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RESUMEN

Las semillas procedentes de subproductos de vinificacién de Pedro Ximénez pueden
ser aprovechadas por su contenido en compuestos fendlicos y por sus propiedades bioactivas.
En este estudio se ha evaluado el contenido medio en fenoles totales de los extractos de
semillas mediante el método de Folin Ciocalteau (49,54 mg acido galico/ g semilla) y su
capacidad antioxidante mediante los métodos ABTS y FRAP (498,26 y 249,83 umol de Trolox
(TE) por gramo de semilla, respectivamente). Los resultados obtenidos indican que estas

semillas son una buena fuente natural de compuestos fendlicos y antioxidantes.

Por otro lado, se ha evaluado el efecto de afiadir estas semillas en avanzado estado de
maduracién a la vinificacion en tinto de Syrah (S1: adicién de 450 gr, S2: adicién de 900 gr),
concretamente desde el inicio de la vinificacién hasta el descube (una vez terminada la
fermentacién alcohdlica). El comportamiento de la evolucién del contenido fendlico ha sido
diferente en los vinos con adiciéon de semillas respecto al vino testigo (SO: sin adicién de
semillas). El vino con adicién de 900 g (S2) presentd el mayor contenido en fenoles totales
(2.541,00 mg/L) al final del proceso de vinificacion, cuando el vino ya estd estabilizado. En
cuanto a la capacidad antioxidante, el vino con adicién de 450 g de semillas (S1) obtuvo
mejores resultados en los ensayos de ABTS y FRAP (1,73 umol TE/mL y 0,87 umol TE/mL) que
el vino (S2). En ambos casos, la adicion de semillas produjo en los vinos un aumento

significativo de la capacidad antioxidante con respecto al vino testigo (S0).

Este estudio forma parte de un proyecto, donde ademas de la capacidad antioxidante
se estdn evaluando otros pardmetros que permitiran valorar el potencial biofuncional que
aportan las semillas como coadyuvantes en el proceso de vinificacién, con objeto de

aprovechar este subproducto y mejorar la calidad de los vinos de las regiones de clima célido.
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1. INTRODUCCION

La vinificacion en blanco genera una gran cantidad de residuos especialmente en las
regiones de alta produccién. La acumulacion de estos residuos supone un problema
medioambiental importante, para solucionarlo, tradicionalmente los subproductos de Ia
vinificacion son enviados a destilerias para la obtencién de etanol o bien son utilizados como
fertilizantes o biomasa. Pero para ello, requieren un tratamiento previo, lo cual representa un
coste econdmico importante para la industria vitivinicola y solo una pequefia porcion de estos
residuos son reutilizados (Fontana y cols., 2013; Jara-Palacios y cols., 2014, Bordiga, 2015;
Teixeira y cols., 2014). En linea con el movimiento que existe desde hace algunos afos dirigido
hacia un desarrollo mds sostenible, resulta muy interesante la busqueda de soluciones
alternativas para la reutilizacidn y revalorizacién de los subproductos de la vinificacidn
(Bordiga, 2015). El principal subproducto de la industria vitivinicola es el orujo de uva,
constituido por semillas, hollejos, raspones y restos de pulpa. El orujo de uva, se propone
como una buena fuente de compuestos biofuncionales que pueden ser empleados para varios

propdsitos en la industria farmacéutica, alimentaria, nutracéutica y quimica.

1.1.Vid y uva

La vid es una planta termdéfila cultivada en las zonas templadas de practicamente todo
el mundo. Es un arbusto caducifolio que pertenece a la familia de las Vitaceas y al género Vitis
L. La especie Vitis vinifera L., conocida como la vid europea, agrupa la mayoria de las
variedades cultivadas, ya que presenta las mejores cualidades para la produccion de vino (Jara-
palacios y cols., 2015).

La uva es el fruto de la vid, y de forma general se clasifica como uva blanca o uva tinta,
diferencidandose en la presencia o no de antocianos, compuestos responsables de la coloracidn
de la piel u hollejo de la uva tinta. Se organizan en racimos, en los cuales se distinguen dos
partes: parte lefiosa o raspdn y los frutos o bayas, unidos al raspdn mediante los pedicelos.

El raspdn presenta una alta concentracion de polifenoles y agua, y una baja
concentracién de azucares.

En la baya o fruto se distinguen principalmente tres partes: la pulpa, la semilla y el
hollejo (Figura 1. Partes de la uva). La pulpa es la parte que ocupa mas volumen y contiene
principalmente agua y azucares, y ademas contiene acidos orgdnicos, minerales y una pequefia
parte de compuestos fendlicos, principalmente 4cidos fendlicos. La semilla es la parte dura de

la baya especialmente rica en acidos grasos insaturados (acido oleico y linoleico, 10-12%) y



polifenoles entre los que destacan los flavanoles (Tabla 1. Composicién de subproductos de la uva
(Nerantzis y col., 2006)). Ademas contiene fibra, proteinas, azucares y sales minerales. El hollejo
es la capa que envuelve al fruto y lo protege gracias a una sustancia llamada pruina, es rico en
polisacaridos y compuestos fendlicos, entre los que destacan los flavonoles y antocianos en
variedades tintas. Estos varian en funcién de la variedad y el grado de maduracion de la uva

(Jara-Palacios, 2015; Nerantzis y col.,2006).

