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RESUMEN

La especie de uva tinta Vitis vinifera L, cominmente conocida
como Cabernet sauvignon es la mas empleada en los procesos de
vinificacion debido a su sabor pronunciado, aroma e intenso
color, ademds de la gran abundancia de compuestos fenolicos
(fenoles simples- fenoles compuestos) en comparacion con otras
variedades; por otra parte se adapta con mucha facilidad a
diferentes condiciones edafocliméaticas. El presente estudio tiene
como objetivo evaluar el potencial de los subproductos de
vinificacion de esta uva (orujos), como fuente prometedora y
renovable de compuestos de interés nutracéutico. Para ello se
procedié a la caracterizacion fisicoquimica, determinacion de
compuestos fenolicos y determinacion de minerales de los
residuos. Las propiedades antioxidantes de estos compuestos y su
capacidad para atrapar radicales libres, son las responsables de
las propiedades farmacolégicas que se les atribuye.

Palabras Clave— Cabernet Sauvignon, compuestos fendlicos,
propiedades antioxidantes, residuos de la industria vinicola.

I. INTRODUCCION

Los residuos agroindustriales son una fuente prometedora y
renovable de compuestos de interés industrial, en especial
en la industria farmacéutica, debido a que contienen
fitoquimicos con caracteristicas bioactivas y propiedades
farmacologicas [1]. Los alimentos funcionales son aquellos
que aportan nutrientes, los cuales poseen componentes
bioactivos que ejercen efectos farmacoldgicos modulando
funciones terapéuticas en el cuerpo resultando beneficiosos
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Quimica

para la salud, [2] este efecto prometedor ha sido atribuido a los
compuestos  fendlicos los cuales son distribuidos
comercialmente como productos nutracéuticos. [3, 4,5]

Los alimentos  funcionales son aquellos que aportan
nutrientes, de tal manera que satisfagan las necesidades
nutricionales de los consumidores. Uno de los alimentos
considerados funcionales es el vino, al que se le atribuyen
cualidades antioxidantes debidas a la presencia de compuestos
fendlicos, que ademas han sido también distribuidos
comercialmente como productos nutracéuticos. [3, 4,5]. Estos
se clasifican de manera general como fenoles y A&cidos
fendlicos (polifenoles no flavonoideos) y flavonoides [6]. Se
ha reportado que estos tienen efectos positivos sobre la
absorcion y la biodisponibilidad de minerales, ya que tiene la
capacidad de quelar cationes divalentes, principalmente hierro
y zinc a través de su unién a los grupos carboxilos e hidroxilos
[7,8]. Por otro lado, estudios epidemiolégicos han demostrado
que la dieta que incluye compuestos fenélicos provenientes de
plantas, reducen el riesgo de enfermedades coronarias de
corazdn, debido a la actividad antioxidante, ademas estos
compuestos tienen efectos antinflamatorios incluyendo el
proceso de adicién a la molécula de citosina y quimiocina
generando una supresion suave a efectos pro-inflamatorios [9],
sin embargo la evidencia terapéutica de estos compuestos aun
es dispersa. Por otra parte estudios in vivo con animales se han
desarrollado para establecer los efectos anticancerigenos de
los polifenoles, mediante aplicaciones tdpicas, o bien con la
administracion de dietas enriquecidos con polifenoles y/o con
alto contenido en estos compuestos, demostrando el efecto
preventivo frente al cancer de vejiga y pulmon [10].

En la industria vinicola, el contenido de polifenoles es
considerado un parametro de la calidad del vino, lo cual
depende de las practicas agricolas y agroindustriales
propiamente dichas. El vifiedo Umafia Dajud localizado en el
valle de Sachica a pocos kilometros del pueblo colonial de
Villa de Leyva, ubicado a mas de 2000 m.s.n.m, caracteristica
inusual en un vifiedo, cuenta con 6 hectareas de cultivos de
uva de la cepa Cabernet Sauvignon con vides que en su
mayoria provienen directamente de Francia. El fruto de uva
Cabernet Sauvignon es la variedad con mas demanda en la
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vinicultura de vinos tintos, la cual se adapta Optimamente a
diferentes condiciones edafoclimaticas [11] y se caracteriza
por tener un hollejo grueso y semillas grandes en proporcion a
la pulpa. Los vinos elaborados con esta uva presentan altos
niveles de compuestos bioactivos [12]. La cascara y semillas
de la uva son consideradas fuentes importantes de compuestos
fendlicos, a los que se les atribuyen la propiedad astringente y
antioxidante de las uvas y sus productos [12,13,14], de
acuerdo a datos locales, Los desechos vinicolas de la
produccion de una vendimia de este vifiedo compuesta de
1800 plantas (aproximadamente 2700 kg), son de
aproximadamente 810 kg sin tener en cuenta la masa de raquis
que corresponde a un 6% del peso total, los cuales en la
industria Colombiana son desechados como residuos.

