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RESUMEN

Se evaluo la estabilidad de las antocianinas en extractos de hollejos de uva tinta después de
aplicar temperaturas de deshidratacion de 40 °C y 150 °C. Se utilizaron dos fracciones de
hollejos: hollejos de uva sin fermentar (F) y hollejos de uva después de vinificacion (V). Se
prepararon extractos de ambos tipos de hollejos y se midié el contenido total de antocianinas
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la capacidad antioxidante y los
pardmetros de color mediante espectrofotometria UV-vis. Las antocianinas en los extractos
de hollejos de uva deshidratados a 40 °C (F40 y V40) fueron mas estables, con un contenido
total de antocianinas de 99.86 y 63.45 mg/L, respectivamente. Ademas, los extractos de
hollejos de uva F40 mostraron la mayor capacidad antioxidante (CA), obteniendo el 100%
de inhibicién del radical DPPH con 1.0 g de estos hollejos, mientras que la misma cantidad
de los demas hollejos mostré un porcentaje de inhibicién menor a 46.01%. Seguln el anélisis
de color, los extractos F40 y V40 mostraron los valores mas altos de intensidad de color (IC
de 1.21 y 0.57, respectivamente), asi como el mayor porcentaje de color rojo (56% Yy 60%,
respectivamente). En contraste, los extractos F150 y V150 mostraron el mayor porcentaje
de color amarillo (76% y 51%, respectivamente), lo que indica una degradacion térmica de
las antocianinas a sus formas incoloras. Segun los resultados, se obtuvo una mayor

estabilidad a alta temperatura en los hollejos de uva fermentada (V).

Palabras clave: Antocianinas, estabilidad, hollejos residuales, residuos de vinificacion.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1. Realidad problematica

El proceso de vinificacion (conversion de la uva en vino) genera cantidades considerables
de residuos solidos, denominados orujos de uva, compuestos por aproximadamente un 25%
de semillas, un 25% de tallos y un 50% de pieles (Jin & Kelly, 2009). En muchos casos,
estos residuos aln se manejan con costos elevados de transporte y eliminacion (Taurino et
al., 2019).

En los ultimos afios en Peru se ha observado un aumento importante en el consumo per cépita
de uva tinta, y especialmente en la produccion de vino tinto (O1V, 2020), cuya disposicion

de residuos se esta convirtiendo en un tema de interés.

Estos residuos contienen altos niveles de compuestos fendlicos, los cuales han mostrado
diversos beneficios, por ejemplo, ayudando a prevenir diversas enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo. Los compuestos fendlicos actlan capturando electrones que no estan
emparejados y generando especies menos reactivas. La interrupcion de reacciones en cadena
de autooxidacion, desactivacion del oxigeno singlete, supresion del estrés nitrosativo,
sinergia con otros antioxidantes, activacién de enzimas antioxidantes e inhibicién de
enzimas oxidantes, son también otros mecanismos para la prevencion de enfermedades
(Peng et al., 2016; Vejarano et al., 2019).

En el vino tinto, los compuestos fendlicos se extraen de los hollejos y pepitas durante el
proceso de conversion de la uva en vino, en el que el aztcar de la uva se convierte en alcohol,
y actia como disolvente de los compuestos fenodlicos, principalmente antocianinas
(Waterhouse, 2002).

Las antocianinas cumplen importantes funciones en los alimentos al conferir el tipico color
rojo, y se pueden obtener a partir de diferentes materias primas como uva tinta, arandano,
salico, maiz morado, camote morado, etc., siendo una fuente importante los materiales
residuales que se generan tras la transformacion de estas materias primas en sus productos
derivados. Una de las fuentes méas importantes de antocianinas es la uva tinta, cuyo contenido

puede llegar hasta los 830 mg por 100 g de hollejo fresco (Romero, 2008).

En tal sentido, se justifica la presente investigacion en la basqueda de nuevas aplicaciones

que permitan valorizar los residuos de la elaboracion de vino tinto, como una fuente
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adicional de ingresos para las empresas dedicadas a dicha actividad. La literatura existente
reporta aplicaciones que incluyen extraccion de compuestos bioactivos (Castro-Lopez et al.,
2016; Sette et al., 2020), fertilizantes de suelos (Arvanitoyannis et al., 2006), recuperacion
de &cido tartéarico (Yalcin et al. ., 2008), extraccion de aceite (Fiori, 2007), produccion de
enzimas hidroliticas (Diaz et al., 2009), produccién de bioetanol mediante fermentacion en
estado solido (Li et al., 2010), fabricacion de ladrillos ligeros (Taurino et al., 2019), carbon

(Sette et al., 2020), entre otras aplicaciones.