Figura 1. Partes de la uva

Pepita

Hollejo

Tabla 1. Composicidn de subproductos de la uva (Nerantzis y col., 2006)

Composicion de la semilla de uva

Semillas ~ 3 % a 6 % del peso de uva

- Azucares ~ 34-36%

- Acidos organicos ~2-7%

- Aceite de semilla ~Acidos grasos insaturados 12-17% (76% linoleico)

- Polifenoles ~4-6 % (60-70% de compuestos extraibles de semilla)
- Minerales ~2-4%
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1.2. La vinificacion

La vinificacidn es el conjunto de operaciones llevadas a cabo para obtener el vino de la
uva. Segun el “Cédigo Internacional de Practicas Enoldgicas” de la Organizacion Internacional
de la Vifia y Vino (OIV), el vino es exclusivamente la bebida resultante de la fermentacion
alcohdlica completa o parcial de la uva fresca, estrujada o no, o del mosto de uva. Su
graduacién alcohdlica no puede ser inferior a 8,5% vol. salvo legislaciéon particular de
determinadas regiones que tienen en cuenta condiciones climaticas, de variedad, factores
cualitativos especiales o tradiciones, en cuyo caso el grado alcohélico podra ser rebajado a 7%
vol. (OIV, 2016).

La primera clasificacién general de los vinos se hace en funcién de la uva de partida,
tinta o blanca. Por otro lado, el proceso de vinificacién varia segln el vino a producir: la
vinificacion en blanco se realiza a partir del mosto, bien de uva blanca (vino blanco) o uva tinta
(vino rosado), en ausencia de las partes sdlidas de la uva; mientras que en la vinificacién en
tinto el mosto es macerado con los hollejos y semillas durante la fermentacién.

La variedad de uva y el proceso de vinificacion influyen en las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas del vino, pero ademas de éstos, existen otros factores implicados.

Dentro de los factores determinantes de la produccién viticola, el clima de una
determinada zona geografica es posiblemente el que mas influye en el tipo de vino que se
produce, ya que condiciona las variedades y la calidad de la uva (Gordillo-Arrobas, 2012; Keller,
2015).

En la elaboracidon de los vinos tintos, el estado de maduracién de las uvas es de
importancia capital ya que el desarrollo adecuado de la fermentacion dependera del contenido
de azlcares y acidos de la uva, y el color y la capacidad de crianza de los vinos dependeran del
contenido en compuestos fendlicos, en especial antocianos y taninos.

La calidad de las uvas tintas estd relacionada con el contenido de compuestos
fendlicos, responsables del color y la astringencia de los vinos (Borbdn L. y cols., 2008). En la
uva, estos compuestos se encuentran principalmente en las semillas y el hollejo, y su sintesis
requiere de adecuadas condiciones climaticas. El ambiente y las condiciones de cultivo tienen
efectos cuantitativos sobre los procesos de desarrollo y maduracion de la baya y sobre la
actividad del metabolismo secundario. Concretamente, la temperatura afecta directamente a
la velocidad de reacciones enzimaticas y quimicas y puede acelerar o ralentizar la sintesis o la
degradacion de distintos metabolitos. Este es el caso del acido malico cuya metabolizacién se
acelera con la temperatura, o de los azlcares cuya concentracidén en la baya aumenta por la

deshidratacién que provocan las altas temperaturas, lo que en conjunto resulta en vinos mas
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alcohdlicos y desequilibrados en acidez. Para evitar estos efectos se tiende a adelantar la
cosecha, como ocurre en zonas de clima calido, con lo que se empobrece la madurez fendlicay
aromatica. La temperatura elevada también tiene un efecto negativo sobre la acumulacion de
pigmentos antocianicos reduciendo la intensidad del color del vino (Carbonell-Bejarano y col.,
2016; Keller, 2015, Cejudo-Bastante y cols., 2016). Ademas, se puede ver reducida la actividad
bioldgica de los vinos como consecuencia del empobrecimiento en compuestos fendlicos de la
uva utilizada para la vinificacion.

En las regiones de clima calido, como es el caso de Andalucia y concretamente la D.O.
Condado de Huelva, se enfrentan a estos inconvenientes en el cultivo de la vid y la elaboracidn

de vinos de uva tinta.

1.3.Polifenoles

Los polifenoles constituyen un grupo de sustancias quimicas ampliamente distribuidas
en el reino vegetal que se sintetizan como metabolitos secundarios y poseen distintas
estructuras quimicas y actividad bioldgica. Son producidos durante el crecimiento fisioldgico
de la planta y/o como respuesta a varias formas de estrés medioambiental (Jara-Palacios,
2015; Paladino, 2008). Estos compuestos juegan un importante papel en las propiedades
nutricionales y sensoriales de diversas frutas y vegetales, ya que contribuyen al amargor, la
astringencia, el color y la estabilidad, ademds presentan efectos beneficiosos para la salud
humana en la prevencién de enfermedades degenerativas y cancer (Jara-Palacios, 2015; Rice-
Evans y cols., 1997; Moreno-Montoro y cols., 2015, Cejudo-Bastante y cols., 2016). Los
polifenoles estan naturalmente presentes en practicamente todos los materiales vegetales,

cereales y frutas, asi como sus derivados, tales como el vino y la sidra.

