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Resumen

Hollejos, semillas, hojas y tallos de la vid, considerados desechos dentro de la industria vitivinicola,
son una buena fuente de compuestos fendlicos que pueden ser recuperados para ser incluidos en un
jugo de uva, enriquecido de esta manera en antioxidantes. Extractos generados a partir de jugo de
uva no enriquecido en antioxidantes y hollejos (proporcion 8:1), por medio de calor (60 °C) y agitacion
continua, lograron una concentracién de polifenoles mds alta que los jugos generados con hollejos y
aplicacién de enzimas. Los extractos de hojas alcanzaron concentraciones superiores de compuestos
fendlicos que los extractos de hollejos y tallos, con un méaximo de 3169 mg L™ de equivalentes de
acido galico en la variedad Cabernet Sauvignon, y 93,5 mmol L de antioxidantes en la variedad
Lachryma Christi, segiin ABTS. Los extractos de hollejos demostraron ser ricos en antocianinas y en
flavan-3-oles, y los extractos de hojas demostraron poseer concentraciones mayores de flavonoles y
acidos fendlicos, por sobre los otros tipos de extractos, segun el analisis por HPLC-MS. El jugo de uva
final fue elaborado a partir de las variedades Pais y Lachryma Christi logrando concentraciones de
19,6 mmol L™ para ORAC-fluoresceina y 13,7 mmol L™ para ORAC-rojo de pirogalol. La correlacidn
lineal (r=0,965) entre ORAC-fluoresceina y polifenoles totales demostré que el mecanismo de
neutralizaciéon de radicales libres por polifenoles se produjo por transferencia de hidrégeno en las
muestras analizadas.

1. Introduccidn

Los polifenoles estan presentes en diferentes partes de la planta y juegan un rol de proteccidn contra
enfermedades, plagas y condiciones ambientales adversas. Son generados como una respuesta al
estrés. Mientras mas estrés se genere en la planta, mas polifenoles son biosintetizados. Siendo asi,
cada variedad o cultivar tiene una composicion fendlica propia, pero esta fuertemente condicionada
por factores agronémicos y ambientales, como el ataque de hongos, restriccién hidrica, radiacion
ultravioleta y variacion de temperatura (Ferrer-Gallego et al., 2012).

La funcién protectora de los polifenoles en la planta puede ser extrapolada al ser humano. Se ha
demostrado que la ingesta continua de estos compuestos previene el dafio producido por especies
reactivas del oxigeno (ROS). Un exceso de ROS en el organismo puede potenciar el desarrollo de
enfermedades crdnicas no transmisibles como cancer, desérdenes cardiovasculares, dafio
neurodegenerativo, Alzheimer e inflamaciones en diferentes érganos (Krishnaiah et al., 2011).

Los polifenoles y la capacidad antioxidante contenida en un producto han tomado importancia en la
elaboracién de alimentos saludables como una forma de dar valor agregado a la materia prima
utilizada y al producto final.

Se ha comprobado que Vitis vinifera es una de las plantas que contiene altos indices de polifenoles en
sus diferentes tejidos (Burin et al., 2014; Obreque-Slier et al., 2013), encontrandose una mayor
concentracién en los hollejos. Todas las variedades con uvas coloreadas de la especie Vitis vinifera,
con la excepcidn de unos pocos genotipos tintoreros como es el caso de Garnacha Tintorera (Alicante
Bouschet) (Figueiredo-Gonzalez et al., 2013; Castillo-Mufioz et al., 2009a), acumulan antocianinas en
los hollejos pero no en la pulpa. Es por ello que se requiere la maceracién del jugo junto con los
hollejos de las uvas tintas para extraer sus pigmentos (Barcia et al., 2014; Rio et al., 2015). Otros
flavonoides relevantes son los flavanoles y en particular las catequinas en sus formas libres o
polimerizadas, que confieren un sabor amargo y astringencia (Alcalde-Eon et al., 2014), y por lo tanto
contribuyen de manera importante a la percepcién de estructura en la boca; estos flavonoides se
encuentran tanto en los hollejos como en las semillas. Entre los flavonoides cabe también mencionar
a los taninos o polimeros complejos de 4cidos fendlicos o protoantocianidinas con efectos
organolépticos similares a las catequinas (Perestrelo et al., 2012).



Se ha determinado que las hojas presentan altas concentraciones de flavonoides, identificandose
catequina, epicatequina, quercetina y glucdsidos como quercitina, miricetina, kaempferol y rutina
(Monagas et al., 2006; Abramovic et al., 2012; Fernandes et al., 2013), y se ha podido comprobar que
los extractos de hojas son beneficiosos en el tratamiento de la hipertensién, diarrea, hemorragia,
inflamaciones, reducir el nivel de glucosa en diabéticos y en el tratamiento de insuficiencia venosa
crénica, logrando reducir edemas, eczemas venosos, hiperpigmentacién de la piel y Ulceras venosas
(Orhan et al., 2006; Dani et al., 2010; Rabe et al., 2011). Las hojas recolectadas en otofio, entre la
vendimia y el envero, son las que presentan una concentracién mas alta de polifenoles (Katalinic et
al., 2009).

Los extractos de tallos de vid, son menos usuales que los de hojas. En los estudios encontrados, la
extraccidn es realizada con los escobajos desechados del despalillado de la uva (Karvela et al., 2009),
y no con tallos lignificados. Estos escobajos presentaron altos indices de polifenoles y fueron capaces
de actuar contra tumores y cancer (Apostolou et al., 2013).

El uso de extractos de hojas y tallos de vid a nivel comercial, se ha podido encontrar en la preparacién
de suplementos alimenticios e infusiones curativas, sin embargo no en la elaboracidn de jugo de uva.
En el presente trabajo se desarrolld un jugo de uva (Vitis vinifera) enriquecido en polifenoles
extraidos desde los hollejos y semillas de bayas, hojas y tallos de la vid por medio de calor y
maceracion. Se determinaron las condiciones dptimas del proceso para lograr la mayor concentracion
de polifenoles extraidos desde los hollejos, semillas, hojas otofiales y tallos lignificados de la vid. Se
cuantificaron los polifenoles totales, antocianinas totales, flavonoides totales y capacidad
antioxidante en cada variedad de jugo y se identificaron y cuantificaron los principales componentes
fendlicos en los jugos mediante HPLC.

2. Materiales y métodos

2.1 Obtencion, acondicionamiento y almacenamiento de materias primas

La materia prima fue obtenida de un cultivo convencional de Vitis vinifera y consiste en bayas de uva
de las variedades tintas: Cabernet Sauvignon, Syrah, Merlot, Pais, y Lachryma Christi (Tintorera), y la
variedad blanca Moscatel de Alejandria, provenientes de la cosecha 2013 de Sociedad Vifia Zamora
Ltda., ubicada en la localidad de San Nicolas, Region del Biobio de Chile. La uva fue cosechada segun
criterios internos de la vifia. Los jugos fueron procesados en la Planta Piloto de la Facultad de
Ingenieria Agricola, y obtenidos a través del pulpado (Bertuzzi, PAS.0540, Brugherio — Milano, Italia),
inmediato prensado (Willmes, D.64625, Bensheim, Alemania), y posterior almacenado en una
camara a -22 °C. Paralelamente, los hollejos y semillas derivadas del prensado se almacenaron
también a -22 °C, y asi mismo, las hojas otofales y tallos de cada variedad de vid.

2.2 Extraccidn de antioxidantes

Se evaluaron dos métodos de extraccidn: a través de la aplicacién de calor en el tiempo y por
maceracién enzimatica.

2.2.1 Calor

Se mezclaron hollejos, hojas o tallos por separado (previamente triturados a 1-2 mm), en jugo de uva
en una proporcion de 1:8 en un vaso de vidrio Schott Duran de doble manto con agitacion magnética
(agitador magnético Barnstead Thermolyne, Super Nuova) a 500 rpm y a temperaturas de 20 y 60 °C
(bafio termostatizado Haake K15, DC 10) durante 24 horas. El sistema fue sellado con Parafilm para
evitar la evaporacion de agua. Se realizé un muestreo (1 mL) en triplicadoalasO, 1, 2, 3,4,5,6,7,8y
24 horas, con la correspondiente determinacion del indice de polifenoles totales. Se determind el



tiempo necesario para lograr el equilibrio quimico de los polifenoles entre la fase sélida (refinado) y
liguida (extracto) y la temperatura que otorgd una mejor extraccion. Se utilizaron las variedades Pais
y Lachryma Christi, y el resultado fue extrapolado a las variedades restantes.

2.2.2 Maceracion enzimdtica

Se utilizaron tres enzimas pectinoliticas (Laffort): Lafase Fruit (LF), Lafase HE Grand Cru (GC) y
Optizym Extraccion (OE) y se determiné cual de ellas generd una mejor extraccidn de polifenoles. El
proceso se realizd por 60 minutos con un agitador magnético (Barnstead Thermolyne, Super Nuova) a
500 rpm, para las variedades Pais y Lachryma Christi, aplicando la misma razén de 1:8 entre hollejos y
jugo fijada en la etapa previa. Se conté ademas con un testigo o blanco sin enzima y una muestra de
jugo sin hollejos. Se utilizaron 5 g hL™* de enzima y temperaturas de 20, 30, 40, 50 y 60°C. El control
del proceso se realizé por medio del andlisis de polifenoles. Se definié la enzima que otorgd un mejor
resultado de maceracidn enzimatica en funcidn de la temperatura.

La maceracion enzimatica para ambos jugos fue ademads optimizada respecto a las variables
concentracién de enzima y tiempo de maceracion (Tabla 1) mediante analisis de superficie de
respuesta utilizando un disefio experimental de composicién central giratoria (Sun et al., 2006) y para
la enzima elegida en la etapa anterior, determinando la concentracién de polifenoles en triplicado.

Tabla 1: Disefio experimental de composicion central giratoria.

Simbolos Niveles
Variable Cédigo Parametro’ -1,414 -1 0 1 1,414
Concentracidn de enzima (g hL’l) Xy X1 1,5 2,5 5,0 7,5 8,5
Tiempo (min) X, Xz 32,0 40,0 60,0 80,0 88,3

*) X1 = (x1=5)/2,5y X, = (x,—60)/20
2.3 Medicion de pH

El método utilizado fue el descrito por Bordeu y Scarpa (2000), donde se calibré el pH-metro
(OAKTON, pH 510 series, EU Tech Instruments, Singapore) utilizando soluciones tampén de pH 6,88 y
pH 3,57. Luego se tomaron 30 mL de muestra a 20 °C para efectuar la lectura del pH de forma directa.
Cada muestra se analizé en triplicado.

2.4 Acidez total

El analisis se encuentra basado en la metodologia descrita por Bordeu y Scarpa (2000), donde se
titularon 20 mL de muestra desgasificada a 20 °C, con NaOH 0,1 N hasta pH= 7. Se analizé cada
muestra en triplicado. Los resultados se expresaron como g L™ de &cido tartérico, como se indica en
dicho texto para mostos.

2.5 Sélidos solubles

La medicidn se realizo en triplicado por medio de un refractdmetro manual (ATAGO N-1e, Atago Co.,
Japdn), en el cual se deposité una gota de muestra de jugo a 20 °C y se observo el resultado. Los
resultados se expresaron en °Brix (Bordeu y Scarpa, 2000).