En el presente trabajo se realizO la caracterizacion
fisicoquimica y fitoquimica (familia de los polifenoles), de los
residuos de la fermentacidn (orujos) de la industria vinicola
del valle de Séachica (Boyaca — Colombia), vifiedo Umafia
Dajud, para evaluar el potencial nutracéutico de estos, con el
fin de ser aprovechados en la producciéon de alimentos
funcionales de consumo humano o animal.

Il. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los residuos de uva se obtuvieron del vifiedo Umafia Dajud
ubicado en Sachica (Boyaca — Colombia) los cuales pasaron
por un proceso de fermentacion alcohdlica y malolactica
durante un periodo de 18 dias a una temperatura de 20 -25°C,
para posteriormente pasar por un proceso de filtracion, con el
fin de eliminar el mayor contenido de etanol presente en los
residuos; Los residuos utilizados pertenecian a la vendimia de
Diciembre 2014- Junio 2015. EI proceso de fermentacion del
proceso agroindustrial ademas del estrujado de uva, contiene
metabisulfito de sodio utilizado como conservante que
aumenta los contenidos de sodio en el proceso, y para el
trasiego del mosto en el proceso agroindustrial se utilizo clara
de huevo. La unidad experimental consistié en 500 g de los
residuos, y se obtuvieron 10 muestras, las muestras se
almacenaron a -80 °C para su posterior analisis.

Caracterizacion fisicoquimica de los frutos

Los parametros de caracterizacion fisicoquimica en los
residuos constituyen un factor caracteristico del tipo de uva,
para verificar esto se hicieron medidas de pH por el método
potenciométrico de acuerdo a la AOAC 981.12 [15] ; Acidez
total titulable (ATT) por titulacion del jugo con hidréxido de
sodio mediante  mediciones potenciométricas de pH de
acuerdo al método AOAC 942.15 [16] expresado en g/L de
acido tartarico; sdlidos solubles totales (SST) por
refractometria del fruto macerado en unidades de °Brix de
acuerdo al método de AOAC 932.14 [17, 18]; ceniza por
método gravimétrico de acuerdo a la AOAC [19]; humedad
por método gravimétrico de acuerdo a la AOAC; el contenido

de nitrégeno se determin6 por el método de microkjeldahl de
acuerdo a [20], determinando el contenido de proteina
multiplicando por el factor de 6.25.

Determinacion de Compuestos fendlicos totales y familias
de polifenoles en residuos de la industria vinicola

Aproximadamente 0.3 g de los residuos de la industria
vinicola se utilizaron para el ensayo. Se realizo la extraccion
utilizando 10 mL de una solucién de acetona agua en relacion
1:1 para la determinacion de fenoles totales y 10 m L de agua
tipo | como solvente para las determinaciones de familias
fendlicas. Se homogeniz6 por agitacion en un agitador orbital
durante 45 minutos a 30°C. La muestra se centrifugé a 4000
rpm durante 15 minutos y se recuperd el sobrenadante para
realizar los andlisis descritos a continuacion.

Determinacion de compuestos fenodlicos: Los compuestos
fendlicos se cuantificaron de acuerdo a la reaccion que
presentan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (tungstofosato y
molibdofosfato), el cual se reduce en solucién alcalina,
formando un producto de color azul que puede ser detectado a
760 nm. La determinacion se hizo segin [21]. Los datos
fueron interpolados con la curva de calibracién empleando
como estandar de fenoles &cido galico (Sigma-Aldrich). Los
resultados se expresaron en pg de &cido galico/g peso fresco
de los residuos.