FLAVONOIDES
O..__OH o
T »"%‘x.
NO AN A e
FLAVONOIDES uo-j\f‘l\ou | \j
OH g

Figura 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos
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Segun su estructura, los compuestos fendlicos se clasifican en compuestos flavonoides
y no-flavonoides. Los flavonoides son todos aquellos cuyo esqueleto estd formado por quince
atomos de carbono, y dentro de estos encontramos cuatro grandes familias: flavanoles,
flavonoles, flavonas y antocianos. Los no-flavonoides son el resto de polifenoles que no
comparten estructura comun, este grupo incluye fundamentalmente acidos fendlicos,
divididos en acidos benzoicos y cinamicos, y estilbenos (Figura 2).

La cantidad y calidad de los polifenoles en la uva dependen sobre todo de la variedad,
el clima, el terreno, las practicas de cultivo y el grado de maduracién (Keller, 2015).

Los componentes fendlicos constituyen el tercer componente mas abundante en uvas
después de carbohidratos y acidos citricos, y se encuentran principalmente en el hollejo (28-
35%) y la semilla (60-70%), siendo los flavonoles mds abundantes en el hollejo y los flavan-3-

oles en semillas (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion de los principales polifenoles en uva blanca

Hollejo  Semilla Raspon Pulpa
Acidos fenélicos Si Si Si St
Flavanoles Si Si Si No
Flavonoles Si A veces A veces No

1.4. Capacidad antioxidante de los polifenoles

Los compuestos antioxidantes se definen como aquella sustancia que cuando se
presenta en bajas concentraciones, comparada con el sustrato oxidable, disminuye o inhibe
significativamente la oxidacidon de dicho sustrato (Gutteridge y cols., 1994). En la oxidacidn
existe una transferencia de electrones de una sustancia a otra que desemboca en multiples
reacciones en cadena produciendo radicales libres que ocasionen dafio celular. Los
compuestos antioxidantes interfieren en esta cadena de diferentes formas: mediante la
captacién directa de los radicales libres, oxidandose ellos mismos, formando compuestos
perdxido con intermediarios, o bien, mediante modulacidn de las enzimas relacionadas con el
estrés oxidativo. (Antolovich, 2001).

Una de las propiedades mas importantes que poseen los compuestos fendlicos es su

gran actividad reductora. La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos

13



depende de la estructura individual y del nimero de hidroxilos sustituyentes, asi como del

peso molecular (Antolovich y cols., 2001; Rice-Evans y cols., 1997).

1.5. Potencial biofuncional de subproductos de vinificacion

Los subproductos de la vinificacion como el orujo de uva, formado por semillas,
raspones, hollejos y restos de pulpa, son fuentes bien conocidas de compuestos antioxidantes
(acidos fendlicos, quercetinas, flavonoides, fitoalexinas, estilbenos, resveratrol, etc.), que
contrarrestan efectos de grasas saturadas reduciendo la oxidacién lipidica y reducen la
incidencia de enfermedades cardiovasculares. Existe un creciente interés en el empleo de
estos subproductos ricos en polifenoles procedentes de la industria vitivinicola para producir
extractos y nuevos productos para el mantenimiento de la salud con propiedades
anticancerigenas, antiaging, cardioprotectoras, etc. (Fontana y cols., 2013; Jara-Palacios,
2015). La extraccién de polifenoles de materiales de desecho procedentes de practicas
industriales tradicionales representa una atractiva, sostenible y rentable fuente de
componentes biofuncionales de alto valor biolégico que pueden ser incorporados a alimentos
(Bordiga, 2015; Teixeira, 2014).

Son muchas las investigaciones llevadas a cabo acerca de las posibilidades de estos
productos: diversos estudios apuntan a la actividad antimicrobiana de los residuos de la
vinificacion y han evaluado su concentracion minima inhibitoria frente a diferentes
microorganismos (Jayaprakasha y cols., 2003; Anastasiadi y cols., 2012;); otros estudios
apuntan hacia los potenciales usos del aceite de semilla de uva (Nerantzis y col., 2006). Pero
sin duda la via de investigacion mas desarrollada es sobre de su potencial antioxidante y sus
posibles usos, por ejemplo en la industria alimentaria como antioxidantes naturales en
sustitucidn de aditivos de origen sintético (Fontana y cols., 2013).