2.6 Sulfuroso total

El método utilizado corresponde al método oficial en Chile, descrito por Bordeu y Scarpa (2000),
donde a un matraz Erlenmeyer de 300 mL se le afiadieron 10 mL de jugo y 10 mL de NaOH 1N. Se
agito, se tapd el matraz y se dejé en reposo por 10 minutos. Luego se adicionaron 2 mL de acido
sulfdrico previamente preparado con 100 mL de H,SO, al 98% p/p y 200 mL de agua destilada, 1 mL
de almiddn al 1% p/v y 0,5 gramos de NaHCOs. Finalmente se titulé con yodo 0,02 N hasta viraje azul,
realizando cada determinacién en triplicado. Se expresé el resultado en mg L™ de SO,.

2.7 Sulfuroso libre

La metodologia utilizada corresponde al método oficial en Chile (Bordeu y Scarpa, 2000), donde a un
matraz Erlenmeyer de 250 mL se le afiadieron 10 mL de jugo, 1 mL de acido sulfurico previamente
preparado con 100 mL de H,S0, 98% p/p y 200 mL de agua destilada, mas 1 mL de almidén al 1% p/v
y 0,5 gramos de NaHCOs;. Se tituld con yodo 0,02 N hasta obtener una coloracién azul-morado,
persistente por 30 segundos. Cada andlisis se realizé en triplicado. El SO, libre se expresé en mg L™.

2.8 Color por espectrofotometria

Se centrifugaron las muestras para luego medir su absorbancia (A) a 420 nm, 520 nm y 620 nm
(SPECORD 200 PLUS, Analytik Jena) en una cubeta de 1 mm, utilizando agua destilada como
referencia. Cada muestra se analizo en triplicado. El resultado se expresé como indice de color IC, con
la formula:

IC = Ayz0 + Asz0 + As20

Ademas, se calculd la tonalidad T, que representa la proporcién de color amarillo en relacidn al color
rojo que es el nivel de evolucién del color hacia el naranja. La tonalidad se determind por la ecuacion:

T = Asz0 /As20
2.9 Test de capacidad antioxidante ABTS

La capacidad antioxidante de las muestras se interpreta como la absorbancia correspondiente a la
disminucién del color de la muestra al reaccionar directamente con el radical ABTS (Rebolo, 2007).
Para ello se prepard una solucién de ABTS puro, tomando 193 mg de ABTS que fueron disueltos en
250 mL de etanol, llegando a una concentracién de 7 mM. En forma paralela, se preparé una solucidn
de persulfato de potasio 2,4 mM. A continuacidn se mezclaron 10 mL de ABTS y 20 mL de persulfato
de potasio, para formar el radical ABTS y se dejé reposar durante 16 horas en la oscuridad a
temperatura ambiente para producir la reaccién completa. Tras obtener el ABTS activado, se diluyo
con etanol al 96% hasta obtener una absorbancia de 0,70 (+0,02), a una longitud de onda de 734 nm
(SPECORD 200 PLUS, Analytik Jena).

Se prepard una disolucion 6,4 mM de Trolox en etanol p.a. Paralelamente, se centrifugaron las
muestras por 10 minutos a 2000 rpm. El Trolox de 6,4 mM se diluyé en etanol (1:10) para poder
efectuar las mediciones. Posteriormente, se mezclaron 2 mL de ABTS activado con 20 uL de Trolox y
se procedié a medir su absorbancia al inicio y al cabo de 6 minutos. Se repité la misma operacién,
pero esta vez mezclando 2 mL de ABTS activado con 20 pL de muestra. Se obtuvo la actividad
antioxidante total (ATT), mediante la férmula:

ATT = (6 mM Trolox)( AAblanco — AA muestra)(( AA blanco — AA Trolox)™1)

Donde A2 - Al = AA del blanco, de la muestra o del Trolox 6,0 mM.



Al: Absorbancia a 734 nm al inicio de la reaccidn.
A2: Absorbancia a 734 nm después de seis minutos de la reaccién.
El resultado se expresé en equivalentes de Trolox (mmol ET LY).

2.10 Test de capacidad antioxidante ORAC-PGR

Segun estudios realizados, el uso de rojo de pirogalol (PGR) en concentraciones relativamente altas
presenta dos ventajas con respecto a las metodologias ORAC clasicas. La primera es que los
resultados se correlacionan mejor con la reactividad de los compuestos analizados, y la segunda es
que es posible usar un espectrofotémetro de espectro visible para la determinacién, en vez de un
espectrofluorimetro, el cual habitualmente es menos frecuente encontrar en un laboratorio de
analisis de alimentos (Lépez-Alarcén and Lissi, 2006). El analisis se realizé por separado para las dos
variedades a utilizar como producto final y para la mezcla de ambas (producto final). Se utilizé una
microplaca de 300 pL de 96 pocillos a la cual se le incorpord 25 pl de rojo de pirogalol 50 uM, 175 pL
de tampdn fosfato 75 mM, pH 7,4 y 25 uL de muestra. Al mismo tiempo, se elaboré una curva de
calibracién utilizando Trolox en vez de la muestra. Las muestras y la curva de calibracidon fueron
incubadas a 37 °C por 30 minutos. Finalmente la reaccidon se activd agregando 25 uL de AAPH a cada
muestra de jugo y de Trolox. El consumo de PGR se evalud a partir de su absorbancia a 540 nm y los
resultados se obtuvieron a través del drea bajo la curva. Todos los experimentos se realizaron en
triplicado.

2.11 Test de capacidad antioxidante ORAC-FL

La actividad antioxidante ORAC-FL (fluoresceina) fue realizada para las dos variedades que componen
el producto final por separado y la mezcla de ambas (producto final). La metodologia empleada
corresponde al procedimiento interno del Laboratorio de Analisis de Antioxidantes (MME-Pro-002), el
cual se basa en el método descrito por Wu et al. (2004). Se realizé a través del Instituto de Nutricién y
Tecnologia de los Alimentos, Santiago, Chile, con la finalidad de validar el producto final.

2.12 Test de capacidad antioxidante CUPRAC

La metodologia CUPRAC fue realizada en una microplaca de 96 pocillos. Para ello, 50 uL de cada
solucién se colocaron en cada pocillo en el siguiente orden: solucién de cobre (ll) (10 mM), solucién
de neocuproina (7,5 mM) y solucién tampdn (1000 mM, pH 7). La microplaca fue pre-incubada a 37 °C
durante 15 minutos, para luego anadir 100 pL de solucién antioxidante o muestra. El valor de
absorbancia a 450 nm se obtuvo luego de 30 minutos de incubacién bajo las mismas condiciones.
Para evaluar la absorcidn intrinseca de las moléculas antioxidantes o muestras, se afiadieron 100 plL
de agua en lugar de la solucién de cobre. Se evalud un blanco mediante la sustitucién de la soluciéon
antioxidante o de la muestra por 100 pL de agua destilada. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado (Ribeiro et al., 2011).

2.13 Flavonoides totales

Se tomaron 0,5 mL de muestra y se introdujeron en un matraz de 10 mL. Luego se afadieron 0,3 mL
de NaNO, 5% p/v al matraz, después de 5 minutos 0,6 mL de AICl; 10% p/v, después de 6 minutos
mas se agregaron 2 mL de NaOH 1M para luego aforar con agua destilada. A continuacién se
determind la absorbancia de la muestra a 510 nm (SPECORD 200 PLUS, Analytik Jena) contra el blanco
(agua). Se generd una curva patrén utilizando un estandar de catequina en concentraciones de 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000 mg/L. El resultado se obtuvo a través de la
curva de calibracion y se expresé en mg/L de equivalentes de catequina (Zhishen et al., 1999).



2.14 Polifenoles totales

Se introdujeron 0,5 mL de muestra, en un matraz aforado de 50 mL. Se agregaron 25 mL de agua
destilada, 2,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 10 mL de solucidn de carbonato de sodio anhidro al
20%, para finalmente aforar con agua destilada, agitar para homogeneizar la mezcla y dejarla 30
minutos en la oscuridad. Posteriormente se midié la absorbancia de las muestras versus el blanco,
preparado con agua destilada en lugar de la muestra a una longitud de onda de 750 nm (SPECORD
200 PLUS, Analytik Jena). Se repitid el ensayo con estandares de acido galico de concentraciones O,
100, 150, 200, 300, 400, 500 y 600 mg/L y se generd una curva patron donde los resultados se
expresaron en mg/L de acido galico (Singleton et al., 1999).

2.15 Antocianinas monomeéricas

Para su determinacién se prepard una solucién tampdn de cloruro de potasio, pH 1,0y 0,025 M, y una
solucidon tampoén de acetato de sodio, pH 4,5 y concentracion de 0,4 M. Luego se introdujo una
alicuota de 0,1 mL de muestra en un matraz de 10 mL. Se aforé hasta 10 mL con la solucién tampdn
de cloruro de potasio, pH 1,0 de 0,025 M y se midié la absorbancia de la solucidn anterior a 510 nm vy
700 nm (SPECORD 200 PLUS, Analytik Jena). A continuacion, se introdujo una alicuota de 0,1 mL de
muestra en un matraz de 10 mL, se aforé hasta 10 mL con una solucién tampdn de acetato de sodio,
pH 4,5 de 0,4 M y se midid la absorbancia de la solucién anterior a 510 nm y 700 nm mediante
espectrofotometro (Lee et al., 2005). Los resultados se expresaron en mg/L y se calcularon como
malvidina-3-glucdsido (mv-3-gl) mediante la siguiente férmula:

Antocianinos = (A MW DF 103)(s D)™1

Donde A= (As1o = A700)pH 1,0 = (As10 = Azo0)pH 4,5

MW = peso molecular = 493,2 g mol™ para mv-3-gl.

DF = Factor de dilucién.

| = Espesor de la cubeta en cm.

& = 28000 coeficiente de extincién molar L mol™ cm™ para mv - 3 —glu.
10% = Factor de conversién de g a mg.

2.16 Andlisis de compuestos fendlicos especificos mediante HPLC
2.16.1 Purificacion de los compuestos fendlicos en fase sélida

La etapa de purificacidn se realizd utilizando el método SPE modificado (Castillo-Mufioz et al., 2007)
el cual fue adaptado para la eliminacion de las antocianinas desde el extracto liquido. Se llevé a cabo
usando cartuchos de 500 mg Oasis MCX (Waters Corp, Milford, Massachusetts, USA). Cinco mL de la
muestra se diluyeron con 5 mL de acido clorhidrico 0,1 N. Esta solucién se cargé en un cartucho MCX
previamente acondicionado con 5,0 mL de metanol y 5,0 mL de agua destilada. Se realizd6 ademas una
etapa de aclarado usando 5,0 mL de acido clorhidrico 0,1 Ny 5,0 mL de agua destilada. La fraccién de
interés se eluyd tres veces con 5,0 mL de metanol. Esta fraccién contenia polifenoles neutros o acidos
(flavonoles, flavan-3-oles y derivados del acido hidroxicinamico). Finalmente, el disolvente de esta
fraccion se evapord y el concentrado se volvio a disolver en 5 mL de la fase maovil (Ruiz et al, 2013).

2.16.2 Instrumentacion

Los analisis cromatograficos de flavonoles y acidos fendlicos en las muestras de jugo de uva se
llevaron a cabo con un sistema Shimadzu HPLC Nexera (Kyoto, Japdn), equipado con una bomba LC-
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30AD cuaternaria, una unidad desgasificadora DGU-20A5R, horno de columna CTO-20AC, un
automuestreador SIL -30AC, un sistema controlador CBM-20A y un detector de fotodiodos UV-VIS
(DAD) SPD-M20A, acoplados en tdndem con un detector QTrap LC/MS/MS 3200 Applied Biosystems
MDS Sciex (California, EE.UU.). El sistema de control de instrumentos y la recoleccién de datos se
realizé6 mediante el software CLASS-VP correspondiente al sistema colector de datos y andlisis de
cromatografia Shimadzu DAD (versién 1.5.2).

