OIV OIV-0ENO 675C-2022

@O
oo

@
RESOLUCION 01V-OENO 675C-2022

MONOGRAFIiAS ESPECIFICAS SOBRE LOS GALOTANINOS

LA ASAMBLEA GENERAL,

VISTO el articulo 2, parrafo 2 iv del Acuerdo del 3 de abril de 2001 por el que se crea la
Organizacion Internacional de la Vina y el Vino,

CONSIDERANDO los trabajos del Grupo de expertos “Especificacion de los Productos
Enologicos”,

CONSIDERANDO la resolucion OIV-OENO 624-2022 “Actualizacion de la monografia
sobre los taninos enologicos” que describe una monografia general,

CONSIDERANDO la necesidad de elaborar monografias especificas sobre cada familia
de taninos,

DECIDE, a propuesta de la Comision II “Enologia”, afiadir la monografia COEI-1-
GALLOT al Codex Enologico Internacional:

TANINOS ENOLOGICOS

Monografia especifica sobre los preparados que contienen taninos
galicos

Los taninos galicos o galotaninos son una subclase de taninos hidrolizables. A esta
subclase pertenecen los taninos que se obtienen de agallas, principalmente de roble
(y castaro), y de vainas de tara (Caesalpinia spinosa).

1. Método de determinacion de la pertenencia a las subclases

1.1.  Caracterizacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

1.1.1.  Fundamento

Este método permite comprobar la presencia de galotaninos y determinar su
concentracion total.

1.1.2.  Reactivos, material y equipo
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1.1.2.1.  Reactivos

Acido galico, n.° CAS 149-91-7 (purezan>n960%)
Agua ultrafiltrada (resistividad: 18,30MQo-ocm)
Agua (calidad HPLC)

Metanol (calidad HPLC)

Acido férmico (calidad HPLC)

1.1.2.2. Material

Matraz de vidrio borosilicatado de 100 mL
Filtros con un tamaro de poro de 0,45 pm
Jeringa de plastico de 1 mL

1.1.2.3. Equipo

Balanza técnica con una resolucion de 0,01 g

Balanza analitica con una resolucion de 0,1 mg

Material volumétrico de vidrio de clase A

Sistema cromatografico con espectrometro de masas compuesto por:

e bomba de gradiente binaria o cuaternaria,
e inyector equipado con un bucle de 10 pL,
« detector espectrofotométrico a una longitud de onda fija de 280 nm,

e columna Phenomenex Kinetex (por ejemplo) de 3,0 x 150 mm, con un tamafo de
particula de 2,6 pm,

» fuente de ionizacién ESI-SIM (ionizacion por electronebulizacién y monitorizacion
selectiva de iones),

e detector de espectrometria de masas: analizador de triple cuadrupolo y de tiempo
de vuelo (Q-TOF).

1.1.3.  Preparacién de las muestras y los patrones

Muestras: pesar aproximadamente 0,5 g de taninos enoldgicos en la balanza analitica y
anotar el peso. Disolver los taninos enologicos en 100 mL de agua ultrafiltrada en un
matraz de vidrio borosilicatado de 100 mL y mezclar bien.

2 Certificado conforme Ensenada, 4 de noviembre de 2022
El Director General de la 01V

Secretario de la Asamblea General
©0IV2022 Pau ROCA

olv



OIV OIV-0ENO 675C-2022

@O
oo

Preparacion de las soluciones patrén: preparar una solucién con 10 mg de acido galico

y 50 mL de agua ultrafiltrada, lo que corresponde a una concentracion de 200 mg/L.
Diluir en agua ultrafiltrada para obtener concentraciones de 1, 5, 10, 25, 50, 75 y
100 mg /L.

Disolvente A: agua de calidad HPLC con un 0,1 % de acido férmico.
Disolvente B: metanol con un 0,1 % de acido féormico.