Contenido de Taninos: Los taninos se cuantifican cono
antociandgenos. Los Taninos condensados, en medio basico y
en calor son transformados en antociandgenos, los cuales por
continuacion del calentamiento se descomponen en cianidinas
que se detectan a 550 nm por espectrofotometria en el visible.
El extracto acuoso se diluyo 1:10 con agua tipo I. A 1 mL del
extracto diluido se le adicion6 0.5 mL de agua y 3 mL de
acido clorhidrico concentrado en tubos de ensayo con tapa.
Este se calentd a 90°C durante 1 hora, se enfrié a temperatura
ambiente protegido de la luz y se le adicioné 0.5 mL de etanol
(A). Otro tubo con las mismas caracteristicas sin el paso de
calentamiento y protegido de la luz, se utilizé como blanco de
procedimiento (B). La concentracion de Taninos se calcula

. Ap—A .
como taninos (%) = 19.33 « 24=2E teniendo en cuenta el

coeficiente de extincion molar de la cianidina obtenida por
hidrdlisis acida de taninos condensados [22,23].

Contenido de antocianos totales: A pH menor a 2 las
antocianinas se encuentran en forma del estable ion flavilio, el
cual presenta una coloracion roja. La adicion de bisulfito de
sodio causa la decoloracion de la muestra por reaccion con el
cation flavilio. La técnica se basa en la medicién de la
diferencia en absorbancias 520 nm en muestras acidas sin y
con bisulfito. A 0.5 mL del extracto acuosos se le adicionan
0.5 mL de etanol y 10 mL de HCIl 2%. A 5 mL de esta
solucidn se le adicionan 2 mL de HNaSO; al 16 % (A), que se
compara contra otra muestra a la que se le adicionan 2 mL de
agua en lugar del bisulfito (B). La concentracion a de



antocianos se calcula a partir de la ecuacién de Ribereau-
Gayon y Stonestreet [24] la cual se basa en el coeficiente de
extincion molar de malvidina-3-glucosido,

antocianos (%) = 875 (Ag — Ay).

indice de polifenoles totales (IPT): La obtencion del indice
de polifenoles totales se da por la medida de la absorbancia del
extracto acuoso diluido a 280 nm (UV), debido a la
absorbancia caracteristica del ndcleo bencénico caracteristico
de los compuestos polifendlicos. El extracto acuosos de diluye
1:100 con agua tipo 1y se realiza la medida de absorbancia a
280 nm en un espectrofotdmetro Uv-vis con una celda de
cuarzo. El indice se calcula como IPT = A,gq * 100, y se
realiza el calculo respectivo para reportar el indice por gramo
de material vegetal [25].

indice de contenido de flavonoles: El contenido de
flavonoles se estima por la medida de la absorbancia a 365nm.
El extracto acuosos de diluye 1:100 con agua tipo 1 y se
realiza la medida de absorbancia. El indice de flavonoles se
calcula como ICF = A5+ 100 y se realiza el calculo
respectivo para reportar el indice por gramo de material
vegetal [25]

indice del contenido de &cidos hidroxicinamicos: El
contenido de &cidos hidroxicindmicos se estima por la medida
de la absorbancia a 320nm. EIl extracto acuosos de diluye
1:100 con agua tipo 1y se realiza la medida de absorbancia. El
indice de acidos hidroxicindmicos se calcula como ICAH =
As,0 * 100 y se realiza el célculo respectivo para reportar el
indice por gramo de material vegetal [25].

Espectroscopia infrarroja: se realiz6 la toma de espectros
en el infrarrojo con un espectrofotémetro IR compact —
benchhtop cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) sobre los residuos de la industria vinicola secos por
liofilizacion [26, 27].