En este estudio se va a evaluar el contenido fendlico de semillas de uva y el efecto de

la adicion de éstas al vino como fuente natural de antioxidantes.
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2. Objetivos

En este trabajo se va a estudiar la capacidad antioxidante de extractos de semillas de
uva blanca mediante varios métodos analiticos, asi como el resultado de utilizar en la
vinificacion de tinto semillas obtenidas de orujo de vinificacidn de Pedro Ximénez en avanzado
estado de maduracién.

e Revision bibliografica de los antecedentes y el estado actual de la materia

® Profundizar en la capacidad antioxidante de semillas procedentes de orujo de uva Vitis
vinifera L. en un avanzado estado de maduracion

e Evaluar el potencial biofuncional que aportan las semillas como coadyuvante en la
vinificacion para enriquecer la composicidn fendlica de los vinos tintos de regiones de
clima calido

e Valorar el potencial biofuncional que aportan las semillas como coadyuvantes en el
proceso de vinificacidn, con objeto de aprovechar este subproducto y desarrollar una

industria enoldgica mds sostenible
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3. Material y métodos

3.1. Muestras

Las muestras utilizadas para realizar los diferentes ensayos incluidos en este trabajo se
describen a continuacién.

En primer lugar, semillas obtenidas a partir de muestras de orujo de la campafa 2014
en el Condado de Huelva de la finca “La Aurora”. Las semillas pertenecen a la variedad de uva
Pedro Ximénez (PX), que se vendimia con un elevado nivel de maduracién. Las semillas fueron
separadas de los hollejos y raspones, y congeladas.

En segundo lugar, se utilizaron muestras de vino tinto de la variedad Syrah de la
campafia 2015 proporcionadas por la “Cooperativa Nuestra Sefiora del Socorro” (Rociana del
Condado, Espafia) y amparada por D.O. Condado de Huelva. Las muestras fueron obtenidas en
diferentes momentos de la vinificacién y de tres depdsitos de acero inoxidable de 50L cada
uno. Una vez recogidas las muestras de vino, se transportaron al laboratorio y fueron
congeladas. El contenido de los depdsitos correspondia a los siguientes ensayos:

— S0. Vino testigo. Vinificacion en tinto a partir de uva de la variedad Syrah

— S1. Vinificacidn en tinto a partir de uva de la variedad Syrah y adicién de 450 gr de
semillas procedentes de orujo de vinificacién de PX

— S2. Vinificacidn en tinto a partir de uva de la variedad Syrah y adicién de 900 gr de

semillas procedentes de orujo de vinificacién de PX

Las semillas fueron afiadidas desde el primer momento de la vinificacion al mosto y se
retiraron en el descube, tras la fermentacién alcohdlica.

De todas las muestras recogidas, se seleccionaron para el analisis las correspondientes
a las etapas de descube (DC), previa a la fermentacién malolactica (PF), durante la

fermentacién malolactica (ML), y durante la estabilizacion del vino (TR, V1, V2) (Tabla 3).

Tabla 3. Fecha y etapa de vinificacion a la que corresponde cada muestra

Etapas de vinificacion

DC 25/08/2015 Descube

PF 07/09/2015 Prefermentacion malolactica
ML 21/09/2015 Fermentacion malolactica
TR 01/10/2015 Vino estable. Trasiego

A" 11/11/2015 Vino estable

V2 19/01/2016 Vino estable

17



3.2. Preparacion de las muestras de semillas

¢ Liofilizacion y molienda
Las muestras fueron secadas para eliminar el agua. El secado se realizd mediante
liofilizacidn durante 24 horas. Posteriormente éstas fueron molidas para obtener un polvo fino
y homogéneo. La molienda se realizé con un molino de pulverizado modelo IKA A11-B (IKA ©,

Staufen, Alemania), reproduciendo los tiempos de molturado (5 x 10 segundos).

e Extraccion

Para la extraccidn de los compuestos fendlicos se tomaron 6 tubos Falcom, cada uno
con aproximadamente 1 gramo de muestra liofilizada y molida, y se afadieron 5 mL de
metanol al 75% a cada uno. La mezcla se agitd durante toda la noche en un agitador magnético
modelo Vortex IKA Genios 3 (IKA ®, Staufen, Alemania) y a la mafiana siguiente se centrifugd a
3000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido (extracto liquido) se recogid y el
residuo sélido se sometid tres veces mas a agitacion magnética durante 45 minutos y a
centrifugacion. Finalmente los sobrenadantes se combinaron y el extracto liquido obtenido se

congeld a -20 °C hasta su posterior analisis.

3.3. Materiales y reactivos

- Espectrofotometro UV-Vis Agilent ® 8453

- Agitador Vortex IKA Genios 3 (IKA®, Staufen, Alemania)

— pH-metro CRISON GLP 21 (Crison Instruments, S.A., Barcelona, Espafia)

- Cubeta de vidrio de 10 mm de camino dptico

- Cubetas desechables de plastico de 10 mm de camino éptico

- Micropipetas Eppendorf

- Matraces aforados de 10, 25, 50, 100, 500, 1000 mL

- Acido gélico (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

- Reactivo Folin-Ciolcalteau (Panreac, Barcelona, Espafia)

- Carbonato de sodio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia)

- Trolox (acido 6-hidroi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico) Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia)

- ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia)

— Tampodn fosfato salino (PBS)
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- Persulfato de potasio (Panreac, Barcelona, Espafia)

- Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

- Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

- Fosfato sédico (Panreac, Barcelona, Espaiia)

- Diluciones de referencia de pH 4.00, 7.00, 9.00 y disolucién de mantenimiento del
electrodo del pH-metro (KCl, 3 M) (Merck, Darmstadt, Germany)