1.1.4.  Procedimiento

Filtrar la solucion de ensayo y la solucion patron con filtros de celulosa de 0,45 um
(tamano de poro) y analizar por cromatografia en las siguientes condiciones, que
figuran a modo de ejemplo:

Volumen inyectado: 10 pL de solucién de ensayo o solucion patron de acido galico
Deteccion a 280 nm

Composicion del gradiente de elucion: (tiempo, % de disolvente A)

0 min, 99,0 %; 2 min, 98,0 %; 5 min, 97,0 %; 6 min, 96,5 %; 7 min, 96,0 %; 8 min, 95,5 %:
10 min, 95,0 %; 14 min, 90,0 %; 17 min, 85,0 %; 23 min, 00 %; 25 min, 8,0 %; 29 min,
5,0 %; 34 min, 1,0 %; 45 min, 99,0 % y 10 min para el equilibrio

Flujo: 0,4 mL/min

Deteccion y cuantificacion de componentes de los siguientes taninos galicos: acidos
galico, digalico y quinico; acidos 3, 4 y 5-galoilquinico; tri, tetra, penta, hexa, hepta,
octa, nona y deca-galoil-glucosa, mediante analisis ESI-SIM y deteccién Q-TOF, por
ejemplo.

Tabla 1. Férmula quimica y m/z de los diferentes galotaninos (o taninos galicos), a
modo de ejemplo

Compuesto Férmula quimica m/z
Acido gilico C,H,O; 170,0
Acido digalico C,H,,0, 322,2
Acido quinico C.H,,0, 1922
Acido 3-galoilquinico C,H,,0, 648,1
Acido 4-galoilquinico CysHy0,: 800,1
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Acido 5-galoilquinico
Trigaloil-glucosa
Tetragaloil-glucosa
Pentagaloil-glucosa
Hexagaloil-glucosa
Heptagaloil-glucosa
Octagaloil-glucosa
Nonagaloil-glucosa

Decagaloil-glucosa

CoH5,046
C,H,,04
C,,H,50,,
CuH30,
CsH304
CssH,0Os4
Ce:HyyOs
CeoHys040

C76 H 52 046

OIV-0ENO 675C-2022

952,7
636,5
788,6
940,6
1092,8
1244,9
1396,9
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Figura 1. Ejemplo de analisis de los galotaninos (o taninos galicos) en los modos ESI y
SIM

1.2.  Conclusion

Un tanino enoldgico se considera como galotanino (o tanino galico) cuando:

« el contenido de fenoles totales supera el 65 % (método gravimétrico, anexo 1 de
la monografia general OIV-OENO 624-2022),

* ¢l contenido de galotaninos, determinado por HPLC, supera los 190 mg de
equivalentes de acido galico por gramo de taninos enologicos.

2. Propiedades y funciones

Los siguientes métodos y criterios de conformidad se aplican solo cuando la
propiedad /funcion figura en la etiqueta del preparado de taninos.

2.1. Capacidad antioxidante
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2.1.1.  Fundamento

Determinacion de la capacidad antioxidante de los galotaninos para contribuir a la
proteccion del mosto y del vino frente a la oxidacion.

2.1.2.  Productos

2.1.2.1. Capacidad antioxidante

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo): PM = 394,32

Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico): PM = 250,29
Metanol al 99,9 % vol.

Lector de microplacas de 96 pocillos (FLUOstar Omega - BMG Labtech, por ejemplo)

2.1.2.2. Consumo directo de oxigeno (OCR)

Etanol al 96 % vol., N.” CAS 64-17-5
Acido tartarico: PM = 150,09, N.° CAS 87-69-4
Cloruro de hierro(Ill) hexahidratado: PM = 270,30, N.” CAS 7705-08-0

Sulfato de cobre(Il) pentahidratado: PM = 249,68, N.° CAS 7758-98-7
Botellas de vidrio transparentes con sensor, 0,75o0cL de capacidad
Oximetro NomaSens, por ejemplo

