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Resumen

RESUMEN

En las Ultimas décadas, la industria vitivinicola estd encarando la potencial
revalorizacion de sus residuos para hacer frente a la creciente presion legislativa sobre

la mitigacion del impacto ambiental derivado de la elaboracion del vino.

Los subproductos de vinificacion constituyen potenciales fuentes de compuestos
bioactivos de gran interés para las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica.
Actualmente, en el campo de la alimentacion, su uso para la obtencion de diferentes

ingredientes funcionales es objeto de numerosos estudios.

El presente trabajo tiene como objetivo general evaluar el uso de los
subproductos de vinificacion, orujo y raspén, como fuentes de fibra dietética y
compuestos fendlicos. Para ello se plantearon tres lineas de investigacion, la primera de
las cuales se centra en el estudio de las indicaciones vitivinicolas de las Islas Baleares
en vistas a determinar sus caracteristicas diferenciales consecuencia del entorno
geogréfico. Una vez reconocida dicha diferenciacion y, consecuentemente, la
diferenciacion entre sus subproductos, se procedio a la caracterizacion de los residuos
de vinificacion de diferentes variedades de uva (Vitis vinifera L.). Esta segunda linea de
trabajo se propuso para evidenciar aquellas variedades cuyo orujo y raspdén manifiestan
un mayor potencial de revalorizacién en funcién del contenido y de la composicion que
presentan tanto de fibra dietética como de compuestos fenolicos. Por su parte, la tercera
linea de trabajo evalud la aplicacién de los ultrasonidos de potencia como tecnologia
para favorecer la extraccion de los compuestos fenolicos del orujo utilizando agua como

disolvente, potenciando asi su posible uso alimentario como ingrediente funcional.

En la primera linea de investigacion, relacionada con la diferenciacion de la
calidad vitivinicola ligada al origen geogréafico, se considerd un namero representativo
de vifiedos de las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon pertenecientes a cada una de
las indicaciones vitivinicolas existentes en las Islas Baleares (4 IGPs y 2 DOs). En cada
uno de ellos, se tomaron muestras de uva y suelo, y se registraron las condiciones

climaticas y de paisaje, aplicando el andlisis multivariable a la base de datos.

Como resultado se ha propuesto una metodologia capaz de diferenciar entre
indicaciones vitivinicolas, en base a las caracteristicas de la uva y de los atributos
agroclimaticos del terroir, sin incluir el factor humano, que corrobora la existencia

historica de las indicaciones vitivinicolas de las Islas Baleares.
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En el caso de las indicaciones geogréaficas protegidas (IGPs), los vifiedos-
muestra de las cuatro IGPs de las Islas Baleares se distribuyeron en cuatro grupos
diferenciados como resultado de la aplicacion del analisis de componentes principales
sobres las caracteristicas fisico-quimicas de la uva, la textura y fertilidad del suelo, y las
condiciones climéticas y de paisaje. Los tres primeros componentes principales, dos
representativos de los descriptores agrocliméticos y uno especifico de los atributos de la
uva, identificaron el patron de comportamiento de los vifiedos-muestra en base a su
origen geogréafico explicando el 68% y el 70% de la varianza total de la base de datos

correspondiente a las variedades Cabernet Sauvignon y Merlot, respectivamente.

En el caso de las denominaciones de origen (DOs), se evalud el efecto de la
afiada, del origen de produccion y de la variedad de uva, observandose una decreciente
capacidad de discriminacion entre los vifiedos-muestra en ese orden. De acuerdo con los
resultados del analisis discriminante, al fijar la variedad, el 100% de los vifiedos-
muestra se clasificaron correctamente en funcion de la afiada; y al fijar la afiada, la
aplicacion del analisis discriminante también permitid la correcta clasificacion del 100%

de los vifiedos-muestra de acuerdo con la DO a la que pertenecen.

