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Evaluacion del efecto antioxidante del extracto de semillas de uva y estudio de
métodos para determinar el envejecimiento acelerado en vinos tintos

Rosa Elvira Taco Sosapanta

Resumen. EIl objetivo fue evaluar la capacidad antioxidante y la evolucién de color en
vinos tintos al afiadir extracto de semillas de uva. Asi mismo, se plantea la posibilidad de
que el extracto mejore la capacidad de envejecimiento de los vinos. Las semillas
procedentes de subproductos de vinificacion de Moscatel pueden ser aprovechadas por su
contenido en compuestos fenolicos. En este estudio se evalud el contenido de fenoles
totales de extractos de semillas mediante el método Folin Ciocalteau (33.72 mg &cido
galico/g semilla) y su capacidad antioxidante por los métodos ABTS y FRAP (46.56 y
35.29 umol de Trolox por gramo de semilla, respectivamente). Los resultados indican que
estas semillas son una fuente natural de compuestos fendlicos y antioxidantes. Asi mismo,
se evaluo el efecto de afiadir estas semillas en diferentes vinos tintos (tradicional, corto y
largo), en la etapa de maceracion. EI comportamiento de la evolucién del contenido
fendlico fue diferente en los vinos con adicion de extracto de semillas. El vino de
maceracion largo de dos meses, presenté el mayor contenido en fenoles totales (3037.9
mg/L). En cuanto a la capacidad antioxidante, el vino con adicion de extracto de semillas
obtuvo mejores resultados en el ensayo de FRAP (1094.9, 908.81 y 1182.2 umol/L). En
dicho método, la adicién de extracto de semillas produjo en los vinos un aumento
significativo de la capacidad antioxidante con respecto al vino tradicional y corto. El
presente estudio forma parte del proyecto de aprovechamiento de subproductos de
vinificacion.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, compuestos fendlicos, subproductos,
vinificacion.

Abstract. The objective was to evaluate the antioxidant capacity and color evolution in red
wines when grape seed extract is added. Also, the possibility that the seed extract improves
the aging capacity of wine is proposed. The seeds coming from the byproducts of Moscatel
vinification can be utilized for their content in phenolic compounds. The objective of this
study was to evaluate the total phenolic content from seed extracts obtained with the Folin
Ciocalteau method (33.72 mg galic acid/g seed) and its antioxidant capacity by the ABTS
and FRAP methods (46.56 and 35.29 umol of Trolox per gram of seed, respectively). The
results indicated that these seeds are a natural source of phenolic compounds and
antioxidants. The effect of adding these seeds to different red wines (traditional, short and
long) during the maceration stage, was also evaluated. The behavior of the evolution of the
phenolic content in the wines was different when the seed extract was added. The long
maceration wine of two months, presented the highest total phenolic content (3037.9
mg/L). In regarding to the antioxidant capacity, the wine with seed extract obtained better
results through the FRAP method (1094.9, 908.8 and 1182.2 umol/L). With this method,
the addition of seed extract produced a significant increase in antioxidant capacity in
comparison to traditional and short wines. This study is part of a project for the utilization
of vinification subproducts.

Key words: Antioxidant capacity, phenolic compounds, subproducts, vinification.
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1. INTRODUCCION

En la Europa mediterranea, el vino forma parte de la cultura alimentaria (Carbajal y Ortega
2001); Espana es el tercer productor de vino (37.8 mhl), superado solo por Italia (48.8 mhl)
y Francia (41.9 mhl) (OIV 2017). En 2015, Espafia se ha convertido en el segundo
exportador de vino. Ademas, es el pais con mayor superficie de vifiedo (1,032 mha)
(Castillo y Compés 2014).

Vitis vinifera sp. es la especie idénea para la produccion de vinos (Cortiella 2013), originaria
de Europa y Asia (Gordillo 2012). Entre las uvas tintas mas comunes estan las variedades
Tempranillo y Syrah, y en uva blanca, Moscatel, y Pedro-Ximénez (Sanchez 2012). La
pulpa constituye el mayor volumen de la uva; las semillas se presentan en formas, nimero
y tamafio de acuerdo a la variedad; y el hollejo es la piel de la baya.

El proceso de vinificacion transforma en vino el mosto o zumo de uva, mediante practicas
tradicionales y modernas (Ortiz 2014). EI mosto se somete a una maceracion con las partes
solidas y simultaneamente se produce la fermentacion alcohdlica, que lleva a cabo la
transformacion de azucares en etanol. En un nuevo depésito, se produce una segunda
fermentacion denominada malolactica, que es mas lenta, donde el acido malico se
transforma en &cido l4ctico, que confiere al vino la finura y suavidad (Gordillo 2012).

Después de la fermentacion el vino pasa al envejecimiento o crianza en barricas de robles,
siendo, este vino mejor para ser comercializado en el mercado, debido a una mayor calidad
en color, aromay cuerpo (Tao et al. 2014a). Sin embargo, la crianza tiene desventajas como
son: el tiempo (3-5 meses/afios), donde ocurre una pérdida de vino por evaporacion, el alto
costo y el espacio ocupado por las barricas de maderas. Ademas, en algunas ocasiones, las
barricas no pueden ser reutilizadas debido a contaminacién de microorganismos como los
géneros de levaduras Brettanomyces y Dekkera, que pueden estar en el interior de la madera
(Tao et al. 2014b). Por consiguiente, se han desarrollado técnicas eficientes, no peligrosas,
rapidas y econémicas, que simulan un envejecimiento natural en corto tiempo.

El orujo es un subproducto de la vinificacion. Esta formado por semillas, hollejos y restos
de pulpa de la uva, productos ricos en fenoles, por lo que este subproducto se considera una
fuente natural de antioxidantes. Las semillas tienen el mayor contenido fendlico;
especialmente contiene flavan-3-oles, compuestos por monémeros tales como ésteres de
acido galico, y oligdbmeros. El hollejo es rico en flavonoles y antocianos (Jara et al. 2016).
Los antocianos son pigmentos de la uva tinta que aparecen en el proceso de maduracion,
siendo los responsables del color rojo azulado en vinos tintos (Jara et al. 2015).



El color es uno de los pardmetros organolépticos mas importantes para la industria
alimentaria, esta relacionado con el atractivo visual y la calidad de los alimentos, es asi, que
influye directamente en la decision de compra a los consumidores (Tiwari et al. 2010). El
color del vino es distintivo de calidad, representando el 21% de las caracteristicas
organolépticas, superando caracteristicas como la variedad, zona de origen, marcay precio.
El color del vino se debe a que entre sus componentes estan los antocianos que poseen
actividad antioxidante (Castillo y Compés 2014).

La actividad antioxidante se describe como la habilidad de un compuesto para reducir
especies reactivas (oxidativo) con significado patologico (Somogyi et al. 2007). Los
antioxidantes naturales son importantes en el organismo por su capacidad para proteger,
eliminar o retrasar el dafio oxidativo de una molécula (Halliwell 2007). El estrés oxidativo
son lesiones producidas por el desequilibrio entre la generacién de especies reactivas de
oxigeno y los sistemas de defensa antioxidantes del organismo, es decir, existe una
perturbacion en el balance pro-oxidante-antioxidante a beneficio del pro-oxidante,
provocando un dafio potencial (oxidativo). Las especies reactivas son agentes oxidantes
facilmente convertibles en radicales libres (Halliwell 2012).

Los radicales libres son moléculas que reflejan en su estructura atébmica un electrén no
apareado, es decir, que ocupa una O6rbita por si mismo; y son muy reactivas por la
inestabilidad de su configuracién electrénica (Halliwell 2012). Los compuestos
antioxidantes captan de forma directa, los radicales libres, produciendo una oxidacion entre
ellos, y formando compuestos perdxidos mediante modulacion de enzimas relacionadas con
el estrés oxidativo (Antolovich et al. 2002).

En los ultimos afios, se ha incrementado el estudio de los alimentos con altos contenidos de
antioxidantes, y la mayoria son compuestos fenélicos que presentan efectos positivos en la
salud. En este sentido, el consumo moderado de vino y subproductos de vinificacién han
demostrado ser beneficiosos en la prevencion de enfermedades cronicas asociadas al estrés
oxidativo, tales como arterioesclerosis, diabetes (Gonzalez 2010), y el envejecimiento
celular (Luna et al. 2007).

La industria vinicola genera en Europa del 56 al 67% (Ruggieri et al. 2009) de
subproductos, que poseen compuestos fendlicos con actividad antioxidante, debido a que
Esparia destina 97.4% de uva a la vinificacion (ICEX 2015), estiman que de 100 kilos de
uva, 50% son piel, 25% tallos y 25% semillas (OIV 2017). Tradicionalmente, estos
subproductos se envian a destilerias para la obtencién de alcohol vinico, o se usan como
fertilizantes, aunque, representan costos elevados y contaminacién ambiental (Jara et al.
2014a). Por tanto, este estudio, trata del aprovechamiento de subproducto de vinificacién,
especificamente las semillas, y su uso como fuente de fenoles, en forma de extracto de
semilla de uva. Asimismo, se plantea la posibilidad de que esos extractos mejoren la
capacidad de envejecimiento de los vinos. De este modo, los objetivos del trabajo son:

e Evaluar la actividad antioxidante y color de vinos tintos adicionados con extractos de
semillas de uva blanca.

e Revision bibliografica planteada para el desarrollo de una nueva metodologia de
envejecimiento acelerado en vinos tintos.
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2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio. )
El estudio se realiz6 en el laboratorio de Color y Calidad de Alimentos del Area de
Nutricién y Bromatologia (Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla, Sevilla, Espafia).

Muestras.

Semilla. Para el estudio se utilizaron semillas con un alto grado de maduracion, procedentes
de subproducto (orujo) de vinificacion de uva blanca variedad Moscatel, de la bodega
“Finca La Aurora”, de la Denominacion de Origen Montilla Moriles (Cordoba, Espaiia).
Este orujo se obtuvo de estudios anteriores y se mantuvo en congelacion a -20 °C hasta su
uso.

Vinos tintos. Los vinos tintos utilizados fueron cedidos por la bodega Cooperativa Nuestra
Sefiora del Socorro, de la Denominaciéon de Origen Condado de Huelva, localizada en
Rociana del Condado (Huelva, Espaia), procedentes de ensayos en los que se habian
aplicado diferentes técnicas de elaboracion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de vinos tintos aplicados diferentes técnicas de elaboracion.

Tipos Descripcion

Tradicional (T) Vinos de elaboracion en tinto tradicional, que acta como testigo
de ensayo de vinificacion.

Corto (C) Vinos elaborados mediante maceracion con adicion de semillas
al mosto por un periodo corto de tiempo (un mes).

Largo (L) Vinos elaborados mediante maceracion con adicion de semillas

al mosto por un periodo largo de tiempo (dos meses).