Desde la perspectiva del uso especifico de hollejos residuales para el desarrollo de alimentos,
la harina de hollejo de uva tinta se ha utilizado como fuente de compuestos antioxidantes en
la formulacion de snacks (Bender et al., 2016). Otra alternativa podria ser la elaboracién de
infusiones, como previamente se ha desarrollado a partir de residuos de frutos con alto

contenido en antocianinas, por ejemplo, de cascara de jaboticaba (Da Silva et al., 2015).

Por otro lado, los alimentos funcionales estan disefiados para conferir beneficios fisioldgicos
y reducir el riesgo de enfermedades mas alla de las funciones nutricionales basicas (USDA,
2015) debido a su contenido de compuestos bioactivos que incluyen antocianinas,
fitoesteroles, probidticos, fibra o &cidos grasos, y cuyo consumo ha ido aumentando
considerablemente en afios recientes. Estos compuestos bioactivos han demostrado
actividades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antimicrobianas, entre otras

(Vejarano et al., 2019), ayudando a prevenir la prevalencia de morbilidad y mortalidad.

Ademas, es importante considerar los tratamientos aplicados para reducir la degradacién de
los compuestos bioactivos. En ese sentido, el estudio tuvo como objetivo determinar el efecto
de dos temperaturas de deshidratacion sobre la estabilidad de las antocianinas de los hollejos
de uva, en base a su contenido total de antocianinas, capacidad antioxidante (CA) y
pardmetros de color, como base para el desarrollo futuro de un Infusion de hollejos de uva
tinta residual.

Lujan Herrera, Gladys Esmeralda
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1.2.Marco Tedrico

1.2.1. Residuos

Residuo es todo aquel material en estado sélido, liquido o gaseoso, que resulta de un proceso
de extraccidn, transformacion, fabricacion o consumo, y del cual el poseedor de este decide

o tiene la obligacién de abandonar.
1.2.2. Alimento funcional

Se considera todo alimento que, ademas de su valor nutritivo, aporta algun efecto afiadido y
beneficioso para la salud que va més all& de la estricta nutricion y que puede ser preventivo
o0 terapéutico (USDA, 2015). Para ser funcional, un alimento debe de haber demostrado
fehacientemente un efecto de disminucion del riesgo de padecer una patologia o actuar de
forma terapéutica sobre cierta enfermedad, ademas de conocer sus riesgos en caso de

“sobredosis”.
1.2.3. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos contribuyen a la proteccién de la salud. Su accion estaria
relacionada a proteger las células de los dafios producidos por radicales libres, es decir,
retardan o inhiben la oxidacion de los componentes celulares por accion de radicales libres
Yy, €n consecuencia, son esenciales antioxidantes que protegen contra la propagacion de la
cadena oxidativa. Estos colaboran en la disminucion de riesgos de patologias y se considera
que su ingesta regular como parte de la dieta ayuda a prevenir enfermedades diversas
(cancer, diabetes, hipertension y enfermedades cardiovasculares), a retrasar el
envejecimiento, y mejorar el estado fisico (Paulino, 2013).

1.2.4. Compuestos antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o retrasar la
oxidacion de diversas sustancias principalmente de los &cidos grasos cuyas reacciones se
producen tanto en los alimentos como en el organismo humano, en el cual puede provocar
alteraciones fisiologicas importantes desencadenantes de diversas enfermedades (Zamora,
2007).

Lujan Herrera, Gladys Esmeralda
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1.2.5. Actividad Antioxidante

Se conoce como actividad antioxidante a la medicion analitica de concentraciones de
radicales de diferente naturaleza, en un sistema oxidativo controlado. En los alimentos de
origen vegetal, se atribuye esta capacidad a la presencia de compuestos fendlicos,
especialmente a los flavonoides. Existe consenso en que la actividad antioxidante de los
flavonoides resulta de una combinacion de las propiedades quelantes del hierro y

capturadoras de radicales libres (Ciappini, 2013).
1.2.6. Antocianinas

Las antocianinas o0 antocianos, son pigmentos que estan disueltos en la savia vacuolar de los
tejidos epidérmicos de flores y frutas donde confieren una gama de colores como el rojo,
parpura o azul. Ademas, como otros compuestos fendlicos, tienen funciones fotoprotectoras,

antioxidantes y de defensa de la planta frente a agentes externos (Hidalgo, 2013).
1.2.7. Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas. La estructura de
éstas puede verse afectada en cualquier etapa de un proceso tecnolégico, como por ejemplo
un proceso de extraccion de antocianinas de un material vegetal, como asi también durante
un tratamiento térmico o durante el almacenamiento de un producto que las contiene. A
continuacion, se exponen los factores méas relevantes que afectan a la estabilidad de las

antocianinas.

