los valores triestimulo estan definidas para un ancho de banda de 1 nm
y la CIE recomienda usar este ancho de banda para reducir la incertidumbre de las
medidas, dejando la opcion de usar otros (5, 10 y 20 nm) para medidas menos

precisas. Se sabe que instrumentos con anchos de banda distintos daran valores

155



Errores instrumentales

triestimulo diferentes, pero ademas la forma de la funcién rendija, que determina

el ancho de banda, también influye (Stearns, 1981a).

Intervalo de medida: Al igual que en el caso anterior, la CIE recomienda el

uso de un intervalo de medida de 1 nm y, en cualquier caso, que no sea mayor que
el ancho de banda espectral utilizado. Si el ancho de banda es muy grande (e.g. 20
nm), usar un intervalo de integraciéon menor podria disminuir los errores en las

coordenadas de color.

Estas condiciones deben ser fijadas con el fin de minimizar los errores
posteriores en los valores triestimulo y coordenadas de color, pero nunca se
pueden eliminar totalmente debido a la inevitable anchura finita de la rendija del
monocromador y consecuentemente a la anchura del paso de banda espectral

(Judd y Wyszecki, 1975, Stearns, 1981b).

Se ha planteado el estudio de los errores instrumentales, que se
producen cuando se mide el color de los derivados de la uva tinta, con el fin de
conocer la veracidad de las medidas que se realizan en el laboratorio. Y ademas

se han buscado soluciones que corrijan los errores instrumentales producidos.

Al igual que el color percibido de un estimulo no es algo absoluto, sino
que depende de las circunstancias que lo rodean, la medida del color depende
de las condiciones en las que se realiza. Como el objetivo de cualquier medida
es que sea Unica y repetible, se han definido condiciones estandar para algunos
pardmetros que influyen en el resultado de la medida: el observador y el
iluminante. Pero existen numerosos factores, como la temperatura o el grado de
humedad, y otros relacionados con la arquitectura del instrumento, tales como
la geometria de iluminacién-observacion, que condicionan dicha medida.

Asi mismo, en el calculo de los valores triestimulo obtenidos a partir de
las medidas espectrales, se producen errores asociados, tanto al ancho de banda
espectral como al intervalo de medida (Fairchild y Reniff, 1991; Burns 'y Berns,

1997). Aunque se ha estudiado este error en el andlisis del color de los patrones
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ceramicos (Berns y Peterson, 1988; Berns y Reniff, 1997), no existen, hasta
ahora, aplicaciones a los alimentos.

En este Capitulo se estudia, por una parte, el efecto que tiene el calculo
de las coordenadas de color utilizando un paso de integracién mayor que el
ancho de banda de medida y, por otra, la dependencia del ancho de banda

espectral utilizado.

7.1. ERRORES POR EL INTERVALO DE INTEGRACION

Lo mas habitual a la hora de calcular las coordenadas cromaticas es que
se utilice un paso de integracion igual al ancho de banda espectral del
instrumento, tal como recomiendan organizaciones internacionales como la
CIE o la ASTM, pero no siempre es asi.

Se ha analizado el efecto que tiene el célculo de las coordenadas de
color utilizando un paso de integracion mayor que el ancho de banda de
medida. Esta situacion suele producirse en la industria con el fin de agilizar los

calculos.

Parte experimental

Las muestras elegidas para este estudio se han obtenido de los espectros de
transmision de dos tipos de muestran que contienen antocianos en disolucién: Por
un lado, un total de cinco mostos tintos procedentes de la variedad Tempranillo
procedentes de la tltima fase de la maduracion, ya que los mostos iniciales son de
uva muy verde que todavia no ha enverado. Por otro, una serie de 9 disoluciones,
a distintos niveles de pH, del antociano petunidina (pigmento natural presente en

mostos y vinos tintos).
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En el caso de los mostos tintos, antes de realizar la medida se centrifuga
en ultra centrifuga Sorvall TC-6 durante 5 minutos y luego se filtra. Para las
disoluciones de antocianos la medida se hace sin necesidad de filtrar previamente.

Los espectros de absorcion se registran directamente, con un
espectrofotometro de fotodiodos UV/vis Hewlett-Packard HP-8452, en la region
del visible (entre 380 y 780 nm) a intervalos de 2 nm, en cubeta de vidrio de 10
mm de paso de luz, frente a agua destilada como blanco de referencia.

Tal como indica el método de ordenadas ponderadas, el espectro de
transmision visible de la muestra se pondera segin los factores caracteristicos de
las condiciones visuales de referencia elegidas: en este caso Observador patron
CIE 1931, de 2° de angulo de vision, y el Iluminante Estandar A, que se
corresponde con la luz de una lampara incandescente. Segiin las ecuaciones [a21]
del Apéndice I se obtienen los Valores Triestimulo X,Y,Z que definen el color de
la muestra y que son el punto de partida para calcular el resto de las variables

cromaticas.

Se calculan las coordenadas que define el espacio considerado uniforme
por la CIE: CIELAB (ecuaciones [a36] a [a46]). Estos datos aparecen en las
Tablas 6 a 9 del Apéndice II.

Procedimiento

Se ha partido, como referencia, de las coordenadas cromaéticas
obtenidas a partir del espectrofotometro con ancho de banda espectral de 2 nm
y calculadas con un intervalo de integracion también de 2 nm.

Los nuevos pasos de integracion elegidos para calcular las coordenadas
de color han sido: 10 y 20 nm que son los mas utilizados en ambientes

industriales,
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Las coordenadas de color, obtenidas con estos nuevos pasos de
integracion, se han comparado con los datos iniciales y se expresa la diferencia
de color (AE*,;), croma (AC*,;,) y claridad (AL*) entre ambas, por las
formulas que aparecen en el Apéndice I. Si las diferencias obtenidas son
mayores que 0.5 unidades CIELAB, no deberia considerarse la utilizacion de
ese paso de sumacion para el calculo de las coordenadas de color. Suele
considerarse que 0.5 unidades CIELAB es la diferencia de color que se acepta

como umbral distinguible desde el punto de vista visual.
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Figura 48. Errores debido al intervalo de integracion utilizado en los mostos respecto

alnm.
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Figura 49. Errores debido al intervalo de integracion utilizado en las disoluciones de

antociano respecto a 2 nm.

En las Figuras 48 y 49 se presentan los errores que se cometen en el
célculo del color al utilizar un paso de integracion de 10 6 20 nm, cuando los
datos iniciales se han medido con ancho de banda de 2 nm.

En las Figuras 50 y 51 se ofrece el valor medio del error para las

diferencias AE*,p, AC*,, y AL*,

Lintegracton 14 ion 0

Figura 50. Variacion de los pardmetros colorimétricos en los mostos

160



Errores instrumentales

02

- LIRS
WDE
doc

I.integracién 10

208

Figura 51. Variacién de los pardmetros colorimétricos en las disoluciones de

antocianos

Se observa que el error cometido es mayor cuanto mayor es el paso de
integracion, utilizado en el calculo de las coordenadas de color, con respecto al
ancho de banda espectral del instrumento.

Observando los errores producidos en el calculo de las coordenadas
cromaticas, representadas por las diferencias de color total (AE*,), de croma
(AC*4p) y de claridad (AL*), se comprueba que los errores en claridad son los
mas pequefios, con lo que los valores de AE*,, y AC*,, son del mismo orden,
ya que se puede considerar, en estas muestras, que AL* con AC*,, representan
practicamente el error global (AE*,;) pues no existen diferencias importantes
de tono (hyp).

Teniendo en cuenta los valores aceptables de AE*,, se pone de
manifiesto que tanto para los mostos tintos como para las disoluciones de
antociano es posible, en general, utilizar un paso de integracién mayor que el
ancho de banda espectral de medida.

Estos resultados demuestran también que, para aquellos alimentos como
es el caso de los mostos en los que no hay error apreciable en las coordenadas

por aumentar el paso de integracion, se podria usar el valor de transmitancia de
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determinadas longitudes de onda para construir una escala de cambio de color.

No seria necesario, por tanto, medir el espectro completo.

7.2. ERRORES POR EL ANCHO DE BANDA ESPECTRAL

En el céalculo de los valores triestimulo influye el ancho de banda
espectral utilizado, siempre que este no sea infinitesimal. Este hecho ocurre en
todos los aparatos de medida, ya que la anchura de banda debe ser suficiente
para que la sefial supere el minimo perceptible por el detector.

No soélo influye el ancho de banda espectral en el célculo de los valores
triestimulo sino también la forma de la “funcién rendija” (Stearns, 1981a). Esta
funcién rendija puede ser simétrica o asimétrica segin la accidén del
monocromador sobre el flujo espectral que lo atraviesa. En la practica suele
existir cierta asimetria, pero en este estudio se considera que la funcién rendija
es triangular y simétrica, sin que esta restriccion reste valor a los resultados
obtenidos. Esta eleccion representa la situacion mas comun en la practica
industrial.

El error atribuible a la influencia del ancho de banda espectral puede
variar desde décimas a una unidad CIELAB, cuando los valores triestimulo no
estan corregidos, y disminuir a centésimas o milésimas de unidad tras aplicar
las estrategias de correccion.

Para eliminar el error producido al utilizar un ancho de banda que no es
infinitesimal la American Society for Testing and Materials (ASTM) propone
la utilizacién de unas determinadas funciones de peso triestimulo, ya
calculadas siguiendo el método propuesto por Venable (1989). También
incluye un método de correccion para la dependencia del ancho de banda
propuesto por Stearns y Stearns (1988). Con estas funciones de peso, resultado
de una estrategia combinada, se consigue que el error medio introducido para
un intervalo de integracién y ancho de banda de 10 nm sea sélo de 0.004

unidades CIELAB en las muestras analizadas por estos autores.

162



Errores instrumentales

Parte experimental

Son las mismas consideradas en el apartado anterior, asi como la

descripcion del procedimiento.
Procedimiento

Se parte de las medidas espectrales de las cinco muestras de mosto y de
las nueve muestras de disoluciones de antociano, obtenidas con ancho de banda
e intervalo de medida de 2 nm. Dado que no se dispone de datos de las mismas
muestras medidos con anchos de banda superiores, se calcula la transmitancia

efectiva para anchos de banda de 10 y 20 nm, segtin la ecuacion:

I LT(/l)B(A)d/l -

[, BA)dA

siendo T(A), los valores de transmitancia; B(A), la funcion rendija, supuesta

triangular en este trabajo; y ab, el intervalo espectral cubierto por el ancho de
banda.

Al objeto de evitar el error de integracién, se han interpolado los
espectros medidos para tener valores de transmitancia con 0,1 nm de paso. La
interpolacion se ha llevado a cabo mediante funciones “spline”.

Una vez obtenida la transmitancia efectiva para los distintos anchos de
banda (10 y 20 nm), se calculan las coordenadas de color para el iluminante A
y el observador de 2°. Para los casos de ancho de banda e intervalo de medida
de 10 y 20 nm es comtn, en la practica industrial, calcular los valores usando
los factores de peso recomendados en la norma E 308-95 (ASTM, 1995) Wx,
Wy y Wz, que contienen el producto del iluminante por el observador, para el
intervalo correspondiente, y que han sido preparados para corregir el error en

las medidas espectrales debido al ancho de banda.
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Los valores triestimulo se calculan entonces como:

X= % wx(1)-R(2) -AL

380

Y= % Wy(A)-R(A)-AL [12]

380

Z= sz(/l)-R(z)-M

380

A partir de estos valores se obtienen los pardmetros colorimétricos
CIELAB y se calculan las diferencias (AE*,,) entre éstos, para los distintos

anchos de banda utilizados.

18

10nm STEARN

10 nm 10 nm ASTM 20 om 20nm ASTM

Figura 52. Errores debido al ancho de banda espectral utilizado en los mostos
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omsn
Q mr

10 nm ASTM 10 nm 20nm 20nm ASTM 10nm STRARN

Figura 53. Errores debido al ancho de banda espectral utilizado en las disoluciones de

antociano

En las Figuras 52 y 53 se representan las diferencias de color, croma y
claridad encontradas entre las coordenadas de los datos de partida de 2 nm y las
coordenadas obtenidas para anchos de banda de 10 y 20 nm, tanto al aplicar el
método ASTM como al utilizar los valores tabulados del iluminante y el
observador sin correccién del ancho de banda.

Tanto para las muestras de mostos como en el caso de las disoluciones
de antocianos, se puede observar que en casi todos los casos estudiados la
diferencia de color debida al ancho de banda es mayor que 0.5 unidades
CIELAB, es decir, perceptible visualmente. Solo en el caso del calculo de la
claridad sin método de correccién y para 10 nm de ancho de banda, esta
diferencia es menor, si bien se sitha alrededor de las 0.4 unidades. Ademas,
para los dos anchos de banda, utilizar el método propuesto por la ASTM no
produce mejora notable en las diferencias de color encontradas. Ademas se
observa que este comportamiento es mas pronunciado en el caso de las

disoluciones antocianicas.