2.1.3.  Procedimiento

2.1.3.1. Capacidad antioxidante (ensayo de DPPH)

Solucion de 0,15 g/L de tanino enolégico: disolver 37,5 mg de taninos enologicos en
500 mL de solucion de vino modelo (agua destilada, un 12 % vol. de etanol, 4 g/L de
acido tartarico y pH ajustado a 3,5). Puede ser necesario diluir la solucion de taninos
enologicos si el valor de la absorbancia es superior a 1 (dado el caso, incluir la dilucion
en el calculo).

Solucion 1 mM de Trolox: disolver 125 mg de Trolox en 500 mL de solucion de vino
modelo (agua destilada, un 12 % vol. de etanol, 4 g /L de acido tartarico y pH ajustado a
3,5).

Curva de calibracion: disolver 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 y 0,1 mL de la solucion 1 mM de Trolox
en 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 0,9 mL de solucion de vino modelo. Estas cantidades
corresponden a concentraciones finales de 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 y 0,1 mM de Trolox,
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respectivamente.

Solucion 6:10° M de DPPH: disolver 2,36 mg de DPPH en 100 mL de metanol. Preparar
la solucion justo antes de su utilizacion.

2.1.3.2. Consumo directo de oxigeno (OCR)

Solucion de 1 g/L de tanino enologico: disolver 0,75 g de taninos enologicos en 750 mL
de solucion de vino modelo.

Solucién de vino modelo: disolver 4 g de acido tartarico, 2,25 mg de cloruro de
hierro(Ill) hexahidratado y 0,225 mg de sulfato de cobre(Il) pentahidratado en 90 mL
de etanol y 660 mL de agua destilada. El pH debe ajustarse a 3,5.

2.1.4. Ensayos

2.1.4.1. Capacidad antioxidante

Medir a 515 nm el blanco de reactivo (RB), que contiene tnicamente el reactivo DPPH,
introduciendo 190 pL de la solucion de DPPH (1.3.1) en todos los pocillos de la placa. A
continuacion, anadir 10 puL de la solucion de tanino enologico (muestras), agua
destilada (blanco) o la solucion de Trolox para la curva (patrones) en los pocillos y
analizar (MS) a 515 nm pasados 30 min.

Véase la figura 2 para saber como llenar la placa.

Para calcular la capacidad antioxidante, se utiliza la siguiente formula:

RB—MS =x

250,29 (mg) x—b
015(9) . a

capacidad antioxidante (mg eq. Trolox por g de taninos) =

donde “a” y “b” corresponden, respectivamente, a la pendiente y la constante de la
curva de calibracion de Trolox: Absorbancia = f ([Trolox])o Absorbancia = ax + b

En todos los casos, los galotaninos (o taninos galicos) deben presentar capacidad
antioxidante, como minimo, 600 mg + 50 mg de equivalentes de Trolox por gramo de
taninos (extracto comercial).
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T0.1 T0.1 T0.2 T0.2 T0.4 T04 T0.6 T0.6 T0.8 T0.8 T1 T1
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Blank oT1 0T2 oT3 oT4 OT5 oTe6 oT7 oT8 0oT9 O0T10 O0OT11
Blank oT1 0T2 oT3 oT4 oT5 oTe6 oT7 oT8 OoT9 0T10 O0T11
Blank oT1 0T2 oT3 oT4 oT5 oTe6 oT7 oT8 OoT9 0T10 O0T11
Blank oT1 0T 2 oT3 oT4 OT5 oT6 oT7 oT8 0oT9 O0T10 O0T11

IG‘»'nrnDOw:DI

T =Trolox OT = Oenological Tannins

Figura 2. Ejemplo de placa de 96 pocillos

2.1.4.2. Consumo directo de oxigeno (OCR)

Saturar la solucion de vino modelo con 8 mg/L de oxigeno por burbujeo de aire
durante 10 min a 20-250°C. A continuacion, afiadir el tanino enologico a la solucion de
vino modelo en las botellas llenas con 0,75ocL. Cerrar las botellas herméticamente y
agitarlas para homogeneizar por completo.