- Solucién HCl 40 mM

- TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

- Tricloruro de hierro (Panreac, Barcelona, Espafia)

- Acetato de sodio trihidratado (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

- Acido acético (Panreac, Barcelona, Espafia)

3.4. Determinacion de fenoles totales: Método de Folin-Ciocalteau
3.4.1. Fundamentos

Los compuestos fendlicos se oxidan por el reactivo Folin-Ciocalteu, el cual estd formado por
una mezcla de acido fosfotungstico (H;HW1,0,0) vy acido fosfomolibdico (H;PMo01,04) que se
reduce en una mezcla de dxidos azules de tungsteno (W30,3) y de molibdeno (Mog0,3). Se
produce una coloracion azul con un maximo de absorbancia a 765 nm, que es proporcional a la

cantidad de fenoles totales.

3.4.2. Procedimiento

El método se llevd a cabo segln el protocolo de Singleton y Rossi (1965), con algunas
modificaciones. Se realizd una recta de calibrado a partir de 7 disoluciones patréon de acido
gélico de distintas concentraciones (0-1000 mg/L). Se tomaron 0.25 mL de cada disolucién
patron de acido galico y se depositaron en un matraz de 25 mL. Se afiadié agua destilada, se
agité y, seguidamente, se afadieron 1.25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 3.75 mL de
disolucién de carbonato sédico al 20%. Se mezclé todo, se enrasé con agua destilada y la
disolucidn se dejé reposar durante dos horas a temperatura ambiente. Se midio la absorbancia
de cada disolucién a 765 nm y en cubeta de 10 mm. Cada disolucién se analizé por triplicado.
Para el analisis de las muestras (con una dilucién previa adecuada) se procedié igual que para
las disoluciones patrén.

La recta de calibrado se construyd representando la absorbancia frente a la

concentracion. El valor de la absorbancia obtenido para cada muestra se llevd a la recta de
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calibrado vy, por interpolacion, se calculé la cantidad de fenoles totales expresada en
miligramos de acido gélico por litro (mg/L); y, posteriormente, se calculd la cantidad de fenoles
totales expresada como miligramos de acido géalico por gramo de materia seca (mg/g),

teniendo en cuenta el peso de muestra utilizado para la extraccion.

3.5. Estudio de la capacidad antioxidante: Método ABTS

3.5.1. Fundamento

El método ABTS mide la capacidad de los compuestos antioxidantes para captar el
radical coloreado ABTS™*, en un medio acuoso, convirtiéndolo en un producto decolorado. Se
basa en la generacion del radical catidnico ABTS™" por la oxidacién de su precursor el acido
2,2’-azinobis(3-etilbenziltiazolina)sulfénico (ABTS) con persulfato potasico. Este radical, de
coloracion verde-azulada, es estable hasta 16 horas a baja temperatura y se caracteriza por su
absorcién a 734 nm. A este radical formado se afiade el patrén antioxidante Trolox o la
muestra y se mide el descenso de absorbancia producido, ya que la coloracién desaparece al

ser reducido el radical mediante antioxidantes.

3.5.2. Procedimiento

Se ha seguido el procedimiento descrito por Re y cols. (1999) con ligeras
modificaciones. Se prepard una disolucion madre de ABTS 7 mM en agua milliQ®. Para formar
el catidn radical, se prepard una disolucidon de persulfato potésico (2.45 mM), usando como
disolvente la disolucién madre de ABTS. Esta disolucion se almacend a temperatura ambiente
durante 16 horas en ausencia de luz para la completa reaccidn del ABTS y el persulfato. Para
preparar el reactivo de trabajo, la disolucion fue diluida con tampdn fosfato salino (PBS) a pH
7.4 hasta obtener una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734 nm.

Para la medida de las muestras, se afiadié inicialmente 2 mL del reactivo (blanco) en
una cubeta, y se midié su absorbancia a 734 nm. A continuacién, se agregaron 50 pL de la
muestra y se agité en vortex durante 30 segundos. Después de 6 minutos de incubacion a
temperatura ambiente, se realizd la lectura de la absorbancia nuevamente a 734 nm. Cada
muestra fue analizada en varias concentraciones, realizando 4 diluciones de cada una (1/100,
1/200, 1/400, 1/800). Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Para obtener la recta de calibrado, se prepard una disolucién madre de Trolox (1ImM),

y a partir de ésta se prepararon 6 disoluciones patron de distinta concentracién (0.031-1 mM).
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Para la medida de la actividad antioxidante de estas disoluciones se procedié de la misma

forma que con las muestras (Figura 3).

Figura 3. Cubetas con las disoluciones patrén a distinta
concentracion y el reactivo ABTS.

La recta de calibrado se obtuvo representando la absorbancia frente a la concentracion
de las distintas disoluciones del patrén Trolox, y se calculé la pendiente de la recta. A
continuacién se representd la cantidad de muestra analizada frente a la absorbancia medida,
obteniéndose asi la pendiente de la recta de la muestra, que finalmente fue comparada con la
pendiente obtenida para el patrén Trolox. Los resultados se expresan como actividad
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC: Trolox-equivalent antioxidant capacity, mmoles de

Trolox con la misma actividad antioxidante que 100 g de muestra seca o mL de vino).