Por otro lado, Stearns y Stearns (1988) proponen un método de

correccion que consiste en estimar la radiancia del objeto para un ancho de
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bahda inﬁpitesimal a partir de valores obtenidos con ancho de banda mayor,
concretamente entre 10 y 20 nm. El método asume que la radiancia del objeto
puede aproximarse por un polinomio de segundo grado en un intervalo
espectral equivalente a cuatro veces el ancho de banda utilizado. Los autores
asimilan la transmitancia de las muestras a la radiancia. El método de calculo

se lleva a cabo siguiendo el esquema de la tabla 2 y aplicando la féormula [13]:

ZR, = (MR, ~12MR, +120MR, - 12MR, + MR,)/98 [13]

Tabla 9. Esquema segtin Stearns & Stearns.

A ZR MR
-2BW ZR, MR,
-1BW ZR, MR,

0 ZR, MR;
IBW ZR, MR,
2BW ZR; MR;

donde los valores ZR corresponden a un ancho de banda de cero nanémetros y
los valores MR son los medidos con el ancho de banda de 10 nm. El subindice
3 hace referencia a la longitud de onda de interés; €l 2 y el 4, a la longitud de
onda de interés menos y mas el ancho de banda, respectivamente; yel 1 yel 5a
la longitud de onda de interés menos y mas dos veces el ancho de banda el
ancho de banda, respectivamente. En este método, igual que en los otros casos,
se asume que el ancho de banda es triangular y simétrico.

Aplicando este método a las muestras estudiadas, se calculan las
coordenadas de color, que deberian coincidir con las coordenadas verdaderas
de 1 nm, pero esto no siempre es asi, ya que se observan diferencias tanto en
croma como en claridad (Figura 51 y 52). Se observa para los mostos que
AE*3p = 0.68256 para 10 nm sin correccién frente a la AE*;; = 0.65909

obtenida por este método, luego se puede decir que la mejora es minima. Para
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las disoluciones de antocianos AE*,, = 1.484 para 10 nm sin correccion frente
a la AE*;, = 1.433 obtenida por este método, luego también la mejora es
minima.

Se concluye que, para las muestras estudiadas, ni la medida con ancho
de banda de 10 nm ni la aplicacion del método propuesto por Stearns & Stearns
a estas medidas son comparables con los datos obtenidos con un ancho de

banda de 1 nm.
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7.3. FUNCIONES DE PESO

Tras el estudio realizado se llega a la determinacién de que hay que buscar
funciones de peso que permitan obtener los valores triestimulo exactos a partir de
los valores de transmitancia medidos experimentalmente con un ancho de banda
de 10 nm. Como ya han mostrado otros autores (Venables, 1988), es necesario
desarrollar funciones de peso especificas para cada tipo de muestra y cada funcién

rendija.

El objetivo de las funciones que se buscan es el siguiente:
X (AA=1 nm) = x (AA#] nm) - p(x)
y (AA=1 nm) =y (AA#1 nm) - p(y)
z (AA=1 nm) = z (AA#1 nm) - p(z)

La eleccion de las funciones de peso es arbitraria pudiendo, funciones muy
distintas mas o menos complejas, producir el mismo resultado. Se ha decido elegir
el sumatorio por ser el tipo de funcién mas inmediata y sencilla con la que se

obtienen resultados favorables.

Parte experimental

Para este estudio se seleccionan 22 muestras de mosto procedentes de uvas
tintas Tempranillo proximas al estado de madurez, distintos de los anteriores y

con la maxima variedad cromatica posible.

Se parte de los espectros de transmitancia obtenidos, segtn el criterio ya
expuesto anteriormente, para ancho de banda e intervalo de medida de 2 y 10 nm.
El iluminante estindar considerado en este caso es el Iluminante Dgs.

A partir de estos datos, obtenidos con ancho de banda de 2 nm, es

necesario calcular los valores que se obtendrian tras medir con un ancho de banda
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de 1 nm, con los que se procede a calcular las funciones de peso. Para ello es
necesario, en primer lugar, realizar una interpolacién de los datos de partida,
mediante funciones “spline”, para tener valores de transmitancia con 0.1 nm de
paso, y en segundo lugar, con estos valores calcular los que se obtendrian en un

espectrofotometro con 1 nm de ancho de banda y de intervalo de medida.
Procedimiento

Con los valores espectrales de 1 y 10 nm de todas las muestras se procede
al calculo de las funciones de peso. En primer lugar, se realizan dos pasos

independientes:

a) Se obtienen, matematicamente, los datos cada 10 nm partiendo de las
medidas espectrales obtenidas para un ancho de banda de 1 nm: cada
diez valores se hace la media para cada longitud de onda tomando,
junto con el valor central, los cinco valores anteriores y los cinco

posteriores. De todas estas medias calculadas se obtiene el sumatorio:

780

X= Z(Z x(A)T(2 E(A)M]

380

380 \ A4

Y = %[i y(/l)-T(l)'E(ﬂ,)-Al) [14]

780

Z= Z[Z z(A)T l)E(A)Al)

380

b) Para ajustar con los datos obtenidos cada 10 nm, se aplica una funcién

de peso desconocida en principio:

780

X =Y plx)x(1)E(1) T, (1)1

380
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Y= p(3) 9 ()BT, ()44 [15]

380

780
Z=> p(z)-x(A)E(A)T,(1)-A1
380
donde T,(4) son los valores de la transmitancia cada 10 nm y p(1) la

funcidn de peso que se busca.

A partir de aqui, se procede a la igualacion de las ecuaciones [7] y [8] ¥,

despejando, se obtiene la funcién de peso buscada para cada uno de los valores
triestimulo:

> x(4)T(2)E(1)-A2

A

P = VBT, ) A

Z y(A)T(A)E(1)-A4

PO oy Gy, e

> 2(2) T(A)E(1)-a4

A4

Ple)= 102(A)E(A)T, (A)-A4,

donde AA tiene valorunoy A4, esigual a diez.

Para estos mostos tintos se ha deducido, segln las ecuaciones [14], [15] y
[16], las correspondientes funciones de peso. La Figura 54 muestra las medias
globales, que pueden considerarse vélidas para cualquier muestra de mosto tinto.
Se obtienen asi los valores de las tres funciones de peso validas para cualquier

muestra de mosto tinto en general, teniendo en cuenta que, como muestra la
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Figura 55, la variacion entre los mostos (G) es minima, no superando en ningin

caso (0.098 unidades.

¢ — R
L ~ply)
. e o — pz)

Figura 54. Funciones de peso globales.
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Figura 55. Desviacion estandar (o) de las funciones de peso.

Al analizar los valores de las tres funciones de peso p(x), p(y), p(z), se
observa que cada una de ellas tiene una zona del espectro donde su accidon
correctora es mayor, esto se corresponde con los valores espectrales de cada uno
de los valores triestimulo.

La funcién p(x) tiene valores maximos en el intervalo de 500 a 600 nm
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(zona de los rojos-anaranjados) coincidiendo con el pico del valor triestimulo X,
ademés posee, en la zona de los azules (390-450 nm), valores ligeramente altos.
La funcion p(y), en cambio, aporta mucha correccion en la zona de los azules
(380-480 nm). La p(z) tiene su maximo en las longitudes de onda de los azules,
coincidiendo con los valores de p(x). Las tres funciones de peso tienen una zona a
partir de 560 nm hasta 780 nm, donde el espectro es plano, y existe muy poca
correccion.

Estos resultados pueden trasladarse al espacio CIELAB, teniendo en
cuenta que la coordenada a* representa el eje verde-rojo (desde -a* hasta a*), y b*
el azul-amarillo (de -b* hasta b*). Asi, es la coordenada cromatica a* la que mas
se afecta por la correccion de la funcion p(x). La coordenada b*, a su vez, se

modifica principalmente por la correccion que produce p(y) y, en menor grado por

p(x)y p(z).
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente estudio sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y colorimétricas de los vinos tintos jovenes de la variedad

Tempranillo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Los parametros enologicos mas relacionados con el color presentan
valores que se encuentran entre los considerados como usuales en vinos tintos
jovenes: acidez total (3.52 - 5.76 mg/L), pH (3.19 - 4.09), anhidrido sulfuroso
libre (9.60 — 51.20 mg/L) y fenoles totales (1204 — 3103 mg/L)

2. El método cromatografico puesto a punto para la determinacion de
los compuestos antocianicos ha permitido separar y analizar 20 antocianos
diferentes, siendo el mas abundante el monoglucdsido de malvidina con valores

que oscilan entre 2.17 y 150.45 mg/L.

3. Los monoglucédsidos de delfinidina, peonidina petunidina se
encuentran presentes en mas del 90 % de los vinos analizados mientras que el
monoglucosido de cianidina s6lo estd presente en menos de un 25 % de ellos.
Otros derivados mayoritarios como el acetato y el cumarato de malvidina también
se encuentran en un alto porcentaje de muestras (mas del 68 %). El resto de

derivados antocianicos aparecen en un porcentaje de las muestras inferior al 30 %.

4. El estudio espectrofotométrico del color transmitido muestra que
los vinos analizados poco después del embotellado, son los que presentan los
valores de tono que tienden mas a la zona de los azulados (por debajo de 25°),

valores de croma mads altos (superiores a 28 unidades CIELAB) y son mas oscuros
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(claridad superior a 60 unidades). Tras un afio de almacenamiento en botella se
observan aumentos del dngulo de tono hacia los rojos anaranjados, méas claros y

valores de croma mas bajos

5. En el estudio espectrorradiométrico del color reflejado tanto en
cubeta como en copa de cata, los vinos analizados tras el embotellado presentan
valores de tono que tienden mas a la zona de los azulados, valores altos de croma
y bajos de claridad. En general, s= observa un desplazamiento de las medidas de la
luz reflejada en copa con respecto a la cubeta, hacia valores mas bajos de croma y

claridad (por debajo de 47 unidades CIELAB y 40 unidades respectivamente).

6. En el analisis visual llevado a cabo por un panel de catadores la
mayoria de las muestras evaluadas al poco tiempo de su embotellado presentan
tonos rojos-azulados; las que estuvieron un afio almacenadas en botella, en
general, presentan tonos en torno a los rojos netos, y practicamente todas las que

se analizaron pasados mds de veinte meses presentan tonos rojos anaranjados.

7. El analisis de agrupaciones jerarquizadas basado en las variables
cromaticas y el perfil antocianico ha puesto de manifiesto cierta convergencia del
color con la evolucion del vino en botella, encontrandose agrupaciones
caracteristicas o “cluster” con distancias de amalgamamiento inferiores al 20 %,
indicando que existe una cierta similitud cromatica y antocidnica entre vinos
analizados al cabo de un afio desde el embotellado.

8. Mediante modelos de regresion multiple, se han propuesto
ecuaciones predictivas del color en funcion de los compuestos antocidnicos. A
partir de los parametros CIELAB se obtienen ecuaciones multiples para los
compuestos coloreados mayoritarios, tales como los cuatro monoglucoésidos (Df,
Pn, Pt y Mv) y algunos derivados de la malvidina, lo que podria servir de base
para la obtencidn de indices de composicién antocidnica.

9. Las diferencias observadas en el calculo de los pardmetros del color
cuando se corrige el ancho de cubeta a 10 mm respecto a la medida directa de

2mm, son de distinta magnitud segun el pardmetro considerado y no son
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proporcionales a la cubeta utilizada. Esto confirma la necesidad en colorimetria de
indicar claramente el paso de luz considerado.

10. Mediante un estudio de los errores de medida, se concluye que en
el calculo de las coordenadas de color, es posible utilizar un paso de integracion
mayor al ancho de banda espectral sin cometer errores apreciables por el ojo
humano. Al variar el ancho de banda espectral de medida, se cometen errores en
el célculo de las coordenadas de color con respecto a las obtenidas con un ancho
de banda de 1 nm, aunque éstos sélo son apreciables para anchos de banda por
encima de 5 nm.

11. Para eliminar el efecto del ancho de banda se han propuesto
funciones de peso que proporcionan valores de las coordenadas de color para
intervalos de 10 nm, con errores inferiores al limite de deteccidn, respecto a las

originales, obtenidas a partir de los datos espectrales de 1 nm.
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COLORIMETRIA TRIESTIMULO

La Colorimetria es la rama de la ciencia que estudia la especificacion numeérica del color
de un estimulo visual definido fisicamente de manera que:

- Estimulos con la misma especificacién y bajo las mismas condiciones de observacién
aparecen iguales para un observador con visién normal de los colores; es decir, que
existe una perfecta igualacion ("color matching").

- Estimulos que aparecen iguales poseen la misma especificacion.

- Los numeros que comprende la especificacion son funciones continuas de los
pardmetros fisicos que definen la distribucién de energia radiante espectral del estimulo.

GENERALIZACION TRICROMATICA

Las leyes experimentales de la igualacién del color se resumen en un principio ya
enunciado por Newton (1672) y reafirmado por (Young, 1802a; 1802b) conocido como
“Generalizacién Tricromdtica”. Esta establece que, bajo un amplio rango de condiciones de
observacién, muchos estimulos de color pueden ser igualados por mezclas aditivas de tres
estimulos primarios, cuyas energias radiantes se han ajustado y fijado previamente.