Preparacion de las muestras de semillas.

Liofilizacion y molienda. Del orujo congelado se separaron manualmente las semillas de
los hollejos y raspones a temperatura ambiente. Las semillas se congelaron a -80 °C durante
24 horas, y posteriormente se liofilizaron en un equipo Cryodos-80 Telstar®, acoplado a
una bomba Varian DS 102, por el mismo tiempo. A continuacion se pulverizé cada muestra



en un molino IKA A11-B durante 10 segundos con el fin de reducir el tamafio de particulas
y conseguir un nivel de homogenizacion adecuado. El contenido de humedad (en
porcentaje) se calcul6 siguiendo la Ecuacion 1.

% Humedad = [Peso fresco-peso seco/Peso freso] x 100  [1]

Extraccion de compuestos fendlicos. Se utilizaron tubos falcon de 50 mL, en los que se
peso 1 gy 2 gdel polvo liofilizado de muestra, utilizando una balanza analitica de precision,
y se afladieron 5 mL de disolvente (vino sintético) a cada tubo. La mezcla obtenida se agitd
durante 24 horas en un agitador magnético Vortex IKA Genios 3. Posteriormente, se
centrifugd durante 10 minutos, en centrifuga Allegra X-12R Centrifuge, a 4000 rpm y 10
°C. Se retird el sobrenadante (extracto liquido) con ayuda de una pipeta Pasteur con bulbo,
y para conservarlo se deposité en un tubo falcon de 50 mL de capacidad. El residuo sélido
se sometio al mismo proceso dos veces mas, con agitacion de 45 minutos. Se reunieron
todos los extractos liquidos y se congel6 a -20 °C para su posterior analisis. Las extracciones
se realizaron por duplicado.

Preparacion de tratamientos.

Se selecciond el extracto de semilla que contenia mayor concentracion fendlica (procedente
de 2 g de semillas), mediante el método ABTS. Se prepararon tres tipos de muestras para
poder determinar el efecto global de la adicién de extracto de semilla, eliminando el efecto
de dilucion que se produce al afadir la cantidad de extracto al vino, asi como la influencia
del color que pueda aportar el extracto (Cuadro 2).

Cuadro 2. Muestras de tratamiento de vinos tintos.

Muestras Descripcion

Vino tinto sin extracto 9 mL vino tinto y 1 mL vino sintético
Vino tinto con extracto 1.8 mL vino tinto, 0.2 mL extracto
Extracto de semilla 9 mL vino sintético y 1 mL extracto

Las muestras se depositaron en tubos falcon de 10 mL y se agitaron manualmente cada una.
Todas las mezclas se dejaron reposar durante 4 horas, antes de realizar los posteriores
analisis, y tras ser analizadas, se congelaron a -20 °C para su conservacion.

Meétodos.
Determinacion de fenoles totales.
Método Folin-Ciocalteau. Los compuestos fendlicos se oxidan por el reactivo Folin-

Ciocalteu, formado por una mezcla de acido fosfotungstico (HsHW12040) y fosfomolibdico
(HsPMo012040) que se reduce en una mezcla de 6xidos de tungsteno (WgO23) y molibdeno



(MogO23) de coloracidn azul. Presenta un espectro con maximo de absorcion a una longitud
de onda de 765 nm, que es proporcional a la cantidad de fenoles totales.

Se llevo a cabo segun el protocolo de Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones.
Para la recta de calibrado se realizaron 6 diluciones de acido gélico (patrén) de diferentes
concentraciones (0-500 mg/L) (Cuadro 3). Se tom6 0.25 mL de cada disolucidn patrén, 1.25
mL de reactivo Follin-Ciocalte y 3.75 mL de disolucién de carbonato sédico (Na2CO3) al
20%. La mezcla se homogenizo y se enraso a un volumen de 25 mL con agua destilada.

Finalmente se dejé reposar durante 2 horas a temperatura ambiente para que la solucion se
estabilice. Se midi6 la absorbancia a 765 nm en cubeta de 10 mm de paso de luz en el
Espectrofotometro de diodos UV-Vis HP 8453. Para el anélisis de muestra se preparé de
manera similar a los patrones, pero con 25 pL de muestra y las mismas cantidades de
reactivo (1.25 mL) y carbonato de sodio (3.75 mL).

Cuadro 3. Soluciones para preparar la curva de calibracion de fenoles totales y absorbancia
a 765 nm.

Concentracién mg/L Absorbancia 765 nm
0 0.06495
50 0.11318
100 0.17958
150 0.23236
250 0.38929
500 0.68095

Determinacién de actividad antioxidante.

Método ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenziltiazolina) sulfonico). El método ABTS mide
la capacidad de los compuestos antioxidantes para captar el radical coloreado ABTS en un
medio acuoso, convirtiéndolo en un producto decolorado. Se basa en la generacion del
radical catibnico ABTS por la oxidacion de su precursor, el acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenziltiazolina) sulfénico (ABTS), con persulfato potasico. Este radical, de coloracion
verde-azulada, es estable hasta 16 horas a baja temperatura y se caracteriza por su maximo
de absorcion a una longitud de onda de 734 nm. A este radical formado se afiade el patron
antioxidante Trolox o la muestra y se mide el descenso de absorbancia producido, ya que
la coloracion desaparece al ser reducido el radical por los antioxidantes.

La actividad antioxidante se cuantifico mediante una modificacion de la técnica
espectrofotométrica desarrolla por Re et al. (1999). Primero se prepard una disolucién de
ABTS en agua desionizada hasta alcanzar una concentracion de 7 mM. A continuacion, se
forma el catidn radical con la disolucion de persulfato de potasio (K2S20g ) 2.45 mM. Por
tanto, el K>S>Og se preparo con la disolucion ABTS (7 mM). La mezcla se dejo en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 16 horas antes de su uso para que se complete la
reaccion.



Una vez formado el radical, se preparé el reactivo de trabajo diluyendo la disolucion ABTS
con un tampén fosfato salino a pH 7.4 hasta obtener un valor de absorbancia a 734 nm de
0.7 £ 0.02, medido en el espectrofotometro de diodos UV-Vis Agilent 8453, con una cubeta
de 10 mm de paso de luz.

Como blanco de referencia, se midié la absorbancia a 734 nm del reactivo de trabajo (2 mL)
en cubeta de 10 mm. Posteriormente, se agregé 50 uL de muestra y se agito en agitador de
orbital digital Nahita® 685/2 durante 20 segundos, y se midi6 la absorbancia después de 4
minutos de reposo. Se analizaron 4 diluciones (1/100, 1/200, 1/400, 1/800) y todas las
muestras se estudiaron por duplicado.

Para la curva de calibracion se prepard una disolucion madre de Trolox 1 mM. Se realizaron
5 diluciones del patron Trolox en concentraciones crecientes (de 0.031 a 1 mM) usando
tampon PBS (fosfato salino). Para la medida de actividad antioxidante de estas disoluciones
se procedid de la misma manera que con las muestras.

Con las disoluciones patron de Trolox se obtuvo la recta de calibracién, representado la
absorbancia frente a la concentracion y se determiné la pendiente (Figura 1). De igual
forma, se obtiene la recta para las disoluciones preparadas a partir de la muestra y se
comparan las pendientes de ambas rectas. Los resultados se expresan como actividad
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC: Trolox-equivalent antioxidant capacity):
micromoles de Trolox Equivalente por gramo de semilla seca (umoles TE/g), o por litro de
vino (umoles TE/L) (Jara et al. 2014b).

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

y =13.772x + 0.0209
R?=0.9993

Absrovancia 734 nm

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracion mg

Figura 1. Recta patron para el método ABTS en espectrofotometro.



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

Se prepar0 el reactivo de trabajo en una proporcion 10/1/1 (v/viv) de solucion TPTZ,
tricloruro férrico y tampon acetato a pH 3.6, y se midio la absorbancia a 593 nm en un
espectrofotdmetro de diodos UV-Vis Agilent 8453, procurando que ésta fuera menor o igual
a 0.2 unidades de absorbancia.

Se midi6 la absorbancia a 593 nm del blanco de referencia PBS (fosfato salino) en cubeta
de 10 mm. Posteriormente, se afiadié 100 pL de muestra y se agitd durante 20 segundos,
después de 6 minutos de incubacion se realizé la lectura en absorbancia, y a ésta se le resto
el valor del blanco. Se analizaron 4 diluciones en diferentes concentraciones (1/100, 1/200,
1/400, 1/800) y todas las muestras por duplicado. La medida de actividad antioxidante con
las disoluciones patron de Trolox se realizé de la misma manera que para las muestras.

Con las disoluciones patron de Trolox se obtuvo la recta de calibracion, representado la
absorbancia frente a la concentracion y se determina la pendiente. De igual forma, se
obtiene la recta para las disoluciones preparadas a partir de la muestra y se comparan las
pendientes de ambas rectas. Los resultados se expresan como actividad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC: Trolox-equivalent antioxidant capacity): micromoles de
Trolox Equivalente por gramo de semilla seca (umoles TE/g), o por litro de vino (umoles
TE/L) (Jara et al. 2016).

Color.

Colorimetria Triestimulo. Considera los cambios espectrales en el intervalo completo de
las longitudes de onda visible (380-780 nm) (Gordillo et al. 2010a). Permite obtener valores
triestimulo, X, Y, Z, los cuales definen el color de las muestras, siendo el punto de inicio
para calcular el resto de variables cromaticas del espacio de color CIE 1976 L*a*b*
(CIELAB). Emplea coordenadas de color cilindricas (L*, C*ab, hab), y rectangulares (L*,
a*, b*) (CIE, 2004). Asimismo, es posible comparar muestras mediante el parametro
colorimétrico diferencia de color AE*4, (Jara et al. 2014a).

El parametro L* expresa la claridad, cuyos valores del eje vertical estan entre O (negro) y
100 (blanco), el croma C*y, indica la viveza del color, mayor cuanto mas se aleja del eje de
coordenadas, y el tono (hab) que esté definido por la posicion angular del espacio cilindrico
de 0 a 360°, e indica la propiedad cualitativa que cominmente define a un color.

Se midié el color de las muestras por espectrofotometria de transmision en un
espectrofotdmetro de diodos UV-Vis HP 8453, se registraron todos los espectros visibles
entre 380 nm hasta 780 nm, en una cubeta de 2 mm de paso de luz.



Para el blanco de referencia se midié agua destilada en cubeta de 2 mm. Para las muestras
se tomo6 1 mL con una jeringa, se filtré con filtro de fibra de vidrio de 13 x 0.45 mm en el
portafiltros, y se lavo la cubeta con la misma muestra con el proposito de evitar la
intervencion de la muestra anterior. A continuacion, se llend en la cubeta con la muestra
filtrada y antes de la medida, se observd que no esté en suspensién burbujas de aire que
interfieran en la medida. Posteriormente se registrd el espectro visible mediante
espectrofotometria de transmision.