Determinacion de minerales por Espectrofotometria de
absorcion atdmica

Se determin6é el contenido de macronutrientes (sodio,
potasio, calcio, magnesio), micronutrientes (zinc, cobre,
manganeso, hierro, molibdeno, boro) y algunos metales
contaminantes  (plomo, niquel, cadmio, cromo). La
determinacion se realizo de acuerdo a Fernandez-Hernandez y
colaboradores 2010 [28]. Aproximadamente 4 gramos de
residuos de la industria vinicola del valle de Sachica, Boyaci,
se sometieron a digestién seca por calcinacion a 600 °C en
mufla. Las cenizas obtenidas se sometieron a digestion
himeda con acido nitrico concentrado. Se calent6 a 90 grados
durante 2 horas, se filtrd y se diluy6é a 100 mL. El analisis se
realiz6 en un espectrofotdmetro de absorcion atomica de
fuente continua de alta resolucién ContrAA 700 (Analitik
Jena, Jena, Alemania), se utiliz6 llama de aire/éxido nitroso
para la cuantificacion de calcio y molibdeno y llama de

aire/acetileno para la determinacion de los metales restantes.
Las curvas de calibracion se realizaron con patrones
certificados utilizando 6 puntos de calibracion.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa
XLSTAT. Se realizaron pruebas de hipdtesis realizando test de
t student (p <0.05).

I1l. RESULTADOS

Los resultados de la medicion de algunos pardmetros
fisicoquimicos de los orujos de la uva utilizada en el proceso
se relacionan en la tabla 1. Se observan caracteristicas
fisicoquimicas usuales en frutas como la misma uva.

Tabla 1. Pardametros fisicoquimicos de residuos Cabernet Sauvignon (Vitis
vinifera L.) después de un proceso de vinificacion y filtracion.

Parametro Resultado

Cenizas (%) 1.26 £0.07
Humedad (%0) 80.14+ 0.98
Acidez total titulable (g &cido tartarico/ L) 331+ 0.9
pH 3.56 £0.03
Contenido de nitrégeno ( % proteinas) 1.11+0.02
Sélidos solubles totales (°Brix) 6.6 £0.2

Los valores se representan como el promedio del parametro en 10 réplicas
bioldgicas y tres réplicas técnicas y entre paréntesis el error estandar de las
réplicas.

Determinacion de Compuestos fendlicos totales

El espectro infrarrojo de los residuos de la industria vinicola
secados por liofilizacién y triturados, se observa en la figura 1.
La presencia de compuestos polifenélicos se puede evidenciar
en la zona de huella dactilar, como la banda en 1382 cm™
caracteristica de la deformacién en el plano del enlace O-H de
polifenoles, y la banda en 1250 cm™ caracteristica de los
flavonoles, ademas la presencia de esta familia de compuestos
de evidencia por bandas caracteristicas de los acidos galico y
tanico en 700, 1025, 1100 and 1625 cm™. Ademés se pueden
observar bandas caracteristicas de otros compuestos usuales en
este tipo de tejidos como pectina, celulosa, hemicelulosa,
azlcares entre otros [26,27].

Fig. 1. Espectro infrarrojo de residuos de la industria vinicola previamente
secados por liofilizacién.
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Para la determinacion de fenoles se realizé la curva de

calibracién tomando como referencia el acido galico, dando
como resultado la ecuacion:
Absorbancia760nm = 0.0089(jug de acido galico/mL) - 0.0002,
que presenta un valor de R2 = 0.9994, a partir de la cual se
hace la comparacion de las muestras problema. Los resultados
se observan en la tabla 2. En la misma tabla se encuentran los
resultados para familias de compuestos fendlicos los cuales
evidencian la presencia de taninos, antocianinas, flavonoles y
4cidos hidroxicindmicos en los residuos de la industria
vinicola.

Tabla 2. Anélisis de familias fendlicas en residuos Cabernet Sauvignon
(Vitis vinifera L.) después de un proceso de vinificacion y filtracion

Contenido en residuos de la

m fenoli : R
Compuestos fenolicos industria vinicola

Fendles (mg de &cido galico/g) 123+04
Taninos (ug/g) 31+04
Antocianinas (mg/g) 0,56 £ 0,03
[ndice de fenoles totales (IPT/g) 117+3
Indice de acidos hidroxicindmicos (1AH/g) 55+2
indice de contenido de flavonoles (ICF/g) 33+1

Los valores se representan como el promedio del parametro en 10 réplicas
bioldgicas y tres réplicas técnicas y entre paréntesis el error estandar de las
réplicas.