En Colorimetria, el concepto mezcla aditiva, se refiere a un estimulo de color para el cual
la energfa radiante en cualquier intervalo de longitud de onda y en cualquier zona del espectro es
igual a la. suma de las energias, en el mismo intervalo, de los componentes de la mezcla.
Matematicamente la igualacion del color, en la Generalizacién Tricromatica, obedece ciertas leyes
de linealidad conocidas como las "leyes de las mezclas aditivas del color" de Grassmann (1853).

La primera ley es la base de la colorimetria tricromdtica y se puede enunciar: la potencia
radiante de un estimulo Q es equivalente a la suma de las potencias radiantes respectivas de los
tres estimulos primarios (R, G y B). Existe una y s6lo una combinacion de tres primarios que
iguala perceptualmente cualquier color real:

qQ=rR+gG +bB [A1]

La segunda ley, o ley de la proporcionalidad, establece que si la intensidad del estimulo
que produce una sensacion de color dada se multiplica por un factor cualquiera, el valor de la
sensacion no cambia:

ngQ =nrR +ngG + nbB [A2]

La tercera ley sostiene que la suma algebraica de dos estimulos cualesquiera es
equivalente a la suma algebraica de las cantidades de los estimulos de referencia que igualan los
estimulos en cuestion:

q9,Q =nR + ng + B

[A3]
q,Q, =R +g,G +b,B

La suma de ambos sera:
7,Q+t94,Q, =(rn*tr,)R +(g+g,)G + (bitb,)B [A4]

Ademas, de manera general, se cumplen las leyes de simetria y transitividad. Si un
estfmulo de color A iguala un estimulo de color B, entonces el estimulo B iguala el estimulo A. Si
A iguala By B iguala C, entonces A iguala C.
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En la generalizacién tricromatica, ademds, hay que tener en cuenta tres importantes
consideraciones:

- la dependencia, en la igualacion, de las condiciones de observacion bajo las que
se comparan dos estimulos,

- los posibles efectos de diferentes exposiciones de los ojos a la luz
- las diferencias que en la igualacion pueden detectar diferentes observadores.

Dentro de las condiciones de observacion, es importante tener en cuenta que el tamafio
angular de los campos de igualacion puede variar ampliamente, y por ello es un factor que ha sido
considerado en las Recomendaciones de la CIE, tal como se vera mas adelante,

El efecto de la pre-exposicion a la luz se conoce como “persistencia de la igualacién del
color”. Aunque esta propiedad supone la no alterabilidad de la igualacién del color aunque exista
una exposicién previa a la luz, evidentemente esto es cierto sélo si se trata de intensidades
luminosas bajas o medias. Pero si la pre-exposicion es a luces de alta intensidad, el efecto sobre la
igualacién ha de ser necesariamente apreciable.

No todos los observadores necesitan tres estimulos primarios independientes para
conseguir las igualaciones aditivas de color con un estimulo dado. Para una pequefia, pero
importante proporcion (aproximadamente 2.6% de los hombres y menos del 0.05% de las
mujeres), es suficiente con dos estimulos primarios; se trata de observadores con vision defectuosa
del color denominados dicrématas. Para los monocrématas (en mucha menor proporcion, 0.003%)
en realidad no existe discriminacion del color, y su igualacién es, de hecho, una igualacién del
brillo, puesto que se realiza con un solo estimulo primario. También entre la igualacion tricromati-
ca se pueden dar defectos en la vision; asi, un 5.5% de los hombres y un 0.4% de las mujeres se
pueden considerar tricromatas andmalos, pues experimentan desviaciones de la igualacion
cromatica general como menor sensibilidad a las diferencias de color y otras deficiencias en la
respuesta visual.

Excluyendo todos los observadores con defectos en la visién cromatica (monocrématas,
dicrématas y tricromatas anémalos) queda aproximadamente un 95% de observadores cuya vision
del color puede considerarse normal y, en los que son aceptables las aproximaciones
colorimétricas para un hipotético observador normal medio. Sobre esta base fueron establecidos,
por la "Commission Internationale de I'Eclairage", en 1931 el Observador Colorimétrico Patrén
CIE 1931, y en 1964 el Observador Colorimétrico Patrén Suplementario CIE 1964, mas
apropiado para campos visuales de igualacién mas amplios.

Espacio triestimulo
Las leyes que rigen la generalizacion tricromdtica se pueden expresar de forma
geométrica, considerando un espacio vectorial de tres dimensiones denominado Espacio
triestimulo, en el que cada estimulo de color (Q) viene representado por un vector, expresion de
las cantidades proporcionales de cada uno de los estimulos primarios rojo (R), verde (G) y azul

(B).

En la especificacién completa de un estimulo de color es necesario conocer, ademas de la
distribucion espectral absoluta de energia radiante emitida por la superficie externa, otros factores
que caracterizan la situacion del estimulo, tales como el tamafio angular de dicha superficie. Sin
embargo, en el desarrollo de las expresiones para la igualacién de color estos factores suelen
considerarse fijos, con lo cual, el estimulo solamente viene caracterizado por su distribucion
espectral de energia, {P, d\}. Asi, se definen los estimulos primarios de valor unitario:

- {pPidA}r, que define el estimulo primario ROJO
- {yPydA }s. que define el estimulo primario VERDE
- {BPydA}g, que define el estimulo primario AZUL
- {Pyd\}q paraunestimulo de color cualquiera, Q
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p, v, B son factores constantes positivos que tienen utilidad s6lo en determinadas aplicaciones. En
general, se suelen escoger como cantidades unitarias de estimulos primarios aquellas que al
mezclar aditivamente producen una igualacion de color completa con un estimulo acromético
especificado, es decir, caracterizado por un espectro de energia constante.

De acuerdo con esto, un estimulo dado Q podria expresarse como la mezcla aditiva de
determinadas cantidades de los tres estimulos primarios fijados R, G, B:

QERQR+GQG+BQB [AS]

Los factores escalares Rq, Gg, Bq asignados a los estimulos primarios se denominan
valores triestimulo (término abreviado de "Valores del Triple Estimulo Internacional”) de Q.

Esta ecuacion vectorial tiene una sencilla interpretacion geométrica en el espacio
tridimensional mostrado en la Figura Al. Los vectores unitarios R, G, B, que representan los
estimulos primarios, definen el espacio, tienen un origen comfin y se sithan en tres direcciones
arbitrariamente elegidas. Las tres componentes que definen el vector Q se sitian a lo largo de los
ejes definidos por R, G, B, y tienen longitudes respectivamente iguales a la Rg, Gq, Bq, valores
triestimulo de Q. De esta manera, en el espacio triestimulo-(R,G,B) el estimulo coloreado Q se
define como un vector triestimulo-(Rq,Gq,Bq).

La representacion vectorial del color, ademas de
no ser totalmente correcta por carecer del elemento
neutro para la operacién (4lvarez-Claro y col., 1976;
Alvarez-Claro y Hita, 1978), no resulta practica,
puesto que conlleva el manejo de estructuras tridi-
mensionales. Por ello se prefiere un tratamiento
bidimensional del mismo, aunque hay que tener en
R cuenta que necesariamente se reduce la informacion
que ofrece el vector triestimulo. Una representacién
bidimensional itil es la que se obtiene por la
proyeccién sobre el plano R+G+B=1, segin muestra la
Figura Al. Cada vector triestimulo Q intersecciona
con dicho plano en un punto Q. Es facil entender que
Figura Al. Espacio cromdtico (R, G, B). la localizacion de dicho punto Q determina Ila
direccion del vector pero no su longitud, caracterizada

por la intensidad del estimulo.

En el plano unitario es conveniente elegir como ejes de coordenadas las lineas de
interseccion entre dicho plano y cada uno de los planos definidos por pares de vectores primarios.
El triangulo formado por dichas lineas de interseccion define el diagrama de cromaticidad-(r,g,b).
Las coordenadas de cromaticidad de Q estdn relacionadas con los valores triestimulo (R=Rg,
G=Gq, B=B) y vienen definidas por las siguientes ecuaciones:

R G B

Fp=—— g=——— b=——-— [A6]
R+G+ B R+G+ B R+G+B

de donde se desprende que:
r+gt+b=1]

La representacion de dos de las coordenadas resulta suficiente para la definicion practica de
cualquier color. El tridngulo equilatero representado en la Figura A2 se conoce como Tridngulo de
Color de Maxwell. Mas recientemente se prefiere la representacion sobre un tridngulo donde los
dos ejes de coordenadas elegidos (r,g) sean perpendiculares entre si. El tridngulo rectangulo asi
definido se puede obtener mediante sencillas modificaciones sobre el espacio triestimulo que no
alteran las ecuaciones colorimétricas basicas.
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Figura A2. Tridngulo de Color de Maxwell

Ecuaciones colorimétricas bdsicas

En un espacio vectorial, el vector resultante de la suma de otros puede expresarse como la
resultante de las sumas parciales de las componentes de éstos. De la misma forma, un estimulo de
color Q, con distribucién de energia radiante {P, d\}q, puede expresarse como la mezcla aditiva
de una serie de estimulos Q;, con distribuciones espectrales {P, d\}q; , asociados a n intervalos de
longitud de onda de ancho (AL); (donde i=1 a n). Los n intervalos de longitud de onda, no
necesariamente de anchura constante, subdividen completamente el espectro visible (380 a
770 nm).

Cada estimulo Q; se define por la ecuacién bésica:
Q, = RgiR + GoiG + BuB [AT]
donde Ry, Gqi , Boi son los valores triestimulo de Q;

La mezcla aditiva de todos los estimulos Q; igualara el estimulo original Q que, entonces,
puede definirse como:

El niimero n de intervalos crece a medida que se reduce Ia anchura de los mismos. El caso
limite genera la siguiente suma:

n

P = lim P, (A4), [A9]
1

[(AZ), W =0 =

esto es, la integral definida de la concentraciéon de energia radiante espectral P, en el espectro
visible (entre A, y Ap),

n

»PidA=lim P, (ML), [A10]
1

‘(Aj')r:kl._}o i=

Normalmente la subdivision del espectro se realiza para intervalos constantes de longitud
de onda, con lo que (AL), = AA, y asi la ecuacién definitiva es:

P=fpdi=|im D PO [AL1]

Ah—>0 =]
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VALORES TRIESTIMULOS

donde A; corresponde a la longitud de onda central del intervalo AX; P, AA representa la energia
radiante del intervalo dA, y se denomina normalmente "estimulo monocromatico de longitud de
onda A", Q,. Cada estimulo monocromético Q; puede expresarse:

Q,=R;R+G,G +B,B [A12]

donde R,, G;, B, se suelen denominar "valores triestimulo espectrales”.

Se define como estimulo equienergético E el compuesto por estimulos monocrométicos
E, cuya energia radiante es constante e igual a | en todas las longitudes de onda del espectro
visible (desde A,= 380 a A,=770 nm). Estos estimulos monocromaéticos vienen definidos por la
ecuacion:

E.=r(AH)R + g(A)G + b(1)B [A13]

donde F(l), é(k), E(k) son notaciones especiales para los valores triestimulo del estimulo
monocromdtico E,. Los estimulos primarios fijados son también estimulos monocrométicos cuyas
longitudes de onda son: Ag = 700 nm, Ag = 546.1 nm, Az = 435.8 nm, respectivamente.

50) 2 [
03 o g L
Y
w | 15 L
a1 L s
o | os [
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380 450 850 850 750 1.8 -1 Q.8 o o8 1
A (hm) r
Figura A3. Funciones de Igualacion de color del Sistema RGB. Figura A4. Diagrama cromdtico (r,g)

Se denominan funciones de igualacién de color (Figura A3) a las series de valores
triestimulo espectrales de E, en un determinado sistema de estimulos primarios (por ¢j. R, G, B).
A partir de los valores triestimulo r(}), é(k), b(A) de cada estimulo monocromatico Ej, segun la
formula general, se obtienen las coordenadas cromaticas r(A), g(A), b(A). La representacion en un
diagrama cartesiano de todos los valores r(), g(A) produce el denominado "spectrum locus", que
define el diagrama cromidtico-(r,g) (Figura A4). En el diagrama de cromaticidad-(r,g) el estimulo
equienergético E viene expresado por las coordenadas cromaticas:

re=gg=0333

La linea recta que une los puntos extremos del spectrum locus (A,=380 nm, A,=770 nm)
se denomina /inea de purpuras y representa la localizacion cromatica de las mezclas aditivas de
los estimulos situados en ambos extremos. La consideracion de estas funciones de igualacion de
color permite calcular los valores triestimulo de un estimulo de color Q segiin la ecuacién para
cada estimulo monocromatico Qy:

Q,=(P,dV)E,;=(P;dA)r (AR + (P,dA)g(A1)G + (p;dA)b(1)B [Al4]

Asumiendo que P, es una funcién continua en el espectro visible, la ecuacion [A14] es
integrable, esto es, los valores triestimulo R=Rq, G=Gq, B=Bg, de un estimulo Q vienen dados por
las expresiones:
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R=[* p,r(2)di  G=[* P,g(2)d2
[A15]
B={* p,b(A)d A

SISTEMA COLORIMETRICO CIE

A vpartir del concepto original de espacio triestimulo y de las ecuaciones colorimétricas
basicas, la CIE propuso en 1931, aunque se publicaria un afio més tarde (CIE, 1932), su sistema
colorimétrico basado en unas "Especificaciones sobre observadores estiandares en colorimetria" y
unas "Recomendaciones sobre cuestiones relacionadas".