a) pH: Las antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas dependiendo del
pH, es decir que este factor influye en su estructura y por lo tanto en su estabilidad (Figura
1). A pH 1 predomina el catién flavilio que es de color rojo y es la forma mas estable de las
antocianinas (Figura 1A), a valores de pH entre 2 y 4 ocurre la pérdida de un proton y adicion
de agua, encontrandose las antocianinas preferentemente bajo las formas quinoidales
(figuras 1B, 1C, 1D) de color azul. A pH entre 5y 6 se observan las especies pseudobase
carbinol, que es incolora (Figura 1E), y chalcona, de color amarillo (Figura 1F), ambas
bastante inestables. A pH superiores a 7 se produce la degradacién rapida de las antocianinas

por oxidacion con el aire. Esta reaccion se ve afectada, ademas del pH, por la presencia de

Lujan Herrera, Gladys Esmeralda
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sustituyentes presentes en el anillo B (Garzon, 2008; Castafieda-Ovando et al., 2009;
Moldovan et al., 2012).

A pH entre 4 y 6, pH caracteristico de las frutas y hortalizas frescas o procesadas, se observa
una mezcla en equilibrio de las formas cation flavilio, bases quinodales y carbinol, como asi
también de la forma chalcona (Moldovan et al., 2012). Al respecto, Bordignon et al. (2009)
estudiaron la extraccion de antocianinas de frutillas en el rango de pH de 1 a 13, obteniendo

mejores extracciones a valores mas bajos de pH.

En un estudio de cinética de degradacion de antocianinas presentes en extractos de arandanos
agrios (Viburnum opulus L.) durante el almacenamiento a valores de pH 3y 7, Moldovan et
al. (2012), obtuvieron una menor degradacién a valores méas bajos de pH. De modo que la
acidez tiene un efecto protector sobre la estructura de las antocianinas. Es por ello que las
aplicaciones en sistemas alimentarios son preferentemente a acidez intermedia, donde

predomina el cation flavilio (Aguilera et al., 2011).

pH2 pHid pH 4
(B) () (D)

Figura 1. Estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH. Donde R1 = H o gldcido,
R2 y R3 = H o metilo (Castafieda-Ovando et al., 2009).

b) Temperatura: La temperatura es otro de los factores criticos que influyen en la
degradacion de las antocianinas (Min-Sheng y Po-Jung, 2007). El incremento de la
temperatura provoca pérdidas del azdcar glicosilante en la posicion 3 de la molécula, y
posterior apertura de anillo, con la consecuente produccién de chalconas incoloras (Garzon,
2008).

Lujan Herrera, Gladys Esmeralda

ag. 1
Merino Mifiano, Maria Fernanda Pag. 15



UNIVERSIDAD “Estabilidad térmica de las antocianinas en extractos
PRIVADA DEL NORTE de hollejos residuales de elaboracién de vino tinto”

N

En un estudio sobre la cinética de degradacion de antocianinas de jugo de arandanos entre
temperaturas de 40 y 80 °C se observd una mayor degradaciéon a valores mas altos de
temperatura (Pereira et al., 2010). Resultados similares en jugo de mora fueron reportados
por Wang y Xu (2007), asi como en extractos de ardndanos agrios por Moldovan et al.
(2012).

De modo que temperaturas mas elevadas provocan un efecto adverso sobre la estructura de
las antocianinas, especialmente durante un tratamiento térmico. Sin embargo, los mejores
rendimientos de extraccion de antocianinas de un determinado producto suelen suceder a
temperaturas altas. Probablemente, este ultimo efecto se deba a la mayor transferencia de
antocianinas desde la matriz que lo contiene hacia el seno de la disolucion extractiva. Por lo
tanto, en un proceso de extraccion de antocianinas de hollejos habria que buscar una

temperatura 6ptima que favorezca la extraccion, pero sin perjudicar la calidad del extracto.

c) Agua: El agua puede actuar como nucleofilo y atacar el catién flavilio en el C-2 formando
la base carbinol incolora (Figura 1). Sin embargo, esta degradacion puede variar,
dependiendo de la concentracion de azlucares o con el fendmeno denominado

copigmentacion.

Cuando los azlcares se encuentran a altas concentraciones, la actividad de agua es baja, por
lo que las moléculas de agua tienen menores posibilidades de atacar el cation flavilio para
formar la base carbinol. Sin embargo, cuando los azUcares estan en bajas concentraciones la
actividad de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de degradacion
(hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacion de las antocianinas (Kopjar y
Pilizota, 2009).