2.16.3 Método cromatogrdfico de antocianinas

El andlisis de antocianinas se realizé en una columna C18 YMC 5 um de 250 x 4,6 mm con un C18
Nova-Pak 22 x 3,9 mm y una precolumna de 4 um (Waters, Milford, MA) a 30 ° C. El volumen de
inyeccion fue de 50 pL. Las antocianinas fueron analizadas utilizando un gradiente de fase movil de
0,1% v/v de TFA en agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). El caudal fue de 0,3 mL min™, y el
programa de gradiente fue de 10% a 20% de disolvente B en 15 minutos, manteniendo este
porcentaje durante 6 minutos. El disolvente B fue elevado a 27% en 5 minutos y se mantuvo durante
10 minutos, luego se elevd a 100% en 1 minuto, seguido por 10 minutos de estabilizacién a 10% de B.

2.16.4 Método cromatogrdfico para flavonoles, flavan-3-oles y dcidos fendlicos

El andlisis de flavonoles, flavan-3-oles y acidos fendlicos se realizé de acuerdo con el método descrito
previamente con algunas modificaciones descritas por Ruiz y colaboradores (2013) con una columnay
precolumna de nucleo sdlido Kinetex C18 150 x 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.)
y una fase moévil binaria de acido férmico al 0,1% en agua y acetonitrilo a un flujo de velocidad de 0,5
mL min™ con un volumen de inyeccién de 10 pL. Para el andlisis de flavonoles, el gradiente de fase
movil varié de 15% a 25% de acetonitrilo en 14 minutos, de 25% a 35% para 11 minutos, de 35% a
100% durante 1 minuto, de 100% a 15% durante 1 minuto y finalmente un periodo de estabilizacion
de 10 minutos. La temperatura de la columna se fijé en 40 °C. Para los acidos fendlicos y flavan-3-
oles, el gradiente de acetonitrilo varié de 15% a 25% para 14 minutos, de 25% a 35% para 11 minutos,
de 35% a 100% durante 1 minuto, de 100% a 15% durante 1 minuto y finalmente un periodo de
estabilizacidon de 10 minutos. La temperatura de la columna se fijé en 30 °C.

2.16.5 Método cromatogrdfico para estilbenoides

La presencia de estilbenoides se analizdé por HPLC (Gorena et al., 2014) en una columna C18 Kromasil
5 um, 250 x 4,6 mm (AKZO Nobel, Bohus, Suecia), con una precolumna C18 Nova-Pak Aguas, 22 x 3,9
mm, 4 um (Milford, MA) a 30 °C. El volumen de inyeccidon fue de 25 L. Los estilbenoides se
analizaron usando una fase mévil con un gradiente de 0,1% v/v de acido férmico en agua (disolvente
A) y acetonitrilo (disolvente B). El caudal fue de 0,5 mL min™, y el programa de gradiente fue del 15%
a 20% de disolvente B en 5 minutos, de 20 a 44,5% en 45 minutos y el 44,5% a 100% en 1 minuto con
un mantenimiento a 100% durante 9 minutos, seguido por 5 minutos de estabilizacién a 15% de B.

Para la asignacién de identidad las condiciones MS/MS fueron modo negativo de ionizacion para
flavonoles, flavan-3-oles, acidos fendlicos y estilbenoides, y modo de ionizacion positivo para
antocianinas, 5 V de energia de colision, 4000 V de voltaje de ionizacién, temperatura del capilar de
450 °C y nebulizador de N, a 15 psi. La asignacién de identidad de analitos se llevé a cabo por

comparacién de su tiempo de retencion (tg) con los de sus respectivos estandares disponibles
comercialmente y también por comparaciéon de caracteristicas espectrales (MS/MS y UV). La
cuantificacion se realizd a través de un cromatograma DAD a 518 nm para antocianinas, a 360 nm
para flavonoles y a 320 nm para 4cidos fendlicos, 306 nm para estilbenoides y 280 nm para flavan-3-
oles.
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2.17 Evaluaciones sensoriales

La primera evaluacion sensorial determind el orden de preferencia de los tres extractos (hollejos,
hojas y tallos) en las variedades Pais y Tintorera. Para ello se aplicé una prueba de ordenamiento en
cada variedad, independiente de donde el juez determind la mejor muestra en relacién al sabor.

En la segunda evaluacién sensorial, a la proporcién de mezclado de extractos antes definida se
decidié incorporar dos proporciones mas para una mejor comprobacién del resultado. Se realizé una
prueba de preferencia, en la cual se le pidié al juez indicar por cada fila correspondiente a las
variedades Pais (fila 1) y Tintorera (fila 2), cual es la muestra mejor evaluada en relacién al sabor.

En la tercera evaluacion sensorial la proporcion para hollejos, hojas y tallos elegida fue aplicada a
todas las variedades analizadas (Cabernet Sauvignon, Syrah, Merlot, Pais, Moscatel de Alejandria y
Tintorera) para determinar cudles de ellas eran las preferidas por los jueces y evaluar si se realizarian
mezclas de variedades en el producto final o se utilizarian variedades puras. Se realizd un test de
ordenamiento para determinar el grado de preferencia en relacion al sabor de las variedades en una
escala de seis punto desde “me gusta” a “no me gusta”.

En la cuarta evaluacion sensorial fue importante definir en qué proporcidon se mezclarian ambas
variedades a utilizar, por lo que se realizé una prueba donde se analizaron tres mezclas cuyas razones
fueron 1:1, 7:3 y 9:1 respectivamente.

2.18 Andlisis estadisticos

Los resultados se analizaron a través del test ANOVA y prueba de Tukey para determinar el grado de
diferencia existente entre los datos obtenidos, utilizando un nivel de significancia de 0,05. Los
resultados de las evaluaciones sensoriales fueron analizados a través de la prueba de Kruskal Wallis.
Las correlaciones fueron hechas a través de interpolaciones lineales (a=0,05). Para todos ellos se
utilizé el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2015). La interpretacion de los resultados
obtenidos del disefio experimental de composicidon central giratoria fue hecha a través del software
Design Expert (version 9.0.5) (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA).

3. Resultados y discusion

3.1 Proceso de extraccion

En el proceso de extraccidon de polifenoles para distintos tipos de materias primas en funcién de
tiempo y temperatura, se obtuvo como resultado para los hollejos, un proceso de 6 horas a 60 °C
(Figura 1-A) logrando concentraciones de 1929 mg L'y 3723 mg L™ de &cido gélico en Pais y Tintorera
respectivamente, para las hojas 8 horas a 60°C (Figura 1-B) con concentraciones de 3825 mg L'y
5395 mg L™ de &cido gélico para Pais y Tintorera, y en los tallos 4 horas y 60°C (Figura 1-C) logrando
concentraciones de 528 mg Lt y 788 mg L™ en las mismas variedades, respectivamente. La mayor
concentracién de polifenoles en el jugo de uva se logra a través de un proceso de extraccidén a 60°C,
utilizando la variedad Tintorera como materia prima.
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Figura 1: Extraccion de polifenoles de los hollejos (A), hojas (B) y tallos (C) a 20 y 60 °C en el tiempo,
utilizando uvas Pais y Tintorera (n=2).

La comparacion efectuada entre jugos con hollejos y diferentes tipos de enzimas utilizadas (LF, GCy
OE), jugo con hollejos pero sin enzima (s/enzima) y jugo solo (s/hollejos), muestra para Tintorera que
la mejor tasa de extraccion de polifenoles estd dada por la temperatura de 50 °C en el jugo con
hollejos y sin enzima con una concentracién de 3358 mg L™ de &cido galico (Tabla 2). En cambio para
Pais, la mejor extraccion es lograda a los 50 °C en presencia de la enzima Optizym Extraccion (OE), con
una concentracion de 1362 mg L™ de acido galico (Tabla 2). La mejor accidn de la enzima OE puede
deberse a que ésta se enfoca en mejorar el rendimiento del prensado, logrando de esta forma
romper mas paredes celulares y produciendo asi una mayor extraccién de compuestos fendlicos. En
cambio las enzimas LF y GC estan principalmente enfocadas en mejorar el color del producto, por
medio de la extraccién de antocianinas y taninos unidos a polisacaridos.

Con la finalidad de evaluar otras concentraciones y tiempos de accién de las enzimas, se optd por
utilizar la enzima LF que entregd la mayor concentracién de polifenoles para las uvas Tintorera a 50
°C, para incrementar la tasa de extraccion de polifenoles desde los hollejos a través de un disefio
experimental de composicién central giratoria.

La Tabla 3 muestra los valores experimentales y los niveles codificados de las dos variables de proceso
independientes utilizadas y la concentracion de polifenoles (mg L™) obtenida para cada
experimento. El analisis del resultado por medio de la superficie de respuesta (Figura 2) arrojo una
extraccion maxima de polifenoles a una concentracion de 4,0 g hL™! de enzima (LF) a un tiempo de 40
minutos, obteniendo una concentracién de 3729 mg L™ de acido gélico. Esto significa un valor similar
(Tabla 2) en relacién a la aplicacion de calor (60 °C) por 6 horas (3723 mg L™ de acido galico) para los
hollejos Tintorera (Figura 1-A).
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Tabla 2: Extraccidn de polifenoles en funcién del tipo de enzima y de la temperatura (n=3).

Polifenoles totales (mg L)

s/hollejos

s/enzima

LF

GC

OE

20°C
30°C
40 °C

Tintorera

50°C
60 °C

2095,2 +17,0®
1601,5 + 153,1%
1728,1 + 20,8
aAB

1818,1+179,0
1584,8 + 55,7

2661,3 £ 65,1
1861,5 + 308,3™
2691,5 + 285,4°
3358,1 +176,2°C
2748,1 + 86,2

2304,7 +32,2"
2074,8 +36,1*"
2611,5 + 195,0°
2884,8 + 407,3%

3164,8 + 81,9°

2591,3 +45,1°
2114,8 81,9
2658,1 + 200,1°
2754,8 + 96,4

2934,8 + 208,8"®

2661,3 + 50,3
2088,1 + 245,4°"

2534,8 + 137,5™

2581,5 + 589,67

2884,8 + 243,3"

20°C
30°C

40°C

Pais

50°C
60 °C

536,3 + 16,3

585,5 + 82,68
738,5 + 36,7°°
aAB

614,8 + 26,5
574,8 + 69,3

1102,8 + 42,4™
1188,5 + 172,7*
1272,8 + 97,7
1284,8 + 98,5™

1214,8 + 175,2°

1161,1 + 116,5™
1091,1 + 79,1
1211,8 +20,8™
1234,8 + 127,7*

1278,1 + 80,8

1208,5 + 20,0
974,8 + 71,4™
1296,1 + 41,2

1171,5 + 112,4°®

1178,1 + 41,6™

1246,5 + 94,0™
935,5 + 50,8

1181,5 + 41,6™¢

1361,5 + 80,8™

1008,1 + 113,7°®

Letras minusculas diferentes en la misma fila y letras mayusculas diferentes en la misma columna indica diferencia significativa (a=0,05).

Tabla 3: Valores de polifenoles totales en Tintorera determinados para los puntos individuales del
disefo experimental (n=3).