3.6. Estudio de la capacidad antioxidante: Método FRAP

3.6.1. Fundamento

El método FRAP se basa en la capacidad que presentan los compuestos antioxidantes
para donar electrones y reducir el idn férrico a ferroso en medio acuoso. Para ello se provoca
una reaccién por la adicion del compuesto TPTZ (2,4,6 tripiridyl-s-triazina), que a pH acido
(pH=3.6) se une al idn ferroso formando un compuesto de color azul que presenta un maximo
de absorcién a 593 nm.

Fe () — TPTZ + ANTIOXIDANTE - Fe (ll) - TPTZ

(amarillo) (azul)
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3.6.2. Procedimiento

Se ha seguido el procedimiento descrito por Benzie y Strain (1996) con ligeras
modificaciones. Diariamente se preparo el reactivo de trabajo, que consistié en una mezcla de
tampon acetato 300 mM (pH=3.6), TPTZ 10 mM en HCl 40 mM, vy tricloruro férrico (FeCl; 6H,0)
20 mM en una proporcion 10/1/1 (v/v/v). Para la medida del blanco se afiadié 3 mL de este
reactivo en una cubeta, y se midié su absorbancia a 593 nm. Posteriormente se agregaron 100
pL de la muestra y se agitd en vértex durante 30 segundos. Después de 6 minutos de
incubacién se realizd la lectura de la absorbancia a 593 nm, a la que se resté el valor del
blanco. Cada muestra fue analizada en varias concentraciones (4 diluciones) y por duplicado.

Para construir la recta de calibrado, se prepard una disolucién madre de Trolox
(ImM), y a partir de ésta, se prepararon 6 disoluciones patrén de distinta concentracidon
(0.031-1 mM). Para la medida de la actividad antioxidante de las disoluciones patrén se

procedio de la misma forma que con las muestras. (Figura 4)

Figura 4. Cubetas con las disoluciones patrén a distinta
concentracién, y el reactivo FRAP

La recta de calibrado se obtuvo representando la absorbancia frente a la
concentracion de las disoluciones del patrén Trolox, y se calculd la pendiente de la recta. A
continuacioén, se representé la cantidad de muestra analizada frente a la absorbancia medida,
obteniéndose asi la pendiente de la recta de la muestra, que finalmente fue comparada con la
pendiente obtenida para el patrén Trolox. Los resultados se expresan como actividad
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC: Trolox-equivalent antioxidant capacity, milimoles

de Trolox con la misma actividad antioxidante que 100 g de muestra seca o mL de vino).
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3.7. Analisis estadistico

El tratamiento de los datos se ha realizado con el paquete estadistico Statistica® v 8.0
(Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA, 2007). Se ha aplicado el Andlisis Mdltiple de la Varianza para
establecer la existencia o no de diferencias significativas entre grupos (S0, S1 y S2), mediante el
analisis de las medias de cada uno de los grupos. ANOVA es un analisis univariante (para una
sola variable), mientras que MANOVA es multivariante (para mas de una variable) (Norman y

Streiner, 1996).

4. Resultados y discusion

4.1. Analisis de semillas

Mediante el método Folin-Ciocalteau se determiné la cantidad de fenoles totales (FT)
en los extractos de semilla expresada como miligramos de acido galico por gramo de materia
seca (mg/g). La media de los seis extractos analizados fue 49,54 mg/g semilla.

A continuacién, se evalud la capacidad antioxidante por el método TEAC, por el cual se
obtienen las pendientes de pérdida de absorbancia de ABTS™* en funcién del volumen de
muestra utilizado, y se compararon con la obtenida con el patrén Trolox. Los resultados se
expresan en micromoles de Trolox/g de producto seco. El resultado, tras el analisis de las seis
muestras, fue 498,54 umoles TE/g.

Por otro lado, también se evalud la capacidad antioxidante por el método FRAP, por el
cual se obtuvieron pendientes de ganancia de absorbancia en funcién del volumen de muestra
utilizado, y se compararon con la obtenida con el patron Trolox. El resultado, expresado en
micromoles de Trolox/g de producto seco, fue 249,83 umoles TE/g. En la Tabla 4 se muestran

los resultados de los analisis de las muestras de semillas.

Tabla 4. Resultados ensayos para semillas. Cada valor representa la media (n=6) + desviacion estandar

Variables Semillas
Fenoles Totales (mg/g de semilla) Ay A2 Ay
ABTS (umoles TE/ g de semilla) 498,26 £89,16
FRAP (pumoles TE/ g de semilla) 249,83 + 62,69
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La cantidad de fenoles obtenida supone alrededor del un 5% del peso total de Ila
semilla, este resultado es similar al observado por Jara-Palacios y cols. (2014) en semillas de la
variedad Zalema, con niveles de FT en torno a 65 mg/g de peso seco, aunque los valores de
actividad antioxidante para los ensayos de ABTS y FRAP fueron mas elevados (966,4 umol/g y
386,1 umol/g respectivamente). En otro estudio realizado de la variedad Malbec y con un
disolvente de extraccién diferente (etanol:agua, 50:50), se obtuvieron valores menores para
los fenoles totales (42,2 mg/g) (Antonelli, 2015). No obstante, la comparacidn de resultados es
dificil, ya que el contenido fendlico depende de variables tales como la variedad de uva o el

estado de maduracion de la semilla, entre otras.