Determinacion de minerales por Espectrofotometria de
absorcion atémica

Los resultados se pueden observar en la tabla 3, se obtiene
que el mineral encontrado en mayor proporcién es el potasio,
seguido del calcio. El contenido de sodio se ve aumentado por
el mismo proceso agroindustrial que utiliza una sal de sodio
como conservante y no tanto por el contenido en la fruta De
los micronutrientes mas importante no se encontraron
cantidades cuantificables de hierro, molibdeno y boro.

Se midieron también los contenidos de elementos
contaminantes que podrian provenir de la maquinaria utilizada
en el proceso agroindustrial o de la contaminacion ambiental.
En el anélisis realizado se encuentra que el contenido de estos
contaminantes estan debajo del limite de deteccion de la
técnica.

Tabla 3. Contenido de macronutrientes y micronutrientes en residuos de la industria vinicola.

Concentracién en residuos

Metal curvas de calibracion R? de la industria vinicola mg

metal/100g

Potasio A=0.2578 (mg K/L) + 0.0420 0.9962 500 + 27

Sodio A=0.2939 (mg Na/L) - 0.0002 0.9985 17.6 £0.76

Calcio A=0.1008 (mg Ca/L) + 0.0175 0.9918 82.9+6,4

Magnesio A=0.8110 (mg Mg/L) + 0.0203 0.9979 9.71+£0.62

Zinc A=0.1705 (mg Zn/L) + 0.0112 0.9918 0.90 +0.09

Manganeso A=0.0583 (mg Mn/L) + 0.0029 0.9977 1.12+0.08

Cobre A=0.1005 (mg Cu/L) + 0.0072 0.9944 0.29 +£0.03

Los valores se representan como el promedio del parametro en cuatro réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas y entre paréntesis el error estandar de las

réplicas

IV. DISCUSION

Durante los procesos de fabricacion del vino, se hace
énfasis en poder extraer la mayor cantidad de compuestos
polifenolicos al vino. El control en el pH, la temperatura de la
fermentacion, el grado alcohdlico del vino, y la intensidad y
duracién de los procesos de maceracion, son las etapas de la
vinificacion que se adecuan para lograr el objetivo de la
extraccion de estos compuestos bioactivos, los cuales tienen
gran influencia en el color del vino, asi como de sus
propiedades organolépticas y las caracteristicas que hacen a
cada vino tan particular [29, 30]. Sin embargo, los residuos de
la industria vinicola continGan teniendo un importante valor

desde sus caracteristicas funcionales, que pueden ser
aprovechadas en la elaboracidn de otros tipos de productos.

Los pardmetros fisicoquimicos analizados en hollejos y
semillas se encuentran por debajo de lo reportado para la fruta
entera. Gonzalez-Fernandez y colaboradores [31] reportan
contenidos mas altos de sélidos solubles (SST) (21 °Brix en
promedio), pH (3.2 unidades en promedio) y acidez titulable
(11.69 g¢/L en promedio) en uvas de las cepas Cabernet,
Merlot y Tempranillo, comparados con los encontrados en los
residuos de uva analizados. El cambio més relevante es la
disminucion en el contenido de SST, que pasa de
aproximadamente 21 °Brix en [31, 32 y 33] a 6.6 °Brix en
este estudio, lo cual tiene sentido en cuanto a que el mayor
contenido de azlcares y demas sélidos solubles se encuentran



en la pulpa y son los que se fermentan a alcohol etilico en el
proceso de vinificacién. Parametros como el pH son similares
en otros estudios para la fruta comparados con lo encontrado
en este estudio. Pajovic y colaboradores [32], reportan un pH
de 3.5 y Romero [33], reporta un valor de pH 3.6, mientras
que los residuos analizados tienen un pH de 3.56 unidades. En
cuanto a la acidez titulable, se ha reportado para uvas de la
cepa cabernet 11.69 g/L [31], 6.0 g/L [32], y 3.7 g/L [33],
resultados muy variables, 3 y 2 veces mas altos para las
primeras dos referencias comparados contra lo encontrado en
los residuos en este estudio, aunque similar de acuerdo a lo
encontrado en [33]. En este sentido es claro que estas
caracteristicas se estan transfiriendo al vino durante el proceso
de vinificacién, pero también sugieren que los residuos de la
vinificaciobn poseen aln caracteristicas fisicoquimicas
interesantes que pueden ser aprovechadas.