1. Determinar el oxigeno consumido cada dos dias, comenzando al cabo de 1 hora del
llenado de las botellas.

2. Para determinar la tasa de consumo de oxigeno, seguir el procedimiento que se
muestra en la figura 2:

« representar el consumo de oxigeno frente al tiempo,
« representar la inversa del oxigeno consumido frente a la inversa del tiempo,

« la tasa de consumo de oxigeno es la inversa del coeficiente de la pendiente:

OCR ty mg de O, por L consumido por dia y por g de taninos = 1/A, donde A es el
coeficiente de la pendiente

En todos los casos, los galotaninos (o taninos galicos) deben tener capacidad de
consumo directo de oxigeno, como minimo, 0,10 mg + 0,05 mg de O, por litro, por dia

y por gramo de taninos (extracto comercial).
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Figura 3. Procedimiento para determinar la tasa de consumo de oxigeno

2.2. Capacidad antioxidasica

2.2.1.  Fundamento

Determinacion de la capacidad antioxidasica de los galotaninos para contribuir a la
proteccion antioxidasica de los compuestos del vino y el mosto frente a la actividad
lacasa.

2.2.2.  Productos

Etanol al 96 % vol., N.° CAS 64-17-5
Acido tartarico: PM = 150,09, N.° CAS 87-69-4
Acetato de sodio: PM = 82,03, N.” CAS 6131-90-4

Siringaldazina (azina del 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido): PM = 360,36, N.” CAS:
14414-32-5

Polivinilpolipirrolidona (PVPP), N.” CAS 25249-54-1

Mosto botritizado con actividad lacasa
Agua destilada (calidad HPLC)
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2.2.3.  Procedimiento

Solucion de 2 g/L de tanino enolégico: disolver 200 mg de taninos enologicos en
100 mL de solucion modelo de vino (agua destilada, un 12 % vol. de etanol, 4 g/L de
acido tartarico y pH ajustado a 3,5).

Solucion amortiguadora (8,2 g/L): disolver 410 mg de acetato de sodio en 50 mL de
agua destilada.

Solucion de siringaldazina (0,06 g/L): disolver 30 mg de siringaldazina en 500 mL de
etanol.

2.2.4.  Ensayos

1. Anadir 4 mL de mosto botritizado a 1 mL de solucion de tanino enoldégico en un
tubo, que correspondera a la muestra.

2. Anadir 4 mL de mosto botritizado a 1 mL de solucion de vino modelo en un tubo,
que correspondera al testigo.

3. Después de 4 min (exactamente), afiadir 0,8 g de PVPP en ambos tubos (muestra y
testigo), agitar y centrifugar durante 10 min a 8500 rpm.

4. Tomar 1 mL del sobrenadante (de la muestra y el testigo) y mezclar con 1,4 mL de
soluciéon amortiguadora y 0,6 mL de solucion de siringaldazina. Introducir la mezcla
en una cubeta de plastico para espectrofotometria (de paso optico de 10 mm).

5. Medir la absorbancia a 530 nm cada minuto durante 5 min (incluido el minuto 0).

6. Determinar la actividad lacasa y la actividad lacasa residual con las siguientes
ecuaciones y la figura 3:

Actividad lacasa = 46,15 x AA umol L 'min—1 = 46,15 x AAUL

% de actividad residual = (actividad lacasa ,eserq/actividad lacasayesigo) X 100
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Figura 4. Ejemplo de determinacion de AA

En todos los casos, los galotaninos (o taninos galicos) deben tener capacidad
antioxidasica y, en concreto, deben poder reducir la actividad lacasa residual en, al
menos, un 50 %. Este valor es importante en el caso de los mostos y vinos con un
contenido inferior a 5 UL (unidades de lacasa).