Dado que la molécula de agua interviene en reacciones que deterioran las antocianinas,
resulta conveniente su eliminacién para disminuir las probabilidades de ataque nucleofilico

al cation flavilio.

d) Copigmentacion: La copigmentacion es uno de los principales factores de estabilizacion
de la estructura del cation flavilio (Sari et al., 2012; Kopjar et al., 2011) mediante la
interaccién con compuestos llamados copigmentos, presentes en células vegetales (Rein,
2005), que pueden ser polifenoles, alcaloides, amino&cidos, acidos organicos, entre otros
(Sari et al., 2012).
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La copigmentacion se lleva a cabo a pH acido (Mazza, 1995) y puede ocurrir a través de una
serie de interacciones, siendo los mecanismos mas importantes la copigmentacion
intermolecular, copigmentacion intramolecular, autoasociacion y formacion de complejos

con metales (Figura 2).

Autoasociacitn Copigmentacién intermolecular Complejacién con metales
= « L= M -9
‘Z: —. .c e M g ).
A = B C

Coprgmentacion intramolecular
o [ —

'\—% Aghcona Azucar Copigmento Acido

D

Figura 2. Interacciones de las antocianinas (Rein, 2005).

e) Oxigeno: Las antocianinas pueden oxidarse por reaccién directa con oxigeno, o bien a
través de una oxidacién indirecta en la que éstas reaccionan con compuestos que han sido
previamente oxidados, dando lugar a la formacién de productos de color marrén o incoloro.
También, pueden reaccionar con radicales de oxigeno, actuando como antioxidantes. Estos

mecanismos de oxidacion se ven favorecidos cuando se eleva la temperatura (Rein, 2005).

Garzdn (2008) reportd considerables pérdidas de antocianinas, especialmente pelargonidina-
3-glucosido de fresa, en presencia de oxigeno. Por tanto, para reducir las posibilidades de

deterioro de las antocianinas es importante eliminar el oxigeno del medio.

1.3. Formulacion del problema

¢Cual sera el efecto de la temperatura de deshidratacion en la estabilidad térmica de

antocianinas en extractos de hollejos residuales de elaboracion de vino tinto?
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la temperatura de deshidratacion en la estabilidad térmica de

antocianinas en extractos de hollejos residuales de elaboracion de vino tinto
1.4.2. Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de la temperatura de deshidratacion sobre el contenido de
antocianinas en extractos de hollejos residuales de elaboracion de vino tinto.

- Determinar el perfil antocidnico en extractos de hollejos residuales de
elaboracion de vino tinto mediante cromatografia liquida de alta resolucion.

- Evaluar el efecto de la temperatura de deshidratacion sobre la capacidad
antioxidante en extractos de hollejos residuales de elaboracion de vino tinto.

- Evaluar el efecto de la temperatura de deshidratacion sobre los parametros de
color en extractos de hollejos residuales de elaboracién de vino tinto.

1.5. Hipotesis

Una temperatura de 40 °C permitird mantener el mayor contenido de antocianinas, la mayor
capacidad antioxidante y los mejores parametros de color en extractos de hollejos residuales

de elaboracion de vino tinto.
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UNIVERSIDAD
PRIVADA DEL NORTE

Tabla 1

“Efecto de la temperatura de deshidratado en el contenido de antocianinas, capacidad antioxidante y parametros de
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Operacionalizacion de variables.

VARIABLE

Temperatura
de
deshidratacion

Contenido de
antocianinas

Capacidad
antioxidante

Parametros de
color

DEFINICION
CONCEPTUAL

Magnitud fisica que expresa el
nivel de flujo de calor, utilizado
para el proceso de eliminacion de
agua en un alimento.

Cantidad de antocianinas
disueltos en la savia vacuolar de
los tejidos vegetales donde
confieren coloracion en la gama
de rojo, parpura o azul.

Es la capacidad de una sustancia
para impedir la degradacion
oxidativa.

Indicadores que permiten medir
la absorbancia de una disolucién
en una frecuencia de luz
especifica.

DEFINICION
OPERACIONAL

Valor de temperatura en la
cual se lleva a cabo el proceso
de eliminacion de agua en
hollejos de uva tinta.

Cantidad de antocianinas en
hollejos de wuva tinta que
pueden ser extraidos mediante
un solvente.

Capacidad de un extracto de
hollejos de uva tinta para
inhibir la capacidad oxidativa
del radical DPPH.

Indicadores que permiten
medir la absorbancia de un
extracto de hollejos de uva
tinta en una frecuencia de luz
especifica.

INDICADOR

Grados centigrados

Miligramos de antocianinas por 100

mL de extracto

Porcentaje de inhibicion del radical

DPPH

Intensidad colorante (IC)
Tonalidad

Porcentaje de color amarillo (%
amarillo)

Porcentaje de color rojo (% rojo)
Porcentaje de color azul (% azul)
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacion

2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.14

De acuerdo con el fin que se persigue: Aplicada.
De acuerdo con la naturaleza de los datos: Cuantitativa.
De acuerdo con el nivel: Explicativa.

De acuerdo con el disefio de investigacion: Experimental pura.