Experimento No. Nivel para la concentracion de enzima Ni‘;::;‘gf el Polifenoles totales (mg L'l)
1 1 1 3118,0
2 1 -1 3091,3
3 -1 1 3634,7
4 -1 -1 3084,7
5 1,4 0 3714,7
6 -1,4 0 4201,3
7 0 1,4 3811,3
8 0 -1,4 4071,3
9 0 0 4131,3
10 0 0 3808,0
11 0 0 4301,3
12 0 0 3094,7
13 0 0 3654,7

Sin embargo, intentando conservar la naturalidad del producto, se optd por no incorporar la adicién
de enzimas en la formulacidn final del proceso de extraccion.
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Figura 2: Superficie de respuesta del disefio experimental de composicidn central giratoria (n=3).

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los extractos

Los resultados anteriores de tiempo y temperatura de extraccidn para hollejos (6 horas y 60°C), hojas
(8 horas y 60°C) y tallos (4 horas y 60°C) se aplicaron a cada una de las variedades Cabernet
Sauvignon, Merlot, Syrah, Pais, Moscatel de Alejandria y Lachryma Christi para generar los
correspondientes extractos. Al ser evaluados demostraron que entre variedades existen diferencias
estadisticamente significativas para el contenido de SO, total, encontrando valores minimos de 19,2
mg L™ en jugo Pais y maximos de 149 mg L™ en extractos de hollejos de Merlot y Tintorera (Tabla 4).
En el caso de SO, libre, la concentracién mas baja fue de 6,4 mg L™ en el jugo Moscatel de Alejandria'y
la mas alta de 139 mg L™ en el extracto de hollejos Pais (Tabla 4). El rango maximo de SO, libre
permitido para jugos de uva es de 10 mg L™, por lo que solo los jugos sin enriquecer de Cabernet
Sauvignon, Pais y Moscatel de Alejandria estan dentro de la norma (CODEX STAN 247-2005). El gran
aumento del contenido de SO, total y libre en los extractos de hollejos, hojas y tallos puede deberse a
que el sulfuroso aplicado externamente a la vid, es absorbido y posteriormente almacenado en las
partes mencionadas y no en la pulpa de la uva.

En relacién al pH, el valor minimo fue de 2,72 y el maximo de 4,16 en el jugo de Cabernet Sauvignony
extracto de hollejos Pais, respectivamente (Tabla 4). Del pH del jugo dependera la actividad de
enzimas vegetales como polifenoloxidasas, pectinasas y proteasas, y el metabolismo de levaduras y
bacterias. Este actla sobre la extraccién de componentes coloreados durante la maceracidn, e influye
sobre la calidad del producto. Un pH elevado indica una pérdida de acidez que a su vez afecta
negativamente la estabilidad organoléptica (Aguilar, 2012). El aumento del pH en los extractos de
hollejos, hojas y tallos pudo deberse al calor aplicado (60°C), ya que a mayores temperaturas existe
una mayor accion de las enzimas y bacterias responsables de la degradacidn de los acidos (Galvis et
al., 2002) o una mayor extraccion de compuestos alcalinos desde hollejos, hojas o tallos. Segin Ruhl
(1989), existe una correlacion significativa y positiva entre el aumento de la concentracién de potasio



Tabla 4: Caracterizacién fisicoquimica de los extractos (n=3).
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Cabernet Sauvignon Merlot Syrah Pais Moscatel de Alejandria Tintorera
sO2total  yugo 32,0+ 12,8 23,5£3,7° 21,3+1,9™ 19,2£0,0™ 20,3£3,7% 41,6+12,8™
[mg L ] abB bB aB abBC abC bC

Hollejos 106,7 + 18,5 149,3 + 37,0 85,3+ 18,5 106,7 + 18,5 106,7 + 18,5 149,3 + 18,5
Hojas 85,3 + 18,5%° 138,7 + 18,5%° 106,7 + 18,5°® 138,7 + 18,5° 85,3 + 18,5°C 128,0 + 0,0°°°
Tallos 74,7 + 18,5 64,0 + 0,0 74,7 +18,5°® 85,3 + 18,5 64,0 + 0,0 85,3 +18,5°°
502 libre Jugo 8,5+ 1,97 10,7 + 1,97 11,7 +1,9°¢ 9,6 + 0,0™* 6,4+ 0,0 25,6 +3,2%
[mg L ] B bB bA C bB bBC
Hollejos 53,3 +18,5° 64,0 +0,0° 96,0+ 0,0 138,7 + 18,5° 64,0 +0,0° 74,7 +18,5°
Hojas 96,0 + 0,0° 74,7 + 18,5°® 96,0 + 0,0° 96,0 + 0,0°° 85,3 + 18,5°® 64,0+ 0,0°®
Tallos 64,0 + 0,07 85,3 + 18,5°® 64,0+ 0,0°® 64,0+ 0,0°® 85,3 + 18,5°® 106,7 + 18,5
pH Jugo 2,7+0,0% 2,8+0,0% 2,7 +0,0" 3,2+0,0* 3,2+0,0* 2,9+0,0%
Hollejos 3,1+0,0® 3,5+0,0° 3,1+0,0® 4,2 +0,0°° 3,5+0,0% 3,2+0,0°®
Hojas 3,2 +0,0° 3,4+0,0° 3,2+ 0,0 4,0 +0,0%® 3,5+0,0% 3,3+0,0°®
Tallos 3,2 +0,0° 3,3+0,0°® 3,2+ 0,0 4,1+0,0°¢ 3,8+ 0,0 3,4 +0,0°
Acidez total  jygo 4,4+0,0%° 4,6+0,1% 53+0,1° 2,5 +0,0° 2,2 0,0 4,8+0,1%
[g L ] bA aA bB aB aA cB
Hollejos 3,8+0,0 2,0+0,2 5,010,2 1,3+0,1 1,5+0,0 7,7+1,3
Hojas 3,8+ 02™ 4,7 +0,1°¢ 50+0,1° 1,940,1°¢ 2,1+0,0" 3,9+0,0"
Tallos 3,6 +0,0% 3,5+0,1°¢ 3,5+0,1% 0,9+0,1* 1,1+0,0" 3,9+0,0*
Color (IC) Jugo 0,5+ 0,0 0,6 + 0,0 1,0+0,0% 1,5+0,0% 0,9 +0,1 3,0+0,0"
Hollejos 1282,4 + 1,5% 943,1+1,7¢ 549,1+1,1° 967,1+1,2% 2263,7 +30,0% 217,1+2,2%®
Hojas 2078,0+1,7°¢ 1532,8 + 1,8 2015,1 +1,6° 1356,5 + 14,2 1965,4 + 1,0° 465,7 +7,6%
Tallos 2565,7 +2,2°° 2470,7 +0,5°° 2526,1 + 4,7°° 2502,3 + 24,7 2556,4 + 1,0 1561,8 + 82,7°°

Letras minusculas diferentes en la misma fila y letras mayusculas diferentes en la misma columna indica diferencia significativa (a=0,05).
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Cabernet Sauvignon Merlot Syrah Pais Moscatel de Alejandria Tintorera
C°'°rlld o e 1,1£0,2% 1,0£0,0™ 0,9+0,0” 1,4+0,0° 1,6+0,1% 0,4+0,0"
(tonalidac) Hollejos 20,1+ 0,0 8,9 +0,0® 28,5+ 0,0 5,7 £0,0°® 8,4+0,1% 331,1+6,9%°
Hojas 7,1+0,0% 4,5 +0,0% 8,1+0,0% 4,8 +0,0" 6,7 £+ 0,0 36,2 £2,1°
Tallos 9,5+0,0%® 9,0+0,0%® 9,0+ 0,0% 8,6 +0,0% 8,7+0,0%® 16,2 +1,0®
Sél“dbcis Jugo 14,9+ 0,1 12,2 +0,0e° 10,2 + 0,0% 16,2 + 0,0 25,0+ 0,0 16,6 + 0,0°°
F?B:ix]es Hollejos 17,4 40,0 13,8+0,0™ 18,1+ 0,6® 17,2+0,0% 22,6 +0,0° 15,2+0,2"
Hojas 15,9+ 0,1% 14,7 +0,1°® 18,1+0,1°® 17,5+0,1%® 27,1+0,6° 13,9 +0,1°®
Tallos 17,9+0,1° 13,7+0,1% 13,3+0,1* 19,0 +0,0% 26,5+ 0,1 13,4+ 0,0

Letras minusculas diferentes en la misma fila y letras mayusculas diferentes en la misma columna indica diferencia significativa (a=0,05).
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en peciolos de las variedades Chardonnay y Cabernet Ruby, y el aumento del pH obtenido en sus
respectivos jugos.

El andlisis de acidez total entregd un rango de 0,92-7,7 g L' de é&cido tartarico (Tabla 4),
correspondientes a los extractos de tallos Pais y hollejos Tintorera, respectivamente. En los zumos de
uva y vinos el contenido de acidos es importante debido a que tienen influencia sobre las
propiedades organolépticas como sabor, color y aroma.

La disminuciéon de la acidez en los extractos de hollejos, hojas y tallos en comparacién con el jugo,
tiene relacion con el aumento del pH en los mismos extractos, ya que un aumento del pH se refiere a
la degradacion de los acidos con la consecuente pérdida de iones H, que son liberados al medio. Esta
tendencia no se observa en el extracto de hollejos Tintorera, donde ocurre un notorio aumento de la
acidez (7,7 g L"), dejando en manifiesto que la mayor cantidad de acidos organicos estan contenidos
en los hollejos de esta variedad de uva (Perestrelo et al., 2012). Ademas de que los acidos extraidos
por ruptura celular (mecanica y por calor), no fueron significativamente degradados por las enzimas y
bacterias, no logrando asi contrarrestar la tasa de extracciéon. Una elevada acidez y un bajo pH es
caracteristico de las uvas Tintoreras (Gil y Pszczolkowski, 2007).

El indice de color (IC) y la tonalidad analizados a través de absorbancia muestran que para el primero,
el resultado estd dado entre 0,48 y 2566 en jugo y extracto de tallos de Cabernet Sauvignon. Los
valores de la tonalidad estan comprendidos entre 0,40 y 331 en jugo y en extracto de hollejos de
Tintorera (Tabla 4). Si se analizan los datos por variedad se puede apreciar que en todas ellas menos
Tintorera, los extractos de tallos arrojan un mayor indice de color. Segin Suriano et al. (2015),
quienes analizaron vinos tintos con presencia y sin presencia de tallos en la maceracién, esto
probablemente ocurre debido a una oxigenacion del jugo favorecida por una mayor aireacién en
presencia de tallos. La oxigenacion aumenta la fuerza de color y promueve procesos de condensacion
entre antocianinas-taninos-acetaldehido, los cuales son muy importantes para la estabilidad
cromatica. En relacion a la tonalidad, los vinos tintos jovenes, sitian su maximo de absorbancia a 520
nm debido a las antocianinas, presentando un segundo maximo a 420 nm. A medida que el vino
envejece pierde el contenido en estas sustancias y su color evoluciona hacia tonos anaranjados,
desapareciendo el maximo a 520 nm y manteniéndose el correspondiente a los tonos amarillos
(iRiguez et al., 1995). Lo mismo ocurre en la generacion de los diferentes extractos ya que el uso de
hollejos, hojas y tallos produce cambios, tornando los tonos mds pardos, semejantes a un vino
envejecido.