A partir de los espectros de absorcion registrados, se calcularon las coordenadas
colorimétricas rectangulares (L*, a*, b*) y cilindricas (L*, C*ab, hab) de las muestras, las
cuales permiten describir el color en cada situacion y localizarlo en el espacio de color
CIELAB. Los parametros de color se obtuvieron con el programa de calculo original
Cromalab® (Heredia et al. 2004) el cual tiene en cuenta las recomendaciones de la
Comision Internacional de lluminacion (CIE 2004): Observador patron de 10° e iluminante
estandar CIE D65.

Andlisis estadistico. Se realiz6 un disefio factorial de 3 x 2: tres vinos tintos (T, C, L) y dos
factores o tratamientos, siendo éstos, la concentracion de extractos de semillas y la
concentracion de disolvente vino sintético. Los ensayos se efectuaran por triplicado. Para
evaluar las diferencias significativas se utilizé una prueba Duncan, estableciendo un nivel
de significancia P<0.05.

Los resultados obtenidos fueron analizados por el programa “Statistical Analysis System”
(SAS version 9.3®), Los datos obtenidos se trataron por un andlisis de varianza (ANOVA),
con el fin de determinar si las diferencias observadas entre los vinos son significativas
estadisticamente. De acuerdo al propésito de esta investigacion las diferencias deben ser
ejercidas por la adicion de extractos de semillas, para encontrar diferencias significativas
de medias en las variables de actividad antioxidante y la estabilidad del color.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Semilla de uva.

Fenoles totales. El contenido de fenoles totales del extracto de semilla de uva variedad
Moscatel fue 33.72 mg &cido galico/g semilla. Existen estudios que demuestran que en su
mayoria son flavanoles o también Ilamados flavan-3-oles, pertenecientes a la familia de
compuestos flavonoides que, con grado de polimerizacion variable dan lugar a la unién de
dos o mas unidades, nombrados como oligdbmero (proantocianidinas) y polimeros, los
cuales poseen la capacidad de interactuar con proteinas y polisacaridos vegetales (Gordillo
et al. 2012, Jara et al. 2016).

Jara et al. (2014c) obtuvieron un valor de fenoles totales de 21.94 mg/g en extractos de
orujo de la variedad de uva blanca Moscatel. La diferencia en la cantidad de fenoles totales
con respecto a este estudio, podria ser debido principalmente al subproducto que utilizaron,
el cual fue orujo. Este esta conformado por semilla, hollejos y restos de pulpa, pero la mayor
proporcidn de contenidos fendlicos se encuentran en las semillas. Otras discrepancias son
el disolvente del extracto utilizados en los ensayos; el tamafio de particula; y la variedad de
uva.

Referente al disolvente, estudios demuestran que el metanol al 75% es preferido para la
extraccion de contenidos en fenoles totales, tal como Jara et al. (2014b) utilizaron en su
ensayo. El metanol facilita la extraccion, esto puede deberse a que es una sustancia que
aumenta la solubilidad del material organico con menor polaridad, permitiendo de esta
manera obtener mas cantidad de extracto de semilla. Aunque este no es recomendado para
uso con fines alimenticios (Guntero et al. 2015). Caso contrario ocurre con el vino sintético
ocupado en este estudio como disolvente en grado alimenticio para los ensayos.

La cantidad de fenoles totales esta influenciado también por la variedad de uva, de este
modo, estudios en semilla de uva blanca variedad Zalema llevados a cabo por Jara et al.
(2014b), reportaron un contenido de fenoles totales de 65 mg/g de peso seco al emplear 5 g
de muestra y 25 mL de disolvente (metanol al 75%). Jara et al. (2017) evaluaron con la
misma variedad de uva, cantidad de muestra y disolvente, donde obtuvieron un valor de
fenoles totales de 48 mg/g de peso seco. Asi de esta manera se corrobora la similitud en
contenido en fenoles totales con semillas de la variedad Zalema.

Del mismo modo, Martos (2016), al evaluar la semilla de variedad de uva Pedro Ximénez,
encontrd fenoles totales de 49.54 mg/g, siendo, similar a lo encontrado por Jara et al. (2016)
con 55.35 mg/g. Esto indica que los valores son analogos entre las mismas variedades, pero



son distintos al ser comparadas con otras, a pesar de que estas pertenecen a uva blanca, de
la misma especie Vitis vinifera sp.

Actividad antioxidante. Por otro lado, se evalud la actividad antioxidante del extracto de
semilla de uva variedad Moscatel. Los resultados obtenidos mediante el método ABTS
fueron 46.56 umoles TE/g semilla seca. Este valor se obtuvo a partir de las pendientes de
perdida de absorbancia de ABTS en funcion del volumen de la muestra utilizada, y se
compararon con el Trolox obtenido. Finalmente, también se evalué la actividad
antioxidante por el método FRAP, donde se obtuvo las pendientes de ganancias de
absorbancia en funcion del volumen de la muestra utilizada, y se compararon con el Trolox
obtenido. El valor fue de 35.29 umoles TE/g semilla seca.

Los valores de actividad antioxidante obtenidos en este estudio por el método ABTS son
menores a los conseguidos por Jara et al. (2014c), donde su valor fue de 314.2 umoles TE/g
semilla seca, utilizando la misma variedad de uva blanca Moscatel como lo empleado en
este ensayo. Aungue manejaron distinto subproducto (orujo) y disolvente (metanol) para la
extraccion de compuestos de la semilla.

Si bien se sabe que la actividad antioxidante esta relacionada con el contenido fendlico, se
habla principalmente en dicha relacion de los compuestos flavanoles. Estos se reflejan como
la cantidad mayoritaria (8.74 mg/g) en el orujo, los cuales son caracteristicos de las semillas.
Autores indican que el método ABTS se considera en ocasiones como la actividad
antioxidante mas global, debido al reactivo soluble que se utiliza en el método, en solventes
acuosos y organicos, por lo tanto, lo hace un método apto para determinar la capacidad
antioxidante hidrofilica y lipofilica de extractos (Prior et al. 2005; Schlesier et al. 2009).

Existen estudios con otras variedades de uva, como el realizado por Jara et al. (2014b) con
diferentes subproductos obtenidos de la variedad de uva blanca Zalema, en el cual
encontraron valores de 966.4 y 386.1 umoles TE/g de semilla seca en ABTS y FRAP,
respectivamente. Martos (2016) evalud semillas de la misma variedad (Zalema) y encontro
valores similares a los obtenidos por Jara et al. (2016) con ABTS (498.54 umoles TE/g de
semilla seca) y FRAP (249.83 umoles TE/g de semilla seca). Estos resultados son mayores
a los datos de este estudio con variedad Moscatel.

Aunque con la variedad Pedro Ximénez, los valores en ABTS y FRAP fueron 482.4y 226.9
umoles TE/g de semilla seca respectivamente (Jara et al. 2016), estos valores siguen siendo
mayores a los encontrados con semilla Moscatel en ambos métodos de actividad
antioxidante. El disolvente utilizado en dichos estudios fue metanol al 75%, el cual permite
un mayor rendimiento de extraccion de los fenoles, reflejando, por tanto, valores mas
elevadas de actividad antioxidante.

No obstante, es importante destacar que la comparacion de resultados es dificil, los valores
no solo estan relacionado con la variedad de uva, sino, con otro factor existente, que es el
estado de maduracion de la uva. Es asi, que en un clima célido la maduracién fendlica tanto
de la pulpa como la semilla no son paralelas (Gordillo 2012).
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Los fenoles existentes en la semilla de uva se destacan positivamente en el vino, por
consiguiente, también en la salud humana. La semilla contiene un 60% de estos compuestos
(Fuentes 2014), entre los cuales destacan los monémeros como el &cido galico, la catequina,
y los oligdbmeros como las procianidinas. Los polifenoles extraidos de las semillas actdan
como antimutagénico, agentes antivirales, presion arterial.

En la presion arterial los flavonoides de las semillas mejoran la circulacion de la sangre,
especificamente las procianidinas aumentan la resistencia del plasma sanguineo contra el
estrés oxidativo (Paladino 2000). Poseen caracteristicas propias los compuestos fendlicos
como la posibilidad de inhibir la oxidacion de las lipoproteinas humanas de baja densidad
(LDL) (Ahn et al. 2002).

En un estudio realizado por un periodo de cuatro semanas en personas con presencia de
presion arterial elevada y con sindrome metabdlico (factores de riesgo para el desarrollo de
la enfermedad arterial coronaria y diabetes tipo I1), se administraron dosis de 150 mg/dL y
300 mg/dL de extracto de semillas. Los resultados mostraron que los compuestos fenolicos
del extracto fueron absorbidos, debido a que manifestaron la reduccion sobre la presion
arterial en los participantes. Ademas, observaron gque su capacidad antioxidante podria
disminuir las concentraciones de Oxidasa- LDL en el plasma (Malik et al. 2004).

Posteriormente, Robinson et al. (2012) llevaron a cabo un ensayo similar, pero esta vez con
mayor periodo de tiempo (8 semanas) y personas de entre 25 a 80 afios de edad con pre-
hipertension. Se aplicd una dosis de 300 mg/dia de semillas de uva. Al finalizar el
tratamiento, se observé una reduccion de la presién arterial conjuntamente con la
concentracion de LDL oxidasa. Confirmandose, de esta forma, uno de los beneficios de los
compuestos fendlicos en el cuerpo humano.

Park et al. (2016) desarrollaron otro ensayo con personas entre 35 y 64 afios de edad con
pre-hipertension. Suministraron una bebida con extracto de semilla de uva con 150 mg y
300 mg dos veces al dia durante 6 semanas. El cambio fue significativo en la reduccion de
la presion arterial que pasé de 125 mmHg a 118 mmHg. Esto sin perjudicar el peso corporal
de los participantes durante el estudio y sin ningun efecto adverso. Ademas, las bebidas
fueron toleradas por los consumidores.

Comprobada la importancia de los compuestos fendlicos, éstos han sido considerados parte
fundamental de la dieta para la prevencion de enfermedades cronicas como cancer,
degeneracion neuronal relacionada con la edad, diabetes, oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), y enfermedades cardiovasculares (Génzalez 2010). Sin embargo, su
eficiencia estd dada por la biodisponibilidad y el metabolismo de dichos compuestos. En el
caso de personas con obesidad y diabetes, presentan dificultad para la absorcion adecuada
de dichos compuestos, debido probablemente a los estados patoldgicos que presentan
(Redan et al. 2016).