Los espectros en el Infrarrojo han sido utilizados para
determinar caracteristicas funcionales en alimentos como
frutas [26] y vinos [27]. Los espectros infrarrojos analizados
evidencian la presencia de funciones organicas caracteristicas
de la familia de los polifenoles, ademas de otros compuestos
caracteristicos de las paredes celulares de cascaras de frutas
como el acido poligalacturénico (compuesto que hace parte de
la fibra dietaria soluble), enlaces o y pB-glicosidicos
caracteristicos de azUcares [26, 27]. Por otro lado, de acuerdo
al analisis cuantitativo y semicuantitativo realizado, se
encuentra que los residuos analizados poseen cantidades
apreciables de compuestos fenolicos flavonoideos como
antocianinas, flavonoles y taninos, y no flavonoideos como los
acidos hidroxicinamicos. De acuerdo a Sousa y colaboradores
[34], harina de orujos de uva presentan un contenido de
antocianinas de 1.31 mg/g, mientras que para la fruta se
reporta 1.06mg/g [32], lo cual representa el doble de lo
encontrado en los residuos analizados, que a pesar de pasar
por el proceso de vinificacion donde los compuestos
bioactivos se trasfieren a la bebida alcohdlica, sigue siendo
una cantidad acorde con el de una fruta promedio [34].
Comparados contra datos reportados en fruta, los contenidos
de fenoles totales son mayores, Pajovic y colaboradores [32],
reportan para uvas de la cepa Cabernet, contenidos de
aproximadamente 3.0 mg/g, lo cual se explica teniendo en
cuenta que el contenido de fenoles es mayor en los residuos
debido a que la pulpa en si posee contenidos minimos de los
compuestos polifendlicos. Por otro lado, Berradre Yy
colaboradores [35] reportan contenidos de fenoles totales
similares a los encontrados en este estudio, en semillas de uva
de las variedades Tempranillo y Malvasia, y Romero y
colaboradores [35] reportaron un IPT para la cepa cabernet
Sauvignon de 84.7, menor comparado contra el IPT de 117
encontrado en los residuos analizados. Aunque se reporta que
la transferencia de polifenoles a los vinos es cercana al 80 %
en el proceso industrial, se puede observar con los resultados
obtenidos y la comparacion con datos reportados que el
contenido de estos compuestos bioactivos en los residuos
sigue siendo considerable

Por otro lado, el contenido de minerales en vinos se ha
estudiado ampliamente debido a que el contenido de estos
tiene influencia en las caracteristicas organolépticas,
higiénicas, dietéticas y por supuesto toxicoldgicas [36]. Este
contenido de minerales dependera de la regién de cultivo de
las vides, de las practicas agroindustriales y hara caracteristico
al vino [37]. Los residuos fueron incinerados y las cenizas
digeridas para hacer analisis del contenido de minerales,
encontrando  contenidos  apreciables de macro vy
micronutrientes. Sagdic y colaboradores [38], reportan altos
contenidos de minerales como potasio, calcio, magnesio y
sodio, en orujos de uva para vinificacion de Turquia, los
cuales se comparan con los residuos analizados, y ademas
concluyen que de acuerdo a las caracteristicas encontradas,
estos orujos se pueden considerar como alimentos funcionales
con altos valores bioldgicos. Respecto a los vinos, se reporta
que estos contienen cantidades de minerales comparables con
las que quedan adn en los residuos con excepcién de hierro
que en este estudio no fue detectado [36, 37], sin embargo de
acuerdo a lo obtenido, los residuos analizados, pueden ser
considerados una buena fuente de minerales.

V. CONCLUSIONES

Los residuos de la industria vinicola son una fuente
prometedora para la obtencion de  fitoquimicos con
propiedades antioxidantes para el enriquecimiento de
productos con el fin de aportar nutrientes esenciales para el
buen funcionamiento de nuestras actividades metabdlicas,
ademas que compuestos bioactivos tienen un efecto a
mediano y largo plazo en la prevencion de enfermedades
coronarias, por lo cual se pueden considerar como materia
prima para la elaboracion de otro tipo de productos de
consumo humano y animal.
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