2.2 Materiales, instrumentos y métodos

2.2.1

2.2.3

Materiales

Hollejos de uva tinta fresca (F).
Hollejos residuales de uva tinta después de la fermentacion (V).

Instrumentos y/o equipos

Bisturi.

Estufa de conveccion forzada.

Equipo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
Micropipeta.

Agitador magnético.

Centrifuga.

Tratamiento de hollejos residuales de uva tinta

Se adquirieron uvas tintas (Vitis vinifera var. Gross Collman) de una bodega local de Cascas

(La Libertad, Per(). Las uvas se separaron en dos fracciones: uva intacta y uva para

vinificacion. En el caso de las bayas intactas, el hollejo se separd con un bisturi. Por su parte,

la otra fraccion se utilizo para elaborar vino tinto, y los hollejos residuales se recuperaron al

final del proceso fermentativo. Ambos tipos de hollejos: hollejos frescos de uva sin

fermentar (F) y hollejos de uva después de la vinificacion (V), se deshidrataron en una estufa
UNS5 PLUS (Memmert GmbH Co. KG, Alemania) a 40 °C (72 horas), a fin de preservar el

contenido de antocianinas y conferir aromas varietales; y a 150 °C (30 minutos), con el fin

de evaluar la estabilidad de las antocianinas y conferir caracter tostado.
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Los hollejos deshidratados se trituraron para obtener un polvo homogéneo.
2.2.4 Preparacion de los extractos

Los extractos se prepararon con una solucion de metanol/agua/acido formico (50.0/48.5/1.5)
(Morata, 2004). Para la extraccion se macerd 1.0 g de cada polvo de hollejo de uva en 30
mL de solucion extractante. Estas suspensiones se agitaron durante 30 minutos a 300 rpm,
tras lo cual los extractos se separaron y enrasaron hasta 50 mL, procediendo a centrifugar a

4000 rpm (4 °C) durante 10 minutos. Se almaceno el sobrenadante.
2.2.5 Métodos analiticos

2.2.5.1 Andlisis de antocianinas mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

Las antocianinas se analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion con un
detector de matriz de diodos (HPLC-DAD) de acuerdo con la metodologia descrita en Del
Fresno et al. (2020). Se utiliz6 un cromatografo Agilent Technologies 1100 (Palo Alto,
California, EE. UU.). Se utilizdé una columna de fase inversa Kinetex C18 (100 x 4.6 mm;
2.6 um) (Phenomenex, Torrance, California, EE. UU.). Para la separacion de compuestos la
fase movil estuvo formada por dos eluyentes utilizados a un flujo de trabajo de 0.8 mL/min:
disolvente A (agua/acido formico: 95/5) y B (metanol/acido férmico: 95/5). Se inyectaron
100 pL de cada extracto previamente filtrados (filtros de membrana de 0.45 um)
(Tecknokroma, Barcelona, Espafia). El limite de deteccién fue de 0,1 mg/L. La deteccidn se
realiz6 mediante escaneo en el rango entre 500-600 nm. La cuantificacion se realizd por
comparacion con un patron externo a 525 nmy se expresé en funcion de la concentracion
de malvidina-3-O-glucésido (M3G) (Extrasynthése, Genay, Francia). Las diferentes
antocianinas se identificaron por su tiempo de retencion con respecto a la antocianina
mayoritaria M3G, y comparando los espectros UV-vis y de masas con la literatura (Monagas
et al., 2003).
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2.2.5.2 Capacidad antioxidante

El anélisis de la capacidad antioxidante (CA) se realizd en base al ensayo DPPH (Floegel et
al., 2011). Se prepard una soluciéon de 50 mg/L de DPPH en metanol al 80% (v/v). Se
utilizaron los extractos de ambas fracciones de hollejos (F y V). Cada extracto se diluyé con

metanol al 80% (v/v) hasta 10 mL de la siguiente manera:

Tabla 2

Diluciones de extractos de fracciones de hollejos Fy V.

Dilucién (mL extracto / mL metanol 80%) | 0.5/9.5 | 1.0/9.0 | 2.5/7.5 | 4.0/6.0 | 5.0/5.0
Equivalente de hollejo deshidratado (g/L) 1 2 5 8 10

Se mezclaron 100 pL de cada dilucion con 1000 pL de solucién de DPPH y se incubaron
durante 30 min en oscuridad. Después de eso, se midio la absorbancia a 520 nm usando un
espectrofotometro UV-vis 8453 (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE. UU.).

La capacidad antioxidante (CA), es decir, la capacidad de los compuestos fendlicos para
neutralizar/inhibir el radical oxidante DPPH, se expresé6 como el valor de la eficiencia

antioxidante (Q) de cada extracto, segun la ecuacion 1 (Molyneux, 2004):

Q(%) = 1 — Amuestra » 109 (1)

AppPpPH

Donde Amuestra €S la muestra en contacto con DPPH, y AprrH €S el agente DPPH puro.