La biodisponibilidad fendlica y el metabolismo pueden estar relacionados con el aumento
del estado inflamatorio, causado por el incremento de tejido adiposo o altas concentraciones
de glucosa en el plasma. Para personas con enfermedades de obesidad y diabetes se deben
considerar estrategias en la dosificacion con terapias complementarias, y asi mejorar la
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biodisponibilidad de los compuestos fendlicos, aunque en la actualidad faltan més estudios
(Redan et al. 2016).

Vinos tintos.

Fenoles totales. Los compuestos fendlicos totales en los vinos tintos resultaron
significativamente diferentes entre tratamientos (P<0.005), siendo la muestra de vino largo
la que reflej6 un cambio mayor (3037.9 mg/L) al ser afiadido el extracto de semillas de uva,
seguido del vino corto y el tradicional (2861.7 mg/L y 2482.4 mg/L respectivamente)
(Cuadro 4). Caso contrario no presentaron diferencias significativas entre los tipos de vinos
tintos (tradicional, corto, largo) (Cuadro 7).

Los compuestos fenolicos producen una coloracion azul al oxidarse con el reactivo Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi 1965). Se mide la absorbancia a 765 nm de longitud de onda
en el espectrofotdmetro tras terminar la reaccion (2 horas). Esto facilita a los investigadores
la posibilidad de realizar muestras continuas optimizando el tiempo y reduciendo la
variabilidad de los resultados al tener varias muestras. El contenido total de compuestos
fendlicos en los vinos tintos con los tratamientos se muestra en el Cuadro 4.

En los vinos utilizados en el ensayo se observo la generacion de color azul dependiendo del
tipo de vino, distintivo de la concentracion de compuestos fenolicos que poseen. Esto se
debe a que el reactivo al estar formado por wolframato sodico y molibdato sédico en acido
fosforico, reacciona con los compuestos fendlicos presentes en las muestras. El acido
fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio &cido) de color amarillo, al
ser reducido por los grupos fenolicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya
intensidad es la que observamos y medimos su absorbancia para calcular y evaluar el
contenido en polifenoles (Garcia et al. 2010).

En el vino la maxima extraccién de compuestos fendlicos o polifenoles se presenta en el
proceso de vinificacion en especial en la etapa de maceracion prefermentativa (Gordillo et
al. 2014). Estos compuestos podrian mejorar las propiedades biofuncionales y sensoriales
de los vinos tintos, siendo responsables del aroma y estabilidad del color (Brossaud et al.
2001; Lapornik et al. 2005).

Los compuestos fendlicos son beneficiosos para la salud ya que acttan en la disminucion
de enfermedades cronicas degenerativas como el cancer, la diabetes (Gonzélez et al. 2015),
preservacion de las enfermedades cardiovasculares; dentro de estas ayudan en la
disminucion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), disminucion del
proceso inflamatorio en la placa de ateroma, inhibicién de la agregacion plaquetaria,
estimulacion de la sintesis de 6xido nitrico, estabilizacion de las fibras de colageno de la
pared arterial, y actuacion como fitoestrogenos (Creus 2004).
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Cuadro 4. Fenoles totales de vinos tintos (mg/L) por el método Folin-Ciocalteu.

Tipos Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media = D.E) (media = D.E)
Tradicional 1316.0 £ 360.22 2482.4 + 133.6°
Corto 1092.7 + 304.02 2861.7 + 258.5°
Largo 1366.3 + 220.62 3037.9 + 266.1°
C.V (%) 14.09

Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

Cuadro 5. Actividad antioxidante de vinos tintos método FRAP (umoles/L).

Tipos . Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media £ D.E) (media £ D.E)
Tradicional 520.74 + 71.73? 1094.9 + 268.24°
Corto 511.16 + 67.76% 908.81 + 310.57°
Largo 294.07 + 128.68% 1182.2 + 72.49°
C.V(%) 22.99
Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05).

D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

Estudios previos indican que el efecto sobre el contenido fendlico del vino depende de la
cantidad que se adicione de semillas, ya que en mayores concentraciones podria afectar la
calidad del vino (Gordillo et al. 2014), percibido en la astringencia (Ferrer et al. 2016). Es
recomendado el uso de fuentes naturales para afiadir fenoles al vino, siendo una interesante
alternativa inocua para mejorar la estabilidad del color y las propiedades organolépticas
(Gordillo et al. 2015). Es por ello, que existen estudios con adicién de semilla de uva blanca
en la vinificacion de vinos tintos para mejorar su estabilidad cromatica, sobretodo en climas
calidos donde la maduracién fendlica de la pulpa con la semilla no son paralelas (Gordillo
2012).

Cejudo et al. (2016) observaron el comportamiento colorimétrico y fendlico de vinos tintos
tras la adicion de un hidrolizado enzimético de semillas de uva durante la vinificacién. Los
resultados obtenidos son niveles inferiores de fenoles totales a los obtenidos con la adicion
de extractos de semilla en este estudio. Las cantidades empleadas de hidrolizado enzimético
fueron de 250 g y 500 g. Después de 150 dias desde la adicion de los hidrolizados se observé
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que el vino al que se adicion6 250 g de semillas hidrolizadas presenté mayor cantidad de
compuestos polifenolicos (2735 mg/L).

Jara et al.(2016), en su estudio demostraron la influencia de adicion de semilla de uva de la
variedad Pedro Ximénez al vino en las etapas iniciales de la vinificacion, utilizando
cantidades de 450 y 900 g de semillas/150 kg de uva. Durante la maceracion los valores
mas elevados tanto en compuestos fendlicos como en actividad antioxidante fueron de los
vinos con la dosis simple de semilla (450 g).

Gordillo et al. (2014) evaluaron la adicion de orujo de uva variedad Pedro Ximénez sobre
vinos tintos. Los resultados mostraron que niveles apropiados (10% p/p) de orujo al inicio
de la fermentacidn causan un impacto significativo en la concentracion de compuestos
fendlicos individuales. Pero en el periodo de maceracion todos los vinos fueron ricos en
acidos fenolicos y flavanoles mondmeros, los cuales son caracteristicos de las semillas de
uva.

Martos (2016), notificd que al analizar muestras en diferentes etapas de vinificacién
(descube, prefermentacion malolactica, fermentacién malolactica, vino estable y trasiego)
que en la etapa malolactica existio valores superiores de fenoles totales a diferencia de las
otras etapas de vinificacion. El estudio también consistié en afiadir 450 y 900 g de semilla
al vino tinto.

Cuadro 6. Relacion entre vinos tintos en contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante.

Tipos Cioc;i’g{j};ﬂg 1y ABTS(umolesiL).  FRAP(umolesiL)
(media) (media) (media)
Tradicional 2202.17 1585.9% 807.82°
Corto 1977.22 1482.3% 738.14%
Largo 1899.2% 1286.4% 709.99%

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05).

Actividad antioxidante. Con respecto a la actividad antioxidante en vinos tintos con
adicion de extracto de semilla de uva, se observd un aumento para las dos cantidades
adicionadas, siendo significativos (P<0.05) los resultados obtenidos con el método FRAP
(Cuadro 6) entre tratamientos. Sin embargo, no se encontro diferencia significativa entre
tipos de vinos tintos (tradicional, corto, largo) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Actividad antioxidante de vinos tintos método ABTS (umoles/L).

Tipos Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media = D.E) (media = D.E)
Tradicional 1501.78 £ 173.59? 1670.03 + 323.53¢2
Corto 1193.24 + 152.09? 1771.37 £ 647.672
Largo 1301.88 £ 199.99? 1270.97 £ 13.03?
C.V(%) 23.26
Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05).

D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

Segun los datos obtenidos con el método ABTS el vino tinto corto con adicion de extracto
de semilla tiene mayor capacidad antioxidante, a diferencia de los vinos tradicional y largo
gue presentaron valores menores. A pesar de esto, no se muestran diferencias significativas
(P<0.05) entre los tratamientos (Cuadro 5). Se ha confirmado que la actividad antioxidante
en vinos tintos va acorde a la cantidad de compuestos fendlicos, aunque, éste difiere con el
tipo de vino (tradicional, corto, largo) y la etapa de vinificacion (Jara et al. 2017).

Sin embargo, con el método FRAP al presentar diferencias significativas (P<0.05) entre los
vinos con y sin extracto. El que presenté mayor actividad antioxidante fue el vino tinto
largo, seguido del tradicional y el corto (Cuadro 6). Estos cambios pueden deberse a la
estabilidad de la etapa como lo menciona Jara et al. (2016), tras estudiar distintos momentos
de vinificacion.

Siguiendo con nuestro estudio el vino largo es el que se encuentra en etapa de estabilizacion
(maceracion de dos meses) el cual presenta la mayor cantidad de actividad antioxidante en
ambos métodos (ABTS y FRAP). Es asi, como se refieren Jara et al. (2016) cuando
realizaron un estudio en la evolucion de vinos (control, simple y doble) para analizar la
actividad antioxidante por método ABTS y FRAP. Lograron observar que el vino control
se mantuvo estable en todas las etapas de vinificacion. Sin embargo, el vino simple y el
doble cambiaron durante el proceso, ya que disminuyen durante la fermentacion
maloléctica en comparacion con el proceso de la fermentacion alcoholica (42 y 7%). Donde
pudieron determinar el aumento de la actividad antioxidante fue especificamente en la etapa
de estabilizacién que manejaron en tiempos de 2, 3 y 4 meses.

La préctica de adicion de semilla permite ver modificaciones positivas en los vinos tintos,
asi lo manifiesta Martos (2016) en su experimento desarrollado mediante la adicion de 450
gy 900 g de semillas a diferentes vinos tintos. Los vinos que fueron tratados con semillas
de uva en cantidades de 450 y 900 g, mostraron aumento en su actividad antioxidante con
el metodo ABTS, pero el de menor cantidad de semilla presento el mayor valor (1.73 pumol
TE/mL) de capacidad antioxidante. Por tanto, existié diferencia significativa entre los
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diferentes vinos (testigo, 450, 900 g). Dato que difiere con este ensayo, debido a que los
vinos tintos al adicionar extracto de semilla a los vinos tintos corto y largo en etapa de
maceracion, no mostraron diferencias significativas en el método ABTS (Cuadro 5).

Aungue al estudiar una de sus muestras (vino testigo) presento estabilidad en la actividad
antioxidante durante el proceso de vinificacion. Este se puede atribuir al vino tinto
tradicional en este ensayo al afiadir extracto de semilla, el cual tampoco presento diferencia
significativa en el método ABTS (Cuadro 5).