Asimismo, con este estudio se ha proporcionado a los correspondientes consejos
reguladores el aval cientifico necesario para justificar, frente al Reglamento Europeo
(CE) n° 479/2008, la vinculacion geogréfica de dichas indicaciones vitivinicolas de
calidad a su zona de produccion. Y se ha justificado la importancia/necesidad de
conocer el origen geografico de un vino como producto final y/o de los residuos de
vinificacibn como subproductos del proceso, como punto de partida para su

caracterizacion fisico-quimica.

En la segunda linea de investigacion, la caracterizacion fisico-quimica de la
fraccion de fibra dietética y de la fraccion fendlica de los principales residuos de
vinificacion, orujo y raspén, de diferentes variedades de uva (V. vinifera L.), ha
generado una completa base de datos que permite a la industria alimentaria seleccionar
el subproducto y/o variedad méas adecuados en funcion de las caracteristicas requeridas

para la posible formulacion de ingredientes funcionales.

Se ha observado que el orujo y el raspén constituyen fuentes potenciales de fibra
dietética de calidad y compuestos fendlicos con elevada capacidad antioxidante,
destacandose una importante variabilidad cualitativa y cuantitativa no solo con el tipo

de subproducto sino también con la variedad de uva considerada.
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En lo que respecta a la fraccion de fibra dietética, ambos subproductos
presentaron un elevado contenido (53 — 94%, base seca), con adecuadas propiedades
funcionales (capacidad de retencion de agua: 3.8 — 10.7 g agua/ g concentrado de fibra;
capacidad de retencion de lipidos: 3.8 — 6.6 g aceite/g concentrado de fibra) y un ratio
fibra insoluble/fibra soluble comprendido entre 1.0 y 2.3, lo cual permitiria beneficiarse
de los efectos fisioldgicos, nutricionales y tecnoldgicos asociados a ambas fracciones de
la fibra, soluble e insoluble.

En el caso del orujo, las pectinas fueron el principal polisacarido de la pared
celular (33 — 54% de los polisacaridos de la pared celular, CWP), mientras que en el
raspon el componente mayoritario fue la celulosa (40 — 49% CWP), si bien cabe indicar
que este subproducto también constituye una importante fuente de pectinas (27 — 41%
CWP).

En cuanto a la fraccién fendlica, pese a que ambos subproductos de vinificacién
mostraron un alto contenido en fendlicos totales, el del raspon fue entre 1.5y 2.5 veces
mayor que el correspondiente al orujo de la misma variedad, observandose el mismo
comportamiento para la capacidad antioxidante, independientemente de la técnica
analitica utilizada (ABTS, CUPRAC, FRAP, ORAC). Concretamente, para las
variedades Callet, Macabeu, Parellada y Premsal Blanc, la capacidad antioxidante del

raspon fue entre 1.3 y 2.5 veces mayor que la de sus orujos.

Se ha realizado una comparacion y descripcion detallada de la composicion
flavan-3-olica de ambos residuos para diferentes variedades de uva (V. vinifera L.),
observandose un perfil propio y caracteristico en cada caso. En general, los orujos
presentaron un mayor contenido de monémeros (43 — 71% del total de flavan-3-oles) y
trimeros (5 — 9% del total de flavan-3-oles), pero menor cantidad de dimeros (23 — 48%
del total de flavan-3-oles), que los correspondientes raspones (mondémeros: 30 — 50%, y
dimeros: 50 — 70% del total de flavan-3-oles).

En general, los valores del grado medio de polimerizacion (mDP) de los taninos
condensados o proantocianidinas fueron mayores para los orujos (mMDPgj0 = 4.5 — 10.1)

que para el correspondiente raspon de la misma variedad (MDP aspon = 4.6 — 8.5).

El raspon de las variedades autdctonas (Callet, Manto Negro, Parellada,

Premsal Blanc) destaco, de entre las 10 variedades en estudio, por su mayor contenido
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en fenolicos totales (TP) y mayor capacidad antioxidante, especialmente en el caso de la
variedad Callet (TP = 11525 + 886 mg GA/100 g bs).