Los solidos solubles presentan valores entre 10,2 °Brix en el jugo Syrah y 27,1 °Brix en el extracto de
hojas de Moscatel de Alejandria (Tabla 4). El Ministerio de Salud a través del Reglamento Sanitario de
los Alimentos establece que el contenido minimo de sélidos solubles debe ser al igual al presente
naturalmente en la fruta con un valor establecido de 13% m/m y expresado en °Brix. El Codex
Alimentario (CODEX STAN 247-2005) establece que para los jugos de frutas exprimidos directamente,
el nivel de °Brix sera el correspondiente al del jugo exprimido de la fruta y el contenido de sélidos
solubles del jugo de concentracién natural no se modificarad salvo para mezclas del mismo tipo de
jugo.

3.3 Cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos

Los resultados de la concentracién de polifenoles totales (Tabla 5) muestran que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos de las distintas variedades, siendo la concentracion
mas baja de 485 mg L™ y la més alta de 3169 mg L™ de &cido galico en el jugo y en el extracto de hojas
de Cabernet Sauvignon respectivamente. Si se comparan los diferentes extractos entre si para cada
variedad, se puede observar que el jugo presenta una concentracién mas baja con excepcién de Paisy
Tintorera, ddonde la concentracion de polifenoles en los extractos de tallos es menor.
Estadisticamente se puede observar que existe una mayor contribucién por parte de los hollejos y las
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hojas de todas las variedades a la concentracién de polifenoles totales, en comparacién con el jugo
puro.

Otro estudio muestra un promedio de 2283 mg L™ de &cido gélico en jugos comerciales de Vitis
labrusca variedad Bordo (Burin et al., 2010). En contraste, los resultados de los extractos de hollejos
de la presente investigacidn reflejan valores levemente superiores con excepcién de las variedades
Pais y Moscatel de Alejandria (Tabla 5).

El extracto de hojas variedad Bordo de un cultivo convencional, generado con hojas secas y 70% de
etanol, entregd una concentracién de 20200 mg/L de acido galico (Dani et al., 2010), cifra que es
relevantemente superior a los extractos generados en la presente investigacion. La diferencia de este
resultado se explicaria por el tipo de extraccion utilizada y el estado de la materia prima; extraccién
etandlica y hojas secas por Dani y colaboradores, y extraccién acuosa (jugo) y hojas frescas en el
presente trabajo. Con ello se podria deducir que un grupo considerable de compuestos fendlicos
tienen una mayor afinidad con los solventes organicos, generando una mejor extraccidon de ellos
debido a que el tipo de disolvente utilizado, su polaridad, pH del medio, tiempo de extraccién,
temperatura, y la solubilidad de los compuestos fendlicos en el disolvente juegan un papel relevante
(Mohammedi y Atik, 2011; Dent et al., 2013). Ademas, en las hojas secas se puede encontrar una
mayor concentracion de compuestos activos en relacion a la masa de las hojas frescas por la
eliminacion del agua presente.

Un estudio realizado en tallos de la variedad tinta Manto Negro que fueron congelados a -20 °C,
deshidratados a 105 °C y posteriormente generado su extracto con etanol: agua (80/20, v/v), entregd
una concentracién de 29400 mg L™ de polifenoles (Llobera, 2012), valor considerablemente superior a
los resultados obtenidos en esta investigacion que van desde 628 mg L en la variedad Cabernet
hasta 890 mg L™ en la variedad Syrah. La diferencia esta dada por el estado de la materia prima y por
el tipo de extraccion utilizada.

Las antocianinas presentes en los diferentes extractos se encuentran en un rango de 0,705 mg L™ de
malvidina-3-glucdsido en el jugo Paisy 217,8 mg L™ en el jugo Tintorera (Tabla 5). Se puede apreciar
diferencias estadisticamente significativas entre las variedades utilizadas y entre los extractos
generados a partir de cada variedad. En cuatro variedades ocurre un aumento considerable de las
antocianinas presentes en el extracto de hollejos en comparacién con el jugo, con la excepcidn de las
variedades Tintorera y Moscatel de Alejandria.

En las vacuolas de la célula de la uva, donde el pH interno es neutro (pH=7.0), se observan intensas
coloraciones azul/rojo las cuales son atribuidas a la copigmentacion formada por las antocianinas y
otros flavonoides, iones fendlicos y/o metalicos (Brouillard et al., 1991), sin embargo esta
copigmentaciéon se ve afectada por el procesamiento. En el caso de las variedades Cabernet
Sauvignon, Merlot, Syrah y Pais el calor y la ruptura celular por la molienda aplicada, produce un
aumento del pH logrando en las antocianinas presentes una mayor estabilidad a un pH mas neutro.
En la variedad Lachryma Christi, que es reconocida por presentar un pH bajo en sus bayas (Gil y
Pszczolkowski, 2007), un pH mas neutro produciria el efecto contrario, degradando las antocianinas.
Ademas el tratamiento térmico aplicado (60 °C) influye en la destruccidon de algunas antocianinas,
debido a que puede causar la pérdida del azucar glicosilante en la posicién 3 de la molécula y la
apertura de anillo pirano (Monagas et al., 2005; Rodriguez-Pérez et al., 2010). Se ha demostrado
también, que diferentes antocianinas presentan diferente estabilidad a un determinado pH, y una
determinada antocianina se comporta diferente al variar el pH y la temperatura (Fossen et al., 1998;
Hillmann et al., 2011; Sui et al., 2014), por lo tanto la composicion especifica de antocianinas de cada
variedad influye en el resultado.

En los flavonoides se observa un aumento significativo de la concentracién presente en los extractos
de hollejos y hojas en comparacién con el jugo. Los valores minimos y méaximos son 384 mg L' y 3442
mg L™ de equivalentes de catequina correspondientes al extracto de tallos Cabernet Sauvignon vy el
extracto de hojas de Tintorera, respectivamente (Tabla 5).
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Cabernet Sauvignon Merlot Syrah Pais Moscatel de Alejandria Tintorera
Jugo 484,5 +117,0° 611,8 + 60,1°* 529,8 + 15,4° 762,5 + 17,4° 486,1 + 13,650 2014,8 + 170,6%
Polifenoles Hollejos 2608,1 + 83,3 2351,5+ 15,3 2184,8 + 43,6 1894,8 + 98,5"° 1668,1 £ 109,697 2854,8 60,8
-1
(mgL] Hojas 3168,5 + 174,9 3057,5 + 39,0 3025,5 + 55,7 2049,8 + 113,9°® 2630,1 + 85,757°° 2263,1+32,7*°
Tallos 627,5 + 23,6 673,1+15,5™ 890,1 + 59,1 663,8 + 35,6 864,8 + 88,899 700,5 + 60,5
Jugo 1,2 + 0,4 3,4+0,4%® 8,1+0,6% 0,7+ 0,0 - 217,8 +8,8°
Antocianinas  Hollejos 52,7+3,9% 38,1+0,7 53,1£0,9% 12,7+1,5% 03+0,1° 192,4 £0,4°
[mg |_-1] . aA aA aA aA bB
Hojas 2,3+0,2 1,8+0,8 4,4+1,0 1,6+1,1 - 93,8+5,6
Tallos 1,7 +0,3™* 1,7 £0,1%" 3,0+0,.2™ 1,1+0,1%" - 63,9+1,9%
Jugo 187,1+ 18,7 528,6 + 14,1° 564,8 + 3,6 711,4 £ 65,6°* 411,9 + 3,299 995,2 + 351,2%
Flavonoides  Hollejos 2219,1+311,1°° 2879,1£99,6™ 1987,3 +181,4° 2211,9 £ 181,0™" 1880,5 + 207,007°° 1971,9 +41,8%
-1
[mg L] Hojas 2200,5 + 16,7°% 2791,4 +37,1¢ 2214,8 + 40,3% 1965,7 + 26,5°® 2952,4 + 28,583 3442,4 £ 201,0™°
Tallos 384,3 +18,2° 443,3+10,1” 719,1+17,3%" 637,6 +27,3% 485,2 +11,635™ 1089,6 + 6,4°*
Jugo 8,1+3,1*" 53+0,5" 5,5+0,7" 9,6 +1,0% 4,0+0,6" 21,5+ 4,6™
ABTS Hollejos 50,7 9,3 50,0 +£7,2°% 55,7 6,2 50,8 +3,3°° 35,5+2,9°C 64,1+2,6™
-1
[mmol L] Hojas 48,3 + 15,4 49,2 +9,5° 58,3 +5,3% 55,0 + 3,3% 66,8 + 1,9°° 93,5 + 12,6
Tallos 12,6 +0,6™ 12,6 +2,6% 18,3 +1,1°® 11,6 + 1,4 16,7 + 1,0°%® 22,0 £3,.2%

Letras minusculas diferentes en la misma fila y letras mayusculas diferentes en la misma columna indica diferencia significativa (a=0,05).
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Segun Martinez-Flérez et al. (2002), los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el
exterior de las plantas, y segun Katalinic et al. (2009) en un extracto de hojas otofiales generado con
medio alcohdlico, se encontré una concentracién de 1580 mg L de flavonoides, valor que fue
ampliamente superado por el extracto de hojas de Tintorera.

El analisis de la capacidad antioxidante por medio del radical ABTS muestra que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las variedades estudiadas y entre sus respectivos extractos,
donde el valor minimo lo entrega el jugo Moscatel de Alejandria con 4,0 mmol L™ y el maximo el
extracto de hojas de Tintorera con 93,5 mmol L™ de equivalentes de Trolox (Tabla 5). Se observan
valores notoriamente mds altos en los extractos de hollejos y hojas en relacion a los de tallos y el jugo
para todas las variedades. Si se comparan los resultados obtenidos con un estudio anterior realizado
en vinos de las variedades Cabernet Savignon (24,5 mmol L), Syrah (16,3 mmol L") y Pais (16,2 mmol
L") producidos con materia prima del mismo predio (Aguilar, 2012), se puede observar que existe un
notorio aumento (dos y tres veces mas) en la concentracién de antioxidantes por la accidn del calor
aplicado en la maceracion. Un estudio realizado por Apostolou et al. (2013) en tallos de diferentes
variedades, arroja una concentracién promedio de 5 mmol L™, resultado que en algunas variedades
es cuadriplicado por los extractos de tallos generados en el presente trabajo.

3.4 Identificacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos

Mediante analisis por HPLC-MS de jugos y extractos de hollejos, hojas y tallos para todas las
variedades, se logré identificar varios compuestos fendlicos, tanto flavonoideos pertenecientes a
antocianinas, flavonoles y flavan-3-oles como no flavonoideos (acidos fendlicos)(Tabla 6).

En las antocianinas se detectaron formas glucosiladas, acetil-glucosiladas y cumaroil-glucosiladas de
delfinidina, cianidina, petunidina y malvidina. Todas estas antocianinas han sido observadas también
en estudios anteriores en vinos (Monagas et al., 2005; Castillo-Mufioz et al., 2009b) y son las
responsables del color en uvas tintas. Se encuentran ubicadas principalmente en el hollejo, como se
comprobd en el presente trabajo, donde se identific6 una mayor presencia de antocianinas en los
extractos de hollejos de las diferentes variedades (Tabla 5), siendo Tintorera la variedad que presentd
una concentracion mas alta con 2995 mg LY seguida por el jugo de Tintorera sin tratamiento con
2294 mg L™ de malvidina-3-glucésido (mv-3-gl) que fue la antocianina mayoritaria presente en las
muestras (Figura 3-A). Un estudio realizado con la variedad tinta Carignan aplicando un
calentamiento rapido de las uvas a alta temperatura (> 95 °C) con vapor bioldgico (es decir, vapor
producido a partir del agua presente en la uva, sin dilucién) a presién atmosférica y luego
colocandolas bajo vacio (60 hPa) para provocar la vaporizacién instantanea, logré una concentracion
de 210,3 mg L™ de antocianinas contra 161,4 mg L™ de la uva control (Morel-Salmi et al., 2006),
obteniendo un incremento similar al observado en la variedad Tintorera, pero en un rango de
concentraciones significativamente mayor en este ultimo caso. El extracto de hollejos de Cabernet
Sauvignon fue el Unico dénde se encontraron todos los compuestos identificados con una
concentracion total de 771 mg L™ de mv-3-gl (Figura 3-A).