En el método FRAP se aprecian mejor las diferencias significativas entre los vinos,
notdndose de la misma manera la tendencia con el método de ABTS. Nuevamente el vino
testigo (0,70 pumol TE/mL) muestra la menor actividad antioxidante en contraste con los de
adicion de semilla de 450 g (0.87 umol TE/mL) y el de 900 g (0.81 umol TE/mL). Acorde
al ensayo realizado con extracto de semilla, se puede decir, que de la misma manera se
presentan diferencias significativas con respecto al método FRAP (Cuadro 6). A vista de
los resultados, existe la posibilidad de aumentar la capacidad antioxidante al afiadir semilla
0 extracto de semilla en vinos tintos.

Los flavonoides son compuestos que forman parte de la composicion quimica del vino tinto
(Naczk y Shahidi 2006). Estos han demostrado fuerte actividad de inhibicion de oxidacion
de las LDL, in vitro e in vivo, mediante la reduccidn de la agregacion de las plaquetas, y se
asocia con la reduccion de la mortalidad por enfermedad cardiovascular. Los flavonoides
son la explicacion de los efectos protectores de la dieta mediterranea (rica en vegetales,
frutas y vino) contra las enfermedades cardiovasculares (Ruidavets et al. 2000).

Los estudios sobre la actividad antioxidante han sido enfocados principalmente en uvas, en
las cuales se ha verificado que inhiben la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en un nivel comparable con el vino. Los &cidos hidroxicinamicos tipicamente
presentes en las frutas han demostrado inhibir la oxidacion en las LDL in vitro. Los
extractos fendlicos de bayas inhiben la oxidacion de las LDL humanas y la oxidacién de
los liposomas (Ké&hkonen et al. 1999).

Los flavonoides son la clase predominantemente descrita de los fenoles presentes en los
alimentos, porgue son aproximadamente 2/3 de los fenoles consumidos en la dieta humana.
Los taninos son una fuente importante de antioxidantes a pesar de que no son tan deseados
en el vino, por dar sensacién de astringencia, ya que son capaces de unirse a las proteinas
lubricantes de la saliva por puentes de hidrogeno (Creus 2004). EI consumo de compuestos
fendlicos diario en los humanos se encuentra en un rango de 25 mg a 1 g por dia
dependiendo del tipo de dieta (frutas, vegetales, granos, té, especias, vino y uva) (Hagerman
et al. 1998; Robbins 2003). Creus (2004) menciona que el consumo de vino tinto de 200
mL al dia ayuda a reducir el riesgo a un infarto de miocardio, debido a la presencia de
antioxidantes fendlicos.

El contenido en polifenoles antioxidantes se encuentra en grandes cantidades en la piel y
las semillas de las uvas, siendo los procesos de fermentacidn y maceracion los encargados
de liberarlos al vino. Uno de los compuestos del vino es la fibra dietética saludable, formada
por polisacaridos no digeribles con polifenoles asociados en la matriz. Mediante un ensayo
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se analizd su contenido en vinos blancos 0.2 g/L y en vinos tintos 1.4 g /L (Diaz y Saura
2006).

Mediante estudios se ha comprobado que el vino tinto es capaz de reducir el 39% de riesgo
de padecer célculos renales. Un estudio realizado en la Universidad de Harvard demostro,
al comparar con otros 21 tipos diferentes de bebidas, el vino tinto posee la accién
beneficiosa superando al resto de bebidas (Curhan et al. 1996).

Andlisis de color. Para la evaluacién del color en los vinos tintos se utilizo el espacio del
color CIELAB, que considera coordenadas de color rectangulares (L*, a*, b*) y cilindricas
(L *, C*a, hav.). Este es el espacio de color méas utilizado y recomendado para medir el
color de objetos, especialmente en el caso de los alimentos, debido a su uniformidad y a la
mejor interpretacion de los resultados y correlacion con la apreciacion visual (Konika
2003).

En los primeros estadios, el color del vino tinto se debe a los antocianos libres, que muestran
las caracteristicas propias de un vino joven, como son un tono rojo vivo con notables
matices azulados. Posteriormente, a lo largo de la estabilizacidn, los antocianos monémeros
disminuyen, mientras que los pigmentos poliméricos aumentan. Asi, en los vinos con
crianza, mas evolucionados, suelen encontrarse colores menos vivos, con tonos rojos mas
anaranjados.

Durante la vinificacion, en el periodo de maceracion fermentativa se suele producir la
evolucion del color del vino en el sentido de la disminucion de la claridad (L*), lo que
indica el efecto positivo en la estabilidad del color (alrededor del 13% en Gordillo et al.
2010b). Fernandez (2016) utiliz6 semillas de uvas pasas de variedad Pedro Ximénez
adicionadas a vinos tintos, y observo una disminucién rapida de la claridad durante la
fermentacion alcohodlica, donde el mosto se mostrd mas oscuro debido a que se extraen,
ayudados por el alcohol, los pigmentos de las partes solidas de la uva.

Este efecto o tendencia en la evolucion del color tambiéen se observd en los vinos estudiados
en el presente trabajo, cuando se afiade el extracto de semilla a las muestras de vino tinto.
En todos los casos (vino tradicional, con maceracion corta y larga) se da una importante
disminucion de la claridad, especialmente en el caso del vino con maceracion corta. En el
Cuadro 8, se observa que existen diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos
(sin'y con adicidn de extracto de semilla) en cuanto a la claridad (L*), para los tres tipos de
vino estudiados.
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Cuadro 8. Valores de claridad (L*) de los vinos tintos con y sin adiciéon de extracto de
semillas.

Tipos Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media £ D.E) (media £ D.E)
Tradicional 17.80 + 1.912 4.01 + 0.86°
Corto 19.05 £ 0.412 3.18 +3.18°
Largo 15.60 £ 0.902 2.54 +0.61°
C.V(%) 16.39

Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

La coordenada a* > 0 es el eje de los rojos y la coordenada b* > 0 del amarillo. Sin embargo,
considerar estas coordenadas de manera independiente para la evaluacion del color puede
conducir a conclusiones confusas que no se corresponden con la realidad ni, por supuesto,
con la apreciacion visual.

En este estudio (Cuadro 9 y 10), las coordenadas de cromaticidad a* y b* presentaron
valores positivos, por lo que las muestras se situaron en el primer cuadrante del diagrama
de color (a*b*) (Figura 1), donde se encuentran los colores rojos netos y anaranjados. En
todos los casos, los vinos presentaron diferencias significativas (P<0.05) para los
pardmetros a* y b* tras el tratamiento con adicion de extracto de semillas respecto a los
valores que tenian inicialmente (sin adicion). Aunque entre vinos tintos no mostraron
diferencia significativa (Cuadro 11).

Cuadro 9. Valores de las coordenadas cromaticas a* en los vinos tintos con y sin adicién de
extracto de semillas.

Tipos . Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media £ D.E) (media £ D.E)
Tradicional 4758 +1.212 24.68 + 3.94°
Corto 47.78 + 0.502 17.12 + 15.63°
Largo 45.76 £ 0.822 16.51 + 3.86"
C.V(%) 20.08

Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.
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Cuadro 10. Valores de las coordenadas crométicas b* en los vinos tintos con y sin adicion
de extracto de semillas.

Tipos . Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media = D.E) (media = D.E)
Tradicional 27.81 +1.68° 6.86 + 1.47°
Corto 25.78 £ 0.50? 5.26 + 5.24°
Largo 24.77 +1.062 4.34 +1.04°
C.V(%) 15.59

Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

Cuadro 11. Relacion entre vinos tintos en valores de claridad (L*) y las coordenadas
cromaticas a* y b*.

Tipos . L* . a* | b*
(media) (media) (media)
Tradicional 11.11° 36.13% 17.342
Corto 10.91° 32.45% 15.522
Largo 9.072 31.132 14.56%

Letras diferentes de arriba hacia abajo indican diferencias significativas (P<0.05).

En cuanto al croma C*a, de los vinos estudiados, este pardmetro oscilé entre 55 y 17
unidades CIELAB, observandose una importante disminucion (46% en el vino tradicional
y 67% en los vinos con maceracion corta y larga) tras la adicion de semillas, que fue
significativa de (p<0.05) en todos los casos (Cuadro 12).

En relacion al tono hap de estos vinos, su comportamiento al ser tratados con extractos de
semillas se dirigio hacia una disminucion, igualmente significativa (P<0.05) en todos los
casos. El descenso en los valores del tono fue similar para todos los vinos, estando alrededor
del 50%. (Cuadro 13). La correcta interpretacion del color se debe realizar a partir de las
variables angulares tono y croma (Cuadro 12 y 13). Aungue no existié diferencias
significativas entre vinos tintos (Cuadro 14).
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Cuadro 12. Valores de croma (C*ab) de los vinos tintos con y sin adicion de extracto de
semillas.

Tipos . Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media = D.E) (media = D.E)
Tradicional 55.12 + 1.89? 25.62 + 4.19°
Corto 54.29 +0.672 17.92 + 16.47°
Largo 52.03 +1.232 17.07 + 3.99°
C.V(%) 19.19

Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

Cuadro 13. Valores de tono (ha.) de los vinos tintos con y sin adicion de extracto de
semillas.

Tipos . Tratamientos
Sin extracto Con extracto
(media £ D.E) (media £ D.E)
Tradicional 30.29 + 0.872 15.44 +0.78°
Corto 28.35 + 0.22¢ 15.93 + 2.09°
Largo 28.43 + 0.59° 14.72 + 0.07°
C.V(%) 4.82

Letras diferentes de izquierda a derecha indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
D.E.= Desviacion estandar.
C.V = Coeficiente de Variacion.

Cuadro 14. Relacion entre vinos tintos en valores de croma (C*ap) y tono (hab.).

Tipos . C*a | hab
(media) (media)
Tradicional 40.372 22.87°
Corto 36.11° 22.142
Largo 34.552 21.58?

Letras diferentes de arriba hacia abajo indican diferencias significativas (P<0.05).

Como ya se expuso, un estudio previo (Gordillo et al. 2014) encontr6 que la adicion de
orujo de uva Pedro Ximénez en la vinificacion produjo un aumento del croma (C*ab) y una
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disminucion en claridad (L*) y tono (hay) del vino, lo que pudo ser debido a que la
extraccion de pigmentos en la etapa de fermentacidn-maceracion se encuentra con una
mayor concentracion de fenoles procedentes de los orujos (entre los que se encuentra la
semilla de la uva), volviéndose los pigmentos mas estables, dado que la estabilidad del color
del vino esta relacionada con la composicion fendlica de los pigmentos antocianicos y otros
fenoles extraidos de la uva durante la maceracién. EI menos afectado por este tratamiento,
tras la adicion de semillas, fue el vino con elaboracién tradicional el que presentd mayores
valores medios de claridad (L*), croma (C*a) y tono (has) (4.01 unidades CIELAB, 25.62
unidades de CIELAB y 15.44°, respectivamente), indicando la menor afectacion de su
color.

