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RESUMEN
La industria vitivinicola genera un volumen importante de subproductos, entre ellos el
orujo, que es la mezcla de hollejos y semillas remanente luego de la fermentacion del
vino. En las Ultimas décadas, por razones tanto econdémicas como ambientales, ha
habido una demanda continua y creciente en la recuperacion y aprovechamiento de
los subproductos de la industria alimentaria. El objetivo de este trabajo fue recuperar y
caracterizar compuestos bioactivos presentes en orujos de variedades de vid
cultivadas en la provincia de Mendoza (Malbec, Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc
y Merlot). Inicialmente, se obtuvo un extracto de orujo de uva liofilizado mediante una
técnica de extraccion sélido-liquido. Dicho extracto fue caracterizado inicialmente
mediante la determinacién de la capacidad antioxidante a través de la técnica ORAC, y
el contenido total de polifenoles y antocianos a través de espectrofotometria UV-vis.
Posteriormente, se realiz6 un perfilado de compuestos fendlicos, identificando y
cuantificando 30 compuestos, de los cuales 17 fueron no antocianos y 13 antocianos.
En cuanto a los compuestos no antocianos, las maximas concentraciones
correspondieron a los flavonoides: (-)-epicatequina (5518 mg g), (+)-catequina (5340
mg g), procianidina B1 (1820 mg g™) y &cido siringico (6665 mg g*). Malvidina-3-O-
glucosido fue el antociano mas abundante (32.056 mg g). EI compuesto OH-tirosol se
identificd y cuantificé por primera vez en orujos de Cabernet Franc y Malbec. Por otra
parte, el estilbeno trans-resveratrol se encontrd en niveles elevados (328 mg g*) en
Malbec comparado con reportes previos en otras variedades, destacando asi la
potencialidad de la variedad como una fuente de compuestos con valor nutracéutico.
Ademas, se presenta una discusion sobre la relacion entre los elevados niveles de
acido siringico y malvidina-3-O-glucoésido. Con los resultados obtenidos, se generaron
nuevos conocimientos para poder seleccionar el orujo mas adecuado en funcion a

cada aplicacion. Esta informacion puede ser Util para la aplicacion tecnoldgica de los



extractos y para justificar los efectos benéficos obtenidos cuando son utilizados en

diferentes modelos experimentales.
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1. INTRODUCCION

1.1. El orujo de uva

La uva es el mayor cultivo fruticola del mundo con una produccion anual de mas de 67
millones de toneladas. Alrededor del 80% de dicha produccién mundial se utiliza en la
elaboracion del vino (Fontana et al., 2013; Kammerer et al.,, 2004). La actividad
vitivinicola constituye una de las fuentes de ingresos mas importantes en la provincia
de Mendoza, siendo este hecho aun mas relevante en cuanto al impacto social si se
tiene en cuenta la mano de obra ocupada en los diferentes procesos de produccion e
industrializacion. La superficie cultivada con vid en Argentina se mantiene hace varios
afios en alrededor de 160.000 ha, que corresponde al 71% de la superficie cultivada
con vid en el pais. El departamento de Mendoza con mayor superficie cultivada es San
Martin con 19% del total; le siguen en importancia, Lujan de Cuyo (10%), Rivadavia
(10%), Lavalle (9%), San Rafael (9%), Maipu (8%) y Junin (7%). La variedad que mas
ha aumentado la superficie cultivada en Mendoza, es Malbec, que pasé de 14.338 ha
en el afio 2000 a 35.300 ha en el afio 2017 (INV, 2017). Le siguen en importancia por
su crecimiento en superficie, aunque con bastante diferencia cuantitativa: Syrah,
Aspirant Bouchet, Bonarda y Cabernet Sauvignon (INV, 2017). La produccién de vinos
en Mendoza en el afio 2016 fue aproximadamente de 6.600.000 litros, lo que supera el

80% del total de la elaboracién nacional (INV, 2016).

El orujo de uva se obtiene del proceso de elaboracion del vino como el residuo
remanente después de la fermentacién, y estad constituido principalmente por los
hollejos y semillas de las uvas (Fontana et al., 2013). En la vinificacién para la
obtencion de vinos blancos, las semillas y los hollejos de la uva se separan antes de la
fermentacion. En cambio, en la elaboracién de vinos tintos, las semillas y los hollejos

son removidos luego de un periodo de maceracion durante el cual éstos permanecen



en contacto con el mosto en fermentacién (Fontana et al., 2013; Kammerer et al.,

2004).

La industria vitivinicola genera un volumen importante de residuos (15 y 20 % del peso
de la fruta cosechada) como el orujo. Debido a que la extraccion durante la vinificacion
es incompleta, el orujo de uva remanente de dicho proceso presenta elevados
contenidos de compuestos fendlicos, retiene alrededor del 20 — 30 % del total de
compuestos fendlicos en el hollejo y entre 60 - 70 % en las semillas. El grado de
extraccion depende de la variedad de uva, madurez de la baya, factores ambientales y
tecnolégicos y procedimientos realizados durante la vinificacion (Kammerer et al.,

2004; Monrad et al., 2010).

Estos compuestos presentes en el orujo, estan actualmente recibiendo significativa
atencion por sus propiedades relacionadas a la promocion de la salud, las cuales
pueden ser explotadas desde un punto de vista tecnoldgico. Dentro de estas
propiedades se incluyen sus capacidades antioxidantes, antiinflamatorias,

cardioprotectoras, anticancerigenas y neuroprotectoras (Fontana et al., 2013).

Debido a estas propiedades promotoras de la salud o de prevencién de enfermedades,
los productos que contienen compuestos fendlicos pueden ser potencialmente
considerados como alimentos saludables, lo que hoy en dia conocemos como

alimentos funcionales (Fontana et al., 2017).

En la actualidad, el orujo es parcialmente utilizado para la obtencion de 4cido tartarico
0 etanol; ademas, puede ser utilizado como mejorador de suelo, pero los elevados
niveles de compuestos fendlicos constituyen un problema ya que inhiben la
germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantas. Dicho residuo también
puede ser utilizado en la alimentacion animal, sin embargo, la presencia de polifenoles

poliméricos (lignina) reduce la digestibilidad al inhibir las enzimas celuloliticas y



proteoliticas, asi como el crecimiento de las bacterias del rumen (Fontana et al., 2013).
Si bien hay un parcial aprovechamiento, se descarta una importante cantidad de

compuestos bioactivos remanentes en los mismos.

Con la creciente demanda de alimentos seguros por parte de los consumidores,
principalmente relacionada con el agregado de aditivos y el considerable interés que
los alimentos funcionales han adquirido en los ultimos afios, hoy en dia existe la
necesidad de identificar alternativas naturales y probablemente mas seguras de
antioxidantes para la industria alimentaria. Asi, la utilizacion eficiente, de bajo costo
relativo y ambientalmente sustentable de los subproductos de la industria
agroalimentaria es de una importancia indiscutible (Spigno et al., 2007). Una de las
opciones de mayor valor es la recuperaciéon de los componentes con potenciales
propiedades bioactivas como compuestos fendlicos. Como se menciond previamente,
éstos poseen propiedades antioxidantes y pueden ser utilizados en la industria
farmacéutica, cosmética y alimentaria. En el mismo sentido, las industrias modernas
pretenden incrementar la calidad y sustentabilidad de su produccién a través de la
reduccion del impacto ambiental de sus residuos (que son generados
inevitablemente), por lo que cada dia requieren procesos de produccion mas limpios y

productos que permitan diferenciarse de sus competidores (Amendola et al. 2010).

1.2. El orujo de uva como fuente de compuestos fenélicos con potencial

bioactividad

Los denominados compuestos bioactivos son constituyentes extra-nutricionales que se
encuentran en pequefas cantidades en plantas y productos alimenticios. Debido a que
muchos estudios epidemiolégicos han mostrado efectos protectores de enfermedades
cardiovasculares y tumorales con el consumo de dietas basadas en plantas o0 sus
extractos, es que se estan estudiando intensamente diferentes compuestos bioactivos

para evaluar sus efectos sobre la salud. Estos compuestos varian ampliamente y se



agrupan en funcién de su estructura quimica y funcién (Kris-Etherton et al., 2002). Los
compuestos bioactivos mas comunes incluyen metabolitos secundarios como

antibiéticos, micotoxinas, alcaloides y compuestos fenélicos (Martins et al., 2011).

Los compuestos fendlicos (polifenoles) constituyen uno de los grupos de productos
naturales mas numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Incluyen, no
solo una amplia variedad de moléculas con una estructura polifendlica (es decir, uno o
mas grupos hidroxilo unidos a uno o0 mas anillos bencénicos), sino también moléculas
con un anillo fendlico, como acidos fendlicos y alcoholes fendlicos. Los compuestos
fendlicos contenidos en las uvas y el vino se pueden clasificar, de acuerdo a la
estructura quimica de las agliconas, en dos grandes grupos: los compuestos
flavonoides y los no flavonoides. Los no flavonoides comprenden a los acidos
hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzoicos y estilbenos (Kammerer et al., 2014). Entre
los flavonoides, los principales compuestos son: antocianos, flavanoles y flavonoles

(Figura 1) (Antoniolli et al., 2015; Fanzone et al., 2012).
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Figura 1: Estructuras quimicas bdsicas de los principales grupos de compuestos fendlicos

Muchos compuestos fendlicos han sido identificados en el orujo de uva, donde los mas
abundantes son antocianinas, flavan-3-oles, flavonoles, acidos hidroxibenzoicos e

hidroxicinamicos y estilbenos (Barcia et al., 2014; Kammerer et al., 2004).

Las caracteristicas quimicas de los extractos de orujo estan relacionadas en gran
parte con el contenido de dichos compuestos fendlicos, por lo que es relevante
determinar su composicién individual previo a su aplicacion tecnoldgica y/o
biotecnoldgica. En este sentido, existen varios reportes enfocados principalmente en
datos cuantitativos generales como contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante (Fontana et al., 2013). Sin embargo, la determinacion de metabolitos
individuales es de particular interés para reconocer posibles interacciones entre los
parametros mencionados y las propiedades antioxidantes de los extractos, como asi

también identificar efectos sinérgicos o antagénicos entre las diferentes familias de



compuestos. Estos resultados brindarian informacion valiosa para una caracterizacion
més completa de las muestras, incrementando el valor del producto obtenido y
justificando sus posibles usos/efectos en los sistemas estudiados. Ademas,
considerando las diferencias intrinsecas de cada variedad de uva, la determinacion del
perfil de compuestos fendlicos contribuye a generar una valiosa base de datos para
seleccionar el orujo mas adecuado dependiendo de los compuestos requeridos para

cada aplicacion.

1.3. Propiedades antioxidantes del orujo de uva

En los ultimos afos, ha habido un aumento en el consumo de alimentos que contienen
cantidades significativas de acidos grasos poliinsaturados, y con ellos, un incremento
en el uso de antioxidantes para prevenir la oxidacién de los lipidos. La adicién de
antioxidantes es una forma de aumentar la vida util, especialmente de alimentos ricos
en lipidos. El uso de antioxidantes sintéticos esta restringido en algunos paises debido
a sus efectos téxicos o cancerigenos. En vista de estos efectos negativos para la
salud, es donde radica la importancia de la blusqueda de fuentes naturales de

antioxidantes, especialmente de origen vegetal (Jayaprakasha et al., 2003).

Las células y los tejidos corporales estan continuamente amenazados por el dafio
causado por los radicales libres y las especies reactivas del oxigeno, que se producen
durante el metabolismo normal del oxigeno o son inducidas por dafio exdgeno. Los
mecanismos Y la secuencia de reacciones por los cuales los radicales libres interfieren
en las funciones celulares no se conocen completamente, pero una de las mas
importantes parece ser la peroxidacién de lipidos, que da como resultado el dafio de la
membrana celular. Dicho dafio causa un cambio en la carga neta de la célula,
modificando la presion osmdtica, lo que lleva a la hinchazén y muerte celular. Los
radicales libres pueden atraer a varios mediadores inflamatorios, o que contribuye a

una respuesta inflamatoria general y al dafo tisular. Para protegerse de las especies



reactivas del oxigeno, los organismos vivos han desarrollado varios mecanismos
antioxidantes de defensa. Estos mecanismos del cuerpo incluyen a enzimas como la
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, y otros compuestos tales como
glutation, acido ascorbico y a-tocoferol. La produccion incrementada de especies
reactivas del oxigeno durante la lesiobn, da como resultado el consumo y el
agotamiento de los compuestos de barrido de radicales endégenos. Los flavonoides y
otros polifenoles pueden tener un efecto aditivo con dichos compuestos (Panche et al.,

2016).

La mayoria de los grupos de flavonoides tienen la capacidad de actuar como
antioxidantes. Se ha informado que las flavonas y las catequinas parecen ser los
flavonoides mas poderosos para proteger el cuerpo contra las especies reactivas del
oxigeno (Hidalgo et al., 2010). Esta capacidad antioxidante se debe a su elevado
potencial rédox, que les permite actuar como agentes reductores, donantes de
hidrégeno y extintores de oxigeno singulete, ademas de poseer potencial de quelacion

de metales (Ignat et al., 2011).

Muchos estudios sobre el potencial antioxidante de los flavonoides en frutas, verduras
y productos elaborados como té o vino, han llegado a la conclusion de que es muy
dificil predecir el poder antioxidante de un producto determinado mediante el estudio
de s6lo un tipo de flavonoide o de otro tipo de antioxidante contenido en el producto,
tales como la vitamina C o E. En algunos casos se ha postulado la posible existencia
de efectos sinérgicos o antagoénicos entre los distintos antioxidantes presentes en los

alimentos vegetales y productos derivados (Hidalgo et al., 2010).

Yilmaz y Toledo (2004) estudiaron la actividad secuestrante de radicales libres peroxilo
de compuestos fendlicos puros presentes en semillas y hollejos de uva. Los resultados
gue obtuvieron sobre la actividad antioxidante fueron: resveratrol > catequina >

epicatequina = galocatequina > acido galico = 4cido elagico. Sin embargo, en vista de



dichos resultados, existiria una actividad global debido a efectos sinérgicos o
antagonicos de las actividades de los compuestos que podria ser estudiado para

agregar claridad.