4.2. Analisis de vinos

4.2.1. Fenoles totales

Mediante el método Folin-Ciocalteau se determind la cantidad de fenoles totales en
las diferentes muestras de vino. Para cada etapa se analizaron muestras de los tres ensayos.
Los resultados vienen expresados en miligramos de 4cido gélico por mL de vino.

En la Figura 5 se puede observar que en la primera etapa (DC), los vinos
correspondientes a los tres ensayos desarrollados presentan concentraciones similares de
fenoles totales (SO: 1.967,08 mg/L; S1: 1.951,81mg/L; S2: 1.880,44 mg/L). En la etapa previa a
la fermentacion malolactica (PF), la concentracion de fenoles totales en los vinos de los
ensayos S1 y S2 experimenta una subida, y el vino testigo (SO) se mantiene con un ligero
ascenso, no obstante, no se aprecian diferencias significativas (p<0,05). Durante la
fermentacién maloldctica (ML) los vinos S1 y S2 descienden y vuelven a presentar valores
similares al primera etapa tras el descube (DC) (S1: 1.811,35 mg/L; S2: 1.984,61 mg/L) y en
este punto es el vino del ensayo testigo (SO) el que presenta valores superiores (2.381,98
mg/L). En las etapas sucesivas, al comenzar la estabilizacidn del vino, los valores medios de FT
de los tres ensayos estudiados van aumentando, pero en la etapa final el vino con adicion de
450 gr de semillas (S1) experimenta un importante descenso de los FT, situdndose en valores
menores a los iniciales (1.755,08 mg/L). El vino del ensayo al que se le adiciona una doble
cantidad de semillas (S2) es el que presenta mayor concentracion de FT (2.541,00 mg/L) en el
ultimo punto de muestreo (V2), en el que el vino se considera totalmente estable.

En un estudio similar sobre el efecto de la adicién de semillas hidrolizadas en el perfil
fendlico y cromatico de los vinos, se obtuvieron resultados parecidos tras la adicién de 250g y
500g de éstas semillas durante la vinificacion: tras el descube el vino control tenia mayor

contenido en fenoles totales (S0:2.734 mg/L, S1: 2.266 mg/L, S2: 2.073 mg/L), sin embargo,
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tras 150 dias, el que obtuvo mayor cantidad de polifenoles totales fue el vino al que se le

adicionaron la mitad de semillas (S0:2.009 mg/L, S1:2.735 mg/L, S2:2.066 mg/L) (Cejudo-

Bastante y cols.,2016).
Fenoles totales (mg/mL)
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— /0\" —— —
———
4500,00 a
4000,00 -|-
3500,00 \
3000,00 a f: T
a
T a a- T a 3 _
2500,00 a 3 J. I 3 1 a
da % a -
2000,00 a e [
I I

1500,00 |
1000,00 -

500,00 —

0,00
DC PF ML TR V1 V2
Etapa de vinificacion

Figura 5. Media + desviacion estandar de fenoles totales. SO: depésito testigo; S1: deposito con 450g de
semilla; S2: depdsito con 900g de semilla. Valores en las barras del mismo punto de muestreo con
diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05).

4.2.2. Capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante por el método TEAC, se obtuvieron las pendientes
de pérdida de absorbancia de ABTS' en funcién del volumen de muestra usado, y se
compararon con la obtenida con el patron Trolox. Los resultados vienen expresados en
micromoles de Trolox/mL de vino (Figura 6).

Segun los resultados obtenidos, tras el descube (DC), el vino elaborado con adicién de
mayor cantidad de semillas (S2) tiene la mayor capacidad antioxidante (1,63 pmol TE/mL). En
la Figura 6 se observa que en el vino testigo (SO) los niveles de capacidad antioxidante se

mantienen estables a lo largo de todo el proceso de vinificaciéon. En el caso de los vinos
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elaborados con adicion de semillas (S1 y S2) se producen mayores variaciones de la capacidad
antioxidante, observandose una disminucién de estos niveles durante la fermentacion
malolactica (ML), y a continuacién, un aumento en las sucesivas etapas de estabilizacién del
vino. En el dltimo punto de muestreo (V2), las muestras de los tres ensayos aumentan su
actividad antioxidante, siendo el vino con adicidn de 450 g de semillas (S1) el que presenta
mayor aumento de la capacidad antioxidante (1,73 umol TE/mL), seguido del vino con adiciéon
de 900 gr de semillas (S2) (1,50 umol TE/mL) y el vino testigo (SO), con la menor capacidad
antioxidante (1,30 pumol TE/mL). Es también en esta etapa donde se obtienen diferencias

significativas (p<0.05) entre el vino S1y el testigo.