2.2.5.3 Analisis de parametros de color

Los parametros de color determinados fueron intensidad colorante (IC) y tonalidad, en base
al procedimiento de Glories (1984). Las absorbancias a 420, 520 y 620 nm fueron medidas
con una celda de vidrio con una longitud de paso de luz de 1 mm usando un
espectrofotometro UV-vis 8453 (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE. UU.).
Adicionalmente, los resultados se expresaron como porcentajes de las fracciones amarilla,

roja 'y azul, de cada extracto (Morata et al., 2012).
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2.2.6 Analisis estadistico

El analisis de varianza (ANOVA) vy la prueba LSD (minima diferencia significativa) de
Fisher, a un nivel de significancia del 5% (p < 0.05), se realizaron utilizando el software
IBM SPSS Statistics 25 (IBM Corp., Armonk, Nueva York, EE. UU.), con el fin de

identificar diferencias significativas.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Analisis de antocianinas en los extractos de hollejos de uva tinta

En la Figura 3 se muestran los cromatogramas de los extractos obtenidos mediante HPLC,
con mayor numero de picos de retencion en los extractos F40 y V40, correspondientes a los
hollejos de uva deshidratados a 40 °C, mientras que en los extractos de hollejos de uva
deshidratados a 150 °C (F150 y VV150) se observa un menor nimero de picos, lo que indicaria

una degradacion de las antocianinas a alta temperatura (Garzon, 2008; Saucier, 2010).

Al comparar los extractos de hollejos de uva deshidratados a 150 °C (F150 y V150), se
observa mayor intensidad en los picos del extracto de hollejos de uva fermentados (V150),
lo que indica una mayor estabilidad debido a la sintesis de derivados de las antocianinas,
principalmente piranoantocianinas vinilfendlicas y vitisinas, que no se ven afectadas debido

a la robustez del doble enlace en su anillo heteroaromatico (Morata et al., 2015).

F40: hollejos de uva tinta sin fermentar (secado a 40 °C)

V40: hollejos de uva tinta fermentada (secado a 40 °C)
AL VM50: hollejos de uva tinta fermentada (secado a 150 *C)

B0 |||
[ V150

m; L JLJ ‘lﬂrﬂm_J ||L Va0
fl ||

T
- A F40

Tiempo de retencion (min)

Figura 3. Cromatogramas HPLC para la separacion de antocianinas en los extractos de las
fracciones F y V de los hollejos de uva tinta.

La Tabla 3 muestra el contenido total de antocianinas (mg/L), con diferencias significativas
entre todos los tratamientos (prueba LSD de Fisher, p < 0.05), con mayor contenido en el
siguiente orden F40 > V40 > V150 > F150.
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El extracto V40 tiene un contenido de antocianinas menor que el extracto F40, a pesar de
que ambos tipos de hollejos de uva se deshidrataron a la misma temperatura (40 °C). El
menor contenido de antocianinas en el extracto V40 puede ser consecuencia del proceso
fermentativo, principalmente debido a la adsorcion de antocianinas en las paredes celulares
de la levadura (Loira et al., 2013), y a la expresion de la actividad enzimatica antocianina-f3-
glucosidasa, que provoca la hidrdlisis de las antocianinas, y por tanto su degradacion
(Wightman y Wrolstad, 1996).

Por el contrario, en el extracto de los hollejos de uva fermentada deshidratados a 150 °C
(\V150) se obtuvo un mayor contenido total de antocianinas (14.11 mg/L), en comparacién
con el extracto F150 (de hollejos de uva fresca sin fermentar deshidratados a 150 °C) (3.01
mg/L), en concordancia con los resultados de la Figura 3. Esto indica que en los hollejos de
uva que han sido sometidos al proceso fermentativo (V150) se sintetizaron derivados de
antocianinas, principalmente piranoantocianinas vinilfenolicas y vitisinas, con mayor
estabilidad (Morata et al., 2015).

3.2. Capacidad antioxidante de los extractos de hollejos de uva tinta

En la Tabla 4 se muestran los valores de capacidad antioxidante (CA), expresados como el
porcentaje de inhibicién (Q%) del radical oxidante DPPH (Molyneux, 2004), a diferentes
concentraciones de cada extracto. EI mayor valor de Q% se obtuvo con el extracto de hollejos
frescos de uva sin fermentar deshidratados a 40 °C (F40), en el que 1.0 g de estos hollejos
fue suficiente para neutralizar completamente el radical oxidante DPPH (Q = 100%).
Mientras que el deshidratado de los mismos hollejos a 150 °C (F150) disminuy6 su CA,
siendo necesario 5.0 g para obtener el mismo efecto (Q = 100%), lo que indica la pérdida de
CA a altas temperaturas (Garzén, 2008; Saucier, 2010), en concordancia con su menor
contenido de antocianinas (Tabla 3).