1.4. Meétodos de extraccion de compuestos fendlicos

La extraccion es un paso importante en la recuperacion, el aislamiento y la
identificacion de los compuestos fendlicos presentes en el orujo, y no existe un método
de extraccion estandar. Las técnicas tradicionales como las extracciones soélido-liquido
y Soxhlet, se han utilizado durante muchas décadas, pero tienen la desventaja de
consumir cantidades elevadas de solventes y requerir mucho tiempo de extraccion.
Ademas, debido a las diferentes etapas y tratamientos extractivos utilizados en dichas
técnicas, como son el calentamiento, la ebullicion y el reflujo, se producen
pérdidas/degradaciones de compuestos fendlicos por fendémenos de ionizacién,
hidrolisis y oxidacion. Factores tales como el solvente de extraccion y la relacion
muestra/solvente son relevantes para lograr recuperaciones satisfactorias,
considerando siempre la naturaleza polar que presentan estos compuestos. Las
técnicas tradicionales de extraccion han ido cambiando gradualmente con una
tendencia a nuevos métodos con tiempos de extraccion reducidos y bajo consumo de
solventes organicos, que aumentan la sostenibilidad del proceso, manteniendo (o
incluso mejorando) la recuperacion de los compuestos de interés (Fontana et al.,

2013).

La extraccion solido-liquido constituye la técnica mas comunmente reportada para la
extraccion de compuestos fendlicos en orujos. Se basa en un fenédmeno de transporte
de masa en el que los analitos contenidos en una matriz sélida migran a una fase de
solvente que esta en contacto con la matriz. Los fenbmenos de transporte de masa, y
por lo tanto la eficiencia de extraccion, pueden mejorarse mediante cambios en los

gradientes de concentracidén, coeficientes de dispersidbn o capa limite, todos ellos



afectados por el método de extraccion, tipo de disolvente, tamafio de particula,
temperatura y tiempo de extraccion, asi como la presencia de sustancias interferentes
en la matriz. El tipo de solvente es uno de los principales factores que afectan la
eficiencia de extraccion del proceso, siendo el metanol, el etanol, la acetona y el agua
los mas utilizados. Debido a la naturaleza polar de los compuestos fendlicos, estos se
solubilizan facilmente en medios proticos polares tales como soluciones
hidroalcohdlicas (Galanakis, 2012). La presencia de agua en la mezcla aumenta la
permeabilidad del tejido celular, permitiendo una mejor transferencia de masa por
difusiébn molecular y por lo tanto la recuperacién de los compuestos solubles en agua.
En términos de la extraccion del contenido fendlico total, las mezclas de etanol/agua
han mostrado resultados relativamente mejores en comparacion con las mezclas de
acetona o metanol/agua. El etanol es el disolvente seleccionado en el caso de una
posterior utilizacion de los extractos en alimentos. Ademas, es méas barato que los
disolventes nombrados anteriormente y tiene categoria GRAS (generalmente
reconocido como seguro de acuerdo con la definicibn de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de EE.UU.). Sin embargo, es necesario tener en cuenta
que la eficiencia de extraccion también depende de la fraccibn de subproductos, la
variedad de uva, el tiempo de extraccion, la temperatura, la acidificacion de los

solventes y las interacciones entre todas estas variables (Fontana et al., 2013).

El tiempo y la temperatura de extraccibn son pardmetros importantes que deben
optimizarse para minimizar el consumo de energia del proceso y lograr elevadas
recuperaciones de los compuestos. Muchos autores coinciden en que un aumento de
la temperatura de trabajo favorece la eficiencia de la extraccion mejorando tanto la
solubilidad de los solutos como el coeficiente de dispersion. Independientemente de
los efectos positivos de las altas temperaturas en los rendimientos de extraccién, este
factor no puede aumentarse indefinidamente porque a temperaturas superiores a

50°C, disminuye la estabilidad de los compuestos fendlicos y se pueden desnaturalizar
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las membranas. Algunos trabajos informaron que temperaturas de 60°C aumentan la
extraccion de compuestos fendlicos de los orujos, pero igualmente se debe evaluar la

estabilidad de los compuestos en esta condicion (Spigno et al., 2007).

1.5. Caracterizacion quimica de extractos de orujo

La capacidad antioxidante de los extractos de orujo es un pardmetro sumamente
importante ya que permite cuantificar el poder antioxidante que tendrian los
compuestos presentes en la muestra para actuar simultAineamente en un sistema.
Existen diferentes técnicas para evaluarla en un alimento o extracto, una de ellas es la
técnica ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno, del inglés Oxygen
Radical Absorbance Capacity). La ORAC mide la actividad o capacidad global que
poseen todos los antioxidantes presentes en una muestra para neutralizar radicales
peroxilo generados por la descomposicion térmica de AAPH (2,2-azobis-2-
metilpropionamidina). Estos Gltimos son especies reactivas, comparables con aquellas
especies reactivas del oxigeno generadas en el organismo, de ahi la importancia del
ensayo en un sentido bioldgico. La presencia de antioxidantes en el medio protege a
una sonda fluorescente de prueba (fluoresceina) de la oxidacion provocada por el
radical peroxilo y prolonga el tiempo de emision de fluorescencia de este compuesto.
La capacidad antioxidante de las muestras es cuantificada mediante la medicién del

area bajo la curva de la intensidad de fluorescencia relativa (Yilmaz y Toledo, 2006).

Los orujos de uva son muestras complejas debido a la presencia de una gran cantidad
de analitos diana con diferente naturaleza quimica. Es por ello que se necesitan
métodos analiticos altamente selectivos y sensibles para la caracterizacién de los
extractos de orujo. Para la caracterizacion del perfil de los compuestos fendlicos
antocianos y no antocianos presentes en los extractos, comunmente se utiliza la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a detectores de arreglo de

diodos (DAD) o espectrometria de masa (MS). Hoy en dia, las novedosas técnicas de
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separacion con sistemas de presion ultra alta pueden lograr métodos rapidos,
versatiles y de alto rendimiento, adecuados para el andlisis de muestras complejas

como son los extractos de plantas.

En dichas técnicas cromatogréaficas utilizadas para la separacibn de compuestos
fendlicos, se eligen casi exclusivamente columnas del tipo de fase reversa, con Cig
como fase estacionaria, un didmetro interno entre 2 y 4,6 mm, y un tamafio de
particula que varia de 3 a 10 um. El sistema de fases méviles consiste en una fase
acuosa y una fase orgénica (generalmente metanol o acetonitrilo) que se mezclan en
un gradiente. Usualmente, se agrega un acido organico a los solventes en
concentraciones que varian de 0,1 a 10%, dependiendo de los compuestos a analizar
para favorecer la formacion de las especies idnicas mas adecuadas que permitan una
buena forma de pico durante la metodologia cromatogréafica. Los acidos acético y
férmico son los mas cominmente utilizados, aunque también se han empleado &cido
fosforico y trifluoroacético. La combinacion mencionada de columnas, sistemas de
disolventes y condiciones, se ha aplicado con éxito para la separacion de familias de
compuestos fendlicos tales como antocianinas, procianidinas, flavanoles, flavonoles,

acidos fendlicos y estilbenos.

Clasicamente, la deteccién de rutina en HPLC se basa en la medicion de la absorcion
de UV-Vis, utilizando la deteccién de arreglo de diodos (DAD). La desventaja de estos
métodos de deteccidbn es la falta de informacién estructural que conduce a la
posibilidad de interferencias de componentes de la matriz de la muestra y la eventual
aparicion de picos con identificacion errénea. Una forma de eliminar este problema es
mediante el acoplamiento de un detector MS a los sistemas de HPLC, lo que mejora
notablemente la identificacion y caracterizacion estructural de los compuestos
fendlicos (Fontana et al., 2013). Asimismo, una forma valida de evitar los
inconvenientes mencionados es la utilizacion de estandares puros de los compuestos

gque se analizan. De esta forma, la identificacién con los compuestos puros permite
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obtener los espectros de absorcion y su posterior comparacién con los obtenidos en
las muestras. Esto incrementa la selectividad del método, logrando una identificacién

satisfactoria cuando no se cuenta con detectores de MS.

1.6. Aplicaciones biotecnolégicas

En los ultimos afios, los compuestos fendlicos han cobrado relevancia en la industria
agroalimentaria debido a la gran cantidad de aplicaciones. Una de las opciones mas
valiosas es la recuperacion de compuestos bioactivos presentes en plantas que
poseen actividad antioxidante y podrian ser utilizados en productos farmaceéuticos,
cosméticos y alimentarios (Fontana et al., 2013). Los extractos de orujo son uno de los
tantos ejemplos que se han investigado como fuente de antioxidantes naturales debido
al contenido de grandes cantidades de compuestos fendlicos monoméricos tales como
(+)-catequina, (-)-epicatequina, asi como compuestos fendlicos diméricos, triméricos y
procianidinas tetrameras, entre otros. En esta seccion se detallan las posibles

aplicaciones del orujo de uva en la industria alimentaria.

1.6.1. Aplicacién del orujo de uva como antioxidante en alimentos

En la industria alimentaria los antioxidantes se utilizan principalmente para evitar la
oxidacion de lipidos y son afadidos a las carnes frescas o procesadas para prevenir la
rancidez oxidativa, retardar el desarrollo de malos sabores y mejorar la estabilidad del

color (Fontana et al., 2013).

Algunos estudios han demostrado que el uso de extractos de té verde y de semilla de
uva tiene efecto conservante en hamburguesas de carne vacuna con bajo contenido
de sulfito. Los autores observaron efectos positivos sobre las principales causas de
deterioro de la carne cruda, como son el desarrollo microbiano, la pérdida del color
rojo y la oxidacién lipidica. Esto sugiri6 que la cantidad de sulfito agregada a las

hamburguesas puede reducirse y asi, obtener productos mas saludables (Bafion et al.,
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2007). Selani et al. (2011) estudiaron la accién de extractos de orujo (variedades de
uva lIsabel y Niagara) sobre la oxidaciobn de los lipidos, el color, el pH y las
propiedades sensoriales de la carne de pollo cruda y cocida. Al igual que otros
autores, afirmaron que estos extractos retardan la oxidacién de lipidos de la carne
cruda y cocida congelada. EI pH y el color de la materia prima cruda no
experimentaron cambios en ninguno de los casos. Sin embargo, se observaron
cambios de color (oscurecimiento y menor intensidad del color rojo y amarillo) en la
carne cocida. En la evaluacién sensorial de olor y sabor se obtuvieron resultados
satisfactorios y no hubo diferencias con los antioxidantes sintéticos. Un estudio similar
fue realizado por Garrido et al. (2011), quienes evaluaron dos extractos de orujos de
diferentes variedades tintas en hamburguesas de cerdo. Hallaron una estabilidad en el
color de la carne y una disminucion de la oxidacion de los lipidos; sin embargo, los
extractos no alteraron el valor de pH ni evitaron el deterioro por microorganismos en

las hamburguesas.

Maestre et al. (2010) estudiaron la interaccién y ubicacion de los antioxidantes
fendlicos (obtenidos a partir de extracto de semilla de uva) en membranas modelo y la
relacion con su efectividad para inhibir la oxidacion lipidica de carne picada de
pescado. La capacidad de estos compuestos para quelar metales, donar electrones y
eliminar radicales libres, puede explicar la mayor capacidad antioxidante que se
encontré en el masculo de pescado. Pazos et al. (2005) determinaron la capacidad de
los flavonoides de extractos de orujo para inhibir la oxidacién de lipidos de pescado.
Las pruebas se realizaron en aceite de pescado y pescado graso congelado como la
caballa. Los monémeros de flavanoles mostraron una mayor actividad antioxidante
gue los mondémeros de flavonoles, y dicho efecto no mostrd una relacion directa con la
cantidad de grupos fendlicos y el grado de grupos galato. EI mismo equipo estudio la
influencia del grado de polimerizacién (nimero de unidades monomeéricas enlazadas

covalentemente) y de grupos galato de los compuestos fendlicos en muasculo de
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pescado. Los autores encontraron que las proantocianidinas con tamafio medio (2-3
unidades monomeéricas) y bajo grado de sustitucién con galato (0,15-0,25 grupos
galato/molécula) son mas adecuados que las proantocianidinas altamente

polimerizadas y con elevado grado de sustitucion con galato (Pazos et al., 2010).

La aplicacion de compuestos fendlicos individuales (catequina, galato de
epigalocatequina, acido tanico) y diversos extractos ricos en compuestos fenolicos
(provenientes de uva, té verde y polvo de ardandanos deshidratados) en el queso ha
sido reportado por Han et al. (2011). Los resultados evidenciaron que los productos
formulados con dichos compuestos mejoran las propiedades antioxidantes del queso.
Las cuajadas con concentraciones de 0,5 mg mL* de compuestos fendlicos
presentaron una efectiva actividad de eliminacién de radicales libres; ademas, no hubo
cambios en los atributos fisicos como son la textura y la firmeza del queso. Sin
embargo, debido a un aumento en la concentracion de compuestos fendlicos
afnadidos, puede ocurrir eventualmente un aumento de la resistencia del gel junto con
la disminucion de contenido de humedad de la cuajada. Los geles lacteos formulados
con compuestos bioactivos mostraron caracteristicas ligeramente alteradas de la
cuajada de queso. Los autores propusieron realizar estudios adicionales para

examinar la posibilidad de aplicar esta tecnologia a otros productos lacteos.

Otra aplicacion interesante fue reportada por Tseng et al. (2013), quienes aplicaron el
orujo (de uva variedad Pinot Noir) como fibra dietética antioxidante para mejorar el
valor nutricional y la vida util de yogur. Esta fortificacion no afecté sensiblemente el pH
ni la viabilidad de las bacterias lacticas, tampoco causé defectos en la consistencia,
color o sabor. Ademas, se observé un aumento en el contenido de fibra como asi
también una mayor actividad antirradicalaria y antioxidante, aumentando la vida Gtil del

producto.
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1.6.2. Aplicacion del orujo de uva como antimicrobiano en alimentos

La actividad microbiana es la principal causa de deterioro de los alimentos y a
menudo, es la responsable de la pérdida de la calidad y seguridad de estos. En la
actualidad, se ha observado un aumento de las enfermedades transmitidas por
alimentos; es por ello que existe un gran interés por obtener fuentes naturales de
compuestos antibacterianos, como son las frutas, verduras y extractos de plantas para

la conservacion de los alimentos (Jayaprakasha et al., 2003).