La dificultad en el célculo de los valores triestimulo R, G, B segun las ecuaciones
basicas indujo a la CIE a la adopcién de otro sistema tricromatico. Este sistema se basa en los
experimentos que realizaron Guild (1931) y Wright (1928) con observadores reales, en los que
establecieron las magnitudes de los primarios que igualaban los colores espectrales. Mediante una
transformacion matricial, a partir de los primarios R, G, B se definen los nuevos estimulos
X, Y, Z. Se trata de estimulos imaginarios y no igualables con los espectrales visibles, pero que
aseguran que las coordenadas de cromaticidad X, y, z, no adopten valores negativos, cuyo
significado fisico podria resultar confuso en su aplicacién a la medida del color de materiales colo-
reados.

Asimismo, se definen las "funciones de igualacion de color" como las propiedades del
Observador Estandar CIE-1931 (u Observador de 2°), en el rango de longitudes de onda de la zona
visible del espectro (Figura AS5). Se representan por:

xA) Yy oz

15

05

VALORES TRIESTIMULOS
1

X (nm)

Figura A5. Funciones de Igualacion de Color del Sistema XYZ.

En 1964 se define un Observador Estandar Colorimétrico Suplementario (u Observador
de 10°), completamente analogo al anterior, cuyas funciones de igualacion de color son:

xi0M)  yiod)  zio(L)
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La CIE define una serie de Distribuciones Espectrales de Energia Radiante a las que se
denomina "Iluminantes Estandares CIE" (Committee on Colorimetry, 1944),y que vienen simboli-
zadas por la expresion general

{S(v) d(0) }

donde S(A), o “distribucién espectral relativa del iluminante”, representa la concentraci6n espectral
de energia radiante incidente. Los valores que adopta esta expresién a lo largo del espectro se
encuentran tabulados en la bibliografia (Judd y Wyszecki, 1975; Wyszecki y Stiles, 1982).

Entre los diferentes iluminantes propuestos estan:

Iluminante A, que representa la luz de un radiador total a la temperatura absoluta de
2856 K, segun la Escala Internacional Préactica de Temperatura 1968.

Huminante B, que representa la luz solar directa y se relaciona con una temperatura
de color aproximada de 4874 K.

Iuminante C, que se asimila con la luz diurna media (tradicionalmente luz de cielo
nublado), con temperatura de color de, aproximadamente, 6774 K.

Iluminante Dgs, se relaciona con una temperatura de color aproximada de 6504 K y
representa una fase de la luz de dia natural. Es el mas utilizado
actualmente y el que recomienda la CIE en la mayoria de los casos.

Iluminante Ds;, relacionado con una temperatura de color de 5503 K.

Iluminante Dss, junto con el Dss son la alternativa al Dgs recomendada por la CIE. Se
relaciona con una temperatura de color de 7504 K.

Sistemas CIE 1931-(x,y) y CIE 1964-(x10910) (CIEXYZ)

Calculo de valores triestimulo y coordenadas de cromaticidad

Para la definicion de los valores triestimulo y el calculo de las coordenadas de
cromaticidad, la CIE propone las siguientes ecuaciones generales, de acuerdo con los dos
observadores patrén:

CIE 1931-(x,y) CIE 1964-(x10,Y10)
X=k{, Pix(A)d(A) Xw=kiol, Pixn(A)d(A)
Y=kf,P.y(A)d(A) Yi=kil,Pry,(A)d(4) [Al6]
Z:kj’lplg(l)d(,l) Z10=klof,1P,1;1o(/1)d(/1)
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CIE 1931-(x,y) CIE 1964-(x10,¥10)
. ¢ _ X
X=— X100~
X+Y+Z XwtYiwt2Zw
Y Yo
y=— = Al7
X+Y+Z Yio XiwtYwtZo (A1)
Z:.___._._____._Z o= Zio
0=
X+Y+Z XiwtTYwtZp

donde X, Y, Z, X4, Yi0, Zjo son los valores triestimulo respectivos; X, y, Xjo, Yio son las
coordenadas de cromaticidad de ambos sistemas coloreados. k y ko toman valores arbitrarios y
son factores normalizantes. P, corresponde al componente monocromatico de longitud de onda A,

en el estimulo coloreado. x (), Yy, zA) Y XA, yioA), Z1o(A) son las funciones de
igualacion de color del espectro visible.

Se puede realizar una transformacion de las ecuaciones generales a través de la definicion
del componente monocromatico P(M),

P(A)=T(A)S(A) [A18]
donde T() e la
transmitancia espectral del objeto, y asi se obtienen las ecuaciones especiales:

CIE 1931-(x,y) CIE 1964-(X10,Y10)
X=k[,T(A)S(A)x(A)d(1) Xio=ki[,T(A)S(A) x),(A)d(A)
Y=k[,T(A)S(A)y(A)d(A) Yio=kul, T(A)S(A)y, (A)d(2) [A19]
szj'lT(/l)S(/l);(ﬂ)d(/l) Z10zkmj‘;T(l)S(/l);m(/l)d(}v)

que son aplicables a "estimulos objeto-color" (los producidos por la radiacién transmitida o
reflejada por un objeto) y en las que k y Ky, vienen definidas por las expresiones:

k= 100 . 100
[1S(2)y(2)d(2) LS(A) Y, (A)d(A)

[A20]

De esta forma, los valores triestimulo Y e Y, de! difusor transmitente perfecto [T(A)=1.0
6 B(A)=1.0, a todas las longitudes de onda] se hacen igual a 100.

Para objetos reflectantes en lugar de transmisores, ha de utilizarse la reflectancia

espectral, B(A). El valor triestimulo Y, asi calculado, define el "factor de luminancia", a diferencia
del factor Yo que no tiene tal significacion fotométrica.
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Transformacion de las integrales en sumas

La complicacién del célculo integral lleva a que en los casos practicos se haga una
transformacién en sumatorio de las integrales, utilizando dos métodos conocidos como de las
ordenadas ponderadas y de las ordenadas seleccionadas.

El método mas cominmente usado es el de las ordenadas ponderadas. A partir de los
valores de transmitancia (T) obtenidos para intervalos constantes de longitud de onda (1, 5 6 10
nm), se calculan los valores triestimulo por aplicacion de las ecuaciones:

CIE 1931-(x,y) CIE 1964-(x10,Y10)
As _ Ab
X=k Y T(A)S(A)x(A)A(A) Xio=kio ), T(A)S(A)x1p(A) A(R)
A=4, A=,

Y=k S T)SCAWAIAA) Y=k 3 T(A)S(A)3,(A)AA)  [A21]

A=2a A=2a

As _ A
Z=k Y T(A)S(A)z(2)A(A) Zio=kio ), T(A)S(A) z10(A) A(2)
A= A=A,
b= 130 N A2
D S(A)¥(A)A(R) Y S(A)y,,(A) ACR)
A=24 A=4q

La concentracion relativa de energia radiante, S(A), es siempre constante dentro del

intervalo de anchura AA. Por consiguiente, el producto con la funcién de igualacién
correspondiente es constante.

Un método alternativo es el de las ordenadas seleccionadas de Hardy (1936). Aqui los
intervalos de A en que se divide el espectro no son de anchura constante aunque su nimero es
menor (generalmente 30, reduciéndose hasta 10 intervalos si los colores no difieren mucho del
blanco o el gris). El criterio seguido al establecer los A es la eleccion de la anchura, de tal modo
que el producto S(A)-7(A)-A\ sea constante para la longitud de onda media de cada intervalo. Des-
pués, se procede de igual forma que en el método de las ordenadas ponderadas. Diversos autores
consideraron este método suficientemente preciso para la mayoria de los requerimientos, llegando-
se a disefiar ingeniosos aparatos que calculaban los valores triestimulo a partir de los datos espec-
trofotométricos (Swank y Mellon, 1937).

Si en el espacio CIEXYZ se representan los valores triestimulo de los estimulos
monocromaticos, E;, a lo largo del espectro visible, se obtiene la linea curva que muestra la Figura
A7. Rotando la grafica adecuadamente se tiene una imagen aproximada de una de las posibles pro-
yecciones sobre el plano unitario o diagrama de cromaticidad (Figura A8).
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Figura A7. Espacio triestimulo XYZ. Figura A8. Rotacion del Espacio XYZ

La proyeccién que se elige en colorimetria, a partir del origen de coordenadas, es oblicua
y se realiza sobre un tridngulo rectangulo produciendo el "spectrum locus" o perimetro del
diagrama cromdtico (Figura A9). La linea de purpuras representa las diferentes mezclas entre los

estimulos monocromaticos extremos azul y rojo (A=400 nm y A=770 nm, respectivamente)
(Figura A10).

Figura A9. Proyeccion oblicua del Espacio XYZ. Figura A10. Diagrama cromdtico CIE 1931-(x,y}

Longitud de onda dominante y pureza

A partir del espacio CIE 1931 (x,y), y de su diagrama de cromaticidad, se proponen dos

conceptos importantes en la caracterizacidn del color: longitud de onda dominante, A4, y pureza o
saturacion.

La longitud de onda dominante de un estimulo coloreado es la correspondiente al
estimulo monocromatico que, mezclado con uno acromatico (iluminante de referencia), produce la

igualacién con el color original. La Figura A1l muestra las zonas de color predominante (Kelly,
1943).
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Figura All. Zonas de color predominante . Figura A12. Obtencién grdficade A4y A..

Para los estimulos cuya longitud de onda dominante apareceria en la llamada "linea de los
plrpuras" (zona no espectral del "spectrum locus"), se prefiere el concepto de longitud de onda
complementaria, A.. Corresponde a la del estimulo monocromético espectral linealmente opuesto
(Figura A12).

La saturacién o pureza se define como el porcentaje de estimulo monocromético de A4 en
la mezcla que iguala el estimulo considerado. Se calcula mediante la relacién de distancias al
punto de acromaticidad (iluminante), en el diagrama, correspondientes al estimulo en cuestién y al
estimulo monocromético (A,) (Figura A13).

Figura A13. Obtencién grdfica de la pureza de excitacion (pe)

Se utilizan normalmente dos escalas diferentes de pureza:
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- Pureza de excitacion, en funcién de la coordenada (x 6 y) a lo largo de la cual se
orienta fundamentalmente el estimulo, con respecto a su longitud de onda dominante:

p.l=""% 5  pp=2c [A23]

XL~ Xc Y~ Ye

donde p«(x) y p(y) son las purezas de excitacién en funcién de la coordenada x 6 y, respectiva-
mente; X, , Y. son las coordenadas del iluminante o estimulo acromaético; X , y. son las del
estimulo de longitud de onda A4, o el punto correspondiente en la linea de pirpuras.

- Pureza colorimétrica, analoga a la anterior y que se expresa en funcién de la orien-
tacion predominante del punto:

pc(x)z_y_L._x_LxL 6 pc(y)z.&._};& [A24]
Y xL-xc Y Y- Yc

La unica diferencia entre ambas consiste en la consideracién de x;, y., en el caso de
estimulos no espectrales, como las coordenadas del estimulo complementario. Por esta razon, la
pureza colorimétrica de estimulos no espectrales puede adquirir valores negativos.

Algunos trabajos han puesto de manifiesto la falta de uniformidad del Espacio Cromético
CIE 1931, demostrando que existen variaciones de magnitud y orientacién de las elipses cuando
consideran observadores diferentes (Brown y Macadam, 1949).

Escala uniforme UCS 1960

Hasta los afios sesenta se habian propuesto diversos sistemas coloreados, a partir de la
idea de transformar proyectivamente el espacio CIE (Judd, 1935), que fueron considerados por el
Comité de Colorimetria CIE con el fin de conseguir espacios uniformes en los que las diferencias
de color estuviesen correlacionadas con la apreciacién visual, es decir, donde los colores con
iguales diferencias observables puedan ser representados por puntos equidistantes.

a8

02 L

(% IS

. L
¢ [X) 02 a3 04 os [
u

Figura A14. Escala de Cromaticidad Uniforme UCS 1960.

Estos dieron lugar a la recomendacion de la Escala de Cromaticidad Uniforme CIE 1960
(UCS) (Figura Al4), propuesta por MacAdam (1937, 1942; 1944) que es una transformacion
proyectiva del Diagrama de Cromaticidad CIE 1931 (x,y). Se definieron las nuevas coordenadas
u,v, a partir de las siguientes expresiones:
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. g X
Sx+12y+3 X +15Y +3Z

6 [A25]
poo O pe 0¥
S2x+12y+3 X+15Y +32Z

en las que x, v, X, Y, Z son las coordenadas de cromaticidad y valores triestimulo, res-
pectivamente, segtn el Observador Patrén CIE 1931.