2.3. [Estabhilizacion del color

2.3.1.  Fundamento

Determinacion de las propiedades estabilizadoras del color de los galotaninos para
favorecer la expresion, estabilizacion y conservacion del color en el mosto y el vino
tintos.

2.3.2.  Productos

Etanol al 96 % vol., N.” CAS 64-17-5
Acido tartarico: PM = 150,09, N.° CAS 87-69-4
3-0-glucosido de malvidina: PM = 528,87, N.” CAS 18470-06-9

2.3.3.  Procedimiento

Solucién de 0.8 g/L de tanino enolégico: disolver 80 mg de taninos enologicos en
100 mL de solucion modelo de vino (agua destilada, un 12 % vol. de etanol, 4 g/L de
acido tartarico y pH ajustado a 3,5).

Solucion de 0,1 g/L de 3-O-glucosido de malvidina: disolver 10 mg de 3-O-glucésido
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de malvidina en 100 mL de solucion de vino modelo (agua destilada, un 12 % vol. de
etanol, 4 g/L de acido tartarico y pH ajustado a 3,5).

2.3.4.  Ensayos

1. Introducir 0,75 mL de solucién de tanino enolégico y 0,75 mL de solucién de vino
modelo en un tubo conico de 2 mL con tapon (en adelante, “tubo”), y conservarlo en
la oscuridad a temperatura ambiente. Este tubo se denominara “T0”.

2. Introducir 0,75 mL de solucién de 3-O-glucésido de malvidina y 0,75 mL de solucion
de vino modelo en un tubo, y conservarlo en la oscuridad a temperatura ambiente.
Este tubo se denominard “M”.

3. Introducir 0,75 mL de solucién de taninos enoldgicos y 0,75 mL de solucion de 3-O-
glucésido de malvidina en un tubo, y conservarlo en la oscuridad a temperatura
ambiente. Este tubo se denominara “Tj;”.

4. Después de 7 dias, medir la absorbancia de los tres tubos (T, Ty y M) a 450, 520,
570 y 630 nm.

5. Restar los valores de absorbancia de TO a TM para obtener la absorbancia y evitar
las interferencias debidas al color “natural” del tanino enoldgico.

A(Ty) — A(To) = A(T)

6. Determinar las coordenadas CIELAB (L*, a* y b*) correspondientes a la solucién de
tanino con 3-O-glucdsido de malvidina (T) y la solucién de 3-O-glucosido de
malvidina (M) con el software gratuito MSCV
(https://www.unirioja.es/color/descargas.shtml) u otro equivalente.

Para determinar el indice de copigmentacion, se utilizan las siguientes formulas:

])AEabT5=\/(L*1—L*W)+(a*,—a*W) +(b*1—b*W)

Z)AEab.CS=J(L*M—L*W)+(a*M—a*W)+(b*M—b*W)
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AE . TS—AE ,,.CS

3) Copigmentation Index (%)=100 X ——=

AE;,.TS: diferencia de color total entre la solucion de 3-O-glucosido de malvidina que
contiene taninos comerciales (T) y una solucion de color blanco puro (W).

AE,;,.CS: diferencia de color total entre la solucion de 3-O-glucosido de malvidina (M)
y una solucion de color blanco puro (W).

Las coordenadas CIELAB de una solucion de color blanco puro son L* = 100,00, a* =
0,00 y b* = 0,00.

En todos los casos, los galotaninos (o taninos galicos) deben presentar capacidad para
estabilizar el color. En concreto, deben tener al menos un indice de copigmentacion
superior al 30,0 %0 + 2,0 % después de 7 dias.

Nota: En lugar de todos los métodos anteriores, pueden emplearse otros metodos de
determinacion siempre que hayan sido sometidos a un proceso de validacion interna.
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