Un comportamiento similar fue observado con los extractos de los hollejos de uva tras la
fermentacidn, donde el proceso de deshidratado a 150 °C (V150) disminuy6 su capacidad

para inhibir el radical DPPH con respecto a los hollejos de uva deshidratados a 40 °C (V40).
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Tabla 3

Contenido de antocianinas en los extractos de las fracciones F y V de hollejos de uva tinta, expresado como mg/L. Media + desviacion estandar
de tres repeticiones.

LREIN[ Il Hollejos de uva fresca sin Hollejos de uva tras la
Antocianina (mg/L) retencion fermentar fermentacion
(min) F40 V40 V150
Delfinidina-3-O-glucdsido (D3G) 2.73 1.33+0.03a - 0.48+0.08b 0.18+£0.02¢c
Cianidina-3-O-glucésido (Cy3G) 5.07 2.16+0.07a - 0.71+£0.06 b 0.33+£0.06¢c
Peonidina-3-0-glucdésido (Pn3G) 5.90 516+0.14b - 554 +0.08 a 1.32+0.04c
Malvidina-3-O-glucésido (M3G) 6.28 4049+047a| 091£0.09d| 20.75+1.08b 510+0.10c
Malvidina-3-O-glucésido-vinil aducto (vitisina B; VITB) 7.15 - - 0.18+£0.02a -
Malvidina-3-O-glucdésido-piruvato (vitisina A; VITA) 7.23 - - 0.14+0.04a -
Delfinidina-3-0O-(6”-acetilglucésido) (D3G6AC) 7.27 0.56 +0.02 a - 0.31+£0.06b -
Petunidina-3-0-(6"-acetilglucdsido) (Pt3G6AcC) 8.32 0.56+0.05a - - -
Peonidina-3-0-(6"-acetilglucésido) (Pn3G6AC) 8.95 1.77+0.06 a - 0.75+£0.01b 0.33+£0.02c
Malvidina-3-O-(6-acetilgluc6sido) (M3G6AC) 9.13 7.34+0.04a| 029+0.05d 1.34+0.06b 0.56 £0.02¢c
Cianidina-3-0-(6"-p-cumaroilglucésido) (Cy3GCm) 9.46 2.04+0.06 a - 200+0.12a -
Petunidina-3-0O-(6”-p-cumaroilglucésido) (Pt3GCm) 9.71 0.57+£0.01b - 0.68£0.04 a 0.20+£0.01c
Ponidina-3-0O-(6”-p-cumaroilglucésido) (Pn3GCm) 9.92 270£0.10a| 0.11+0.07d 0.70+0.01b 0.33+0.05¢c
Malvidina-3-O-(6"-p-cumaroilglucésido) (M3GCm) 10.46 3520+228a | 1.71£0.20d | 2950+1.05hb 565+0.25¢
Malvidina-3-O-gluco6sido-4-vinilfenol (M3GVPh) 11.45 - - 0.13+£0.02a -
Malvidina-3-O-glucésido-4-vinilguayacol (M3GVG) 11.61 - - 0.24+£0.04a 0.10+0.01b
Total 99.86+234a|301+011d| 6345+1.93b| 14.11+0.24c

Letras diferentes en la misma fila denotan diferencia significativa (prueba LSD de Fisher, p < 0.05).

F40: hollejos de uva fresca sin fermentar (deshidratados a 40 °C). F150: hollejos de uva fresca sin fermentar (deshidratados a 150 °C). V40:
hollejos de uva fermentada (deshidratados a 40 °C). V150: hollejos de uva fermentada (deshidratados a 150 °C).
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Al comparar los extractos de hollejos de uva deshidratados a 40 °C, serian necesarios 2.0 g
de hollejos V40 para inhibir totalmente el radical DPPH (Q = 100%), frente a 1.0 g requerido
de los hollejos de uva F40. Esto indica un menor contenido de antocianinas en los hollejos
de la uva V40 (Tabla 4), debido a que parte de las antocianinas se han transferido al
mosto/vino desde el hollejo durante el proceso fermentativo (Morata et al., 2015; Romero,
2008).

Tabla 4

Inhibicidon del radical oxidante DPPH por los extractos de las fracciones F y V, expresada
como porcentaje de inhibicidn (Q%).