Baydar et al. (2014) estudiaron los efectos antibacterianos del orujo y bagazo de uva.
Si bien, los autores no encontraron actividad antibacteriana de los extractos obtenidos
de hollejo de uva cv. Narince contra quince bacterias patégenas, hallaron actividad
antibacteriana empleando los extractos de semillas (ambos procedentes de uva no

vinificada).

Jayaprakasha et al. (2003) aplicaron extractos de semillas obtenido a partir de
industrias de procesamiento de jugo de uva a medios de cultivo con diferentes cepas
bacterianas y determinaron la concentracion minima inhibitoria (CMI) con capacidad
antibacteriana (es decir, la menor concentracion capaz de inhibir totalmente el
crecimiento de la bacteria testeada). Los resultados indicaron que estos extractos
presentan un efecto antibacteriano contra todas las bacterias analizadas (Bacillus
cereus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa). Dichos extractos fueron mas eficaces contra bacterias
Gram (+) en comparacion con las Gram (-). Un estudio similar fue realizado por
Anastasiadi et al. (2009) donde se evalu6 la CMI de extracto de orujo contra Listeria
monocytogenes, y los resultados justificaron su incorporacién en sistemas de

alimentos para prevenir el crecimiento de dicha bacteria.
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Thimothe et al. (2007) estudiaron la composicién quimica y actividad bioldgica de los
compuestos fenodlicos presentes en uvas tintas para vinificacién y extractos de orujo,
sobre la virulencia de Streptococcus mutans. Observaron que la actividad biolégica del
orujo fue tan eficaz (o significativamente mejor) que la de los extractos de bayas
enteras. Por ejemplo, algunos de los extractos de orujo estudiados produjeron un
mayor grado de inhibicion de la actividad de enzimas glucosiltransferasas (>60% de
inhibicion) y de la acidogenicidad (248%) del Streptococcus mutans que los extractos
de uva entera. Estas enzimas sintetizan glucanos, que son los principales
componentes del biofilm bacteriano. Ademas, las glucosiltransferasas son rasgos de
virulencia especificos de dicho microorganismo asociados con la patogenia de las
caries dentales y la integridad estructural de la biopelicula dental (placa). EI mayor
porcentaje de inhibicién de las actividades glucosiltransferasas por extractos de orujo,
puede deberse al mayor contenido de compuestos fendlicos en el orujo en
comparacion con los extractos de uva enteras. Los resultados también mostraron que
los compuestos fendlicos de uva, especialmente de extractos de orujo, son altamente
efectivos contra la virulencia de Streptococcus mutans, aunque la viabilidad bacteriana
no es afectada. Es decir, los extractos actuaron como bacteriostaticos pero no como
bactericidas. En este sentido, el orujo es una fuente factible (bajo costo y
disponibilidad) para la extraccion y aislamiento de compuestos para la prevencion de

enfermedades orales, tales como caries y placa dental.

1.6.3. Aplicacién del orujo de uva como colorante en alimentos

Las antocianinas son pigmentos naturales hidrosolubles que poseen considerable
potencial en la industria alimentaria; son las responsables de la gama de colores que
abarcan desde el rojo hasta el azul de muchas frutas, vegetales y cereales. El interés
en estos pigmentos ha aumentado gracias a sus posibles efectos terapéuticos y
benéficos (Garzon, 2008). A diferencia de los tintes sintéticos, que poseen una

excelente estabilidad a la luz, el oxigeno, el calor y el cambio de pH, las antocianinas
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son afectadas por las condiciones del procesamiento, produciéndose pérdida del color,

oscurecimiento del producto y formacion de precipitados en los extractos.

En soluciones acuosas existen cuatro estructuras de antocianinas diferentes, que
varian de forma reversible a lo largo de la escala de pH y con diferentes espectros de
absorbancia. Las antocianinas de la uva poseen un grado de color apreciable a pH
mayor a 4. Por el contrario, los pigmentos de antocianinas polimerizadas no muestran
cambios de color con la variacién de pH. Los factores intrinsecos y la composicion de
la matriz del alimento afectan en gran medida a la estabilidad antocianica. Sin
embargo, hay estudios limitados sobre el impacto del procesamiento vy
almacenamiento en la estabilidad de las antocianinas de la uva en matrices de

alimentos (Lavelli et al., 2017).

Lavelli et al. (2017) estudiaron que la encapsulaciébn con maltodextrina aumenta la
estabilidad de antocianinas en el procesamiento y almacenamiento de alimentos ricos
en azucares. Los compuestos fendlicos del hollejo de uva encapsulado se afadieron a
un puré de manzana, y se caracterizaron en cuanto a su estabilidad bajo tratamiento
térmico y condiciones de almacenamiento. Se ha reportado que la maltodextrina limita
las reacciones entre azlcares y antocianinas. Ademas, la encapsulacion podria
aumentar la concentracién de antocianinas y no antocianinas en las microcapsulas,

promoviendo auto-asociaciones y fenémenos de co-pigmentacion.

La estabilidad de la antocianina también se ha estudiado en productos lacteos. El
extracto de uva fue utilizado como un agente colorante en yogur en cantidades de
0.018 g kg™, donde la concentracion de antocianinas se vio muy afectada por el tiempo
de almacenamiento. Ademas, se utilizé un extracto comercial de hollejo de uva como
agente colorante para quesos semisélidos principalmente dirigidos a nifios, donde

hubo una gran estabilidad durante la vida util del producto (Lavelli et al., 2017).
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Las antocianinas también se han investigado en sistemas alimentarios a base de
cereales. Un concentrado de jugo de uva comercial se utiliz6 como colorante en una
mezcla de maiz: sacarosa (90:10) y se extruyd para producir un cereal de desayuno.
La extrusion redujo el contenido de antocianinas monomeéricas. Sin embargo, no se
modificéd el contenido de antocianinas poliméricas, y no hubo cambios durante el

almacenamiento a temperatura ambiente durante 90 dias (Lavelli et al., 2017).

En otro enfoque, el extracto de uva tinta se utilizd en la preparacion de tapas de
galletas, donde se observd una disminucién de alrededor del 40% de las antocianinas.
Estas pérdidas estan relacionadas con reacciones de oxidacion durante el amasado y

degradaciones térmicas durante el horneado (Lavelli et al., 2017).

En general, estos estudios indican que la estabilidad de la antocianina de la uva es
baja durante tratamientos térmicos intensos tales como extrusién y coccion, pero las
antocianinas pueden ser relativamente estables durante la pasteurizacion. La
estabilidad es baja en alimentos liquidos almacenados, pero estos compuestos son
muy estables en estado seco. En este Ultimo caso, la estabilidad se debe al bajo
contenido de agua que conduce a un aumento de viscosidad y disminucion de
movilidad molecular (Lavelli et al., 2017). Sin embargo, es necesario realizar mas
estudios acerca de la estabilidad de las antocianinas en matrices especificas y la
relacion entre su estructura, la actividad biolégica de los metabolitos bioactivos, los

efectos sinérgicos y las dosis efectivas (Garzén, 2008).

1.6.4. Aplicacién del orujo de uva en el envasado activo de alimentos

El deterioro oxidativo de los polimeros utilizados en los envases de alimentos es un
problema de considerable importancia econdémica y preocupacion practica, debido a
que la pérdida de calidad del polimero puede alterar la vida util del alimento. Algunas

sustancias como butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT),
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terbutilhidroquinona (TBHQ) y galato de propilo, son ampliamente utilizadas como
antioxidantes primarios para polimeros empleados en el envasado. Sin embargo, han
aumentado los problemas relacionados con la posible toxicidad, mutagenicidad y
efectos cancerigenos de estos aditivos, debido a que pequefias cantidades pueden
liberarse de las peliculas del empaque al alimento. Es por ello que se esta prestando
cada vez més atencion al uso de compuestos fenolicos como antioxidantes para la
estabilizacion de polimeros en envases y tecnologias relacionadas. Las ventajas
esperadas incluirian una mayor estabilidad quimica en las condiciones de
procesamiento y menor tendencia a la liberacién del polimero en el medio de contacto

(alimento, agua, etc.) (Panzella y Napolitano, 2017).

El deterioro oxidativo de los alimentos envasados puede causar disminuciones
significativas en la vida util asociadas con sabores desagradables, malos olores,
cambios de color y pérdida nutricional. En consecuencia, existe una demanda
creciente por parte de los consumidores y el mercado, de antioxidantes derivados de
productos naturales que podrian reemplazar a los aditivos sintéticos, no solo para la
estabilizacion del material plastico, sino también como ingredientes para el envasado

activo (Panzella y Napolitano, 2017).

El quitosano se ha reportado como un polimero renovable para formar peliculas
comestibles que permiten la incorporacion de compuestos funcionales. La
incorporacién de aceite y extracto de semilla de uva a peliculas de quitosano resultd
beneficiosa para la estabilidad de las peliculas y el incremento de la actividad
antioxidante de las mismas. Por lo tanto, los autores sugieren que estas peliculas
pueden ser una alternativa promisoria para reemplazar a los materiales sintéticos, y
como vehiculo para compuestos funcionales contribuyendo a aplicaciones
biotecnoldgicas, aumentando la vida util de los alimentos en los que se aplican. Hay

estudios acerca de la incorporacion de estos extractos por fusiébn en poliolefinas o
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etilcelulosa, obteniendo peliculas con actividad antioxidante sin alterar las propiedades

mecénicas de los materiales originales (Ferreira et al., 2014).

El envasado de alimentos con compuestos bioactivos es un enfoque innovador
también para la prevencion del crecimiento de microorganismos que deterioran los
alimentos. Los ensayos antimicrobianos revelaron una capacidad para inhibir el
crecimiento de bacterias Gram (-): Erwinia carotovora subsp. carotovora y
Xanthomonas arboricola pv. pruni para peliculas poliméricas fabricadas con quitosano

y nanopatrticulas de lignina (Panzella y Napolitano, 2017).

Extractos activos de subproductos agroindustriales, como cascaras de almendra y
orujo de uva incorporado a peliculas de alginato de sodio, exhibieron propiedades
antimicrobianas contra cinco patdégenos: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Listeria  monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. (Panzella y

Napolitano, 2017).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Los orujos de uvas de las variedades Vitis vinifera L. cv Cabernet Saunvignon,
Cabernet Franc, Merlot y Malbec son una fuente econdmica y ambientalmente
sustentable de compuestos bioactivos. Dichos subproductos contienen una amplia
variedad y concentracion de compuestos fendlicos que le otorgan una elevada

actividad antioxidante justificando su aplicacion en la industria alimentaria.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Desarrollar bases cientifico-tecnolégicas que permitan utilizar el orujo de uva de
diferentes variedades cultivadas en Argentina como fuente de principios bioactivos que

pueden ser aplicados en la industria alimentaria y otras industrias.

2.2.2. Objetivos particulares

[) Extraer compuestos fendlicos presentes en el orujo de uva de las variedades
mencionadas utilizando técnicas de extraccion que generen un producto apto para

su aplicacién tecnoldgica.

[I) Determinar la capacidad antioxidante mediante la técnica ORAC (del inglés,
Oxygen Radical Absorbance Capacity) y el contenido de polifenoles y antocianos

totales en los extractos obtenidos.

[II) Caracterizar el perfil de compuestos fendlicos (antocianos y no antocianos) en los
extractos de orujo aplicando cromatografia liquida de alta presién con detector de

arreglo de diodos (HPLC-DAD).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Estandares, solventes y quimicos utilizados

Los estandares de &cido galico, 3-hidroxitirosol, (-)-galocatequina, (-)-galocatequina
galate, (-)-epicatequina galate, procianidina B1, (+)-catequina, procianidina B2, (+)-
epicatequina, acido cafeico, &cido siringico, &cido cumarico, acido ferdlico, trans-
resveratrol, quercetina hidrato, kaempferol-3-glucésido y malvidina-3-O-glucésido con
grado de pureza = 90% se adquirieron de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El
estandar 2-(4-hidroxifenil) etanol (tirosol) se obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza). Las
soluciones de estandares puros se prepararon en metanol en niveles de concentracion

de 1000 mg mL™,

Los estandares de calibracion se disolvieron en fase mavil inicial de cada método
(LMW-PP o antocianinas). Se adquirieron acetonitrilo de calidad HPLC y &cido férmico
de Mallinckrodt Baker (Inc. Phillipsburg, NJ, EE.UU.). Tanto la amina primaria-
secundaria (PSA) como el octadecilsilano (Cg) se obtuvieron de Waters (Milford, MA,
EE. UU.). Los reactivos: NaCl, Na,CO3; anhidro, MgSO, y CaCl, fueron comprados en
Biopack (Buenos Aires, Argentina). El acido clorhidrico, etanol y reactivo de Folin-
Ciocalteu se compraron en Merck (Sao Paulo, Brasil). El reactivo Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), NaH,PO, 2H,0,, Na,HPO, 12H,0,,
fluoresceina y 2,2-azobis-2-metilpropionamidina (AAPH) fueron comprados en Sigma-

Aldrich.

El agua ultrapura para la preparacion de soluciones se obtuvo utilizando un sistema

Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.).

3.2. Muestras y extraccion de compuestos fendlicos

En este estudio, se analizaron un total de 11 muestras obtenidas del Catena Institute
of Wine (Bodega Catena Zapata) provenientes de diferentes vifiedos de Mendoza

ubicados en Gualtallary (Tupungato), Altamira (San Carlos) y Agrelo (Lujan de Cuyo).
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En la Figura 2 se presenta un mapa de la provincia de Mendoza con dichas zonas
vitivinicolas. Las muestras de orujo corresponden a las temporadas 2015y 2016 de las
variedades Vitis vinifera L. cv. Malbec de 2 origenes geogréficos diferentes (MB1 vy
MB2)], Cabernet Sauvignon de 3 origenes geogréficos diferentes (CS1, CS2 y CS3)],
Cabernet Franc de 2 origenes geograficos diferentes (CF1y CF2)] y Merlot (MLT, para

esta variedad solo se analizé una muestra de la cosecha 2015).