ABTS

Capacidad antioxidante (umoles/mL)
mSO0 S1 82
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Figura 6 Media + desviacidon estandar de la capacidad antioxidante medida mediante método ABTS. SO:
vino testigo; S1: vino con adicion de 450g de semilla; S2: vino con adicién de 900g de semilla. Valores en
las barras del mismo punto de muestreo con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05).

Por otro lado, también se evalud la capacidad antioxidante por el método FRAP, por el
cual se obtuvieron pendientes de ganancia de absorbancia en funcién del volumen de muestra
utilizado, y se compararon con la obtenida con el patrén Trolox. El resultado obtenido es

expresado en micromoles de Trolox/g de producto seco.
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En el ensayo de FRAP, aparecen mads diferencias significativas (p<0.05) entre las
muestras, especialmente cuando el vino comienza a estabilizarse (TR, V1 y V2). Las muestras
de los tres vinos ensayados siguen una evolucion similar en las primeras etapas. En la etapa
ML, correspondiente a la fermentacidon maloldctica, experimentan un descenso importante de
la capacidad antioxidante (SO: 0.56 umol TE/mL, S1: 0.48 umol TE/mL y S2: 0.37 umol TE/mL),
este comportamiento es similar a lo observado previamente en los resultados obtenidos en
fenoles totales y capacidad antioxidante medida mediante el método ABTS™" en los vinos en los
que realizé la adicién de semillas (S1y S2). Al igual que en los ensayos de ABTS™, los tres tipos
de vino (SO, S1 y S2) experimentan un aumento de la capacidad antioxidante en las ultimas
etapas de vinificacion, alcanzando en la etapa V2 una actividad antioxidante significativamente
mayor (p<0.05) el vino elaborado con adicion de 450 gr de semillas (S1) (0,87 umol TE/mL),
seguido del vino con adicidn de doble cantidad de semillas (S2) (0,81 pmol TE/mL) y del vino
testigo SO (0,70 umol TE/mL). De nuevo SO muestra la menor capacidad antioxidante (0,70

umol TE/mL) (Figura 7).
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Figura 7. Media * desviacién estandar de la capacidad antioxidante medida mediante método FRAP. SO:
vino testigo; S1: vino con adicidn de 450g de semilla; S2: vino con adicién de 900g de semilla. Valores en
las barras del mismo punto de muestreo con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05).
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A la vista de los resultados obtenidos en los tres ensayos, se podria concluir que la
presencia de semillas en avanzado estado de maduracion fendlica durante la fermentacion
alcohdlica mejora las propiedades antioxidantes del vino, ya que para ABTS y para FRAP los
vinos S1 y S2 han obtenido valores significativamente mayores (p<0.05) que el testigo en las
etapas finales, cuando el vino es estable. El depdsito S1 es el que mayor capacidad
antioxidante obtuvo en los dos ensayos, sin embargo, en el ensayo de Folin-Ciocalteau obtuvo
el menor resultado en fenoles totales. Esto podria deberse a que las muestras de S1 tuvieran
mayor cantidad de un tipo de polifenoles que presenta mayor capacidad antioxidante. En el
estudio mencionado anteriormente de Cejudo-Bastante y cols. (2016), se obtuvieron
resultados sin grandes diferencias en cuanto al contenido en fenoles totales, pero con algunas
diferencias importantes en el perfil fendlico (acido protocatéquico y procianidinas) y el perfil
cromatico. Por tanto, en este sentido, seria conveniente profundizar en el anadlisis de los
compuestos fendlicos individuales y su capacidad antioxidante.

En cuanto a la cantidad adicionada de semillas, S1 obtuvo mejores resultados para la
capacidad antioxidante, sin embargo, solo en FRAP la diferencia fue significativa. En otro
estudio llevado a cabo por Puskas y col. (2006), en el que se empled la adicion de cantidades
crecientes de semillas de la variedad de uva Merlot (50, 100 y 150 g/kg) y tiempos de
maceraciones diferentes, se observd un aumento del contenido fendlico y de la intensidad de
color del vino conforme la cantidad de semillas adicionadas aumentaba.

Este trabajo forma parte de un proyecto en el que se estan evaluando otros
pardmetros ademas de la capacidad antioxidante, segln el resultado que se obtenga, teniendo
en cuenta todos los pardmetros, se podra decidir qué cantidad de semillas es la mds adecuada

adicionar en la vinificacién en tinto de clima calido para obtener vinos de mejor calidad.
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5. Conclusiones

. Las semillas procedentes de subproductos de vinificacion de Pedro Ximénez son una

buena fuente natural de compuestos fendlicos.

. Se ha evaluado la actividad antioxidante por métodos in vitro (FRAP y ABTS),
comprobdandose que los extractos de semillas procedentes de subproductos de vinificacién de

Pedro Ximénez son una buena fuente de compuestos con capacidad antioxidante.
. La capacidad antioxidante evaluada por métodos espectrofotométricos varia segun el
tipo de vino. Los vinos tintos a los que se les ha adicionado semillas durante la vinificacién

proporcionan los mejores resultados de actividad antioxidante.

. La reutilizacién de subproductos de vinificacion en blanco durante el proceso de

vinificacion en tinto podria proporcionar una mejora en valor bioldgico de los vinos.
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