. . Hollejos de uva fresca sin Hollejos de uva después de la
Equivalente de hollejo .
deshidratado (g/L) fermentar fermentacion
R0 NESONN v [vason
1 100.00 46.01 37.89 37.89
2 100.00 85.39 100.00 71.18
5 100.00 100.00 100.00 100.00
8 100.00 100.00 100.00 100.00
10 100.00 100.00 100.00 100.00

3.3. Parametros de color en los extractos de hollejos de uva tinta

Los pardmetros de color representan el contenido de materia colorante en la muestra. El
extracto de hollejos frescos sin fermentar deshidratados a 40 °C (F40) present6 la mayor
intensidad de color (IC = 1.21), ademas de un alto porcentaje de rojo (56%) (Figura 4), que
es el componente caracteristico del cation flavilio, la forma mas coloreada de las
antocianinas (Giusti & Wrolstad, 2001), en concordancia con su alto contenido en
antocianinas (Tabla 3).

Por el contrario, el extracto F150 mostro el menor valor de IC (0.40) y el menor porcentaje
de rojo (20%) y azul (4%). Este extracto también mostré el menor contenido de antocianinas
(Tabla 3). Ademas, el extracto F150 present6 el mayor porcentaje de amarillo (76%), en

concordancia con su mayor valor de tonalidad (3.82). La tonalidad representa la relacion de
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los pigmentos amarillentos sobre los rojos, por lo que su valor tiene relacion directa con el

porcentaje de amarillo (Figura 4).

El alto porcentaje de amarillo en los extractos F150 y V150 (Figura 4: 76% y 51%,
respectivamente) esta relacionado con la degradacion de las antocianinas, como
consecuencia de la pérdida del azucar glucosidante unido en la posicion 3 de la molécula de
antocianidina, produciendo la apertura del anillo, con la consiguiente conversion a sus

formas incoloras (Garzén, 2008).

Adicionalmente, el alto porcentaje de amarillo indica la presencia de pigmentos derivados
de la degradacion térmica de componentes del hollejo de uva, principalmente de compuestos
fenolicos y de material lignocelulésico. Cuando el material lignoceluldsico se degrada a altas
temperaturas, se liberan varios compuestos, por ejemplo, compuestos furanicos (Vejarano et
al., 2013). Estos compuestos reaccionan con la malvidina-3-O-glucésido (M3G), dando
como resultado la formacion de M3G-furfural, M3G-metilfurfural, entre otros derivados de
antocianina-aldehido furanico (Sousa et al., 2010). Estos compuestos contribuyen al aspecto

amarillento de las muestras.

En cuanto al efecto de la alta temperatura sobre los pardmetros de color, el extracto V150
presentd una IC mayor que el extracto F150 (0.48 y 0.40, respectivamente), lo que también
se reflejé en el mayor porcentaje de rojo (43% y 20%, respectivamente) y azul (7% y 4%,
respectivamente). Estos resultados concuerdan con el mayor contenido de antocianinas en el
extracto V150 (Tabla 3), es decir, la presencia de derivados antocianicos mas estables,
producidos durante el proceso fermentativo, que confieren al extracto una mayor proteccion

frente a la degradacion (Morata et al., 2015).
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A B
100% -
IC Tonalidad 80% - .

F40 121+000a 0.69%000C | 60% -
F150 040+0.00d 3.82+0.0la | 40% -
V40 057+0.00b 0.56+0.00d | 200 -

V150 048+0.00c 1.18+0.00b | oo , , ,
F40 F150 V40 V150

O%yellow ®%vred ®% blue

Figura 4. Parametros de color mediante espectrofotometria UV-vis en los extractos de las
fracciones Fy V de hollejos de uva tinta: A Intensidad de color (ClI) y tonalidad. B Porcentaje
de amarillo, rojo y azul. Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia
significativa (prueba LSD de Fisher, p < 0,05).
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

Se estudio la estabilidad de las antocianinas en extractos de hollejos de uva tinta después de
aplicar temperaturas de deshidratado de 40 °C y 150 °C. A la vista de los resultados, las
antocianinas de los hollejos de uva deshidratados a 40 °C mostraron mayor estabilidad, con
un contenido total de antocianinas de hasta 99.86 mg/L y la mayor capacidad antioxidante
(hasta el 100% de inhibicion del radical DPPH), asi como los mejores pardmetros de color.
Asimismo, las antocianinas de los hollejos de uva tras la fermentacién (residuos de vino
tinto) deshidratados a 150 °C mostraron mayor estabilidad que los hollejos de uva fresca sin
fermentar deshidratados a la misma temperatura, lo que indica la sintesis de derivados
antocianicos mas estables durante el proceso fermentativo, que confieren una mayor
proteccion frente a la degradacion. Finalmente, nuestros resultados sugieren el potencial de
los residuos de uva tinta como fuente de antocianinas, con potencial aplicacion en el
desarrollo de nuevos productos alimenticios con caracter funcional, contribuyendo al mismo

tiempo a reutilizar y/o valorizar estos residuos agroalimentarios.
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