Dichas muestras fueron recolectadas inmediatamente luego del prensado del mosto
en la bodega y colocadas en cajas refrigeradas con hielo durante el transporte al

laboratorio, y luego, almacenadas a -20°C hasta el procesamiento.

1- Agrelo, Lujan de Cuyo
2- Gualtallary, Tupungato
3- Altamira, San Carlos

Figura 2: Mapa de la provincia de Mendoza con las zonas vitivinicolas de los orujos estudiados

La extraccion del orujo fresco de uvas se realiz6 mediante una extraccion sélido-
liquido, por triplicado. Para ello, una porcién de orujo fresco se tritur6 en un mixer de
laboratorio con una alicuota del solvente de extraccién (solucion de etanol: agua en
relacién 1:10 (p/v)) manteniendo el sistema termostatizado a 60°C con agitacién. El
tiempo de extraccion fue de 3 horas. Luego se procedié a la centrifugacion para

eliminar los residuos sdlidos y el sobrenadante se concentr6 en rotavapor a 40°C.
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Finalmente, el extracto concentrado se secdé mediante liofilizacion durante 96 horas a
0,12 bar y 45°C, para ser luego almacenado en tubos sellados mantenidos a -20°C en
atmosfera seca y oscuridad hasta el analisis (Antoniolli et al., 2015). El polvo obtenido
se analiz6 mediante diferentes técnicas con el objetivo de realizar su caracterizacion
guimica. El procedimiento completo de preparacion de las muestras se presenta en la

Figura 3.
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3.3. Determinacién de la capacidad antioxidante, contenido de polifenoles

totales y antocianos totales

La capacidad antioxidante se determiné mediante la técnica ORAC. Se utilizd un
espectrofluorémetro y microplacas negras de acuerdo al método reportado por
Antoniolli et al. (2015). Los extractos crudos se solubilizaron en buffer fosfato de
potasio y se agregaron en las celdas junto con diferentes concentraciones de Trolox
(0; 3,125; 6,25; 12,5y 25 umol L'l). A continuacion, se afiadieron 100 pL de solucion
de fluoresceina y se incub6 a 37 °C durante 7 minutos, posteriormente se adiciono
50uL de solucion generadora de radicales peroxilo AAPH (Figura 4). La intensidad de
la fluorescencia fue monitoreada aplicando excitacion a 485 nm y emision a 538 nm
con intervalos de 1 minuto durante 90 minutos en un fluorbmetro de microplacas
(Fluoroskan Ascenso FL, Thermo Fisher Scientific Inc, Wilmington, DE). El area bajo la
curva de la disminucién de la fluorescencia relativa durante 90 minutos (relacionada
con la capacidad de la muestra de proteger a la fluoresceina de la oxidacion por el
AAPH) fue calculada mediante el programa informatico GraphPad Prism y se expres6
como micromoles de equivalentes de Trolox por gramo de extracto (umol TE g*)
(Antoniolli et al., 2015). Las determinaciones fueron realizadas por triplicado y los
resultados se analizaron mediante Andlisis de Varianza (ANOVA) y prueba de medias
de Tukey (P<0,05), utilizando el programa estadistico Infostat (version 2018,

Argentina).
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Adicionalmente, se abordaron diferentes técnicas espectrofotométricas utilizando el

espectrofotbmetro  UV-vis Cary-50 (Varian

Inc.,

Mulgrave, Australia) para la

determinacion del contenido de polifenoles totales (TPC) y antocianos totales.

El método méas simple y rapido para la estimacién del TPC es la medida de la

absorbancia a 280 nm en una muestra apropiadamente diluida. Este valor se basa en

la absorbancia caracteristica de los anillos bencénicos presentes en la mayoria de los

compuestos fendlicos. La principal ventaja de este método es la reproducibilidad. Sin

embargo, moléculas como acidos hidroxicinamicos y chalconas no poseen un maximo

de absorcion a ésta longitud de onda. Este inconveniente no resulta un problema en el

andlisis de extracto de orujo debido a que estos analitos estan presentes a una muy

baja concentracién, por lo tanto, los valores de TPC se ven poco afectados. Ademas,

las moléculas no fendlicas que poseen un anillo bencénico (como por ejemplo los

aminoacidos) también absorben a 280 nm generando algunas interferencias (Lorrain et

al., 2013).

El segundo método mas cominmente utilizado para TPC es el ensayo de Folin-

Ciocalteu. Esta técnica se basa en la oxidacion de los grupos hidroxilo de los fenoles

en medio basico con el reactivo de Folin-Ciocalteu. EIl Ultimo consiste en una mezcla
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de &cidos fosfotangstico y fosfomolibdico (de color amarillo) que resulta en el
desarrollo de un color azul debido a la reduccién del fosfomolibdato por los fenoles en
condiciones alcalinas. Este reactivo no es especifico para compuestos fendlicos, ya
gue los grupos fendlicos que se encuentran en proteinas u otras sustancias capaces
de reducir al reactivo, como el &cido ascoérbico, pueden también participar en la
reaccion de reduccion (Lorrain et al., 2013). Sin embargo, como se mencioné
anteriormente, ambos métodos espectrofotométricos son utilizados como una
caracterizacion preliminar de los extractos o una medida global del TPC. La
cuantificacion del TPC es realizada utilizando una curva de calibracion de acido galico
y los resultados se expresan como equivalentes de acido galico relativos a la masa o

volumen de los extractos (Monagas et al., 2006).

Para la determinacién de TPC, se obtuvo una solucién madre de extracto de orujo
liofilizado, efectuando una dilucién de 5 mg de extracto liofilizado de orujo en solucién
acuosa de etanol al 50% (v/v). Luego se llevaron a cabo dos métodos diferentes: la
lectura directa de la absorbancia a 280 nm (280) y el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC),
segun la técnica reportada por Antoniolli et al. (2015) (Figura 5). Las determinaciones
fueron realizadas por triplicado y los resultados se analizaron mediante ANOVA y
prueba de medias de Tukey (P<0,05), utilizando el programa estadistico Infostat

(version 2018, Argentina).
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SOLUCION MADRE

5 mg de extracto
liofilizado en solucidn
acuosa de etanol al 50%

J
|

| |

TPCFC TPC 280
0,25mL de madre+12.5mL

agua destilada+1,25mL Dilucion de la madre
reactivo FC+5mL Na,CO, 1:100 v/v. Medicién de
30 min a 25°C. absorbancia a 280nm

Absorbancia a 765nm

Figura 5: Esquema para la determinacion de TPC por los métodos FCy 280

Para llevar a cabo el primer método, se diluy6 la solucion madre 1:100 v/v y se midié la
absorbancia a 280 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm, utilizando agua destilada como
blanco. El contenido total de polifenoles (TPC) se calcul6 a partir de una curva de
calibracion realizada con soluciones estandar de acido galico (por triplicado) en el
rango entre 5,4 y 31,5 mg L™ (R? = 0.999), y expresado como equivalentes de &cido

gélico (mg g* extracto).

Para realizar el método FC, se disolvié una alicuota de 0,25 mL de solucion madre en
12,5 mL de agua destilada, se agregé 1,25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 5 mL de
solucion de Na,CO; al 20% (siguiendo dicho orden) en un matraz de 25 mL,
enrazando con agua destilada hasta el volumen final. La mezcla se homogeneiz6 y se
incub6 durante 30 minutos en la oscuridad a 25°C y se realiz6 la medicién de la
absorbancia a 765 nm en una cubeta de cuarzo de 10 mm de paso éptico. El TPC se

expres6 como miligramo de equivalente de acido galico por gramo de extracto
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liofilizado (mg g™ extracto), utilizando una recta de calibracién con acido galico como

estandar (n=3) en un rango entre 0y 200 mg L™ (R? = 0.999) (Antoniolli et al., 2015).

Ademas, se determind el contenido total de antocianos de los extractos de orujo
llevando a cabo el método informado por lacopini et al. (2008). Las muestras se
diluyeron con etanol: agua: acido clorhidrico (0,12 mol L™) (79:29:1 v/v/v), y se midio la
absorbancia utilizando el espectrofotometro UV-vis Cary-50 (Varian Inc., Mulgrave,
Australia) a 540 nm. La curva de calibracion se realizd con soluciones estandar de
malvidina-3-O-glucdsido (tres repeticiones) en el rango entre 25 y 250 mg L™
(R?=0.997), y los resultados fueron expresados en miligramo de malvidin-3-O-

glucésido por gramo de extracto de orujo (mg g™).

3.4. Caracterizacion del perfil de compuestos fendlicos (antocianos y no

antocianos)

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en los
extractos de orujo se realizd mediante HPLC-DAD, utilizando un método de
preparacion de muestras previamente desarrollado por Fontana et al. (2016) que se

describe a continuacion.

3.4.1. Caracterizacion de compuestos fendlicos no antocianos

El método de preparacion de muestras para la identificacion y cuantificacion de
compuestos fendlicos no antocianos se basa en la técnica de extraccion QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) junto con la extraccion en fase
sélida dispersiva (d-SPE). Los analitos se extrajeron de una solucién acuosa del
extracto de orujo agregando 2,5 mL de acetonitriio (MeCN) previamente acidificado
con &cido férmico al 1%. Para la separacion de fases, se afiadieron 1,5 g de NaCl y 4g
de MgSO, anhidro, seguido de una agitacion manual durante 1 minuto y centrifugacion
durante 10 minutos a 8000 rpm. A continuacion, para obtener un extracto mas limpio y

compatible con el analisis por HPLC-DAD, se tomé una alicuota de 1 mL de la fase
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superior obtenida en la etapa de extraccion y se transfirio a un tubo de extraccién en
fase sdlida dispersiva (d-SPE) que contenia una combinacion de 150 mg de CaCl,
anhidro, 100 mg de PSA y 100 mg de C;3 como adsorbentes. La mezcla se agité con
vortex durante 30 segundos y posteriormente se centrifugd 2 minutos a 8.000 rpm.
Antes del analisis por HPLC-DAD, una alicuota de 500 pL del extracto limpio se
evapord hasta sequedad y se resuspendié con fase movil inicial del método HPLC-

DAD para no antocianos (Figura 6).

50 mg extracto + 2,5 mL MeCN (1 %
acido féormico), homogeneizar 1 min

Agregar 4 g MgSO, + 1 g NaCl,
homogeneizar 1 min

Centrifugar a 8000 rpm durante 10 min

Transferir 1 mL de sobrenadante a un
tubo con 150 mg CaCl,, 100 mg PSA 'y
100 mg C;q

Vortex por 30 s, centrifugar a 8000 rpm
durante 2 min

Transferir 500 UL de sobrenadante a un
vial, evaporar. Resuspender en 400 uL de
fase movil inicial e inyectar en el HPLC

Figura 6: Esquema de la técnica de extraccion QUEChERS y d-SPE

El método cromatografico para la determinacién de estos compuestos consiste en la

separacion de los analitos utilizando una columna de fase reversa (Cyg; 3.0 mm x 100
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mm, 2.6 um)) y el siguiente gradiente de solventes: [A: Agua (0,1 acido férmico); B:
Acetonitrilo]: 0-2.7 min, 5% B; 2.7-11 min, 30% B; 11-14 min, 95% B; 14-15.5 min,
95% B; 15.5-17 min, 5% B: 17-20, 5% B. El flujo de fase moévil fue 0.8 mL min™, la
temperatura de la columna 35°C y el volumen de inyeccion 5 pL. Este método permite
la separacion de 20 compuestos fendlicos representativos de diferentes familias
gquimicas (acidos fendlicos, flavanoles, flavonoles y estilbenos). Las longitudes de onda
de cuantificacion para las diferentes familias de analitos fueron: 254nm, 280nm,
320nm y 370nm. La identificacion y cuantificacibn de compuestos fendlicos no
antocianos se realiz6 mediante la comparacion de los tiempos de retencion y
espectros de absorbancia de los picos detectados en las muestras con los obtenidos

mediante la inyeccién de estandares puros de cada compuesto.

Ademas, las muestras se enriguecieron con concentraciones conocidas de
compuestos para verificar la identificacion del pico y la ausencia de interferencias en
los tiempos de retencion de cada analito. Las muestras se cuantificaron utilizando una
calibracion externa con patrones puros de cada compuesto. Se obtuvieron rangos
lineales entre 2 y 1000 mg mL™ con un coeficiente de determinacién (R?) mayor a
0.998 para todos los compuestos fendlicos estudiados. La exactitud de la metodologia
se evalué mediante un estudio de recuperacién de los compuestos a dos niveles de
concentracion (2,5 y 25 ug g?). Los valores obtenidos estuvieron en el rango de 70%
((-)-gallocatechin) y 125% ((+)-catechin), con desviaciones estandares inferiores a 12%

(Fontana et al., 2014, 2016).

Para el andlisis estadistico de los datos, se realizaron las determinaciones por
triplicado y los resultados se analizaron mediante ANOVA y prueba de medias de
Tukey (P<0,05), utilizando el programa estadistico Infostat (version 2018, Argentina).

Cada muestra fue extraida y los compuestos fendlicos cuantificados individualmente.
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Se realiz6 un mapa de calor (Figura 9) con el programa Excel para relacionar los
parametros determinados (contenido total de no antocianos, antocianos y actividad
antioxidante) en los extractos de orujo. Este tipo de graficos permiten una mejor
visualizacién de los datos a través de una escala graduada de colores que se asocia a
un nivel de concentracion de una respectiva variable. En este trabajo se utiliz6 el color
verde para indicar que el compuesto se halla en una concentracién mayor que el nivel
medio en una muestra, el color rojo para indicar que un analito presenta un nivel
inferior. El resto de los colores representan concentraciones intermedias entre los

valores superiores e inferiores.