Gréaficamente se puede realizar la evaluacién del efecto de la adicidn de extracto de semilla
sobre el color de los vinos, mediante la representacion de los puntos correspondientes a las
muestras en el diagrama (a*b*) del espacio de color CIELAB vy la claridad como eje
perpendicular al plano (Figura 2).
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Figura 2. Ubicacidn de las muestras de vino, con y sin adicion de extracto de semilla, en el
diagrama de color (a*b*).

Ante todo, se pone de manifiesto la clara separacion que existe entre los puntos
correspondientes a cada uno de los grupos, lo que indica una total diferencia de color entre
las muestras estudiadas, en funcién del tratamiento efectuado. Se muestra, también, el punto
correspondiente a la medida del color del extracto de semilla, localizado muy cercano al
origen de coordenadas en el plano (a*b*), con un angulo de tono de 70° y un valor de
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claridad cercano a 100 unidades, lo que se corresponde con un tono amarillento palido, muy
claro y apagado, practicamente incoloro.

El &ngulo formado respecto al eje a* se corresponde con el tono. En este caso, en la figura
se observa una disminucidn de los valores de este angulo. Los vinos sin adicion de extracto
de semillas se encuentran en la zona de 25 a 31°. Al afadirles el extracto de semillas de
uva, las muestras se posicionan en angulos de 10 a 20°, lo que indica un efecto hacia tonos
MAs rojos y menos anaranjados.

Se puede apreciar, también, como la adicion del extracto produce una disminucion del
croma, que se manifiesta en el acercamiento hacia el origen de coordenadas que se observa
de las muestras tratadas (puntos rojos) respecto a los vinos iniciales no tratados (puntos
azules). Inicialmente, los vinos sin adicion de extracto de semillas se encuentran muy poco
dispersos, mostrando una cierta homogeneidad, y tras la adicion del extracto de semilla, se
distribuyen de manera mas dispersa, lo que se debe a que el efecto del extracto sobre el
croma afectan de forma diferente a los vinos, tal como se ha comentado anteriormente.

En resumen, y a la vista de los resultados mostrados para los parametros de color CIELAB
claridad, croma y tono, se puede afirmar que la adicion de extracto de semilla a los vinos
estudiados produce un efecto general que conduce a colores mas oscuros (menor L*), menos
vivos (menor C*a) Y con un tono menos anaranjado o con tendencia a los tonos mas
azulados (menor hap), lo que se traduce en una mejora de la calidad cromatica.

Finalmente se evalud bibliografia para encontrar el método de oxidacion acelerada mas
adecuado en vinos tintos. Se ensayaron los métodos de: ultrasonido (de sonda y bafio),
perdxido de hidrogeno (H202) y microoxigenacion. Se aplico la ciencia de la Colorimetria
Triestimulo para observar de forma cualitativa y cuantitativa la variacion del color que
provoca el uso de estos métodos fisicos. Estos se presentan como preliminares de estudio
de envejecimiento acelerado en vinos tintos en este estudio.
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4. CONCLUSIONES

Las semillas procedentes de subproductos de vinificacion de Moscatel son una fuente
natural de compuestos fenolicos.

Los vinos tintos de maceracion larga al adicionarles extracto de semilla presentaron los
mejores resultados en actividad antioxidante.

Por medio de los métodos ABTS y FRAP el extracto de semilla Moscatel, fue buena
fuente de compuestos con actividad antioxidante.

La capacidad antioxidante evaluada por métodos espectrofotométricos varid segun el
tipo de vino.

La reutilizacion de subproductos semilla en blanco durante el proceso de vinificacion en
tinto podria mejorar el valor biologico de los vinos.

Se evalud bibliografia correspondiente para el desarrollo de una nueva metodologia de
envejecimiento acelerado en vinos tintos.
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5. RECOMENDACIONES
Realizar estudios de andlisis sensorial con expertos catadores de vinos tintos para
determinar la influencia de los compuestos fendlicos.

Estudiar otras variedades de uva blanca como Zalema, Pedro Ximénez como fuente de
extracto de semilla y evaluar su aplicacion en vinos tintos.

Evaluar la aplicacion de extracto de semilla de uva en jugos u otros alimentos.

Realizar un andlisis microbioldgico para corroborar la inocuidad del extracto de semilla
de uva blanca y vinos tintos.

Realizar un analisis de cromatografia liquida para los compuestos fenolicos del extracto
de semillas de uva y evaluar los compuestos en mayor cantidad.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Estudio preliminar de envejecimiento acelerado en vinos tintos.

INTRODUCCION

El vino es considerada una bebida tradicional de la dieta mediterranea, tanto en hogares
como en eventos especiales (Creus 2004). EI consumo de vino en Europa esta representado
en un volumen de mercado de 60%, seguido de América con 22%, Asia Pacifico
representada con un 16%, Africa y Oriente Medio en un 2%. Esto ha permitido que en el
mercado aparezcan diferentes estilos de vino que son producidos para el mundo, entre los
que se incluyen los vinos de mesa, espumosos Yy vinos fortificados o generosos.

El proceso que se da para la obtencion de un vino tinto consiste en varias etapas que van
desde la cosecha y estrujado de uvas, la fermentacion del mosto y la estabilizacion, el
envejecimiento y el embotellado (Tao et al. 2014b), los cuales permiten reflejar vinos de
calidad y con los requerimientos de los consumidores. El proceso de vinificacion incluye la
etapa de envejecimiento o crianza de los vinos tintos, es caracteristico para que estos sean
negociables en el mercado (Tao et al. 2014a).

El envejecimiento del vino es un proceso delicado y largo, que ofrece la posibilidad de
mejorar las cualidades. Consta de dos fases: la primera es un envejecimiento oxidativo, y
tradicionalmente es en barricas de madera. La segunda fase consiste en un envejecimiento
reductivo en botella (Tao et al. 2014b). Al realizarse el almacenamiento en barricas de
madera, es donde el vino es sometido a un lento y progresivo proceso de microoxigenacion,
que beneficia a las reacciones de polimerizacién, la clarificacién espontanea, estabilidad
cromatica y mejora la estructura del vino (Gordillo 2012).

En investigaciones se refleja que, a pesar de esta importante funcion de la crianza, el tiempo
es la mayor problemaética en las industrias enologicas, debido a que requieren un plazo largo
(a veces hasta 3 a 5 afios de crianza) para considerarse un vino comercial. Por ello, existen
estudios que demuestran que la oxidacion acelerada mejora la calidad del vino
disminuyendo el tiempo necesario para ello (Tao et al 2014a). Entre éstos esta la aplicacion
de ultrasonido de sonda o la micro-oxigenacion, siendo estos métodos fisicos aplicados en
laboratorio para evaluar su funcionamiento.

El método 1, ultrasonido de sonda se desarrolla por ondas de sonicacion en un medio
acuoso, detallando el nimero de sonda, frecuencia, amplitud y cantidad de muestra. La
aplicacion de ondas ultrasonicas como oxidacion acelerada es beneficiosa para obtener en
menor tiempo un vino tinto comercial. Por primera vez en 1937 se estudiaron las ondas
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ultrasénicas en una bebida natural con el propésito de simular los cambios que ocurren
como bebida envejecida (Garcia y Sun 2013). Tras este estudio la ciencia ha desarrollado
técnicas con ultrasonido para dar respuestas a parametros, como es el uso de la frecuencia,
el tiempo de aplicacion y el nUmero de sonda.

Los experimentos realizados recomiendan el uso de frecuencias de 20 a 100 kHz, basado
principalmente al cambio de color que tiene el vino durante el envejecimiento. Tiwari et al.
(2010) observaron en su estudio el cambio que sufren las antocianinas en el jugo de uva, en
el que disminuy6 la coordenada b* (eje amarillo-azul), y aumentaron la claridad L* y la
coordenada a* (eje rojo-verde), esto al utilizar una frecuencia de 20 kHz, y se tomaron en
cuenta el tiempo de 0-10 min y pulso de 5 segundos (Tiwari et al. 2010). Sin embargo, al
tomar en cuenta la temperatura que permita la liberacion de compuestos fenolicos, ésta debe
estar en un rango de 15 a 25 °C como lo indicaron Tao et al (2014) en su practica de virutas
de madera. Referente a la aplicacién de niUmero de sonda se encuentra relacionada con la
cantidad de muestra utilizada, es asi, que para una sonda de 6 mm la cantidad debe estar
entre 5 a 50 mL con una amplitud del 40%, para una de 12 mm la cantidad de muestra va
de 20-250 mL, como lo explica en su ensayo Tiwari et al. (2010).

El bafio de Ultrasonidos permite tener mejor controlada las condiciones de temperatura sin
variaciones extremas, permite presentar tiempos estables hasta 15 minutos en las muestras
aplicadas, y una de sus ventajas es la reutilizacion de las mismas (Pifieiro y Marrufi 2015).
Se aplica frecuentemente en extraccion de compuestos fendlicos en madera de robles con
el proposito de estudiar la influencia de éstas sobre el vino tinto. Al aplicarlo reduce el
tiempo de extraccion de estilbenos a solo 10 minutos, en comparacién a otros métodos que
supera hasta 12 horas la extraccion (Pifieiro et al. 2016).

Heritier et al. (2016) demuestran en su estudio la aplicacion de peroxido de hidrogeno para
su cuantificacion en el proceso de vinificacion durante la oxidacion de manera acelerada en
vinos tintos. La respuesta de un vino a la oxidacion es mas que la suma de la respuesta de
sus componentes debido a la interaccion compleja de las reacciones quimicas. Para obtener
una comprension mas global, un enfoque popular es evaluar la resistencia de un vino a la
oxidacion usando ensayos antioxidantes tales como el ensayo ORAC o el ensayo de barrido
de peroxido de hidrogeno. Sin embargo, el empleo de H202 no puede determinar el final de
la degradacién de las antocianinas en el vino debido a que sigue actuando constantemente
Heritier et al. (2016).

En el envejecimiento del vino realizado en barricas de madera ocurre una microoxigenacion
(aporte de pequerias cantidades de oxigeno) de manera natural al difundir el oxigeno a través
de los poros de la madera y entre las uniones de las duelas (cada una de las tablas curvadas
de un barril) (Romero 2008). La microoxigenacién es una metodologia de mejora en el
vino para las pequefias industrias que buscan tener mejor aceptacion en el mercado. Las
burbujas provocadas en el vino hacen que éstas actlen en favor de las antocianinas para
incrementar el color rojo azul deseados en los vinos tintos.

Para encontrar el método de oxidacion acelerada més adecuado, se ensayaron los métodos
de: ultrasonido (de sonda y bafio), peroxido de hidrogeno (H202) y microoxigenacion. Se
aplico la ciencia de la Colorimetria Triestimulo para observar de forma cualitativa y
cuantitativa la variacion del color que provoca el uso de estos métodos fisicos de
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envejecimiento. Es asi, que el objetivo de este ensayo fue provocar los efectos oxidativos
que se producen en la crianza del vino tinto, de manera acelerada, para poder evaluar la
capacidad de envejecimiento de los vinos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras.