Espacio U*V*W*

A partir del nuevo diagrama de cromaticidad UCS 1960, y basandose en el trabajo de
Wyszecki (1963), la CIE considera, un afio mas tarde, una modificacion tridimensional del mismo.
Se trata del Sistema CIE 1964 (U*V*W*), en el que se incluyen los indices de cromaticidad U* y
V*, y de luminosidad W*, los cuales se definen segtin las ecuaciones:

w =253y -17 [A26]
U'=13W (u-u,) [A27]
Vi=13w'wv-v,) [A28]

donde Y es el valor triestimulo CIE 1931; u,v, las coordenadas de cromaticidad CIE 1960 (UCS),
correspondientes al estimulo coloreado en cuestién, y u, , v,, las del estimulo acromético
relacionado con el iluminante de referencia.

Se propone, ademds, una férmula para las diferencias de color que considera la influencia
de la luminosidad en la cromaticidad:

AEU'V'W‘:\[(AU‘)Z'*'(AV.)z'*‘(AW‘)Z [A29]

que es una extension tridimensional del Teorema de Pitdgoras para la distancia entre dos puntos
del diagrama.

Espacio CIELUV

Dos espacios cromdticos completan la serie de Recomendaciones de la CIE (1978): El
espacio de color CIE 1976 L*u*v* (CIELUV), y el espacio de color CIE 1976 L*a*b* (CIELAB).

El espacio CIELUV es una modificacion del sistema CIE 1964 (U*V*W?*). Este espacio
coloreado incorpora una nueva Escala Uniforme de Color, CIE 1976 UCS (Macadam, 1974;
Nickerson, 1975; 1978), representada por el Diagrama de Cromaticidad (u',v') (Figura Al5) y
directamente relacionado con el Diagrama de Cromaticidad (u,v) de 1960:

I ¢ o oY
X +15Y +3Z X +15Y+3Z

conloque u=u y v=15v

[A30]
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Figura Al5. Escala de Cromaticidad Uniforme UCS 1976.

El espacio CIELUV viene determinado por la respuesta tridimensional en coordenadas
rectangulares de las cantidades de "Claridad Psicométrica”, L*, y cromaticidad u* , v*. Se definen

por las expresiones:
. / Y
L =1163 ;—-16 [A31]

w=131"(w-u,) [A32]
v=131"("-v,) [A33]

donde u', v' representan la cromaticidad de un estimulo coloreado; u’,, v’, la del estimulo blanco
correspondiente al iluminante de referencia; Y, Y, son los valores triestimulo CIE 1931, para el
estimulo considerado y el estimulo blanco, respectivamente.

Valores muy bajos de Y/Y, pueden dar lugar a claridades negativas, por lo que se
recomienda otra formula para L* (en este caso L*):

L.=9033 (1] para Y/Yn <0,008856 [A34]

n

Esta modificacion se debe a (Pauli, 1976).

En este sistema, la formula para diferencias de color propuesta es andloga a la anterior, y
también considera conjuntamente la claridad y cromaticidad:

AEW=(AL P +(Ay P +(AV ) [A35]

Espacio CIELAB

El espacio de Color CIE 1976 L*a*b* (CIELAB), que procede de los sistemas de raiz
cubica (Glasser y col., 1958) como el Sistema ANLAB (Glasser y Troy, 1952), queda definido, tal
como muestra la Figura A16, cuando se representan en coordenadas rectangulares las siguientes
expresiones para claridad, L*, y cromaticidad, a*, b*:
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Figura A16. Coordenadas cartesianas y cilindricas del Espacio CIE 1976-(L*a*b*} (CIELAB)

Claridad (L*), que se define igual que en el sistema CIELUV vy, andlogamente, hay que
considerar la modificacién de (Pauli, 1976) para evitar la pérdida de uniformidad para

valores de Y/Y, < 0.008856.

L'=116 3/Y£ -16 para Y/Yn > 0,008856

L, =19033 (}Y;J para Y/Yn <0,008856
Cromaticidad (a*, b*):
R X Y
ol (2] )
G
2
Yn Zn
X X
f ——) =3|— para X/X, > 0.008856
Xn Xn

f i] ~7787 (ﬁ) + 11—165 para X/X, < 0.008856

Xn Xn
Y Y

fl—|=3— para Y/Y, > 0.008856
Y, Y.

196

[A36]

[A37]

[A38]

[A39]

[A40]

[A41]

[A42]



[ .Apéndice

f r =7,787 Y, 16 para Y/Y, < 0.008856 [A43]
Ya .) 116

f Z =3/£ para Z/Z,, > 0.008856 [A44]
Zn Zn .

f Z =7,787 Z). 16 para Z/Z, < 0.008856 [A45]
Zn Z,) 116

los valores X,,, Y., Z, corresponden al estimulo considerado como blanco.

La diferencia de color queda definida por:

AEW=(AL P +(Aa ) +(Ab ) [Ad6]

Al contrario de lo que sucede con los espacios coloreados CIE 1964 (U*V*W*) y
CIELUYV, el espacio CIELAB no esta relacionado directamente con el espacio CIE 1931 (x,y).
Mientras que algunos autores (Lozano, 1977; Lozano, 1979) ponen de manifiesto las diferencias
existentes entre los sistemas CIELUV y CIELAB, asegurando que se dan indicios de la superiori-
dad de los sistemas tipo raiz cubica (ANLAB, CIELAB), otros estudios (McLaren, 1970) parecen
demostrar fehacientemente que, en la préctica, estas diferencias no son significativas en orden a la
caracterizacién cromdtica de los objetos.

En algunos casos, parece obligado la consideracion de los sistemas colorimétricos unifor-
mes. En este sentido existen diversos trabajos que demuestran:

- desviaciones graduales de uniformidad en el espacio CIEUVW (Wyszecki, 1975)

- fallos en la prediccion cromatica que presenta el observador estidndar de la CIE
(Hitay col., 1988).

Por otro lado, aunque el espacio CIELAB se recomienda en numerosas aplicaciones
précticas (Artigas y col., 1985), en ocasiones puede presentar algunas limitaciones y anomalias que
desaconsejen su uso, siendo conveniente en estos casos tomar como alternativa el sistema
CIELUV (Felipe y Artigas, 1986). En este sentido, Hita y col. (1985) realizan un interesante
estudio comparativo entre los cuatro sistemas de especificacion del color, encontrando evoluciones
similares entre CIEXYZ y CIELAB por un lado, y entre CIEUVW y CIELUV, por otro. Llegan a
la conclusién de que todavia hay mucho por hacer en la consecucién de un espacio verdadera-
mente uniforme.

Existen otros sistemas y espacios coloreados recomendados en la bibliografia, como es el
caso del espacio LABHNU 1977 (Richter, 1980); el espacio "zeta” de Saunderson-Milner (1946),
producto de una modificacién del Sistema Munsell de Colores; la escala RUCS ("Rectangular
Uniform-Chromaticity-Scale"), ain muy usada en luces de sefializacién (Breckenridge y Schaub,
1939); y los sistemas de representacion de color ATD y ATDN (Hita y col., 1987).

Pardmetros psicométricos uniformes

A partir de los indices de claridad-cromaticidad (L*, u*, v*, a*, b*) definidos por los
espacios CIELUV y CIELAB, se recomiendan otros componentes del color, importantes en su
especificacion psicofisica. Asi,

- Croma (C*,u,, C*,a,), funcion dependiente de las coordenadas de cromaticidad,

Co=~A(u' )+ ) [A47]
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Cos=~(a )+(b' ) [A48]

- Saturacion (s*,u,), explicitada en el sistema CIELUV por la expresion:

* 2 ' 2
Sw =13\ ~uy )"+ (V'-vy) [A49]
y que se puede calcular a partir del croma y la claridad,
*
S* — Cuv
w _« [AS50]
L

En el sistema CIELAB no se aplica una correlacién similar para la saturacién.

- Tono (hy, hgy), que es el angulo, en grados sexagesimales, formado entre el
vector que representa al punto en el diagrama y el eje de abscisas:

{ v‘]
h,, = arctan L—, [A51]
u
ha = arctan (b—*J [A52]
a

Segtin los valores que adopten las coordenadas crométicas, este 4ngulo se sitlia
en un determinado cuadrante,

siu*>0 y v¥*>0 = 0°<h<90°

siv¥*<0 y v*>0 = 90°<h<180°
siu*<0 y v¥<0 = 180°<h<270°
siv¥*>0 y v¥*<0 = 270°<h<360°

En todas estas correlaciones psicométricas, de los conceptos de luminosidad, croma y
matiz, con la percepcion visual, hemos de tener en cuenta la influencia que pueden ejercer las
condiciones de observacion.

Las diferencias de tono (AH*,,, AH*,,) entre dos estimulos coloreados aparecen como
funcion de las diferencias de color, corregidas por la claridad y el croma,

AHuw=(AE, P -(AL J-(AC, ) [AS3]

AHo=(AES ) -(AL ) -(ACL )} [A54]

Cuando se trata de pequefias diferencias entre pares de estimulos suficientemente alejados
del estimulo acromatico, se puede emplear,

* C;vhuv”
AH,=—"—"— ASS
H 180 [AS55]
* C:thab”
AH,, ==l A36
Ha 130 [A56]

donde la diferencia de matiz es el tono, expresado en radianes, corregido por el valor del croma.
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Diferencia de color CIE94

La denominada diferencia de color total, AE*,, entre dos muestras (CIE, 1995) es una
distancia euclidea en el espacio CIE 1976 (L*a*b*) respecto a las diferencias de claridad (AL*),
croma (AC*,,) y tono (AH*,,):

) 5 . 22
AL* AC, AH
AE*g, = ( J +( ab J +( e ] [A57)
k.S, kcSe kySy
donde k;, k¢ y kg son factores paramétricos (en condiciones de referencia: &k, = kc = ky = 1.0); y
St, Sc'y Sy son funciones de peso para ajustar con la diferencia de color percibida:

SL=1~0 SC=1+0~045C*ab SH=1+0-015C*ab

199



II. Apéndice

Tabla 1. Muestras analizadas.

Muestra Origen Cosecha Nombre Bodega

1 Ribera del Duero 1999 Condado de Haza Alejandro Fdez
2 Penedés 1999 Jaume Serra Jaume Serra

. Grandes Vinos y
3 Carifiena 1999 Corona de Aragén .

Vifiedos

4 Rioja 1999 Sefiorio de Pecifia Hnos Pecifia
5 Ribera del Duero 1999 Vega Fina Asuncién
6 Castilla Le6n** 1999 Finca San Martin Fuentespina
7 Tierra de Castilla** 1999 Tierra del Sol Berberana
8 Valdepeiias 1999 Bonal Bodegas Real
9 Ribera del Duero 1999 Valdubén Valdubén
10 La Mancha 1999 Tomillar Coop.Virgen Vifias
11 Castilla y Leon** 1999 Finca San Martin Fuentespina
12 Toro 1999 Camparron Francisco Casa
13 Tarragona 1999 Adernats Coop. AS.L.
14 Ribera del Duero 1999 Condado de Haza Alejandro Fdez
15 Rioja 1999 Sefiorio de Pecifia Hnos Pecifia
16 Tarragona 1999 Adernats Coop. AS.L
17 Valdepeiias 2000 Tempranillo* Casa de la Viiia
18 Penedés 2000 Masia Hill Cavas Hill
19 Rioja 2000 Vizconde de Ayala Rioja Santiago
20 Ribera del Duero 2000 Monte-Vannos Monte-Vannos
21 Cigales 2000 Emina Matarromera
22 Cigales 2000 Valdelosfrailes Matarromera
23 Ribera del Duero 2000 Dominio de Nogara Valtravieso
24 Penedés 2000 René Barbier René Barbier
25 Cuenca** 2000 Ref.764* Fontana
26 Rioja 2000 Contino Ref.52* Vifiedos Contino
27 Valdepeiias 2000 Los Marcos Los Marcos
28 Ribera del Duero 2000 Martin Verdugo Martin Verdugo
29 Valdeperias 2000 Vifia Albali Vifia Albali
30 Valdepefias 2000 Aruspide* Artispide

. Grandes Vinos 'y
31 Carifiena 2000 Corona de Aragén Vifiedos
32 Valdepeiias 2000 Monteclaro Canuto de

Valdepeiias
33 Valencia 2000 Tempranillo* Fernando Francés
34 lMéntri da 2000 Torresteban Coop.Santo Cristo
de la Salud

35 Rioja 2000 Erre Punto F.Remirez Gamuza
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Tabla 1. Muestras analizadas (cont)

Muestra Origen Cosecha Nombre Bodega
36 Bierzo 2000 Montesoro CRDO Bierzo
37 Rioja 2000 Sefiorio de Pecifia Hnos Pecifia
38 Rioja 2000 Adernats Coop.AS L
39 Ciudad Real** 2000 Lazarillo Jests del Perd6n
40 La Mancha 2000 Veronés Santa Rita
41 Utiel Requena 2000 Minifia Iranzo
42 Rioja 2000 Murmuron Sierra Cantabria
43 Carifiena 2000 Monasterio de las  Grandes Vinosy
Vifias Vifiedos
44 La Mancha 2000 Mundo Yuntero
45 Valdepefias 2000 Los Molinos Félix Solis
46 Zamora** 2000 Novo Vifias Zamoranas
47 Rioja 2000 Marqués de Grifién Marqués de Grifién
48 Rioja 2000 Sefiorio de Ufiuela El Patrocinio
49 Ribera Guadiana 2000 Castelar Castelar
50 Ribera del Duero 2000 Arco Sol Sefiorio Castilla
51 Rioja 2000 La Vendimia Herencia Remondo
52 Ribera del Duero 2000 Mayor de Castilla Vifia Arraiz
53 Valladolid** 2000 Vacceos Agric. Castellana
54 La Mancha 2000 Ribera de los Finca la Blanca
Molinos
55 Ribera del Duero 2000 Vega Cubillas Seiiorio de Nava
56 Valdepeiias 2000 Hipercor Félix Solis
57 Toro 2000 Colegiata Farifia
58 Ribera del Duero 2000 Palacio Grajal Narosa
59 Ribera del Duero 2000 Don Opas Los Llanos
CRDO Condado
60 Huelva 2000 Proyecto Calidad* de Huelva
e Huelv
61 Extremadura** 2000 Vifialange Alvear
62 Rioja 2000 Contino Ref 5** Vifiedos Contino
63 Rioja 2000 Campo Viejo Artesanas
64 Navarra 2000 Le6én Marzot Beamonte
65 Valdepeiias 2000 Torneo Los Llanos
66 Valdepeiias 2000 Castillo Soldepefias Félix Solis
67 Valdepefias 2000 Tempranillo* Casa de la Vifia
68 Penedés 2000 Masia Hill Cavas Hill
69 Rioja 2000 Vizconde de Ayala Rioja Santiago
70 Ribera del Duero 2000 Monte-Vannos Monte-Vannos
71 Cigales 2000 Valdelosfrailes Matarromera
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Tabla 1. Muestras analizadas (cont).