3.4.2. Caracterizacion de compuestos fendlicos antocianos

El andlisis de antocianos se realizé de acuerdo al método reportado por Antoniolli et al.
(2015) con algunas modificaciones y utilizando la misma columna que para los no
antocianos. En este caso, una alicuota de 5 mg de extracto liofilizado de orujo fue re-
a la inyeccion. La fase mavil fue [A: agua/acido formico/Acetonitrilo (87:10:3, viviv) y B:
agua/acido férmico/Acetonitrilo (40:10:50, v/v/v;)] usando el siguiente gradiente: 0 min,
10% B; 0-6 min, 25% B; 6-10 min, 31% B; 10-11min, 40% B; 11-14 min, 50% B; 14-15
min, 100% B; 15-17 min, 10% B; 17-21 min, 10% B. El flujo fue 0,8 mL min?, la
temperatura de la columna 25°C y el volumen de inyeccion 5 L. La cuantificacion se
llevé a cabo mediante mediciones del &rea de los compuestos a 520 nm, y la
concentracion de cada antociano fue expresada como malvidina-3-O-glucésido,
utilizando una curva de calibracion externa (Antoniolli et al., 2015). Los antocianos
detectados mediante HPLC-DAD se confirmaron mediante la comparacion con el perfil
de elucion y la identificacion mediante HPLC-MS realizada en un trabajo previo del

grupo (Antoniolli et al., 2015).

Al igual que en la caracterizacibn de compuestos fendlicos no antocianos, las
determinaciones fueron realizadas por triplicado y los resultados se analizaron
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mediante ANOVA y prueba de medias de Tukey (P<0,05), utilizando el programa

estadistico Infostat (versién 2018, Argentina).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciond anteriormente, fueron analizadas 11 muestras de orujos de
diferentes variedades de vid y zonas Vvitivinicolas de Mendoza. Para mayor
comprension y simplificacion del texto, a continuacion, se presenta la Tabla 1 con la

identificacion de las muestras utilizadas a lo largo del texto.

Tabla 1: Muestras de orujo analizadas y sus correspondientes abreviaciones

Muestra Abreviatura
Merlot cosecha 2015 de Gualtallary MLT
Cabernet Sauvignon cosecha 2015 de Gualtallary Csl1
Cabernet Sauvignon cosecha 2015 de Altamira CS2
Cabernet Sauvignon cosecha 2015 de Altamira lado norte CS3
Cabernet Sauvignon cosecha 2016 de Agrelo CS4
Cabernet Franc cosecha 2015 de Altamira CF1
Cabernet Franc cosecha 2015 de Altamira lado norte CF2
Cabernet Franc cosecha 2016 de Altamira CF3
Malbec cosecha 2016 de Gualtallary MB1
Malbec cosecha 2016 de Agrelo MB2
Malbec cosecha 2015 de Gualtallary MB3

4.1. Capacidad antioxidante, contenido de polifenoles totales (TPC) y

contenido de antocianos totales

La determinacion de TPC y contenido total de antocianos junto con la actividad
antioxidante, son el punto de partida para la caracterizacion del orujo de uva, debido a
que proporcionan informacion valiosa acerca de la composicién relativa de la muestra

y su potencialidad como ingrediente bioactivo.

Con respecto al contenido de antocianos totales, CS3 y MB1 mostraron los niveles
maximos con 343 y 31,5 mg de malvidina-3-O-glucésido g* de extracto,
respectivamente (Tabla 2). De todas las variedades analizadas, las muestras de orujo
Malbec junto con CS3 fueron las que presentaron niveles més elevados de antocianos

totales, con valores dos veces mayores (0 inclusive mas) que el resto de los orujos. En
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las muestras de Cabernet Sauvignon, solo CS3 presentd elevadas cantidades en
comparacion con las otras muestras estudiadas. lacopini et al. (2008) también
encontraron niveles elevados en hollejo de Cabernet Sauvignon, hallaron
concentraciones desde 15,9 a 39,3 mg de malvidina-3-O-glucésido g* de hollejo. En
contraste, De la Cerda-Carrasco et al. (2004) encontraron cantidades inferiores de
antocianos totales en orujos de las variedades Cabernet Sauvignon y Carménere (1,4

y 0,7 mg de malvidina-3-O-glucésido g™ orujo, respectivamente).

Tabla 2: Contenido de antocianos totales (mg de malvidina-3-0-glucésido g'l de extracto de orujo). Letras diferentes
dentro de una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P

<0.05).

Muestra Antocianos totales
MLT 13,1°
Cs1 14,8°
CS2 10,7°
CS3 34,3
CS4 14,7°
CF1 12,3°
CF2 16,4°
CF3 13,6°
MB1 31,5
MB2 29,4
MB3 29,4

P valor <0.0001

Como se mencion6 en la metodologia, el TPC se determiné a través de dos métodos:
lectura directa de la absorbancia a 280 nm (280) y el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC);
los resultados se expresaron como miligramo de equivalente de &cido gélico por
gramo de extracto liofilizado (mg g™ extracto). En los resultados de ambos métodos
(Tabla 3), se observdé que MB3 presento los niveles més elevados con 352,8 (FC) y

332 (280) mg g* extracto de orujo, seguido de MB2, CS3, MB1 y CS4. Los valores
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mas bajos de TPC se observaron en CS2 con 182,1 (FC) y 137,1 (280), y CF3 con
182,6 (FC) y 139,4 (280). Antoniolli et al. (2015) analizaron extracto de orujo de la
variedad Malbec (de origen Gualtallary, cosecha 2013) y encontraron niveles de 196,2
mg g extracto de orujo (FC) y 165,7 mg g™ extracto de orujo (280), valores inferiores

a los hallados en este trabajo en los orujos de la variedad Malbec.

Tabla 3: Contenido de TPC (mg g’l extracto) por método FCy 280 en extractos de orujos. Letras diferentes dentro de
una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P <0.05).

Muestra TPC FC TPC 280
MLT 201° 165°P
CS1 193¢ 145°
CS2 182° 137°
CS3 2648 237°
CS4 2788 194°¢
CF1 197° 163°P
CF2 193¢ 156°P
CF3 182° 139°
MB1 2638 234®
MB2 329% 299"
MB3 352° 332"

P valor <0.0001 <0.0001

La capacidad antioxidante se determiné a través del ensayo ORAC y se expresd como
micromoles de equivalentes de Trolox por gramo de extracto de orujo (umol TE g™). En
los resultados obtenidos (Tabla 4), se observo la actividad maxima en la muestra MB3
(3889 pmol TE g™ extracto), seguido de CS3, MB2 y MBL1 (entre 2069 y 2701 umol TE
g’ extracto). Ky et al. (2014) determinaron la capacidad antioxidante mediante ORAC
de semillas y hollejo de uva, donde encontraron niveles mas bajos que los hallados en
este trabajo (entre 202 y 571 pmol TE g* extracto de semilla de las variedades
Garnacha, Syrah, Carignan Noir, Mourvedre, Counoise, Alicante Bouchet; y entre 201

y 532 en extractos de hollejo de las mismas variedades de uva), mientras que Wang et
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al. (2017) obtuvieron valores de 1921 pmol TE g* extracto para la variedad
Tempranillo. Otros autores encontraron niveles de ORAC en extractos de orujo
similares a los hallados en este trabajo, obteniendo valores de 2756 pmol TE g*
extracto de orujo liofilizado en Malbec (Antoniolli et al., 2013), y valores que oscilan
entre 1426 y 3669 pmol TE g extracto de orujo para variedades Alicante y Pinot Noir
respectivamente (Boussenna et al., 2015). En un extracto comercial de semilla de uva,
Cadiz-Gurrea et al. (2017) obtuvieron valores de ORAC de 8620 umol TE g™ extracto,
niveles considerablemente mayores a los encontrados en los extractos de orujos de

este trabajo.

Tabla 4: Capacidad antioxidante determinada mediante ORAC (umol TE g'l de extracto de orujo). Letras diferentes
dentro de una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P

<0.05).

Muestra ORAC
MLT 1252°
Cs1 1430%°
CS2 1745°F
CS3 2700°
CS4 1892°¢
CF1 1156°
CF2 627°
CF3 12775
MB1 2069°°
MB2 2487°%¢
MB3 3888"

P valor <0.0001

En la Figura 7, se observa una tendencia similar en los valores de ORAC y TPC en las
muestras analizadas, excepto CS2, que presentd un elevado valor de ORAC a pesar
de su bajo valor de TPC. Es por ello que se realiz6 un analisis de correlacion entre

ORAC y TPC donde se obtuvo un coeficiente de Pearson (r) de 0,87 (TPC FC) y 0,88
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(TPC 280) por lo que existe correlacion entre ambas variables (Ver ANEXOS). Estas
correspondencias generales, se han observado en varios estudios realizados por otros
autores que han descrito una elevada correlacion entre los valores TPC y ORAC en
diferentes muestras. Campos et al. (2013) encontraron esta correlacion en vinos, té y
extractos de plantas, mientras que Davalos et al. (2004) lo hicieron en vinos tintos y
suplementos dietéticos antioxidantes. Sin embargo, otros autores no observaron dicha
correlacion en extractos de uva Chardonay y Cabernet Franc (Hogan et al., 2010), lo
que puede deberse a que la capacidad antioxidante del extracto de uva para eliminar
radicales peroxilo no depende solo del contenido de compuestos fendlicos. En la
Figura 7, también se puede observar que las muestras CS3, MB1, MB2 y MB3
presentaron una cantidad significativamente mayor (p < 0.05) de antocianos y ademas
mostraron mayor actividad antioxidante. En el andlisis de correlacion entre ORAC y
contenido de antocianos (ver ANEXO) se obtuvo un valor de “r’ de 0,74 lo que sugiere

una buena correlacion entre ambas variables.
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Figura 7: Niveles de antocianos totales, TPC y actividad antioxidante

(ORAC) en extractos liofilizados. Contenido promedio con las desviaciones estdndares, n = 3 réplicas.

Con el objetivo de comparar los valores obtenidos en esta tesis con los del trabajo de
Antoniolli et al. (2015) para extractos de orujo, se realizaron tres pruebas estadisticas
ANOVA con los valores de ORAC, TPC FC y TPC 280 de los extractos de orujo de la
variedad Malbec de este trabajo (MB1, MB2 y MB3) y el orujo Malbec del trabajo de
Antoniolli et al. (ver ANEXOS). En todas las pruebas, al menos dos de las medias de
los grupos son estadisticamente significativas (P < 0,05), por lo que se realizé una
prueba de Tukey. El valor medio de ORAC correspondiente al extracto de orujo del
trabajo de Antoniolli et al. es significativamente diferente (P < 0,05) de los valores de
MB1 y MB3, pero no del extracto MB2. El contenido medio de TPC FC del extracto de
orujo del trabajo de Antoniolli et al. es significativamente diferente (P < 0,05) a los
valores de todos los extractos estudiados en esta tesis. Por ultimo, el valor medio de
TPC 280 presentado por Antoniolli et al. es significativamente diferente (P < 0,05) a los
valores correspondientes a MB2 y MB3, pero no al de MB1. Esta diferencia en los
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resultados puede deberse a que, si bien se trata de la misma variedad de uva, las
muestras corresponden a temporadas diferentes, y en algunos casos, sitios de cultivo
distintos. Es conocido que los factores ambientales y de vinificacion pueden producir

modificaciones en la acumulacion de compuestos fendlicos en los productos finales.

4.2. Caracterizacion del perfil y concentracion de compuestos fendlicos

La caracterizacion del perfil de compuestos fendlicos en las muestras estudiadas
resulta muy importante para desarrollar bases tecnoldgicas que permitan la utilizacién
de los orujos en @mbitos sustentables para el ambiente y con alto valor agregado, mas
aun teniendo en cuenta el impacto econémico de la actividad vitivinicola en la region.
Es necesario destacar que en Argentina solo existe un reporte acerca del nivel de
compuestos fenolicos presentes en orujo de uvas cv. Malbec realizado por Antoniolli et
al. (2015) en la Catedra de Quimica Organica y Biolégica de la Facultad de Ciencias
Agrarias, por lo que la informacién obtenida para otras variedades resulta sumamente

importante para la utilizaciéon de este subproducto.

4.2.1. Perfil de compuestos fenélicos no antocianos

Se identificaron y cuantificaron un total de 17 compuestos no antocianos en los
extractos de orujos de uva, entre ellos se encuentran los no flavonoides (acidos
hidroxibenzoico e hidroxicinamico, estilbenos y analogos de feniletanol) y los
flavonoides (flavanoles y flavonoles). Estos compuestos fueron separados con éxito e
identificados comparando sus tiempos de retencién y espectros UV con los obtenidos
en los estandares puros. La Tabla 5 muestra la concentracibn de compuestos

fendlicos individuales no antocianos detectados y cuantificados.
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Tabla 5: Niveles de compuestos fendlicos no antocianos en extractos de uva liofilizados. Contenido promedio (ug g'l extracto de orujo) con sus desviaciones estdndar, n = 3 réplicas.
Letras diferentes dentro de una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P <0.05).