Para comprobar el comportamiento de las técnicas propuestas en funcién del tipo de vino,
se utilizaron siete vinos tintos, comerciales y experimentales, de diferente procedencia y
caracteristicas quimicas para evaluar posibles diferencias en el comportamiento
colorimétrico debidas al tratamiento. Estos tltimos fueron facilitados por el equipo de Color
y Calidad de los Alimentos, procedentes de ensayos en los que se aplicaron diferentes
técnicas de elaboracion.

Tipos de vinos tintos empleados:

Vino de elaboracion tradicional (campafia 2016).

Vino elaborado con adicion simple de semillas en la maceracion postfermentativa.
Vino elaborado con adicion doble de semillas en la maceracién postfermentativa.
Vino de elaboracién tradicional (campafia 2015).

Vino elaborado con adicion de chip de madera durante la fermentacién (2015).
Vino evolucionado por almacenamiento prolongado (Oxidado).

Vino comercial en Tetrabrik (marca Carrefour).

Ensayos.

Envejecimiento acelerado por ultrasonidos de sonda. Para los ensayos se utilizd una
sonda de ultrasonidos modelo Q 500 Sonicator (Newtown, USA), con potencia de 500 W y
frecuencia constante de 20 kHz. La sonda de ultrasonido se sumergio en el seno de la
muestra, dejando 0.5 cm hasta el fondo del recipiente que contenia el vino. Se realizaron
dos ensayos con diferentes condiciones de sonicacion:

a) Sonda de 2 mm, una amplitud de 20%, muestra en tubos falcon de 50 mL.:
a. 20 mL de muestra, tiempos de sonicacion de 5 minutos, hasta completar 20
minutos.
b. 40 mL de muestra, tiempos de sonicacion de 10 minutos, hasta un total de 40
minutos.
En los dos ensayos se esperd 15 minutos entre cada sonicacion, y en este tiempo se midio
el color de la muestra por transmision en un espectrofotémetro de diodos UV-Vis Agilent
8454 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA).

b) Sonda de 3 mm, amplitud de 40%, y tiempos de sonicacién de 10 minutos, hasta
completar 120 minutos de tratamiento. 200 mL de muestra en frasco de vidrio, cubriendo
el frasco con parafilm para minimizar la evaporacion. La temperatura de la muestra
durante la sonicacién vari6 de 5 a 20 °C. Para evitar el calentamiento se introdujo el
contenedor de la muestra (tubo o frasco) en un recipiente con hielo.
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Envejecimiento acelerado en bafio ultrasonidos. Se utiliz6 un bafio ultrasonido Ultrasons
de SELECTA®, modelo 3001208, de 4 L. Se aplicd el tratamiento de ultrasonidos en
intervalos de tiempo de 15 minutos. Para colocar las muestras de vino en el bafo se
utilizaron tubos falcon de 50 mL con tapon de rosca, ubicados en una gradilla de espuma
flex pre disefiada, que los mantuvo sumergidos en el agua hasta el nivel del contenido de la
muestra. Se realizé el control de la temperatura de las muestras (23-28 °C) durante todo el
proceso mediante la adicidn de hielo al agua del bafio. Se utilizaron cuatro vinos tintos en
cada tratamiento, y se realizaron dos ensayos:
a) 45 mL de vino, completando un tiempo de 120 minutos de sonicacion, y se midi6 el
color en espectrofotémetro cada 15 minutos.
b) 50 mL de vino, con tiempo total de sonicacion 240 minutos, midiendo el color de
las muestras cada 120 minutos.

Envejecimiento acelerado por método quimico. Para este ensayo se utilizé el caracter
oxidante del agua oxigenada, realizando diluciones con vino sintético y agua destilada a
distintas concentraciones. Se realizaron los siguientes ensayos:

a) En el primer ensayo se realiz6 la mezcla 1:1 con perdxido de hidrégeno (7.5 mL de
vino tinto con 7.5 mL de agua oxigenada), midiendo el color cada 5 minutos para
controlar el cambio en un espectrofotometro de diodos UV-Vis Agilent 8453
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA).

b) Para la segunda concentracion de utilizo 1 mL de vino tinto con 1 mL de agua
oxigenada, y se enrasd con vino sintético hasta en un matraz de 10 mL. El ensayo
se hizo por triplicado, se tomo en cuenta un control en una concentracion de vino
tinto 1 mL con agua destilada 1 mL y se enras6 a 10 mL con vino sintético. El
tiempo fue medido cada 5 minutos y luego cada 30 minutos para los dos ensayos
hasta 115 minutos correspondientemente.

Envejecimiento acelerado por microoxigenacion. Se utilizé una bomba de inyeccién de
aire, conectado a un difusor. Se realizaron dos ensayos, en muestras de 50 mL y 100 mL,
en envases de pléstico, introduciendo el difusor en el seno del vino, y se dejo actuar por
diferentes tiempos (2, 4, 7, 9, y 18 horas) midiendo el color tras ese tiempo por
espectrofotometria de transmision.

RESULTADOS

Envejecimiento acelerado por ultrasonidos de sonda.

En los ensayos de envejecimiento acelerado realizados con diferentes vinos se registraron
los espectros de absorcién a intervalos de 10 minutos de actuacion del equipo de
ultrasonidos hasta un total de 60 minutos. En la Figura 3, se observa la modificacion sufrida
en el intervalo visible (370-770 nm) a lo largo del tiempo de ensayo.
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Figura 3. Evolucion del espectro de absorcion visible del vino sometido a ultrasonidos.

Las modificaciones en el espectro de absorcidn tienen como consecuencia un cambio de
color en relacion al color inicial de la muestra de vino, apreciable por el ojo humano
(AE*3>3 unidades CIELAB). Estas diferencias alcanzan valores importantes, llegando a
mas de 7 unidades CIELAB a lo largo de una hora de tratamiento de ultrasonidos (Figura
4).

AE*3p Diferencia de color
8
TV-10 3.438258597 .
TV-20 3.68041596 6
5
TV-30 4. 71281015 a
TV-40 5.65833581 ?
2
TV-50 0.30233830 1
0
TV-60 7.22175133 0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 4. Diferencias de color respecto al punto inicial.

Envejecimiento acelerado en bafio de ultrasonidos.

En el ensayo de envejecimiento por tratamiento en bafio de ultrasonidos, se observa
igualmente, una evolucion del color. En este caso, se observa un comportamiento
ligeramente diferente segun el tipo de vino, apreciandose variaciones del color algo
mayores en el caso de los vinos que fueron elaborados de manera tradicional (los
denominados R y T) frente a los que se les afiadié chips de madera (M) o semillas (S)
durante la fase fermentativa. Estas diferencias se observan en la Figura 4, donde se aprecia
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una mayor separacion entre los puntos de las muestras R y T (dentro de cada grupo),
mientras que los puntos de los vinos M y S se encuentran mas agrupados entre si. Esta
diferencia de comportamiento puede deberse a que la adicién de semillas de uva o madera
produce un incremento de los compuestos fenolicos que colabore a proteger al color del
vino de los cambios provocados por la oxidacion.
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Figura 5. Evolucién del color de los diferentes vinos debido al tratamiento en bafio de
ultrasonidos.

Este comportamiento diferenciador se observa también cuando se estudia la evolucion de
las coordenadas colorimétricas de manera independiente. En el caso del vino T (Figura 6a),
el cambio de color se produce por un descenso de todas las coordenadas colorimétricas a lo
largo del ensayo, que en algunos parametros como el croma (C*ap) 0 las coordenadas a* y
b*, es mas acusado al principio del tratamiento, indicando una mayor afectacion inicial de
es0s parametros, y posteriormente la evolucion se hace mas estable, mientras que en el caso
de la claridad (L*) y el tono (hab), los cambios son mucho més moderados, lo que se observa
en la menor pendiente de las correspondientes curvas de evolucion. Sin embargo, en el vino
S las modificaciones son mucho menores, e incluso se produce un ligero aumento de
algunos parametros, tal como puede verse en la Figura 6b.
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Figura 6. Evolucién de los parametros colorimétricos del espacio CIELAB de los vinos a)
elaboracion tradicional (T) y b) con adicion de semillas en la maceracion (S).

Envejecimiento acelerado por método quimico. Uso de perédxido de hidrdgeno.
El peroxido de hidrogeno (H202) es un compuesto quimico, altamente oxidante, que
produce el blanqueamiento de los antocianos del vino, con la consecuente pérdida de color
(Figura 7). Previsiblemente, un vino tinto rico en compuestos antioxidantes, como son los
fenoles, presentara una mayor resistencia a la degradacion del color por parte de los

oxidantes. Esta es la base del ensayo.

Figura 7. Degradacion del color del vino tinto causada por H.02.

Se realiz6 una prueba preliminar para evaluar la velocidad de degradacion del color,
sometiendo una muestra de vino tinto a la accién del agua oxigenada. En la Figura 8 se
observa como el color del vino se va modificando hacia valores mas altos de tono, es decir,
hacia tonos amarillos, al mismo tiempo que aumenta considerablemente la claridad.
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Figura 8. Evolucion del color de la muestra de vino tinto por el trartamiento con perdxido
de hidrdgeno.

Envejecimiento acelerado por microoxigenacion,

Como se observa en las graficas de la Figura 9, correspondientes a la evolucion del tono y
la claridad de los vinos sometidos a microoxigenacion por borboteo de aire, los resultados
obtenidos son confusos y escasamente interpretables.
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Figura 9. Evolucion del tono y la claridad de los vinos sometidos a microoxigenacion.
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RECOMENDACIONES

¢ Teniendo en cuenta, ante todo, que éste ha sido un ensayo preliminar, de cuyos datos no
se pueden obtener conclusiones definitivas, y que es necesario realizar un mayor nimero
de pruebas para confirmar o desestimar los resultados, a la vista de lo obtenido se pueden
realizar algunas recomendaciones.

¢ Los métodos empleados para la simulacién de envejecimiento son econémicos y rapidos.

e Se recomienda estudiar con profundidad el método de ultrasonido de sonda,
especificando los diferentes parametros de: temperatura, cantidad de muestra y tiempos.

¢ El bafio ultrasonido, si bien es cierto que ayuda a extracciones de compuestos, con fines
de oxidacion en corto tiempo no realiza grandes cambios, por lo que seria necesario
mayor tiempo de actuacion que el sistema de ultrasonidos por sonda sumergida en el
liquido.

o EIl perdxido de hidrogeno debido a la toxicidad de este compuesto, no seria apto para
utilizarlo como sistema de envejecimiento acelerado de los vinos para uso comercial,
aunque si podria ser valido para determinar en el laboratorio la posibilidad de crianza de
los mismos.