Los extractos de hojas de las variedades Merlot, Syrah y Moscatel de Alejandria; los extractos de
tallos Merlot, Syrah, Moscatel de Alejandria y Cabernet Sauvignon y los jugos Moscatel de Alejandria
y Pais no mostraron presencia de antocianinas evidenciando que su sintesis y concentracién se realiza
exclusivamente en el hollejo de la uva con excepcién de la variedad Tintorera que también concentra
compuestos fendlicos en su pulpa (Castillo-Mufioz et al., 2009b; Figueiredo-Gonzalez et al., 2013).

Los flavonoles son pigmentos amarillos ubicados principalmente en las vacuolas de los tejidos
epidérmicos. Se ha identificado la presencia de ellos en hollejos de uva y vino (Monagas et al., 2005;
Castillo-Mufioz et al., 2010), sin embargo en este estudio la mayor presencia de flavonoles se
encontrd en los extractos de hojas, de los cuales la concentracion mas alta se observd en Tintorera
con 1888 mg L™ (Figura 3-B) expresados como equivalentes del quercetina-3-glucosido (que-3-gl).
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Tabla 6: Compuestos fendlicos especificos detectados mediante HPLC-DAD-MS/MS.

Nombre tR (DAD) A max [M-H]+ Fragmentos
Antocianinas

Delfinidina-3-glucésido 16,86 524,277,343 465 303
Cianidina-3-glucésido 19,10 517,279 449 287
Petunidina-3-glucdsido 20,23 525, 277 479 317,302
Peonidina-3-glucésido 22,54 517,279 463 301, 286
Malvidina-3-glucdsido 23,36 527,277,346 493 331, 315, 287
Delfinidina-acetil-glucdsido 25,26 525,278 505 303
Petunidina-3-acetil-glucésido 30,82 529, 525 521 317
Malvidina-acetil-glucdsido 34,30 529, 525 535 331, 315, 287
Malvidina-cumaroil-glucésido 39,88 532 639 331

Flavonoles [M-H]-

Miricetina-3-hexdsido 7,04 556 493 317,179, 299, 151, 271
Quercetina-3-rutinésido 8,02 354 609 301, 271, 255,5; 279, 151
Quercetina-3-hexdsido 8,75 357 463 300, 271, 255, 179, 151
Quercetina-3-glucurdnido 8,93 354 477 301, 151, 179, 273,5; 283,4
Kaempferol-3-glucdsido 10,7 346 447,5 284,2; 205; 227; 183; 135; 197
Kaempferol-3-hexdsido 11,7 346 4473 284; 255; 227,4; 153; 179,3; 241
isorharmetina-3-hexdsido 12,6 354 477 315; 285; 271; 299; 243; 151;179
isorharmetina-3-glucoroénido 13,3 353 491 315, 300, 271, 255, 179, 151
Acidos fendlicos

Hexdsido de acido galico 6,76 276 331 271,211, 169, 151, 125
Hexdsido de acido protocatechuico 7,38 278 315 153,123

Hexdsido de acido ferulico 8,09 275 355 193, 165

Acido clorogénico 8,55 320 353 191, 179, 161, 135
Acido caftérico 10,17 328, 300(h) 311 179; 149; 135
Derivado de acido cafeico 13,06 314 431 296, 179, 113

Acido coutérico 13,47 311, 300(h) 295 163, 149, 119
Flavan-3-ol

Dimero de catequina 9,01 280 577 451, 425, 407, 289.
Catequina 11,93 280 289 245; 203; 179, 161, 125; 137
Epicatequina 14,4 279 289 245; 203, 203, 179, 151, 137, 123, 109

El resto de las variedades presentan niveles similares entre que si, que van desde 1142 mg L™ en la
variedad Pais a 1232 mg L* de que-3-gl en la variedad Syrah. Los compuestos encontrados
corresponden a miricetina, quercetina, kaempferol y isorharmetina en forma de glucosidos y
hexdsidos (Tabla 6), siendo el extracto de hoja de Tintorera el que presentd la totalidad de estos
compuestos. Los flavonoles miricetina e isorharmetina son considerados exclusivos de uvas tintas
(Cheynier et al., 2003 citado por Castillo-Mufioz et al., 2010). Un estudio que analizé la eficacia del
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medicamento AS195 (Antistax®; Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim, Germany)
que contiene extractos de hojas de uvas tintas, demostré ser beneficioso contra la insuficiencia
venosa cronica, logrando disminuirla en contraste con un medicamento placebo. Este efecto es
atribuido al contenido de flavonoles como quercetina glucdsido, kaempferol glucosido y quercetina
glucurdnido (Rabe et al., 2011). Los extractos de tallos de Merlot, Cabernet Sauvignon, Pais y los jugos
de todas las variedades no revelaron presencia de flavonoles.

i _ 2500 -
c 3000 (A) c (B)
(]
w —
8 _ 2500 1 £ 2000 - T
3w g D
g 2000 - g5
ﬁ £ %d 1500 -
- & 1500 - i
= }D "
w g @& 1000 -
E £ 1000 - <%
8 2%
£2 500 - ] 9.2 500 -
8T E | eg
[%] J ©
g 0 : o= L S 0 . : Aeem
< S/t Tallos Hojas Hollejos S/t Tallos Hojas Hollejos
Tratamientos Tratamientos
ECS MMT OSY @PAIS EIMJA MTIN ECS OMT OSY HEPAIS OMdA OTIN
300 - 1000 -
8 < (C) 8T (D)
38 SE 900 -
¢ 250 83 800
53 :
5 :g 200 = E 700
-:.c‘g 7, 8 600
£3 150 w @ 500
2 8 £5 00
2t 100 3
g ‘_>° 3 g_ 300
S .2 @ 200
3§ 52
7]
(1]
25 o =8 o
S/t Tallos Hojas Hollejos S/t Tallos Hojas Hollejos
Tratamientos Tratamientos
®CS EMMT OSY HPAIS BMJA mTIN ECS ®EMT HSY HEPAIS EMJA DTN

Figura 3: Cuantificacion de antocianinas, flavonoles, acidos fendlicos y flavan-3-oles para cada
variedad segun el tipo de extracto mediante HPLC (n=2).

S/t= jugo sin tratamiento, CS = Cabernet Sauvignon, MT= Merlot, SY=Syrah, PAIS= Pais, MdA=
Moscatel de Alejandria, TIN=Tintorera.

La mayor presencia de acidos fendlicos se observé en el extracto de hojas de Syrah con 252 mg L*
expresados en equivalentes de acido cafeico (Figura 3-C). En general, se puede apreciar que las hojas
entregan un mayor aporte de éstos. Se ha reportado que los acidos hidroxicinamicos (cafeico,
ferdlico) y los acidos benzoicos (protocatechuico, galico) estan localizados en la vacuolas del hollejo y
células de la pulpa (Monagas et al., 2007), sin embargo los extractos de hojas de berries son
estudiados con interés por ser una buena fuente de 4acidos fendlicos (Amarowicz et al., 2008;
Xiaoyong and Luming, 2014). Un estudio realizado en 9 jugos de uva tinta comerciales, arrojé una
concentracién de 4,93 mg L™ de 4cidos fendlicos (Moreno-Montoro et al., 2015), valor cercano al jugo
sin enriquecer. Se han reportado concentraciones de 556 - 618 mg kg™* de materia seca, equivalentes
a77 — 86 mg L™ de 4cido caftarico en hojas de la variedad tinta Saint Laurent (Balik et al., 2008),
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cercanos al valor inferior encontrado en la presente investigacion, donde se identificaron valores
entre 107,4 mg L™ en extracto de hojas Pais y 215 mg L™ en extracto de hojas Syrah.

Los flavan-3-oles identificados corresponden a dimeros de catequina y de epicatequina. Se ha
demostrado que las proantocianidinas, en este caso epicatequina, ejercen una gran influencia en la
inhibicidon de la enzima angiotensina |-convertidora, responsable del aumento de la presién arterial
(Godoy et al., 2012; Fernandez and Labra, 2013; Eriz et al., 2010). La mayor concentracion de flavan-
3-oles se encontré en el extracto de hojas de Cabernet Sauvignon con 842 mg L™ expresados como
equivalentes de catequina. Se han reportado valores de 1,64 mg L de catequina y 1,93 mg L™ de
epicatequina en jugos comerciales (Moreno-Montoro et al., 2015) y valores entre 4,7 — 24,8 mg L™ de
catequinay 0,6 - 22,2 mg L™ de epicatequina en jugos producidos para su analisis (Pereira et al., 2013;
Lima et al., 2014). En la presente investigaciéon el jugo de Cabernet Sauvignon no presento
epicatequina y el jugo Pais ni catequina ni epicatequina. En el otro extremo, la concentracién maxima
para catequina fue dada por el extracto de hojas de Cabernet Sauvignon con 749 mg L™ y el extracto
de hollejos Merlot con 123 mg L™ de epicatequina.

No se reportd la presencia de estilbenos en ninguna de las muestras. Sin embargo, en extractos
realizados con etanol y metanol en tallos de diferentes variedades si se han encontrado diferentes
concentraciones (Amalfitano et al., 2011; Vergara et al., 2012). Una posible explicacién es que los
estilbenos son compuestos relativamente no reactivos, incoloros y practicamente insolubles en agua
(Likhtenshtein, 2010), lo que explicaria la nula extraccién en los jugos enriquecidos. Las uvas son una
de las principales fuentes dietéticas de estilbenos, pero su concentracidn es relativamente baja en
comparacién con otros compuestos fendlicos. Los estilbenos se encuentran en la piel de la uva y en
bajas cantidades en las semillas, pero es en los tallos donde se puede encontrar una cantidad
sustancial de estos compuestos. En el jugo o vino no se encuentran abundantemente, debido a sus
pobres propiedades de difusion (Ali et al., 2010).

3.5 Formulacidn del producto final

Para la formulacion del producto final se realizaron evaluaciones sensoriales con el fin de establecer
las posibles combinaciones de extractos y variedades. La primera evaluacion sensorial realizada para
determinar las combinaciones de los extractos de hollejos: hojas: tallos entregé como resultado que
para la variedad Pais no existe diferencia estadisticamente significativa en relacion al sabor. En la uva
Tintorera el extracto de hojas presentd una menor preferencia, en cambio los extractos de hollejos y
tallos no presentaron diferencia entre si (Tabla 7).

Se observa que la mejor proporcién de mezclado de los tres extractos en relacidn al sabor, seria 1:2:2
para hojas: tallos: hollejos, segln el andlisis estadistico de la mediana (Tabla 7).

En la segunda evaluacién sensorial, la proporcidn elegida de 1:2:2 para hojas: tallos: hollejos en
conjunto con las proporciones agregadas de 1:2:1 y 1:2:3 arrojaron como resultados que para la
variedad Pais no hay diferencias estadisticamente significativas entre las tres proporciones de mezcla.
En cambio, en la variedad Tintorera si existe diferencia significativa entre la proporcién 1:2:1y 1:2:2,y
no existe entre la proporcion 1:2:3 con 1:2:1 y 1:2:2. Sin embargo, a través de la mediana se puede
observar que la proporcién mejor evaluada es la 1:2:2, comprobando lo predicho en los resultados de
la primera evaluacidn sensorial.