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamico Flavonoles Otros compuestos

A,Ci.d ° .A,cid.o Total ACiC.IO Acid,o .p— Ac’ic.lo Total Kaempferol-3- Quercetina Total OH-tirosol Tirosol Total

galico siringico cafeico cumadrico ferdlico .
MLT 116.5" 730.1" 846.6™ 13.9" 25.7% 14.7" 54.3% n.d. 581.8" 581.8"% n.d. 39.8% 39.8°
cs1 147.6" 794.5" 942.1% 10.1% 18 124 40.1° 45.2° 687.8" 733"%%¢ n.d. 27%® 27°
cs2 361.4" 935.9" 1297.3% 55.5¢ 57° 15.8" 128.3%¢ 41.28° 922%® 963.2° n.d. n.d. -
cs3 42.9* 6664.6° 1297.3% 53" 130.4* 32.2%¢ 167.9" n.d. n.d. - 11.74 24.1% 35.7°
csa 599.1° 1043.9"* 1642.9% 79.3° 91.6% 26.3%¢ 197.1* 39.4%¢ 1694.6° 1734 38.9% 285.2° 324.2"
CF1 50.1% 696.7" 746.7° 14.4" 28.4% 18.1% 60.8" 40.3%¢ 742" 782.3% 124 441" 56.1°
CF2 99.4%¢ 720.3" 819.7% 28.2° 49.6* 21.2% 99.1%° n.d. 217.9" 217.9" 14.8" 42.2° 56.9°
CF3 45.0" 1713.9"* 1758.9% 13.2° 55.1%¢ 26.7° 95 n.d. n.d. - 9.1" 62.9° 72°
MB1 284.7" 1442.1% 1726.8% 11.3* 44.6* 19.7%® 75.6™ 35.8%¢ 847" 882.8"¢ 115" 12.9% 33.4°
MB2 71.6* 1494* 1565.5% 36.1° 115.4% 38° 189.5 42.6%¢ 1639.1%° 1681.6™¢ 15.2* 43.5" 58.7°
MB3 447.7% 1604.9" 2052.5° 35.8° 118.7° 40.6° 195.1* n.d. 1668 1668 n.d. 17.2% 17.2°
ANOVA
Calor <0.0001 | <0.0001 <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 <0.0001 0.0119 0.0105 0.2208 <0.0001 <0.0001
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Continuacion Tabla 5: Niveles de compuestos fendlicos no antocianos en extractos de uva liofilizados. Contenido promedio (ug g-1 extracto de orujo) con sus desviaciones estdndar,
n = 3 réplicas. Letras diferentes dentro de una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P <0.05).

Estilbenos Flavanoles a::::ila'::)s
rexsg‘t—rol Total Procianidina B1 | (+)-catequina | Procianidina B2 epica(t-;uina galoc;-t)e-quina (-)-ga;l:lcae;teequin epigc;(zlt:(]etciuin Total

MLT 24.8" 24.8" 824.4" 127.4 n.d. 295.8" 195.2% n.d. 103" 1545.8° 3093.1°
cs1 5.2 5.2% 198.8" 380.2% 20.4" 252" 202.5" n.d. 13.2% 1067.2° 2814.6°
cs2 15%® 15%® 861.6" 3399.7"% 14.6" 1840.7° 342.4° 362.2° 290.9* 7112.2" 9516.1"
cs3 12.8" 12.8" 55.3" 412.9" n.d. 192.1% 84g® n.d. n.d. 1508.5° 8432.3"
cs4 68.9° 68.9° 612.8" 4532.6" 257.3% 5518.1° 496.5" 232.8%¢ 1235.6° 12885.8" 16852.9"
CF1 7.2" 7.2%® 373.3% 615.3% 666.5" 194.3* 163.2% 124.3% 193.4* 2340.5° 3993.4°
CF2 1.5 1.5 1237.2% 605.5 n.d. 147.4* 235.6" 129.9" 28.9" 2384.5° 3579.6°
CF3 225" 225" 44.4" 675.3" n.d. 584.2% 428.4" n.d. 52.9" 1785.1° 3733.6°
MB1 18.2" 18.2" 1286" 514" 1378.4" 82.1" 166.8" 138.4" 320.8" 3887.5" 6624.3"
MB2 36.4% 36.4% 1819.8% 531.9" 322.6" 24.9" 196.1* 97.2" 15.1* 3007.5" 6539.3"
MB3 327.8° 327.8° 1430.2% 5340° 1814 3961.6° 300.3" 229.5%¢ n.d. 11279.7"° 15540.3"
ANOVA
Salor <0.0001 <0.0001 0.2057 0.0004 0.4715 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0039 0.0027




En la Figura 8 se observan los perfiles cromatograficos correspondiente a cada
longitud de onda para 16 compuestos no antocianos presentes en orujo liofilizado de la

variedad Cabernet Sauvignon (CS4).
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Figura 8: Perfiles cromatogrdficos para 10 compuestos no antocianos presentes en orujo liofilizado de la variedad
Cabernet Sauvignon (CS4) analizados por HPLC-DAD
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La Figura 9 presenta un mapa de calor que combina los datos de los compuestos
fendlicos antocianos y no antocianos para cada extracto de orujo con la finalidad de
visualizar los cambios relacionados con cada muestra. Se puede observar que las
muestras CS4, CF1, MB1 y MB2 presentaron 16 compuestos no antocianos, mientras
que en el resto se detectaron un nimero menor de estos compuestos. En cuanto al
contenido de no antocianos totales (suma de los compuestos cuantificados), CS4 vy
MB3 exhibieron los niveles mas elevados. Para todas las muestras estudiadas, con
excepcion de CS3, la familia de flavanoles present6 los niveles mas elevados, con
concentraciones que oscilaron entre 1.066 (CS1) y 12.886 (CS4) pg g*. Las
concentraciones méaximas correspondieron a (-)-epicatequina (5518 pg g en CS4),

(+)-catequina (5340 ug g™* en MB3) y procianidina B1 (1820ug g™ en MB2).
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MLT cs1 Cs2 Cs3 Cs4 CF1 CF2 CF3 MB1 MB2 MB3

Acido galico

Acido siringico

Acido cafeico

Acido p-cumarico
Acido ferlico
trans-resveratrol
Procianidina B1
(+)-catequina
Procianidina B2
(-)-epicatequina
(-)-galocatequina
(-)-galocatequin galate
(-)-epicatequin galate
Kampferol-3-glucosido
Quercetina

OH-tirosol

Tirosol

Delfinidina 3-O-glucosido
Cianidina 3-0-glucosido
Petunidina 3-0-glucosido
Peonidina 3-O-glucosido
Malvidina 3-0-glucosido
Delfinidina 3-O-acetilglucosido

Petunidina 3-O-acetilgl
Peonidina 3-O-acetilglucosido
lvidina 3-O-aceilelucosid

Cianidina 3-O-p-cumarilglucosido

Petunidina 3-0-p-cumarilglucosido

Peonidina 3-0-p- .
3-0-p-

ORAC
Antocianos totales
No Antocianos totales

ill Ii

Niveles de concentracion de mas altos a mas bajos

Figura 9: Mapa de calor de los no antocianos, antocianos y actividad antioxidante para cada muestra de orujo. EI
color verde indica que un compuesto se halla en una concentracion mayor que el nivel medio en una muestra, y el
color rojo indica que el analito se encuentra en un nivel inferior. El resto de los colores representan concentraciones
intermedias entre valores superiores e inferiores.

En las muestras correspondientes a MLT y CS4, las concentraciones de (-)-
epicatequina fueron mas elevadas que las de (+)-catequina (entre 19% para MLT y
43% para CS4 del contenido total de flavonoles totales), mientras que el resto de las
muestras presentaron un comportamiento opuesto, con mayor contenido de (+)-
catequina. Estos resultados concuerdan con lo informado en otros estudios para
diferentes variedades de uvas tintas (Antoniolli et al.,, 2015; Fontana et al., 2016;
lacopini et al. 2008). Este comportamiento de CS4 comparado con otros estudios en
Cabernet Sauvignon que mostraron una relacion diferente, podria deberse a que la
transferencia de compuestos fendlicos durante la vinificacion no es una simple

extraccion soélido/liquido, sino que otros procesos fisicoquimicos también pueden
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afectar en dicha transferencia (Barcia et al., 2014). Otra explicacion de los elevados
niveles observados de (-)-epicatequina en comparacion con los de (+)-catequina, es la
hidrélisis de los precursores con grupos galato como (-)-epicatequin galato. Este
compuesto fue cuantificado en un nivel de 1236 ug g™ en CS4, siendo esta muestra la
que presento la mayor cantidad en las analizadas en este trabajo. Esta explicacion
también esté justificada por la elevada cantidad de acido galico presente en CS4 en
comparacion con las otras muestras. Resultados similares fueron reportados por otros
autores para orujos de las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon (Lingua et al.,

2016).

Los &cidos fendlicos (galico, siringico, cafeico, p-cumarico, y ferulico) se identificaron y
cuantificaron en todas las muestras de orujo analizadas. El acido siringico (de la
familia del &cido hidroxibenzoico) fue el mas abundante, con concentraciones que
oscilaron entre 720 (CF2) y 6665 pg g™ (CS3). De hecho, este compuesto fue el mas
abundante en la muestra CS3, representando aproximadamente el 80% del total de
compuestos no antocianos. Sin bien hay poca informacién disponible acerca del origen
de este compuesto; se ha sugerido que puede ser un producto de la descomposicion
alcalina de malvidina-3-O-glucésido (Jackson, 2014). Otros autores también
encontraron elevados niveles de este compuesto en cultivares de tres uvas tintas
autoctonas (Vitis vinifera L.) de Portugal (Tournour et al., 2015). Ademas, se encontrd
una relacion entre los contenidos de malvidin-3-glucoésido y acido siringico, donde las
muestras con elevado contenido de este antociano fueron las que presentaron niveles
mayores de acidos fendlicos (ver Figura 9 y Tablas 5 y 6); es por eso que se puede
suponer que el contenido de acido siringico esta directamente relacionado con los
niveles de antocianos. Ademas, al observar los datos generales, se puede observar
que la muestra CS3 presenta una elevada actividad antioxidante (2700 ymol TE por g
extracto), que también se correlaciona con su elevado nivel de &cido siringico (Figura

9). Sin embargo, esta muestra también presenta un elevado nivel de antocianos; por lo
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tanto, es dificil asociar directamente estos parametros, aunque la elevada
concentracion de estos compuestos podria actuar de forma sinérgica, aumentando la
actividad antioxidante del extracto. Se ha informado que este &cido actla en la
inhibicion de la proliferacion de la linea celular de cancer de mama sensible a
hormonas (Kampa et al., 2015); la proteccién del axén en el nervio ciatico de ratas
luego de una isquemia (lesién por reperfusién) (Tokmak et al., 2017); la supresiéon de
lesién hepatica inducida por concanavalina en ratones (Itoh et al., 2009); y ademas,
evita el aumento de peso, adiposidad, resistencia a la insulina, dislipidemia y
esteatosis hepatica en ratas con dieta obesogénica (Ham et al., 2016). Teniendo en
cuenta los elevados niveles de é&cido siringico hallados en los extractos y las
propiedades bioactivas mencionadas, se deben realizar estudios para establecer sus
propiedades antioxidantes y/o efectos sinérgicos con otros compuestos fendlicos en

diferentes sistemas.

El tirosol, un derivado del feniletanol, fue cuantificado en todas las muestras
analizadas con excepcion de CS2. El OH-tirosol fue encontrado solo en algunas
muestras en niveles entre 9,1 ug g* (CF3) y 38,9 ug g™ (CS4). En un estudio previo
(Fontana et al., 2016), se hall6 este compuesto en un nivel de 13 ug g™ en extracto de
orujo de Cabernet Sauvignon y Bonarda. Comparado con el resto de los compuestos
fendlicos, existen estudios limitados que proporcionan informacion sobre la
concentracion de OH-tirosol en el vino (o derivados). Este compuesto es relevante, ya
que ha demostrado una actividad antioxidante in vitro mediante la captacién de
peroxilo, hidroxilo y otros radicales, especies reactivas del oxigeno y aniones
superéxido; ademas, detienen las reacciones en cadena, disminuyen el efecto
catalizador de los iones metdalicos y aumentan los sistemas de defensa enddgenos
(Fernandez-Mar et al., 2012). Teniendo en cuenta la actividad antioxidante del OH-
tirosol, podria estar involucrado en la prevencion de patologias como el cancer,

enfermedades cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos, diabetes e
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inflamacién (Ferndndez-Mar et al.,, 2012). Considerando los probables efectos
sinérgicos con otros fenoles, la cuantificacion de OH-tirosol proporciona informacién
novedosa para utilizar el extracto de orujo como un aditivo nutricional/farmacoldgico.
En este sentido, este estudio proporciona nuevos conocimientos para la posible
explotacion de estos compuestos bioactivos en diferentes aplicaciones relacionadas

con la industria biotecnoldgica.

Otros compuestos importantes en la categoria de no flavonoides son los estilbenos. La
cuantificacion de dichos compuestos es relevante debido a que presentan propiedades
antioxidantes y diferentes aplicaciones nutricionales. El estilbeno trans-resveratrol se
encontré en todas las muestras estudiadas en concentraciones que oscilan entre 4
(CF2) y 328 pg g* de extracto (MB3). Estos niveles elevados también estan
correlacionados con mayores actividades antioxidantes observadas en las mismas
muestras (Figura 7). En cuanto al contenido de trans-resveratrol en las muestras, se
observaron resultados variables con niveles mas bajos que los hallados en otros
reportes, como asi también concentraciones similares o mayores, como es el caso de
MB3, que es la muestra que mayores niveles de trans-resveratrol ha reportado hasta
la actualidad en base a las publicaciones para extractos de orujo (Antoniolli et al.,
2015; Fontana et al., 2016, Barcia et al., 2014). Estudios previos realizados con orujos
de variedades argentinas, mostraron niveles cuantificables de trans-resveratrol, entre 7
(variedad Aspirant Bouchet) y 36 ug g™ (variedad Malbec) (Antoniolli et al., 2015;
Fontana et al., 2016). Sin embargo, otros autores no hallaron este compuesto en los
orujos de variedades Syrah, Merlot y Cabernet Sauvignon cultivados en la provincia de
San Juan, Argentina (Lingua et al., 2016). Esta amplia variabilidad probablemente se
debe al hecho de que la cantidad de trans-resveratrol en las uvas para vinificacion (y
en consecuencia sus residuos) varia ampliamente dependiendo de muchos factores,
como la variedad de uva, regién geogréfica, factores agronémicos, factores climaticos,

condiciones de estrés de la planta y practicas enoldgicas (Fernandez-Mar et al., 2012).
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Debido a la variabilidad y los elevados niveles obtenidos para algunas muestras (como
es MB3), es necesario evaluar la concentracion de dichos compuestos para que se
aproveche al maximo el contenido de cada residuo en funcién a una aplicacion

especifica.