Muestra Origen Cosecha Nombre Bodega
72 Ribera del Duero 2000 Dominio de Nogara Valtravieso
73 Rioja 2000 Sefiorio Ufiuela El Patrocinio
74 Penedés 2000 René Barbier René Barbier
75 Valdepeitas 2000 Vifia Albali Vifia Albali
76 Rioja 2000 Sefiorio de Pecifia Hnos Pecifia
77 Tierra de Castilla** 2000 Lazarillo Jesus del Perdén
78 La Mancha 2000 Veronés Santa Rita
79 Utiel Requena 2000 Minifia Iranzo
80 Rioja 2000 Murmuron Sierra Cantabria
81 Carifiena 2000 Monast(?rio de las Grandes Vinos y

Vifias Vifiedos
82 La Mancha 2000 Mundo Yuntero
83 Valdepefias 2000 Los Molinos Félix Solis
84 Zamora** 2000 Novo Vifias Zamoranas
85 Rioja 2000 Marqués de Grifién Marqués de Grifion
86 Ribera de Guadiana 2000 Castelar Castelar
87 Bierzo 2000 Montesoro CRDO Bierzo
88 Toro 2000 Camparrén Francisco Casas
89 Ribera del Duero 2000 Valpincia Valpincia
90 Ribera del Duero 2000 Cillar de Silos Cillar de Silos
91 Valencia** 2000 Fernando Francés Fernando Francés
92 Tierra de Castilla** 2000 Albor Casa de la Vifia
93 Utiel Requena 2000 Minifia Iranzo
94 Rioja 2000 Murmuron Sierra Cantabria
95 Rioja 2000 Contino HTML* Vifiedos Contino
96 La Mancha 2001 Tempranillo* Vinicola de Castilla
97 Rioja 2001 Ostatu Ostatu
98 La Mancha 2001 Tempranillo* Vinicola de Castilla
99 Rioja 2001 Ostatu Ostatu
100 Extremadura** 2001 Vegas del Bodién Lopez Morenas
101 La Mancha 2001 Ribera de los Finca Blanca
Molinos

102 Catalunya 2001 Viiia del Mar Jaime Serra
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Tabla 1. Muestras analizadas (cont).

Muestra Origen Cosecha Nombre Bodega
103 Ribera del Duero 2001 Sefiorio de Nava Sefiorio de Nava
104 Alicante 2001 Porta Regia Valle del Carche
105 Alicante 2001 Terra Natura A & M.Navarro
106 Rioja 2001 Larchago Larchago
107 Castilla y Ledn** 2001 Novo Viiflas Zamoranas
108 Toro 2001 Colegiata Farifias
109 Alicante 2001 Miguel Navarro A & M.Nava
110 La Mancha 2001 Castillo Alhambra Vinicola de Castilla
. Vifta Pedrosa Hnos Pérez-
111 Ribera del Duero 2001
Pascuas
112 Extremadura** 2001 Vifialange Alvear
Cermefio S.Coop.Vino de
113 Toro 2001
Toro
114 Tierra de Castilla** 2001 Vifiapefia J.Garcia Carrién
115 Valdepeiias 2001 Tinto Corte Inglés Félix Solis
116 Somontano 2001 Viifias del Vero Vifias del Vero
117 Valdepefias 2001 Vifia Albali Vifia Albali
118 Rioja 2001 Erre Punto F Remirez Gamuza
119 Ribera del Duero 2001 Finca Resalso Emilio Moro
120 Toro 2001 Bajoz Vifia Bajoz S.Coop.
121 Rioja 2001 Vifia Tobia Oscar Tobia Lépez
122 Rioja 2001 Luberri Monje Amestoy
123 Rioja 2001 Ostatu Ostatu
124 Huelva 2001 Tempranillo* Coop. Vinicola
125 Huelva 2002 Tempranillo* CRDO Condado

* Vino tinto no comercializado

** No acogido a Denominacién de Origen (D.O.)
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Tabla 2. Valores de pH y acidez total (g/L).

Muestra pH Acidez

total
1 3,52 4,81
2 3,56 4,53
3 3,55 5,13
4 3,67 3,73
5 3,63 5,15
6 3,39 5,03
7 3,40 5,03
8 3,94 4,37
9 3,70 4,55
10 3,60 4,67
11 3,34 527
12 3,54 4,30
13 3,41 4,91
14 3,74 4,99
15 3,73 4,55
16 3,47 4,46
17 3,40 5,41
18 3,41 4,49
19 3,50 5,01
20 3,70 4,41
21 3,61 4,17
22 3,57 4,41
23 3,87 3,77
24 3,39 4,97
25 3,29 5,49
26 3,58 5,17
27 4,09 4,41
28 3,75 4,17
29 3,48 4,85
30 3,44 5,41
31 3,54 4,85
32 3,61 4,77
33 3,56 4,77
34 3,64 4,57
35 3,82 4,01
36 3,55 4,53
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Acidez
Muestra pH

total
37 3,54 3,73
38 3,44 3,85
39 3,24 4,62
40 3,20 4,64
41 3,55 3,52
42 3,70 3,55
43 3,40 431
44 3,45 4,18
45 3,25 421
46 3,70 3,72
47 3,50 4,18
48 3,50 3,95
49 3,50 3,92
50 3,42 5,43
51 3,58 4,75
52 3,60 5,03
53 3,55 4,75
54 3,19 5,63
55 3,53 4,38
56 3,19 5,19
57 3,50 4,75
58 3,40 4,95
59 3,60 4,63
60 3,46 4,34
61 3,83 4,18
62 3,62 5,07
63 3,56 4,99
64 3,77 4,83
65 3,70 4,83
66 3,40 4,83
67 3,29 4,72
68 3,47 4,46
69 3,46 4,61
70 3,74 4,12
71 3,47 4,68
72 4,02 525
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Tabla 2. Valores de pH y acidez total (g/L) (cont).

Muestra pH Acidez

total
73 3,99 4,31
74 3,47 5,14
75 3,64 5,01
76 3,65 4,93
77 3,43 5,61
78 3,38 5,76
79 3,69 4,29
80 3,89 3,98
81 3,56 5,27
82 3,61 5,01
83 3,49 5,16
84 3,75 451
85 3,55 493
86 3,68 4,70
87 3,60 4,55
88 3,57 5,16
89 3,71 4,78
90 3,73 5,16
91 3,48 4,93
92 3,35 5,69
93 3,70 4,48
94 3,93 432
95 3,63 491
96 3,45 4,97
97 3,65 3,79
98 3,47 4,99
99 3,69 4,50
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Acidez
Muestra pH

total
100 3,83 4,06
101 3,31 5,65
102 3,39 5,16
103 3,60 5,31
104 3,30 5,73
105 3,45 5,16
106 3,33 5,20
107 3,33 4,89
108 3,56 4,97
109 3,41 4,78
110 3,51 4,85
111 3,78 4,44
112 3,58 5,31
113 3,75 4,97
114 3,52 5,12
115 3,38 5,16
116 3,57 5,54
117 3,42 4,93
118 3,69 4,63
119 3,65 5,08
120 3,25 5,54
121 3,96 4,17
122 3,68 4385
123 3,69 4,48
124 3,88 5,11
125 3,90 5,69
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Tabla 3. Valores de S0, libre y total (mg/L).

Muestra S0, libre S0, total Muestra S0, libre S0, total
1 28,8 34,4 37 12,8 17,6
2 17,6 28,8 38 14,4 37,8
3 16,0 24,8 39 14,4 19,2
4 14,4 24,0 40 22,4 23,2
5 27,2 35,2 41 11,2 17,6
6 28,8 52,6 42 17,6 22,4
7 27,2 48,0 43 25,6 30,4
8 17,6 36,8 44 11,2 19,2
9 19,2 20,0 45 16,0 34,4
10 20,8 30,4 46 14,4 20,8
11 22,4 100,8 47 20,8 432
12 32,0 44,8 43 43,2 43,2
13 14,4 49,6 49 224 29,6
14 24,0 28,8 50 38,4 57,6
15 22,4 32,0 51 27,2 41,6
16 17,6 35,2 52 51,2 54,4
17 17,6 23,2 53 24,0 31,2
18 24,0 35,2 54 19,2 68,8
19 25,6 54,4 55 27,2 48,0

20 27,2 30,4 56 24,0 57,6
21 20,8 24,0 57 24,0 44,8
22 19,2 20,0 58 35,2 36,8
23 25,6 27,2 59 17,6 62,4
24 20,8 22,4 60 20,8 72,0
25 28,8 28,8 61 17,6 28.8
26 16,0 21,6 62 32,0 33,6
27 40,0 56,0 63 14,4 62,4
28 24,0 24,0 64 16,0 48,0
29 16,0 20,0 65 22,4 96,0
30 25,6 28,8 66 19,2 77,8
31 12,8 28,8 67 19,2 25,6
32 288 46,4 68 22,4 35,2
33 33,6 68,0 69 22,4 51,2
34 17,6 35,2 70 25,6 28,8
35 38,4 38,4 71 16,0 20,0
36 19,2 35,1 72 25,6 32,0
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Tabla 3. Valores de S0, libre y total (mg/L) (cont).

Muestra S0, libre S0, total Muestra S0, libre S0, total
73 41,6 41,6 100 25,6 73,6
74 35,2 35,2 101 32,0 91,2
75 38,4 41,6 102 16,0 64,0
76 22,4 33,6 103 44,8 48,0
77 36,8 35,2 104 28,8 54,4
78 12,8 29,6 105 25,6 41,6
79 19,2 41,6 106 30,4 81,6
80 19,2 32,0 107 19,2 28,4
81 14,4 38,4 108 27,2 41,6
82 24,0 19,2 109 19,2 432
83 24,0 32,0 110 22,4 48,0
84 9,6 19,2 111 36,4 454
85 12,8 32,0 112 20,8 62,4
86 12,8 27,2 113 44,8 48,0
87 16,0 28,8 114 16,0 36,8
88 16,0 992 115 12,8 67,2
89 16,0 44,8 116 25,6 44,8
90 32,0 44.8 117 25,6 26,8
91 25,6 32,0 118 22,4 53,6
92 19,2 26,8 119 28,8 38,4
93 19,2 16,0 120 28,8 48,0
94 19,2 19,2 121 32,0 48,0
95 9,6 40,0 122 25,6 41,6
96 12,8 31,2 123 32,0 32,8
97 38,4 32,8 124 25,6 38,4
98 30,4 36,8 125 19,2 38,4
99 32,0 32,0
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Tabla 4. Valores de fenoles totales (mg/L).