En la tercera evaluacidn sensorial, la proporcién 1:2:2 para hojas:hollejos:tallos fue aplicada en todas
las variedades. La prueba de Kruskal Wallis arrojé que no existen diferencias significativas entre las
seis variedades analizadas en relacién al sabor y seglin las observaciones recibidas, todas las
variedades tienen una buena aceptacion por parte de los jueces. Finalmente, la decisién fue basada
en la capacidad antioxidante presente en cada jugo de uva enriquecido y en la demanda de las
variedades utilizadas para la produccion de vino, con la finalidad de promover o dar un valor
agregado a las variedades menos cotizadas comercialmente, pero con gran potencial en relacién a
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compuestos bioactivos. Las variedades elegidas fueron Pais y Tintorera, ya que la mezcla de ambas
produciria un equilibrio en relacidn al sabor y color, debido a que la variedad Pais es muy dulce y
presenta un color oxidado, y la variedad Tintorera es mas acida y con un color marrén brillante,
ademas de poseer concentraciones altas de antioxidantes.

En la cuarta evaluacidén sensorial el analisis estadistico arrojé que existen diferencias significativas
entre el sabor de las proporciones de mezcla Pais y Tintorera 9:1 y 1:1, pero no entre 7:3 con 9:1y 7:3
con 1:1 (Tabla 7). Por lo tanto, la decisién fue tomada a través de la mediana, dénde el valor mas alto
corresponde a la proporcién 1:1 de Pais y Tintorera.

Tabla 7: Analisis de las evaluaciones sensoriales (n=30).

N° evaluacion

R Lugar Muestra Mediana
sensorial
Menor Hojas 182,8°
1 Intermedio  Hollejos 658,2°
Mayor Tallos 743,0b
- 1:2:1 0,1°
2 - 1:2:3 0,2
- 1:2:2 0,7°
= 9:1 0,1°
4 - 7:3 0,4
- 1:1 0,5°

Letras diferentes en la misma columna indica diferencia significativa (a=0,05).

Finalmente se elaboré el diagrama de proceso del producto final rico en compuestos bioactivos
(Figura 4), el cual estd compuesto por la elaboracién de jugo de uva no enriquecido en antioxidantes,
seguido de la generacion de los extractos de hollejos, hojas y tallos por medio de agitacidon continua
(500 rpm), calentamiento a 60 °C, por 6, 8 y 4 horas respectivamente, obteniéndose como resultado
jugos enriquecidos en antioxidantes. Por la mezcla de los mismos en proporcion 1:2:2 (hojas: tallos:
hollejos) para cada variedad (Pais y Tintorera), seguido de la mezcla de ambas cepas en proporcion
1:1, y finalmente una clarificacidn y pasteurizacion del jugo enriquecido en antioxidantes a 63+2 °C
por 30 minutos.

| Recepcidn hojas de 0t0ﬁ0| |Recepci6n racimos de uva| Recepcidn tallos
| Molienda | | Despalillado H Escobajos
Uvas
Molienda
| Prensado H HD"E]DS+5En’Ii"aS|
Jugo sin enriquecer
7
| Mezclado | | Mezclado | Mezclado
\l,l:BjE'E’Cthuras \LJ:E,"E'J’C,"EhDras 1:8/60°C/4 horas

| Filtrado l% torta | Filtrado l%tnrta Filtrado torta

Mezclado

Clarificado
Envasado

Figura 4: Diagrama final del proceso productivo del jugo de uva enriquecido con antioxidantes.
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3.6 Caracterizacion del producto final

En el producto final sin pasteurizar se produjo un equilibrio en las propiedades (Tabla 8) al mezclar los
diferentes extractos de las variedades Pais y Tintorera, obteniéndose valores intermedios a los
encontrados en las variedades por separado.

Tabla 8: Caracteristicas de calidad y composicion fendlica del producto final.

Caracterizacion del producto final

SO, total [mg L™ 1,7+0,3

S0, libre [mg L] 1,5+0,0

pH 3,4+0,0
Color (IC) 800,0 1,0
Color (tonalidad) 17,9+0,0
Acidez total [mg L] 0,6 +0,0
Sélidos solubles [°Brix] 17,5+0,1
Polifenoles totales [mg L 1559,3 +59,9
Antocianinas [mg L’l] 63,2+3,9
Flavonoides [mg L] 1326,1 £ 32,4

Capacidad antioxidante (ABTS*) [mmol L’l] 77,2+11,1

A modo de comparacion, extractos generados con 150 mL de agua destilada a 100 °C y 2 g de
muestras deshidratadas de té verde, té negro y té blanco entregaron concentraciones de polifenoles
totales de 517, 677 y 445 mg L, respectivamente (Alarcén et al., 2008). Por otro lado, jugo de
granada, jugo de arandano y jugo de cranberry arrojaron concentraciones de 3800, 2300y 1700 mg L’
! de 4cido galico (Seeram et al., 2008). El resultado obtenido de polifenoles para el producto final, es
un valor intermedio (1559 mg L") a las referencias dadas y menor a los resultados obtenidos en vinos
de la variedad Pais (3189 mg L"), Cabernet Sauvignon (1885 mg L) y Syrah (2317 mg L"),
provenientes del mismo predio analizados en una investigacién anterior (Aguilar, 2012). En la misma
investigacion se identificaron ademas concentraciones para antocianinas y flavonoides de 97,4 y 1262
mg L™ en vino Pais, 179 y 1729 mg L™ en vino Cabernet Sauvignony 59,6 y 4156 mg L™ en vino Syrah,
valores en su mayoria superiores a los presentes en el producto final (63,2 y 1326 mg L%,
respectivamente).

La capacidad antioxidantes determinada a través del radical ABTS entrega un resultado de 77,2 mmol
L™ valor superior a los 27,1 mmol L™ encontrados en jugo tinto y los 50 mmol L™ en vino tinto
(Moreno-Montoro et al., 2015). El radical ABTS presenta una mayor afinidad en los solventes acuosos
aunque igual puede ser soluble en un solvente orgénico, y es capaz de actuar en un amplio rango de
pH (Prior et al., 2005; Niki, 2010).

3.7 Capacidad antioxidante del producto final y sus componentes

Los resultados de ORAC-FL (19,6 mmol L) y ORAC-PGR (13,7 + 0,1 mmol L") del producto final (Tabla
9) son considerablemente mas altos que los valores encontrados en extractos de arandanos (7,37 +
0,37y 1,74 £ 0,07 mmol L™ ORAC-FL y ORAC-PGR respectivamente), moras (8,65 + 0,20y 3,27 + 0,17
mmol L'* ORAC-FL y ORAC-PGR respectivamente), y frambuesas (2,87 + 0,70 y 1,45 + 0,13 mmol L*
ORAC-FL y ORAC-PGR respectivamente) generados con solvente 75/25 v/v, acetona/agua (Atala et al.,
2009). Un jugo comercial, elaborado a partir de uvas tintas prensadas entregd valores de 18,9 + 0,4



26

mmol L* para ORAC-FL (Davalos et al., 2005) y en vinos tintos valores entre 38 y 56 mmol L™ para
ORAC-FL y entre 18 y 25 mmol L™ para ORAC-PGR (Lépez-Alarcén et al., 2011). Las diferencias
encontradas en los valores ORAC-FL y ORAC-PGR muestran que los resultados son extremadamente
dependientes de la molécula empleada (Atala et al., 2009). En relacién a la metodologia de analisis
ORAC-PGR presenta una ventaja al poder usar un espectrofotémetro de espectro visible para la
determinacion y al eliminar el tiempo de retardo (lag time) que presenta al inicio de la reaccién, sin
embargo ORAC-FL tiene la capacidad de poder detectar un rango mas amplio de antioxidantes (Lopez-
Alarcén and Lissi, 2006; Ortiz et al., 2011). Tanto ORAC-FL como ORAC-PGR se relacionan bien con
componentes hidrofilicos, por lo que no existen diferencias en ese aspecto (Niki, 2010).

Tabla 9: Capacidad antioxidante del producto final y las mezclas que lo componen.

Muestra ORAC-FL ORAC-PGR CUPRAC

[mmol L] [mmol L] [mmol L]
Mezcla Pais 12,85 +0,0° 9,08 +0,5° 2,72 +0,3°
Mezcla Tintorera 27,46 + 0,0° 14,23 +0,4° 3,50+0,3
Producto final (Pais + Tintorera) 19,64 +0,0° 13,72 +0,1° 3,62+0,2°

Letras diferentes en la misma columna indica diferencia significativa (a=0,05).

Se puede observar que las muestras analizadas siguen una misma tendencia en los resultados; mezcla
Pais < producto final < mezcla Tintorera (Tabla 9) para los analisis de ORAC-FL y ORAC- PGR. No ocurre
asi en el andlisis CUPRAC, dénde el producto final presenta un valor mas alto, cercano al resultado
obtenido en la mezcla Tintorera, lo que hace pensar que es éste cultivar el que tiene un mayor aporte
a la capacidad antioxidante total. El resultado del producto final obtenido en ORAC-PGR también se
ve influenciado mayormente por la mezcla Tintorera, no asi en ORAC-FL, donde el resultado es
aproximadamente un promedio de ambas mezclas.

Todo esto puede ser explicado a través de los diferentes mecanismos de reaccion que presentan los
distintos métodos. Los ensayos CUPRAC y ORAC-PGR se basan en la reduccion del compuesto por la
accion combinada de los antioxidantes (agentes reductores) por medio del mecanismo de reaccion
SET (single electron transfer), el cual se refiere a la habilidad del antioxidante para transferir algin
electron y reducir algin compuesto incluyendo metales, carbonilos y radicales. Por otro lado, el
ensayo ORAC-FL se basa en el mecanismo de reaccion HAT (hydrogen atom transfer), el cual mide la
capacidad antioxidante por medio de la neutralizacién de los radicales libres por la donacién de
hidrégeno. Finalmente, cualquiera sea el método empleado el resultado final es el mismo,
independientemente del mecanismo, pero la cinética y las reacciones secundarias difieren (Prior et
al., 2005; Ndhlala et al., 2010; Apak et al., 2013).