¢ El sistema de microoxigenacion por borboteo de aire se utiliza actualmente con fines de
mejora de la calidad de los vinos tintos, aungue su uso para envejecimiento no queda
claro, por lo que se determina que este ensayo necesita mas investigacion.
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Anexo 2. Reactivos de actividad antioxidante.

1. Vino sintético pH 3.6: etanol 96%; acido tartarico; sodio cloruro; disolucion de acido

clorhidrico, HCI 1M.; disolucion hidréxido de sodio, NaOH 1M.

Carbonato sodico anhidro (Panreac® Madrid Espafia).

Patrdn de referencia, acido galico C7HsOs (Analyticals Carlo Elba®).

Reactivo de Folin-Ciocalteau (Panreac®).

Tampon acetato sédico 300 M, pH 3.6

Tampodn cloruro potasico 0.025 M, pH 1.0.

Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenziltiazolina) sulfoénico (ABTS) (Sigma® Madrid,

Espafia).

8. Persulfato potésico, K»S;0g (Panreac®Madrid Espafia).

9. Tampon fosfato salino (PBS) pH 7.4.

10. HCI 40 mM.

11. Solucion 2, 4, 6 tripiridyl-s-triazina (TPTZ) 10mM (Sigma®): pesar 0,0312 g del
reactivo TPTZ y disolverlos en un matraz de 10 mL con HCI 40 mM.

12. Solucion Tricloruro ferrico, FeCl3-6H.0, 20 mM (Panreac® Madrid, Espafia):
disolver 0.032 g de FeClz-6 H20 en un matraz de 10 mL con agua desionizada.

13. Tampdn Acetato 300 mM, pH 3.6: acetato sodio trihidrato, acido acético.

14. Agua desionizada (Milli-Q, Millipore®).

15. Agua destilada.

Noabkown
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Anexo 3. Equipos e instrumentos para la actividad antioxidante.

a.

S@he 0o

_:»3.—_?\-".—'.—'

Liofilizador Cryodos-80, Telstar® Varian DS 102 (Telstar Industrial, S.L., Barcelona,
Espafia).

Molino IKA All-B (IKA®, Staufen, Alemania).

Balanza analitica de precision METTLER TOLEDO AE-260 (Barcelona, Espafia).
Agitador magnético Vortex IKA Genios 3 (IKA®, Staufen, Alemania).

pH-metro CRISON GLP 21 (Crison Instruments, S.A., Barcelona, Espafa).
Centrifuga Allegra X-12R Centrifuge (Beckman Coulter, Barcelona, Espafia).
Agitador orbital digital 685/2.

Espectrofotometro de diodos UV-Vis HP 8453 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA,
USA).

Espectrofotometro de diodos UV-Vis Agilent Technologies 8454.

Jeringa, portafiltros y filtros de nylon 13 x 0.45 mm (Millipore-AP20)

Cubetas de plastico de 10 mm de paso de luz y paso de luz reducido.

Cubetas de vidrio de 2 mm de paso de luz.

. Matraces aforados de 10, 25, 50, 100, 500 y 1000 mL

Micropipetas de intervalos de volumen 20-200 uL, 100-1000 uL y 1-10 mL

Anexo 4. Separacion de semillas de uva blanca variedad Moscatel de orujo.

Fuente: Taco 2017

llas de uva blanca variedad Moscatel.

i "

Fuente: Taco 2017
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Anexo 6. Muestras de vinos tintos (tradicional, corto y largo).

Fuente: Taco 2017

Anexo 7. Preparacion de tratamientos de vinos tintos (tradicional, corto y largo).

Fuente: Taco 2017

Anexo 8. Recta patron para el método Fenoles totales en espectrofotémetro.
0.8

0.7

E 0.6

y =0.0013x + 0.0569
R?=0.9975

0 100 200 300 400 500 600
Acido galico (mg/l)
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Anexo 9. Cubetas con las disoluciones patron a distinta concentracion y el reactivo ABTS.

Fuente: (Martos 2016)

Anexo 10. Cubetas con las disoluciones patron a distinta concentracion y el reactivo FRAP.

Fuente: (Martos 2016)
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Anexo 11. Resumen de la significancia estadistica sobre los tratamientos en vinos tintos.

Interacciones

Variables/ Source
Folin-Ciocalteu
Proceso
Tratamiento
Rep
Proceso*Tratamiento
ABTS
Proceso
Tratamiento
Rep
Proceso*Tratamiento
FRAP
Proceso
Tratamiento
Rep
Proceso*Tratamiento
L
Proceso
Tratamiento
Rep
Proceso*Tratamiento
a*

Proceso

Tratamiento

Rep
Proceso*Tratamiento
b*

Proceso

Tratamiento

Rep
Proceso*Tratamiento
C*ab

Proceso

Tratamiento

Rep
Proceso*Tratamiento
hab

Proceso

Tratamiento

Rep
Proceso*Tratamiento

NN EFEDN NN DN NN EFE DN NN EFE DN NN EFEDN NN EFE DN NN DN

NEFE, DN

2

Type I SS

296821.98
10612255.21
38027.41
313886.43

277585.1689
255948.6605
95017.2177

289300.0124

30441.335
1729676.002
101026.254
185151.328

15.1417000
912.4992000
2.9494333
6.3850333

80.411811
3429.024089
108.555678
51.231211

23.852133
1916.424050
9.091733
0.236933

108.777744
5084.352800
116.182878
39.567033

108.777744
5084.352800
116.182878
39.567033

Mean Square

148410.99
10612255.21
19013.70
156943.22

138792.5844
255948.6605
47508.6089

144650.0062

15220.667
1729676.002
50513.127
92575.664

7.5708500
912.4992000
1.4747167
3.1925167

40.205906
3429.024089
54.277839
25.615606

11.926067
1916.424050
4.545867
0.118467

54.388872
5084.352800
58.091439
19.783517

2.5094889
839.2704500
0.3966056
2.2228667

F Value

1.82
130.28
0.23
1.93

1.22
2.24
0.42
1.27

0.51
57.87
1.69
3.10

2.63
316.43
0.51
1.11

0.90
76.97
1.22
0.57

1.96
315.71
0.75
0.02

1.08
100.79
1.15
0.39

2.19
732.41
0.35
1.94

Pr>F

0.7960
<.0001
0.7960
0.1960

0.3364
0.1649
0.6702
0.3228

0.6157
<.0001
0.2332
0.0898

0.1212
<.0001
0.6145
0.3679

0.4362
<.0001
0.3361
0.5803

0.1907
<.0001
0.4977
0.9807

0.3767
<.0001
0.3548
0.6855

0.1626
<.0001
0.7156
0.1941

Source: fuente de variabilidad. DF: grados de libertad. Type | SS: suma de cuadrados tipo
I. F Value: valor F, Pr: Probabilidad.
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Anexo 12. Recta de muestra para el método ABTS en espectrofotometro.
0.18

0.16 —

0.14
£

5012
y =14.032x+0.0173
0.1 R?=0.9953

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Cantidad de muestra mL

Anexo 13. Envejecimiento acelerado por ultrasonido de sonda.

Fuente: Taco 2017
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Anexo 14. Envejecimiento acelerado en bafio de ultrasonidos.

Fuente: Taco 2017
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Anexo 16. Pruebas de envejecimiento acelerado por ultrasonido de sonda en vinos tintos.

Fecha | Muestra Carzﬂ}cli_a)d Tiempo (min) T(°C) p
l. F. Interval Repeticion 1. F. S. A
0
26/1/2 | SC 20 NO 5 4 NO NO 2mm 20
017 | cc 20 5 4
Tetrabrik 20 5 4
Oxidado 20 5 4
27/1/2 | SC 20
017 | cc 20
Tetrabrik 20
Oxidado 20
30/1/2 | CM 40 NO 10 4 NO NO 2mm 20
017 | cs 40 10 4
Testigo 40 10 4
Rociana 40 10 4
22/3/2 | Testigo 19 182 10 6 6 19 3mm 40
017 0 11 20
9 20
10 0
9 22
9 20
23/3/2 | CS 20 197 10 2 9 20 3mm 40
017 o) 19
271312 | CS 19 180 10 12 5 16 3mm 40
017 7 5 18
5 18
5 17
5 17
5 19
5 19
5 19
4 16
5 20
5 19
6 19

I=inicial; F= final, S= sonda;SC=sin chip; CC= con chip;CM= con madera;CS=con
semilla; P=parametro; A=amplitud (%); Fre= fecuencia.
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Anexo 17. Pruebas de envejecimiento acelerado por método bafio Maria en vinos tintos.

NO

Fecha

9/2/2017

6/3/2017

CM

CS
Testigo
Rociana
CM

CS
Testigo
Rociana
CM

CS
Testigo
Rociana
CM

CS
Testigo
Rociana
CM

CS
Testigo

Muestra Cantidad(mL) Tiempo (min) T(°C)
Inicial Final Intervalo Repeticion Total Inicial Final
45 45 15 8 120 26 28

45 45 15 8 120

45 45 15 8 120

45 45 15 8 120

50 50 15 8 120 20 23
50 50 23 25
50 50 25 28
50 50 28 28
50 50 28 28
50 50 28 28
50 50 28 28
50 50 28 28
48 48 15 8 120 26 26
48 48 26 26
48 48 26 26
48 48 27 27
48 48 26 26
48 48 27 26
48 48 27 27
48 48 27 27

Rociana

CM=Con madera; CS= con semilla; F=con filtro.
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Anexo 18. Prueba en envejecimiento acelerado por método quimico en vinos tintos.

N° Fecha M Cantidad(mL) Tiempo (min) F
V.T H202 Ad V.S Inicio Final Total

1 | 10/3/2017 1 75 7.5 0 0 0 5 115  si
2 75 0 7.5 0 0 5 115

2 | 17/3/2017 1 1 1 0 8 0 5 115 i
2 1 1 0 8 0 5 115
3 1 1 0 8 0 5 115
4 1 0 1 8 0 5 115

N°=numero de ensayo; M=muestras; F= Colocacién de filtro; V. T= Vino tinto; Ad= Agua
destilada; V. S= Vino sintético.

Anexo 19. Pruebas de envejecimiento acelerado por microoxigenacion en vinos tintos.

N° Fecha Muestras Cantidad(mL) Tiempo Filtro
Inicial Final Inicio Final

1| 29/3/2017 Oxidado 50 48 0 7 Si
7 9
9 18

2| 30/3/2017 Postfer 100 0 2 Si
2 4

4

3| 31/3/2017 Carefur 100 0 2 Si
2 4
4 6

4 4/3/2017 Tetrabrik 100 0 4 Si
4 4

Postfer=postfermentativa.
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