Fenoles
Muestra Asgo
totales

1 0.2708 1205
2 0.3069 1350
3 0.3111 1367
4 0.3203 1404
5 0.3252 1424
6 0.3254 1425
7 0.3255 1425
8 0.3281 1435
9 0.3357 1466
10 0.3369 1471
11 0.3442 1500
12 0.3442 1500
13 0.3496 1522
14 0.3520 1532
15 0.3522 1533
16 0.3558 1547
17 0.3642 1581
18 0.3660 1588
19 0.3678 1596
20 0.3690 1600
21 0.3720 1612
22 0.3761 1629
23 0.3770 1632
24 0.3773 1634
25 0.3793 1642
26 0.3810 1649
27 0.3900 1685
28 0.3932 1698
29 0.3966 1712
30 0.3991 1722
31 0.3995 1723
32 0.4007 1728
33 0.4028 1737
34 0.4032 1738
35 0.4037 1740
36 0.4064 1751
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Fenoles
Muestra Asgo
totales
37 0.4082 1758
38 0.4084 1759
39 0.4109 1769
40 0.4198 1805
41 04212 1811
42 0.4213 1811
43 0.4270 1834
44 0.4280 1838
45 0.4283 1839
46 0.4285 1840
47 0.4290 1842
48 0.4294 1844
49 0.4331 1859
50 0.4350 1866
51 0.4351 1867
52 0.4390 1882
53 0.4401 1887
54 0.4410 1891
55 0.4425 1897
56 0.4484 1920
57 0.4492 1924
58 0.4521 1935
59 0.4544 1944
60 0.4567 1954
61 0.4569 1955
62 0.4616 1974
63 0.4628 1978
64 0.4655 1989
65 0.4655 1989
66 04719 2015
67 0.4756 2030
68 0.4794 2045
69 0.4821 2056
70 0.4855 2070
71 0.4864 2074
72 0.4898 2087
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Tabla 4. Valores de fenoles totales (mg/L) (cont).

Fenoles
Muestra Ajso
totales
73 0.4925 2098
74 0.4925 2098
75 0.4927 2099
76 0.4935 2102
77 0.4996 2127
78 0.5011 2133
79 0.5064 2154
80 0.5071 2157
81 0.5074 2158
82 0.5076 2159
83 0.5121 2177
84 0.5143 2186
85 0.5198 2208
86 0.5210 2213
87 0.5220 217
88 0.5264 2235
89 0.5275 2239
90 0.5285 2243
91 0.5301 2250
92 0.5308 2252
93 0.5317 2256
94 0.5367 2276
95 0.5395 2288
96 0.5402 2291
97 0.5407 2293
98 0.5421 2298
99 0.5457 2313
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Fenoles
Muestra Ao
totales
100 0.5474 2320
101 0.5525 2340
102 0.5553 2351
103 0.5578 2361
104 0.5590 2366
105 0.5613 2376,
106 0.5636 2385
107 0.5638 2385
108 0.5665 2397
109 0.5668 2398
110 0.5738 2426
111 0.5768 2438
112 0.5773 2440
113 0.5791 2447
114 0.5802 2452
115 0.5857 2474
116 0.5857 2474
117 0.5864 2477
118 0.5932 2504
119 0.6055 2554
120 0.6060 2556
121 0.6142 2589,
122 0.6182 2605
123 0.6219 2620
124 0.6228 2624
125 0.7418 3103
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Tabla 5. Resultados del examen organoléptico.

Intensidad Colorante

Muestra desv Matiz desv
(%)

1 88.1 10.0 50.0 12.0
2 47.6 9.1 70.0 7.6
3 64.6 12.4 72.5 43
4 55.6 24.8 70.0 82
5 85.7 5.0 15.0 7.6
6 333 7.6 82.5 11.6
7 714 10.2 36.3 9.2
8 50.0 13.2 65.0 9.3
9 69.0 9.1 43.8 10.6
10 73.8 7.1 43.8 7.4
11 38.1 12.6 77.1 16.4
12 75.0 6.3 52.5 10.0
13 58.3 14.0 46.3 4.8
14 741 7.6 51.1 9.9
15 57.4 9.2 77.8 42
16 50.0 9.6 64.3 15.0
17 69.0 9.1 28.6 11.2
18 69.0 9.1 40.0 9.3
19 54.8 6.5 429 7.0
20 78.6 10.0 28.6 11.2
21 85.7 11.9 329 8.8
22 69.0 9.1 28.6 11.2
23 71.4 12.6 314 83
24 64.3 9.1 27.1 14.8
25 81.0 9.1 357 7.3
26 95.2 6.5 18.6 9.9
27 952 6.5 18.6 9.9
28 85.4 7.5 20.0 5.0
29 64.3 9.1 414 12.5
30 91.7 6.3 13.8 7.0
31 89.6 10.7 57.5 43
32 854 7.5 23.8 16.5
33 89.6 8.7 16.3 9.9
34 89.6 8.7 45.0 15.0
35 64.6 13.2 16.3 8.6
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Tabla 5. Resultados del examen organoléptico (cont).

Intensidad Colorante

Muestra desv Matiz desv
(%)

36 83.3 8.8 56.3 8.6
37 66.7 19.2 48.6 94
38 583 16.0 55.7 5.3
39 66.7 16.7 61.4 9.0
40 88.9 124 28.6 17.7
41 77.8 24.8 64.3 14.7
42 83.3 9.1 344 83
43 64.8 8.2 47.8 10.3
44 70.4 12.6 45.6 9.6
45 31.5 6.3 63.3 10.5
46 94.4 52 22.2 6.3
47 66.7 10.5 46.7 9.4
48 63.0 13.6 22.2 9.2
49 76.2 7.1 429 4.5
50 68.5 9.7 58.8 15.2
51 81.5 8.2 28.8 3.1
52 81.5 8.2 22.5 9.1
53 74.1 7.6 32.5 6.2
54 59.3 10.6 58.8 16.6
55 55.6 7.4 50.0 15.6
56 50.0 11.7 45.0 94
57 64.6 9.8 27.5 6.6
58 70.8 104 36.3 7.0
59 25.0 8.8 80.0 7.1
60 72.9 8.7 72.5 9.7
61 61.1 11.4 0.0 0.0
62 90.7 10.4 65.6 9.0
63 31.5 6.3 233 6.7
64 38.9 7.4 66.7 8.2
65 37.0 7.0 78.9 13.8
66 37.0 8.7 60.0 94
67 77.8 7.9 30.0 0.0
68 58.3 16.0 48.3 12.1
69 69.4 17.8 41.7 10.7
70 50.0 9.6 60.0 12.9
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1I. Apéndice

Tabla 5. Resultados del examen organoléptico (cont).

Intensidad Colorante

Muestra desv Matiz desv
(%)

71 63.9 11.5 433 4.7
72 69.0 11.9 329 8.8
73 52.4 14.1 37.1 7.0
74 71.4 10.0 314 12.5
75 71.4 12.6 38.6 11.2
76 452 14.7 74.3 7.3
77 429 10.4 74.3 9.0
78 90.5 7.1 329 11.6
79 57.1 7.1 55.7 7.3
80 76.2 104 514 6.4
81 50.0 7.6 71.4 6.4
82 66.7 14.0 58.8 10.5
83 25.0 8.8 83.8 8.6
84 91.7 6.3 32.5 12.0
85 45.8 8.3 61.3 10.5
86 77.1 124 57.5 9.7
87 41.7 6.3 73.8 7.0
88 333 6.3 75.0 8.7
89 56.3 8.7 313 10.5
90 89.6 6.1 28.8 10.5
91 58.3 10.8 45.0 10.0
92 43.8 8.7 48.8 9.3
93 47.9 4.1 65.0 8.7
94 58.3 8.8 63.8 11.1
95 88.9 5.2 22.2 9.2
96 90.5 10.4 18.6 9.9
97 86.1 15.0 243 7.9
98 77.8 124 21.7 3.7
99 50.0 9.6 25.0 9.6
100 77.1 8.7 33.8 12.2
101 58.3 10.8 35.0 8.7
102 68.8 11.6 43.8 7.0
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II. Apéndice

Tabla 5. Resultados del examen organoléptico (cont).

Intensidad Colorante

Muestra desv Matiz desv
(%)

103 59.5 15.0 41.4 8.3
104 54.8 18.3 28.6 8.3
105 81.0 9.1 214 6.4
106 452 12.6 62.9 10.3
107 76.2 12.9 30.0 14.1
108 81.0 9.1 50.0 13.1
109 95.2 6.5 18.6 8.3
110 78.6 14.7 32.9 8.8
111 78.6 14.7 22.9 8.8
112 81.0 5.0 314 11.2
113 92.9 7.1 30.0 12.0
114 57.1 15.0 65.7 49
115 35.7 9.1 74.3 4.9
116 88.1 10.0 18.6 6.4
117 714 10.0 37.1 11.6
118 100.0 - 15.3 243 9.0
119 77.1 10.7 22.5 9.7
120 97.6 16.3 429 12.8
121 62.5 8.3 48.8 154
122 77.1 8.7 23.8 9.9
123 66.7 8.8 37.5 6.6
124 90.5 7.1 18.6 6.4
125 57.1 12.9 35.7 18.4
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1. Apéndice

Tabla 6. Pardmetros crométicos CIELAB de los vinos analizados para cubeta de 2 mm.

Claridad Coordenadas Croma Tono

Muestra L* a* b* C* hyy
1 56.95 38.64 12.04 40.47 17.30
2 71.26 26.55 13.55 29.81 27.05
3 74.00 23.11 18.13 29.38 38.12
4 68.64 28.34 14.08 31.65 26.41
5 60.14 37.19 8.85 38.23 13.39
6 72.48 24.88 19.29 31.48 37.78
7 60.23 37.15 14.65 39.93 21.53
8 70.84 28.62 15.12 32.37 27.84
9 63.39 31.99 14.48 35.11 24.35
10 70.27 26.99 11.66 29.40 23.36
11 72.92 27.55 15.39 31.56 29.20
12 66.86 29.13 18.16 34.33 31.94
13 71.48 26.29 12.68 29.19 25.75
14 56.94 36.70 19.70 41.66 28.22
15 71.48 25.75 18.06 31.46 35.04
16 70.89 26.61 12.17 29.26 24.59
17 60.58 42.13 3.25 42.26 442
18 65.29 35.20 6.70 35.83 10.78
19 68.29 32.23 5.34 32.66 9.40
20 58.95 38.48 5.51 38.87 8.14
21 54.68 42.16 7.77 42.87 10.44
22 64.88 36.32 2.70 36.42 425
23 68.05 30.14 4.44 30.47 8.39
24 60.09 42.51 3.97 42.69 534
25 56.88 4185 9.76 42.97 13.13
26 36.47 57.16 8.93 57.85 8.88
27 48.90 40.67 7.06 4128 9.85
28 55.88 41.31 3.95 41.50 5.46
29 64.81 35.43 6.74 36.07 10.77
30 61.09 39.37 6.23 39.86 8.99
31 63.53 33.52 13.75 36.23 22.31
32 65.41 33.62 7.68 34.49 12.86
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1I. Apéndice

Tabla 6. Pardmetros cromaticos CIELAB de los vinos analizados para cubeta de 2 mm.

(cont)

Claridad Coordenadas Croma Tono

Muestra L* a* b* C*p h,,
33 63.87 35.34 7.17 36.06 11.47
34 69.89 28.03 6.93 28.88 13.89
35 64.53 35.98 6.16 36.51 9.71
36 73.65 25.10 9.75 26.93 2123
37 69.63 28.53 9.64 30.11 18.67
38 71.60 2727 8.57 28.59 17.45
39 71.66 28.18 921 29.64 18.10
40 52.95 46.53 9.67 47.52 11.74
41 64.79 31.51 8.71 32.69 15.46
42 62.58 35.36 9.08 36.51 14.41
43 64.28 33.15 11.66 35.14 19.38
44 67.70 31.70 7.96 32.69 14.10
45 81.62 18.17 9.12 20.33 26.66
46 56.84 37.43 5.53 37.83 8.41
47 72.24 28.08 8.33 29.29 16.52
438 68.72 30.71 3.52 30.91 6.54
49 61.60 35.89 8.80 36.96 13.78
50 69.28 28.02 13.10 30.93 25.05
51 64.27 32.89 10.74 34.60 18.09
52 64.98 33.78 8.60 34.85 14.28
53 69.40 29.31 9.36 30.77 17.72
54 69.63 30.87 13.49 33.69 23.60
55 71.24 27.82 13.19 30.79 25.37
56 79.06 21.93 7.52 23.19 18.93
57 69.06 30.85 8.94 32.12 16.16
58 69.98 29.12 12.35 31.63 22.98
59 84.22 14.27 10.64 17.80 36.71
60 71.62 24.82 17.86 30.58 35.73
61 64.41 25.19 13.76 28.70 28.65
62 41.67 50.09 10.91 51.26 12.28
63 76.58 23.09 11.38 25.74 26.24
64 75.93 24.12 12.88 27.34 28.10
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1. Apéndice

Tabla 6. Pardmetros cromaticos CIELAB de los vinos analizados para cubeta de 2 mm.