Es posible correlacionar los resultados para establecer si existe una relacion entre éstos y la influencia
de los mecanismos de reaccién asociados. Los resultados de ORAC-FL/ORAC-PGR demostraron una
correlacién significativa con un valor r=0,6428 (p=0,0094, para un a = 0,05). A pesar de existir esta
correlacién, ésta no es perfecta, quedando de manifiesto el hecho de que ambos métodos actian por
mecanismos diferentes. En ORAC-FL/PT (polifenoles totales) el valor r=0,9652 arrojé una correlacién
significativa (p<0,0001), ocurriendo los mismo para ORAC-PGR/PT que obtuvo un r=0,7602
(p=0,0022). Los polifenoles totales (PT) analizados por medio del reactivo Folin-Ciocalteu y utilizando
acido galico como antioxidante estandar han demostrado actuar por medio del mecanismo SET
(Singleton et al., 1999; Ndhlala et al., 2010; Apak et al., 2013). Considerando esto, deberia haberse
encontrado una mejor correlacion entre ORAC-PGR/PT que entre ORAC-FL/PT, sin embargo ocurre
todo lo contrario. Segun Prior y colaboradores (2005), si bien el analisis realizado por Folin-Ciocalteu
actua preferentemente por el mecanismo SET, también puede actuar por medio de HAT.
Adicionalmente, es importante considerar que los ensayos que demuestran el mecanismo SET han
sido realizados utilizando acido galico como estandar, el cual es un antioxidante puro, en cambio las
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muestras normalmente analizadas estdn compuestas por una matriz compleja donde se pueden
encontrar sustancias que interfieren en la reaccion como azlcares, aminas aromaticas, diéxido
sulfuroso, acido ascdérbico, entre otras, ademas de sustancias organicas no fendlicas que reaccionan
con Folin-Ciocalteu como adenina, adenosina, alanina y sustancias inorganicas como hidracina,
fosfato de sodio, nitrito de potasio, entre otras (Prior et al., 2005; Ndhlala et al., 2010). Por lo tanto,
es posible entender que la reaccién obtenida en el andlisis de polifenoles en el jugo de uva se ha dado
por medio del mecanismo HAT. Resultados obtenidos por Prior y colaboradores (2005) en extractos
de ardndanos y moras demuestran la misma tendencia, no asi en extractos de porotos, lo que hace
pensar que los polifenoles contenidos en berries tenderian a actuar por medio del mecanismo HAT.

4, Conclusiones

La metodologia dptima de extraccidn de compuestos fendlicos desde el hollejo y semillas de la uva,
hojas y tallos de la vid, se ve mas favorecida por medio de la aplicaciéon de calor en vez de la
utilizacidon de enzimas.

Los procesos de extraccion con hollejos, hojas y tallos mejoraron las cualidades antioxidantes de
todas las variedades utilizadas en comparacion con sus respectivos jugos solos.

En general los extractos de hollejos y hojas presentaron mejores resultados en relacién a polifenoles
totales, antocianinas totales, flavonoides totales, capacidad antioxidante y compuestos fendlicos
especificos.

La mejor proporciéon de mezcla de los diferentes extractos para el producto final estd dada por la
razon 1:2:2 para hojas: hollejos: tallos. Las variedades que pueden aumentar significativamente su
valor comercial por los compuestos antioxidantes son: Pais y Tintorera. La mejor aceptacién sensorial
por parte de los jueces esta dada por una mezcla de 50:50 de ambas variedades.

El producto final presentd una capacidad antioxidante mayor que vinos analizados anteriormente a
través del método de ABTS.

Los ensayos ORAC-FL y ORAC-PGR entregaron valores concordantes en tendencia. Se demostré que
existe correlacién lineal para ORAC-FL/ORAC-PGR, ORAC-FL/PT y ORAC-PGR/PT, sin embargo la mejor
de éstas estd dada por ORAC-FL/PT, demostrando que la actividad antioxidante de polifenoles de la
vid actua por medio del mecanismo HAT.
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Anexo |: Concentraciones individuales y total (mg L™) de antocianinas para cada extracto (n=2).
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Cianidina Peonidin Malvidina- Delfinidina- Petunidina-3- Malvidina-  Malvidina-

Delfinidina- -3- Petunidina- a-3- 3- acetil- acetil- acetil- cumaroil-

3-glucosido glucosido 3-glucosido glucosido glucosido glucosido glucosido glucosido glucosido
tR(DAD) 16,86 19,10 20,23 22,54 23,36 25,26 30,82 34,30 39,88 Total [mg L™ D.S.
Cabernet Sauvignon 100,5 26,8 72,5 63,2 298,9 25,0 24,9 135,7 23,7 771,3 1,2
Merlot 56,4 68,9 69,6 323,7 - - 75,0 52,0 645,6 1,4

-g Syrah 62,5 47,6 54,5 74,8 186,7 - - 52,9 - 479,0 6,2

S pais - - - - 97,5 . - - - 97,5 0,0
Moscatel de Alejandria - - - - 97,7 - - - - 97,7 0,0
Tintorera 231,9 - 271,6 532,9 1562,5 - - 396,4 - 2995,2 0,3
Cabernet Sauvignon 53,3 - - - - - - 53,3 1,8
Merlot - - - - 45,2 - - - - 45,2 0,1

& Syrah - - - - - - - - - - -

[e]

T Pais - - - - - - - - - - -
Moscatel de Alejandria - - - - - - - - - - -
Tintorera - - - 426,0 716,6 - - - - 1142,6 0,1
Cabernet Sauvignon - - - - = - - - - - -
Merlot - - - - 28,2 - - - - 28,2 0,1

& Syrah - - - - - - - - - - -

° Pais - - - - - - - - - - -
Moscatel de Alejandria - - - - - - - - - - -
Tintorera - - - 234,8 638,1 - - - - 872,9 0,2
Cabernet Sauvignon - - - - 26,6 - - - - 26,6 0,3
Merlot - - - - 36,1 - - - - 36,1 0,0

o Syrah - - - - 26,4 - - - - 26,4 0,0

= Pais - - - - - - - - - - -
Moscatel de Alejandria - - - - - - - - - - -
Tintorera - - - 527,0 1418,5 - - 348,2 - 2293,7 0,4




Anexo II: Concentraciones individuales y total (mg L™) de flavonoles para cada extracto (n=2).
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Miricetina- Quercetina  Quercetina  Quercetina- Kaempferol- Kaempferol- Isorharmetina- Isorharmetina-
3-hexésido _-3- . -,3-. 3-, . 3-glucosido 3-hexésido 3-hexésido 3-glucordnido
rutinosido  hexdsido glucurodnido
tR(DAD) 7,04 8,02 8,75 8,93 10,7 11,7 12,6 13,3 Total [mg L'l] D.S.
Cabernet Sauvignon 17,8 8,0 65,5 56,4 - 12,1 7,1 - 166,9 10,2
Merlot 13,7 - 43,0 65,3 - 7,7 9,9 - 139,5 0,1
;37 Syrah 6,6 - 53,1 39,0 - 59 - - 104,6 0,7
S Pais - - 21,4 - - - - 21,4 0,4
Moscatel de Alejandria - - 50,5 31,2 - 12,5 - - 94,1 15,7
Tintorera 34,4 - 38,4 43,6 - - 15,8 - 132,2 0,3
Cabernet Sauvignon 19,2 32,3 751,7 351,7 17,3 87,9 - - 1260,1 66,6
Merlot 21,7 25,1 800,6 406,6 21,9 93,6 - - 1369,6 2,8
3 Syrah 31,3 18,0 742,8 310,9 23,1 106,2 - - 1232,4 100,3
IS‘ Pais 14,1 9,2 833,7 203,8 11,7 69,1 - - 1141,5 248,1
Moscatel de Alejandria 30,7 17,8 691,2 346,8 20,8 112,0 49 - 1224,1 23,5
Tintorera 59,0 22,1 1100,1 568,4 19,4 78,3 35,0 5,8 1888,0 11,2
Cabernet Sauvignon - - - - - - - - - -
Merlot - - - - - - - - - -
§ Syrah - - - 49 - - - - 4,9 0,0
E Pais - - - - - - - - -
Moscatel de Alejandria - - - 13,5 - - - - 13,5 0,3
Tintorera 8,0 - 5,9 53 - - - - 19,1 0,8

Jugos

Cabernet Sauvignon
Merlot

Syrah

Pais

Moscatel de Alejandria

Tintorera




Anexo Ill: Concentraciones individuales y total (mg L™) de 4cidos fendlicos para cada extracto (n=2).
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Hexéxido de  Hexéxido de acido Hexéxido de Acido Acido . Acido
acido galico protocatecuico acido ferulico clorogénico caftarico Desconocido coutarico

tR(DAD) 6,76 7,38 8,09 8,55 10,17 13,06 13,47 Total (mgL?) D.S.
Cabernet Sauvignon - - - - 1,9 - 2,2 4,1 0,0
Merlot - - - - 1,6 4,4 3,1 9,1 0,0
8 syrah - - - - 1,6 - 1,6 0,0
J_? Pais - - - - 36,6 - 8,3 44,9 0,6
Moscatel de Alejandria 2,3 2,3 - - 12,4 - 3,0 20,1 0,0
Tintorera 2,1 2,0 4,2 - 4,0 6,0 2,6 20,9 0,1
Cabernet Sauvignon 6,1 5,5 3,4 3,4 103,5 - 12,2 134,1 0,1
Merlot 7,3 4,7 2,4 1,9 130,3 - 18,6 165,2 9,9
& Syrah 4,0 6,4 4,0 - 214,9 - 22,4 251,5 0,4
g Pais 4,5 4,6 8IS - 76,8 - 17,5 107,4 1,4
Moscatel de Alejandria 5,8 8,4 4,5 1,7 161,3 - 17,7 199,4 0,2
Tintorera 6,3 6,6 3,3 10,4 124,9 1,8 20,9 174,2 0,1
Cabernet Sauvignon 2,5 1,5 - - 3,0 - - 6,9 0,4
Merlot 2,3 1,5 - - 6,1 - 3,3 13,2 0,7
8 Syrah 3,0 - - - 4,3 - 1,6 8,9 1,9
E Pais 1,5 1,5 - - 16,2 - 6,2 25,4 13,2
Moscatel de Alejandria 3,1 3,4 - - 15,6 - 3,6 25,7 1,3
Tintorera 1,7 2,0 - - 5,3 1,8 2,2 13,0 0,4

Cabernet Sauvignon - - - - - - - - -
Merlot 5,0 - - - - - - 5,0 0,0
§D Syrah 3,0 - - - - - - 3,0 0,6
= Pais 1,7 - - 1,7 4,0 - - 7,3 1,6
Moscatel de Alejandria 2,3 1,8 - - - - - 4,2 0,2
Tintorera - - - - - 1,7 - 1,7 0,0




Anexo IV: Concentraciones individuales y total (mg L™) de flavan-3-oles para cada extracto (n=2).

I::'::a:r:i:: Catequina Epicatequina

tR(DAD) 9,01 11,93 14,08 Total [mg L™] D.S.

Cabernet Sauvignon 20,3 195,8 78,7 294,8 5,5

Merlot 23,7 77,7 50,6 152,0 0,7

.087 Syrah 7,9 50,5 14,5 72,9 5,6
g Pais 10,9 42,3 25,5 78,7 5,5
Moscatel de Alejandria 8,5 199,1 122,7 330,3 0,5

Tintorera 26,7 96,6 92,4 215,8 0,5

Cabernet Sauvignon 25,7 749,4 66,5 841,7 36,9

Merlot 61,7 18,8 40,1 120,6 2,5

4 Syrah 24,1 34,4 42,7 101,1 74
) Pais 22,2 48,5 36,1 106,9 7,6
Moscatel de Alejandria 29,6 2,7 48,3 80,7 23,4

Tintorera 54,0 110,1 82,4 246,6 1,6

Cabernet Sauvignon 8,7 43,3 11,3 63,3 1,9

Merlot 16,4 146,8 47,0 210,2 33,1

§ Syrah 2,8 41,0 15,5 59,2 0,2
= Pais 2,9 6,76 8,0 17,7 19
Moscatel de Alejandria 8,7 39,8 5,3 53,7 51

Tintorera 24,0 45,5 11,6 81,2 16,4

Cabernet Sauvignon 2,7 1,8 0,0 4,4 1,7

Merlot 1,0 0,2 0,8 2,0 0,0

) Syrah 1,4 3,2 2,2 6,8 0,2
3 Pais 7,9 - - 7,9 0,0
Moscatel de Alejandria 6,5 1,9 0,2 8,6 1,6

Tintorera 11,8 54,2 14,4 80,4 8,2
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