Con respecto al contenido de flavonoles en los orujos estudiados, la quercetina fue el
compuesto mas abundante detectado y cuantificado con concentraciones entre 218 y
1694 ug g'. Las muestras CS3 y CF3 no presentaron niveles detectables de este
compuesto. Las concentraciones de quercetina halladas en este estudio para orujos
de variedades tintas de Cabernet Sauvignon, Merlot, Malbec y Cabernet Franc son
més elevados que los informados por Lingua et al. (2016) para uvas cultivadas en San
Juan, Argentina (entre 93 y 251 pg g* para orujos de Syrah, Merlot y Cabernet
Sauvignon) y similares a los informados para orujos de Malbec (557 pg g), Cabernet
Sauvignon (2092 pg g™) y Bonarda (1675 ug g*) (Antoniolli et al., 2015; Fontana et al.,

2016).
4.2.2. Perfil de compuestos fendlicos antocianos

Los antocianos son compuestos naturales que poseen colores atractivos y brillantes,
ademds de una buena solubilidad en agua, lo que permite su facil incorporacion en
varios sistemas alimentarios. También presentan actividad antioxidante relacionada

con la prevencion de varias enfermedades degenerativas (Ignat et al., 2011).

El perfil y la concentracién de antocianos en uvas de determinados cultivares estan
estrechamente vinculados con caracteres genéticos de las variedades y factores del
ambiente donde las plantas se desarrollan. La transferencia de antocianos de la uva al
vino es relativamente limitada, con valores inferiores al 40 % (Kammerer et al., 2005),
en consecuencia, una elevada cantidad de antocianos de la uva permanece en el
orujo, convirtiéndolo en una fuente abundante de colorantes y antioxidantes naturales

para la industria alimentaria.
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La Tabla 6 expone las concentraciones individuales de antocianos presentes en los
extractos de orujo agrupadas en funcion al tipo de derivado (glucosilados, acetilados y
acetilcumarilados), y la Figura 9 presenta dichos resultados en un mapa de calor. La
Figura 10 muestra el perfil cromatogréfico para 13 antocianos presentes en orujo
liofilizado de la variedad Malbec (MB1); los cromatogramas del resto de las variedades

estudiadas mostraron perfiles similares, identificAandose los mismos compuestos.
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Figura 10: Perfil cromatogrdfico de antocianos presentes en presentes en orujo liofilizado de la variedad Malbec
(MB1) analizados por HPLC-DAD.

Los antocianos encontrados en este estudio, fueron similares a los datos reportados
previamente para orujos de la variedad Malbec en Argentina (Antoniolli et al., 2015).
Sin embargo, los datos hallados difieren de los resultados presentados por Lingua et
al. (2016) para orujos de las variedades Cabernet Sauvignon y Merlot. Estos autores
no encontraron delfinidina 3-O-glucésido, cianidina 3-O-glucoésido y delfinidina 3-O-
acetilglucésido en sus muestras, mientras que nuestros resultados mostraron niveles
que oscilan entre 674 y 7023 pg g™ de orujo para dichos compuestos. Esta diferencia
podria deberse al tipo de proceso de extraccion utilizado en cada estudio. Ademas, los
perfiles de compuestos fendlicos evaluados en este estudio fueron similares al de
otras variedades de uva cultivadas en el mundo: Cabernet Mitos, Cabernet Sauvignon,
Merlot, Garnacha, Syrah, Carignan Noir, Mourvedre, Counoise y Alicante Bouchet
(Kammerer et al., 2004; Ribeiro et al., 2015; Ky et al., 2014). Para la variedad

Cabernet Franc, hay un estudio que informa los niveles de acuerdo con el tipo de
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antocianidina, pero no se llevd a cabo la cuantificacion ni la diferenciacién entre
derivados glucocilados, acetilados y cumarilados como se presenta en este trabajo
(Thimothe et al., 2007). Por lo tanto, este estudio proporciona informacién nueva

acerca de la composicion y distribucion de antocianos en esta variedad de uva.

Los datos obtenidos de las concentraciones de antocianos individuales mostraron
diferencias con la cantidad de antocianos totales de las muestras. Se determiné que
malvidina-3-O-glucoésido fue el compuesto predominante, seguido por malvidina-3-O-p-
cumarilglucésido y malvidina-3-O-acetilglucésido (Tabla 6 y Figura 9). MB3 fue la
muestra con mayor contenido total de antocianos (78.537 pg g™ de orujo) seguido de
CS3 (64.563 pg g* de orujo) y MB2 (53.629 ug g de orujo). Estos resultados
coinciden con el andlisis espectrofotométrico de antocianos totales. En cuanto a la
distribucion de antocianos en funcién al tipo de antocianidina, la segunda antocianidina
mas abundante fue la petunidina, aunque se observaron diferencias en el contenido
entre muestras de la misma variedad de uva. Esto probablemente se debe a que los
orujos estudiados pertenecen a diferentes zonas vitivinicolas y han sufrido distintos
procedimientos de vinificacién, los que afectan al contenido final de compuestos

fendlicos.
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Tabla 6: Niveles de compuestos fendlicos antocianos en extractos de uva liofilizados. Contenido promedio (ug g'l extracto de orujo) con sus desviaciones estdndar, n = 3 réplicas. Letras

diferentes dentro de una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P <0.05).

Antocianos glucosilados Antocianos acetilados

Delfinidina 3- Cianidina 3- Petunidina 3- Peonidina 3- Malvidina 3- Total Delfinidina 3-0O- Petunidina 3-0O- Peonidina 3-0- Malvidina 3-0- Total

0O-glucosido 0O-glucosido O-glucosido 0O-glucosido 0O-glucosido acetilglucosido acetilglucosido acetilglucosido acetilglucosido
MLT 1129% 731 1256 1016¢ 4057 8198° 748> 788" 734F 1242 3513°
cs1 2303 832°%¢ 2025° 1265 7540 13964° 808> 962%° 674° 2382° 4827
cs2 748 674° 794° 749° 3525° 6489° 764 706° 674° 1203 3346°
cs3 3667°¢ 840%° 5708° 2004¢ 22674° 34893° 873" 1029° 1119° 3381° 6402°
csa 881° 693° 1080 911" 6925°° 10489° 716° 717 809 1909° 4151°
CF1 1232% 718%° 1427° 1022%¢ 8216° 12615° 726> 762° 850°F 2468%° 4806
CF2 797 683" 920° 813° 4709 7923 728 706° 757 1482° 36737
CF3 3981°%¢ 910° 5197¢ 2494° 17422° 30004° 894°¢ 987¢ 1110%° 2682° 5672°
MB1 2611* 810°° 3224° 1689<° 16488° 25322° 1024* 1866" 2401* 1120° 6412°
MB2 1602 737%° 2507° 1422 16135¢ 22403 820° 902%° 986" 3607° 6315
MB3 7023* 113" 9454 4201 32056" 53866° 1001** 1275° 1485° 4136 7897¢
ANOVA
":alor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Continuacion Tabla 6: Niveles de compuestos fendlicos antocianos en extractos de uva liofilizados. Contenido promedio (ug g-1 extracto de orujo) con sus desviaciones
estandar, n = 3 réplicas. Letras diferentes dentro de una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos (prueba de Tukey, P <0.05).

Antocianos cumarilados Total Z antocianos di- I antocianos tri- Proporcién antocianos
antocianos hidroxilados hidroxilados tri/di- hidroxilados
Cianidina 3-O-p- Petunidina 3-O-p- Peonidina 3-O-p- Malvidina 3-O-p- Total
cumarilglucosido cumarilglucosido cumarilglucosido cumarilglucosido
MLT 833° 767° 776° 1206° 3581° 15283° 4091°¢ 11193° 2.7°
cs1 925° 762° 799° 1265 3751 22542 44947°¢ 18048 4
cs2 756° 720° 722° 1135° 3333° 13169° 3575° 9594° 2.7°
cs3 1937° 2767" 190° 16663° 23267° 64563° 7801° 56762° 7.3
cs4 775° 731° 977° 2702° 5184° 19824 4164° 15661° 3.8°
CF1 923° 714° 871° 2013% 4521 21942 4384 17558 4
CF2 754° 708° 866" 2044EF° 4372 15968 3873"¢ 12094 3.1%
CF3 1600° 1341° 1425° 5673° 10039° 45715° 7539° 38176° 5.1°
MB1 1120° 2277° 1635° 10684° 1571°¢ 47449° 7655° 39794° 5.2¢
MB2 1565° 2521* 2198"° 18626" 24911* 53629" 6909" 46720 6.8"
mMB3 2430" 1992° 2097" 10255¢ 16774° 78537¢ 11344° 67193¢ 5.9
ANOVA
":alor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

58



En la Figura 11 se observa que los derivados glucosilados fueron el grupo mas
abundante de pigmentos en los orujos (50% para CF3 y 69% para MB3) en
comparacion con las formas acetiladas y cumariladas. La Figura 12 presenta el
contenido de dos grupos de antocianos: trihidroxilados (delfinidina, petunidina y
derivados de malvidina) y dihidroxilados (derivados de cianidina y peonidina). Similar
a lo que se ha informado para vinos, la proporcion de derivados trihidroxilados fue
mayor, pero no se observa una distribucidn regular entre variedades. Algunos autores
hallaron que la proporcién de antocianos dihidroxilados en uvas Cabernet Sauvignon
es mas elevado en los vifiedos ubicados en zonas con elevadas altitudes (Li et al.,
2011). Por lo tanto, se deberian realizar estudios para evaluar este hecho en las uvas
de los vifiedos de Mendoza y asi, establecer el efecto sobre la composicion de los
orujos.

60000 -

M Total glucosilados M Total acetilados Total cumarilados
50000 4
40000 -

30000 4

20000 4

pg g! extracto de orujo

10000 + =

MLT C51 Cs2 Cs3 Cs4 CF1 CF2 CF3 MB1 MB2 MB3

Figura 11: Distribucion de los antocianos segun el tipo de derivado (glucocilados, acetilados y cumarilados)
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Figura 12: Distribucion de los antocianos trihidroxilados y dihidroxilados

pg g extracto de orujo

En general, las muestras que presentaron mayores contenidos de antocianos y
actividades antioxidantes, como son MB1, MB2, MB3 y CS3, también presentaron una
elevada proporcion de antocianos dihidroxilados, por lo que se realizé un andlisis de
correlacion entre las variables ORAC y contenido de antocianos dihidroxilados (ver
ANEXQOS). Se obtuvo un valor de “r" de 0,82 por lo que existe una correlacion lineal

positiva entre ambas variables.

4.3. Andlisis de componentes principales (PCA)

Como se menciond previamente, los orujos estudiados corresponden a diferentes
variedades de uvas tintas cultivadas en Mendoza y cada uno de ellos presentd
diferentes perfiles y concentraciones de compuestos fendlicos. Se realizd un Analisis
de componentes principales (PCA) con el fin de evaluar las variaciones y estudiar la
posible relacion entre los diferentes tipos de orujos en funcién de su composicion
fendlica. Los datos crudos de concentracion de antocianos y no antocianos fueron
autoescalados para evitar el efecto de variables de diferente tamafio, y fueron elegidos
un total de 30 variables (compuestos analizados en cada muestra) como marcadores
de las muestras. En relacion a los resultados presentados en la Figura 13, mas del 90

% de la variabilidad fue descripta por los primeros 3 componentes principales, y PC1l y
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PC2 presentaron una variabilidad del 55% y 27%, respectivamente. El PCA muestra
las mismas tendencias entre diferentes muestras y niveles de compuestos fendlicos.
Las muestras CS2 y CS4 aparecen agrupadas en el PC2, estando correlacionadas
mediante las concentraciones de acido cafeico, (+)-catequina, &cido galico, quercetina
y acido p-cumarico. La muestra MB2 se halla bien separada del resto y se caracteriza
por presentar elevados niveles de malvidina 3-O-p-cumarilglucésido en el PC1, siendo
este compuesto el que permite discriminarla del resto de las muestras. Observado este
analisis, no se hallaron tendencias para la posible separacion de variedades de orujos
entre las muestras analizadas en este trabajo. Como se mencioné previamente, la
razén de estos resultados puede deberse a los factores involucrados en los procesos
de vinificacién, asi como las caracteristicas genéticas de las variedades, tipo de
conduccion del vifiedo y factores ambientales, que pueden afectar la composicion
fendlica final del residuo luego de la vinificacion. Asimismo, es importante considerar
que seria necesario estudiar un nimero mas grande de muestras de cada variedad

con el fin de establecer con certeza la posible discriminacion de las variedades.
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(a)

005 < & MBS

Figura 13: PCA de la composicion fendlica de las muestras de orujo: (a) Puntuaciones de PCA de muestras de los
extractos de orujo. (b) Cargas de correlacion de PCA para los compuestos analizados.

4.4. Eleccion del orujo de uva segun su aplicacion

En funcién de los resultados informados en el presente estudio, se pudo establecer
que los orujos de las muestras analizadas de las variedades de uva Malbec, Merlot,
Cabernet Sauvignon y Cabernet Franc poseen diferencias en su composicién fendlica,
presentando perfiles cualitativos y cuantitativos variables, ademas de diversas
capacidades antioxidantes. Estas variaciones, probablemente se deban a diferencias
en la disponibilidad de ciertos compuestos relacionadas con el terroir, y/o a los
procesos de extraccion durante la vinificacion. Los resultados obtenidos sugieren que

el orujo de la variedad Malbec es el mas prometedor debido a sus elevados contenidos
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de compuestos fendlicos (antocianos y no antocianos) y de trans-resveratrol (328 mg
g’ de extracto de orujo para MB3). Estos resultados se condicen con estudios previos
en dicho cultivar. Dichos contenidos de compuestos estan bien correlacionados con
las actividades antioxidantes y TPC obtenidos en las muestras MB3, MB2, CS4 y CS3
(Figura 10). Por otra parte, se observo una alta correlacion entre el contenido total de
antocianos y no antocianos individuales, donde las muestras con elevados niveles de
estos compuestos también presentaron mayores propiedades antioxidantes (Figura

10).