(cont)
Claridad Coordenadas Croma Tono
Muestra L* A¥ b* C* hgp

65 75.42 23.79 14.74 27.99 31.79
66 80.58 19.46 10.03 21.90 27.26
67 59.52 137.30 9.99 38.61 15.00
68 65.70 32.51 11.99 34.65 20.25
69 71.27 27.82 11.05 29.94 21.66
70 64.32 32.78 11.65 34.79 19.57
71 67.96 30.26 8.44 31.42 15.59
72 68.31 28.73 10.55 30.60 20.17
73 71.88 25.78 9.68 27.54 20.59
74 66.15 3431 10.30 35.82 16.70
75 70.75 29.96 10.70 31.81 19.65
76 73.80 25.94 15.00 29.96 30.05
77 72.17 23.93 14.43 27.94 31.10
78 58.06 41.61 15.86 44.53 20.86
79 70.17 27.16 1122 29.38 22.44
80 64.85 31.68 13.58 34.47 23.21
81 67.04 29.63 17.77 34.55 30.95
82 68.80 27.27 13.83 30.58 26.88
83 80.61 17.71 14.74 23.04 39.77
84 62.48 31.35 11.49 33.39 20.13
85 70.99 26.63 12.69 29.50 25.48
86 64.51 32.17 16.10 35.98 26.59
87 74.23 24.97 16.96 30.18 34.18
88 72.85 23.66 14.59 27.80 31.66
89 66.06 30.99 8.03 32.02 14.52
90 54.07 40.49 13.10 42.55 17.93
91 63.96 33.16 9.58 34.52 16.11
92 68.36 31.02 10.37 32.71 18.48
93 69.86 27.92 11.81 30.31 22.92
94 65.82 32.18 14.41 35.26 24.13
95 45.35 49.66 10.94 50.85 12.42
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II. Apéndice

Tabla 6. Pardmetros crométicos CIELAB de los vinos analizados para cubeta de 2 mm.

(cont)
Claridad Coordenadas Croma Tono
Muestra L* a* b* C*. h,,

96 53.81 52.10 3.39 52.21 3.72
97 54.05 46.40 1.12 46.41 1.38
98 61.42 38.94 8.35 39.83 12.11
99 58.20 38.55 10.09 39.85 14.66
100 71.68 25.87 11.63 28.37 24.20
101 70.96 31.43 10.78 33.23 18.93
102 73.11 28.92 11.20 31.01 21.18
103 60.05 40.79 8.52 41.67 11.80
104 58.13 44.94 6.57 4542 8.32
105 48.45 46.96 10.05 48.03 12.08
106 68.75 29.71 9.43 31.17 17.62
107 55.67 39.99 7.67 40.72 10.85
108 62.61 35.48 9.43 36.71 14.88
109 46.16 46.83 9.98 47.89 12.03
110 59.01 41.58 7.10 42.18 9.68
111 53.74 4225 9.11 43.22 12.17
112 59.22 38.57 8.46 39.49 12.37
113 56.53 40.74 9.19 41.76 12.72
114 60.45 36.34 13.36 38.72 20.19
115 80.31 20.30 9.21 2229 24.40
116 53.14 45.12 7.49 45.73 9.42
117 64.85 36.83 5.86 37.30 9.04
118 61.05 37.25 5.22 37.61 7.98
119 58.86 38.99 8.86 39.98 12.81
120 66.23 34.99 6.45 35.58 10.45
121 65.89 28.42 11.39 30.62 21.83
122 58.81 40.26 6.75 40.83 951
123 59.87 35.86 11.55 37.67 17.86
124 47.15 43.67 8.43 44 .48 10.93
125 55.79 31.37 8.60 32.52 15.33
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1. Apéndice

Tabla 7. Pardmetros cromdticos CIELUYV de los vinos analizados para cubeta de 2 mm.

Claridad Coordenadas Croma Tono Saturacién
Muestra L* u* v¥ C*,, hyy Suv

1 56.95 65.83 8.25 66.35 7.15 1.17
2 71.26 48.61 13.54 50.47 16.57 0.71
3 74.00 46.23 20.24 50.47 23.64 0.68
4 68.64 51.64 13.68 53.42 14.84 0.78
5 60.14 61.57 4.81 61.75 4.47 1.03
6 72.48 49.70 21.17 54.02 23.07 0.75
7 60.23 65.63 11.92 66.70 10.29 1.11
8 70.84 52.99 15.07 55.09 15.87 0.78
9 63.39 57.33 13.06 58.80 12.83 0.93
10 70.27 47.99 10.95 49.22 12.86 0.70
11 72.92 51.60 15.78 53.96 17.00 0.74
12 66.86 55.41 18.40 58.39 18.37 0.87
13 71.48 47.64 12.48 49.25 14.68 0.69
14 56.94 67.75 17.44 69.96 14.44 1.23
15 71.48 50.27 19.39 53.88 21.10 0.75
16 70.89 47.76 11.73 49.18 13.80 0.69
17 60.58 65.54 -3.42 65.63 357.01 1.08
18 65.29 57.33 2.61 57.39 2.60 0.88
19 68.29 51.80 1.45 51.82 1.60 0.76
20 58.95 61.05 0.25 61.05 0.24 1.04
21 54.68 68.23 2.22 68.26 1.86 1.25
22 64.88 56.09 -2.98 56.16 356.96 0.87
23 68.05 47.77 0.66 47.78 0.79 0.70
24 60.09 66.67 -2.56 66.72 357.80 1.1
25 56.88 69.55 4.81 69.71 3.95 1.23
26 36.47 90.10 -0.62 90.11 359.61 2.47
27 48.90 64.17 1.49 64.19 1.33 1.31
28 55.88 64.05 -2.37 64.09 357.88 1.15
29 64.81 57.69 260 57.74 2.58 0.89
30 61.09 63.34 1.04 63.35 0.94 1.04
31 63.53 59.38 11.85 60.55 11.29 0.95
32 65.41 55.49 422 55.65 4.35 0.85
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II. Apéndice

Tabla 7. Pardmetros crométicos CIELUYV de los vinos analizados para cubeta de 2 mm (cont).

Claridad Coordenadas Croma Tono Saturacion
Muestra L* u* v¥* C* hy, Sav
33 63.87 57.75 3.16 57.84 3.13 0.91
34 69.89 46.35 4.48 46.57 5.52 0.67
35 64.53 58.12 1.71 58.15 1.69 0.90
36 73.65 43.92 8.96 44.83 11.53 0.61
37 69.63 49.02 7.98 49.67 9.24 0.71
38 71.60 46.43 6.88 46.94 8.43 0.66
39 71.66 48.33 7.55 48.92 8.87 0.68
40 52.95 76.78 3.49 76.86 2.60 1.45
41 64.79 52.73 5.98 53.07 6.47 0.82
42 62.58 59.03 5.58 59.30 5.40 0.95
43 64.28 57.41 9.38 58.17 9.28 0.91
44 67.70 52.80 5.05 53.04 5.47 0.78
45 81.62 33.05 9.74 34.45 16.42 0.42
46 56.84 59.04 0.47 59.04 0.46 1.04
47 72.24 47.62 6.40 48.04 7.66 0.67
48 68.72 48.06 -0.71 48.07 359.15 0.70
49 61.60 59.58 5.08 59.80 4.87 0.97
50 69.28 50.52 12.54 52.05 13.94 0.75
51 64.27 56.34 8.28 56.95 8.36 0.89
52 64.98 56.35 5.37 56.61 5.45 0.87
53 69.40 50.07 7.44 50.62 8.46 0.73
54 69.63 55.48 12.46 56.87 12.65 0.82
55 71.24 50.44 12.81 52.05 14.25 0.73
56 79.06 37.74 6.71 38.33 10.08 0.48
57 69.06 52.24 6.56 52.65 7.15 0.76
58 69.98 51.87 11.39 53.10 12.38 0.76
59 84.22 28.08 12.69 30.82 2432 0.37
60 71.62 48.64 19.35 52.35 21.70 0.73
61 64.41 4593 13.68 4792 16.59 0.74
62 41.67 81.19 3.37 81.26 2.38 1.95
63 76.58 42.02 11.66 43 .61 15.51 0.57
64 75.93 44.62 13.40 46.59 16.72 0.61
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II. Apéndice

Tabla 7. Parametros cromaticos CIELUV de los vinos analizados para cubeta de 2 mm (cont).

Claridad Coordenadas Croma Tono Saturacioén
Muestra L* u* v* C*,, hyy S
65 75.42 4527 15.88 47.98 19.33 0.64
66 80.58 35.62 10.70 37.19 16.72 0.46
67 59.52 62.49 6.19 62.80 5.66 1.06
68 65.70 56.75 10.01 57.63 10.00 0.88
69 71.27 49.00 10.03 50.01 11.57 0.70
70 64.32 56.81 9.45 57.59 9.45 0.90
71 67.96 50.83 5.99 51.18 6.72 10.75
72 68.31 49.85 9.07 50.67 10.32 0.74
73 71.88 44.83 8.68 45.66 10.95 0.64
74 66.15 58.57 7.49 59.05 729 0.89
75 70.75 52.18 9.11 52.97 9.90 0.75
76 73.80 48.80 15.67 51.25 17.81 0.69
71 72.17 45.04 15.27 47.56 18.73 0.66
78 58.06 73.73 12.15 74.72 9.36 1.29
79 70.17 47.94 10.34 49.05 12.17 0.70
80 64.85 56.39 12.12 57.68 12.13 0.89
81 67.04 56.01 17.83 58.78 17.66 0.88
82 68.80 49.76 13.60 51.58 15.29 0.75
83 80.61 35.90 17.41 39.90 25.87 0.49
84 62.48 54.15 9.46 54.97 9.91 0.88
85 70.99 48.16 12.40 49.73 14.44 0.70
86 64.51 58.85 15.07 60.75 14.37 0.94
87 74.23 48.52 18.39 51.89 20.75 0.70
88 72.85 44.78 15.57 47.41 19.17 0.65
89 66.06 51.53 5.24 51.80 5.80 0.78
90 54.07 69.23 8.89 69.80 7.32 1.29
91 63.96 55.93 6.72 56.34 6.85 0.88
92 68.36 53.45 8.36 54.10 8.89 0.79
93 69.86 49.54 10.94 50.73 12.45 0.73
94 65.82 57.88 13.10 59.35 12.76 0.90
95 4535 81.50 3.78 81.59 2.65 1.80
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II. Apéndice

Tabla 7. Parametros cromaticos CIELUYV de los vinos analizados para cubeta de 2 mm (cont).

Claridad Coordenadas Croma Tono Saturacion
Muestra L* u* v* C*uy hyy S.
96 53.81 81.41 -5.37 81.58 356.23 1.52
97 54.05 69.87 -7.05 70.23 354.23 1.30
98 61.42 64.28 3.86 64.40 3.43 1.05
99 58.20 64.47 5.98 64.74 530 1.11
100 71.68 46.28 11.21 47.62 13.62 0.66
101 70.96 54.65 8.92 55.38 9.27 0.78
102 73.11 51.03 10.08 52.02 11.18 0.71
103 60.05 67.31 3.63 67.40 3.09 1.12
104 58.13 72.52 0.23 72.52 0.19 1.25
105 48.45 76.91 3.60 76.99 2.68 1.59
106 68.75 50.71 7.43 51.25 8.34 0.75
107 55.67 64.69 2.59 64.74 2.29 1.16
108 62.61 59.48 6.00 59.78 5.76 0.95
109 46.16 76.11 341 76.18 2.57 1.65
110 59.01 67.40 1.63 67.42 1.39 1.14
111 53.74 69.23 3.80 69.34 3.14 1.29
112 59.22 63.44 4.00 63.57 3.61 1.07
113 56.53 67.21 434 67.35 3.69 1.19
114 60.45 63.41 10.57 64.29 9.46 1.06
115 80.31 36.38 9.39 37.57 14.48 0.47
116 53.14 72.71 1.19 72.72 0.94 1.37
117 64.85 59.33 1.16 59.35 1.12 0.92
118 61.05 59.08 0.17 59.08 0.16 0.97
119 58.86 64.39 4.40 64.54 3.91 1.10
120 66.23 56.91 2.34 56.96 2.36 0.86
121 65.89 49.69 10.10 50.71 11.49 0.77
122 58.81 64.91 1.46 64.93 1.29 1.10
123 59.87 61.27 8.44 61.85 7.84 1.03
124 47.15 69.81 2.39 69.85 1.96 1.48
125 55.79 51.33 5.54 51.63 6.16 0.93
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1I. Apéndice

Tabla 8. Pardmetros cromaticos CIELAB de los vinos analizados para cubeta de 10 mm.

Claridad Coordenadas Croma Tono
Muestra L* a* b* C*ap h,

1 14.46 45.57 24.59 51.78 28.35
2 26.50 52.73 40.35 66.40 37.43
3 29.63 51.69 45.65 68.96 41.45
4 23.28 51.03 37.11 63.10 36.03
5 16.92 48.20 28.11 55.80 30.25
6 28.20 52.53 45.07 69.22 40.63
7 17.10 47.86 28.98 55.95 31.20
8 26.83 52.80 42.11 67.53 38.58
9 18.33 48.28 30.61 57.17 32.38
10 24.69 51.36 37.12 63.37 35.86
11 30.40 55.88 46.44 72.66 39.73
12 21.41 49.47 35.60 60.95 35.74
13 26.45 52.26 39.47 65.49 37.06
14 13.50 43.76 23.16 49.51 27.90
15 27.07 53.00 43.31 68.45 39.26
16 25.49 51.59 38.15 64.17 36.48
17 20.27 52.90 32.60 62.14 31.64
18 22.37 53.19 34.81 63.57 33.20
19 23.93 5