Malbec es la principal variedad de uva producida en Argentina, representando el 31%
del &rea cultivada de uvas tintas, siendo la variedad que genera mayor volumen de
residuos. En este sentido, la implementacion de estrategias sostenibles para
desactivar dichos residuos es util tanto desde el punto de vista enolégico como
ambiental. El estudio de los perfiles y las propiedades de las muestras permiten
incrementar el valor de un posible producto comercial y seleccionar la variedad de
orujo mas conveniente para la industria. En el caso de la aplicacion de estos residuos
en la industria alimentaria, debe tenerse en cuenta la posible presencia de
contaminantes, como micotoxinas y/o residuos de plaguicidas, por lo que es necesario

realizar controles adicionales (Solfrizzo et al., 2015).
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5. CONCLUSIONES

En la presente tesis de grado, se logré la extraccion y caracterizacion de los

compuestos fendlicos presentes en el orujo de uva de diferentes variedades tintas.

Se identificaron un total de 30 compuestos fendlicos, de los cuales 17 fueron
antocianos y 13 no antocianos mediante HPLC-DAD. La caracterizacién también
incluyé la determinacion de la actividad antioxidante, TPC y antocianos totales
mediante diferentes métodos espectrofotométricos. Se encontraron correlaciones entre
los parametros evaluados que permiten justificar las propiedades antioxidantes de los
extractos en base a su contenido fendlico. Asimismo, se establecieron la composicion

y las bases quimicas de los mismos de una manera integral.

Malbec fue la variedad que presentd los niveles mas elevados de los compuestos
estudiados. En este sentido, aparece como el cultivar mas prometedor debido a sus
elevados contenidos de trans-resveratrol (328 mg g™ de extracto de orujo para MB3) y
compuestos fendlicos no antocianos. También fue la variedad que mayores niveles de
antocianos reporto, caracteristica que podria aplicarse en la industria alimentaria para
su utilizacion como colorante natural. Ademas, estas muestras ricas en compuestos
fendlicos también reportaron los mayores niveles de capacidad antioxidante. El OH-
tirosol no ha sido reportado en otras variedades de uva cultivadas en todo el mundo;
asimismo fue hallado en varias muestras analizadas generando nuevos datos
relacionados con dicho compuesto cuya importancia esta dada por sus propiedades
antioxidantes. Ademas, se encontré una elevada concentracion de acido siringico que
también presenta propiedades bioactivas, compuesto para el cual se hipotetizaron

posibles origenes en las muestras estudiadas.

Los resultados presentados proporcionan informacién para la utilizaciéon de los

subproductos, comunmente desechados, como una fuente de bajo costo de
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compuestos bioactivos con aplicacion inmediata para obtener valor agregado, no solo
en la industria vitivinicola sino también en otras industrias relacionadas. Ademas, la
informacién presentada y discutida sera de ayuda para comprender los posibles
efectos sinérgicos entre compuestos fendlicos cuando los extractos sean aplicados a

diferentes sistemas experimentales.

Habiendo desarrollado las bases cientificas que justifican la utilizacion del orujo, en el
futuro abordaremos la aplicacion de los extractos o inclusive los subproductos crudos
en diferentes alimentos con el objetivo de estudiar el comportamiento y los beneficios

que pueden aportarles durante la elaboracion de alimentos o ingredientes funcionales.
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7. ANEXOS

Correlacion entre ORACy TPC FC

Analisis de regresion lineal

Variable W E*= E*® RAj ECHMFE

ATC BIC

ORAC 11 0,76

0,73 388091,27 170,39 171,59

Coeficientes de regresion v estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(25%) L3(25%) T p—valor CpMallows VIF

const -1208,04 558,44 -2561,80 145,72 -2,02 0,0743
TPC GRAE FC 12,81 2,42 7,33 18,29 5,29 00,0005 27,97 1,00
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo £190504,53 1 £190504,53 27,97 00,0005
TPC GAE FC £190504,53 1 £190504,53 27,97 00,0005
Error 1992236,20 9 221359,58
Total 8182740,73 10
Coeficientes de correlacidn
Correlacicn de Psarson: Cosficilentes\probabilidades

CRAC TPC GAE FC

CRAC 1,00 5, 0E-04
TPC GAE FC 0,87 1,00

4052104

3155,054
O
= 2258004
0

1360,95-

*
453,50 T T T 1
173,56 220,51 287 45 314 35 361 34
TPC GAE FC
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Correlacion entre ORACy TPC 280

Analisis de regresion lineal

Variable W E®= R® RAj ECMFE ATC BIC
CRAC 11 0,78 0,75 35T74258,84 165,44 170,64

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) L5 (585%) T p-valor CpMallows VIF
const -51%,60 447,67 -1532,29 453,10 -1,1e 00,2756
TPC GAE 280 11,88 2,13 7,08 1lg,70 5,559 00,0003 31,259 1,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 6354925, 46 1 ©354925,46 31,29% 0,0003
TPC GAE 230 £354929,46 1 ©£354925,46 31,29 00,0003

Error 1

27811,.27 S 203090,14
Total B27

740,73 10

Coeficientes de correlacion

Corrslacidn de Psarscon: Cosficisntes\probabilidadss

ORAC TEC GAE 280
ORAC 1,00 3,4E-04
TPC GAE 280 0,88 1,00

[a ]

4052101

3155,05

2253, 00

ORAC

1350,85-

453,90 . . . .
127,35 180,95 234,55 288,15 34175

TPC GAE 280
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Correlacion entre ORAC y contenido de antocianos totales

Analisis de regresion lineal

Variable H E= E® &3 ECME AIC
CRRAC 11 0,54 0,45 ©22087,80 177, 2!

1|
| 1=l
e

[E8)
-

[1:9

[EE)

[==]
[

Coeficientes de regresidon vy estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) L5(95%) T p—valor CpMallows VIF
const 87,17 490,98 -723,49 1457,84 0,79 0,4506
Antocianos totales 73,90 22,53 22,93 124,86 3,28 0,00585 10,76 1,00
Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 4455421,%1 1 4455421,91 10,76 00,0085
Antocianos totales 4455421,%1 1 4455421,91 10,76 0,0095
Error 3727318,82 9 41414¢6,54
Total 8182740,73 10

Coeficientes de correlacidn

Correlacion de Psarson: Cosficientes\probabilidades

CEAC Antoclianos totales

CRAC 1,00 0,01
Antocianos totales 0,74 1,00
4052,101
*
3155,05

[
& 2258001
(=]
1360,95
L
453,90 . : . .
9,52 16,01 22 50 28,99 35 48

Antocianos totales
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Correlacion entre ORAC y contenido de antocianos dihidroxilados

Analisis de regresidon lineal

Variable N R® R® A3  ECMP AIC BIC
ORAC 11 0,67 0,63 452166,77 173,69 174,88

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Ezt. E.E. LI(25%) L3(25%) T p-wvalor CpMallows VIF
const 56,04 453,15% -5%65,14 1081,22 0,12 00,5043
Antociancs dihidroxilados 0,30 0,07 0,14 0,46 4,25 00,0020 18,39 1,00

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CH F p—valor
Modelo 5494063,56 1 54%4063,56 18,35 00,0020
Antocianos dihidroxilados 5494063,56 1 5454063,56 18,35 00,0020
Error 2688677,17 S 258741,91
Total 8182740,73 10

Coeficientes de correlacion

Corrslacidn de Psarscon: Cosficisntes\probabilidadss

CRAC Antocianos dihidroxilados
ORAC 1,00 2,0E-03
Antocianos dihidroxilados 0,82 1,00

4052104

3155,054

Z258,001

ORAC

1360,951

453,90 T T T 1
3186,55 3323,02 7455,50 §585,98 1173245

Antocianos dihidroxilados
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Prueba estadistica ANOVA y TUCKEY para la comparacion de valores de ORAC
de los orujos variedad Malbec de este trabajo con los de Antoniolli et al (2015)

1. Resultados InfoStat

Analisis de la wvarianza

Variable N R® RS A5 CV
ORAC 25 0,83 0,81 12,89

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p—-valor

Modele 15153325,52 3 5051108,51 35,55 <0,0001

MUOESTRA 15153325,52 3 5051108,51 35,55 <0,0001
5

Error 3152503,04 127716,12
Total 18346228,55

| S ]

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=573,642147
Error: 127716,1214 gl: £25
HMOESTRR Medias n E.E.

HME3 3888,80 8 126,35 4
MBAntoniolli 2756,03 3 206,33 B
MEBE2 2487,58% 5 115,12 B C
HE1 2065,10 5 115,12 C

Msdias con una lektra comiin no son sigrificativamente diferentes (p = 0,05}
2. Prueba de hipotesis

1) Planteo de las hipotesis

Ho: el promedio de los valores de ORAC en los cuatro extractos de orujo de la

variedad Malbec es igual, con un 95% de confiabilidad (Ume1 = Hme2 = Hmea = Mmalbec

mmmmam}

Hi: en al menos un extracto de orujo el promedio de los valores de ORAC es distinto,

con un 95% de confiabilidad (al menos una p es diferente).

2) Nivel de significancia

a=0.05
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3) Eleccién delestadigrafo de prueba

_ CMT _ SCT/Vy

~ CME ~ SCE/Vg Donde:

CMT: cuadrado medio de tratamientos
CME: cuadrado medio del error

SCT: variacién entre los grupos

SCE: variacién dentro de grupos

V+: arados de libertad de tratamientos
4) Regla de decision
Se rechaza Hy cuando F,>F. i

Fe=F (005325 = 2,99 |

L

5) Estadigrafo de prueba
Fmn =39,55

6) Toma de decision y conclusion

Como F,, > F. y p valor < a, se rechaza la Hy, Al menos en uno de los extractos de
orujo el valor medio de ORAC es diferente, por lo que se realiz la prueba de Tukey.
En ella se puede observar que el valor medio de ORAC presentado en el trabajo de

Antoniolli et al. (2015) es significativamente diferentes de los valores correspondientes

a MB1y MBS, pero no al de MB2.
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Prueba estadistica ANOVA y TUCKEY para la comparacion de valores de TPC FC

de los orujos variedad Malbec de este trabajo con los de Antoniolli et al (2015)

1. Resultados InfoStat

Analisis de la varianza

Variable N R® Rf Aj CV
TPC GAE FC 14 0,93 0,91 8,39

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo €0467,59 3 20155,86 42,57 <0,0001

MUESTER €0467,59 3 20155,86 42,57 «<0,0001
Error 4734,28 10 473,43

Total 65201,87 13

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=54,635147
Error: 473,4280 gl: 10
MUESTER Medias n E.E.

MB3 352,79 2 15,39 B
MB2 329,60 3 12,56 A

MB1 263,10 3 12,56 B
MBAntoniolli 190,84 & 8,88 C

Medias cor una letra comin mo son significativaments diferentes (p > 0,08)

2. Prueba de hipétesis

1) Planteo de las hipétesis

Hq: el promedio de los valores de TPC FC en los cuatro extractos de orujo de la

variedad Malbec es igual, con un 95% de confiabilidad (Ume1 = Hme2 = Hmea = Mmalbec

antoniolli et al.)-

Hi: en al menos un extracto de orujo el promedio de los valores de TPC FC es distinto,

con un 95% de confiabilidad (al menos una p es diferente).

1) Nivel de significancia

a=0.05
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2) Eleccion del estadigrafo de prueba

_CMT _ SCT/Vy "
~ CME ~ SCE/V; Donde:

CMT: cuadrado medio de tratamientos
CME: cuadrado medio del error

SCT: variacién entre los grupos

SCE: variacién dentro de grupos

V+: arados de libertad de tratamientos

3) Regla de decision
Se rechaza Hy cuando F,,>F. _
/

Fc=F (0.05; 3; 10) = 3.71

[EY
Q
f.
Q[
|

f

{

¥

o

w
a7
A

4) Estadigrafo de prueba

Fm =42.57

5) Toma de decision y conclusion

Como F,, > F. y p valor < a, se rechaza la Hy,. Al menos en uno de los extractos de

orujo el valor medio de TPC FC es diferente, por lo que se realizé la prueba de Tukey.
En ella se puede observar que el valor medio correspondiente al extracto de orujo del

trabajo de Antoniolli et al. (2015) es significativamente diferente a los valores del resto

de los extractos.
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Prueba estadistica ANOVA y TUCKEY para la comparacion de valores de TPC
280 de los orujos variedad Malbec de este trabajo con los de Antoniolli et al
(2015)

1. Resultados InfoStat

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CV
TPC GRE 280 10 0,93 0,89 9,47

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sSC gl CH F p-valor

Modelo 4&529,51 15509,84 26,35 00,0007

MUOESTEA 4£529,51 15509,84 26,35 00,0007

Error 3531,14 88,52

Total S0080, 85

=3
=]
=3
=]

Wwom o w

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=T76,66232
Error: bBBB, 5230 gl: &
MUOESTRA Medias n E.E.

MB3 331,97 3 14,01 A

MB2 286,75 2 17,15 A B
MB1 234,45 2 17,15 B C
MBAntoniolli 165,70 3 14,01 C

Medias conr urna letra comin ne son significativaments diferentes (p > 0,.05)

2. Prueba de hipotesis

1) Planteo de las hipotesis

Ho: el promedio de los valores de TPC 280 en los cuatro extractos de orujo de la

variedad Malbec es igual, con un 95% de confiabilidad (Ume1 = Ume2 = Hme3z = Mmalbec

Antoniolli et al.)-

Hi:: en al menos un extracto de orujo el promedio de los valores de TPC 280 es

distinto, con un 95% de confiabilidad (al menos una u es diferente).

2) Nivel de significancia

a=0.05
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3) Eleccién del estadigrafo de prueba

F= CMT _ SCT/Vy
= CME ~ SCE/Vy Donde:
CMT: cuadrado medio de tratamientos

CME: cuadrado medio del error
SCT: variacion entre los grupos
SCE: variacion dentro de grupos

Vr: arados de libertad de tratamientos

4) Regla de decision

Se rechaza Hy cuando F,>F,
j

Fc=F ©os.36)= 4,76
| i
=’ o

Lo

5) Estadigrafo de prueba

Fm =26,35

6) Toma de decision y conclusion
Como F,, > F, y p valor < a, se rechaza la Hy, Al menos en uno de los extractos de
orujo, el valor medio de TPC 280 es diferente, por lo que se realizd la prueba de
Tukey. En ella se puede observar que el valor medio de TPC 280 presentado en el

trabajo de Antoniolli et al. (2015) es significativamente diferentes de los valores

correspondientes a MB2 y MB3, pero no al de MB1.
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