Finalmente, en la tercera linea de investigacion de la presente tesis doctoral, se
evalué el proceso de extraccion acuosa de la fraccion fenolica del orujo asistida
mediante dos equipos de ultrasonidos de potencia. Se observo que la aplicacion de
ultrasonidos mejora el rendimiento y/o eficacia del proceso con respecto a la extraccion

convencional (con agitacion mecanica).

En los experimentos con un plato transductor de ultrasonidos, se concluyé que la
frecuencia y potencia acusticas condicionan significativamente el proceso de extraccion,
siendo necesaria su optimizacién para incrementar el rendimiento del proceso. Los datos
experimentales de la extraccion de compuestos fendlicos y flavonoles asistida
acusticamente, y de la capacidad antioxidante de los extractos, determinada mediante
las técnicas CUPRAC y FRAP, se ajustaron de forma significativa a un modelo
cuadratico (p < 0.05), capaz de explicar satisfactoriamente el comportamiento del
sistema y de predecir por interpolacion las respuestas en el dominio experimental

considerado.

Mediante la aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta, se
estimaron las condiciones optimas para la maxima extraccion acustica de compuestos
fendlicos, flavonoles y capacidad antioxidante del orujo, utilizando agua como
disolvente. Los valores optimos obtenidos fueron 40 kHz de frecuencia, 150 W/L de

potencia y un tratamiento de 25 min.

En los experimentos con una sonda de ultrasonidos, se estudiaron las cinéticas
del proceso de extraccion convencional y acustica, asi como el efecto de la temperatura
sobre las mismas. Se observé un aumento progresivo y significativo del contenido de
fenolicos totales y de la capacidad antioxidante de los extractos a medida que
aumentaba la temperatura, alcanzando los valores mas altos en el caso de la extraccion

asistida acusticamente.

La aplicacion de ultrasonidos de potencia mejoré el proceso de extraccion. Asi,
segun los resultados experimentales obtenidos, las extracciones convencionales de
fenodlicos totales a 35 y 50 °C no presentaron diferencias significativas (p > 0.05) con las
asistidas por ultrasonidos a 20 y 35 °C, respectivamente. En cuanto al tiempo de

extraccion, la extraccion acustica necesito del orden de 3, 4 y 8 veces menos tiempo, a
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20, 35 y 50 °C, que la extraccion control para obtener extractos con las mismas

caracteristicas.

Las curvas de extraccion obtenidas para el contenido de fendlicos totales y
capacidad antioxidante, segun los métodos ABTS y FRAP, del orujo fueron
representadas adecuadamente mediante el modelo de Weibull modificado (valores
medios de la varianza explicada > 97.9%, y del error relativo medio, < 7.0%), tanto para
procesos de extraccion control como de extraccion acUstica, dentro del rango de
temperaturas 20 — 50 °C. Se observé una elevada correlacién (r*> > 0.992) entre los

valores experimentales y los calculados para todos los atributos en estudio.

Globalmente, el trabajo experimental realizado ha contribuido a la
caracterizacion de los residuos vitivinicolas, orujo y raspén, como materia prima, asi
como del proceso de extraccidn acuosa asistida mediante ultrasonidos de potencia como
metodologia, para la obtencion de ingredientes funcionales ricos en fibra y compuestos

fendlicos que pueden ser de gran interés en el campo de la industria alimentaria.
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RESUM
En les darreres decades, la industria vitivinicola s’encara amb la potencial
revaloritzacio dels seus residus per fer front a la creixent pressio legislativa sobre la

mitigacio de I’impacte ambiental derivat de 1’elaboracid del vi.

Els subproductes de vinificacié constitueixen fonts potencials de composts
bioactius de gran interes per a les indUstries alimentaria, cosmetica i farmaceutica.
Actualment, en el camp de I’alimentacid, el seu Gs per a ’obtencié de diferents

ingredients funcionals és objecte de nombrosos estudis.

El present treball t¢ com a objectiu general avaluar la utilitzacié dels
subproductes de vinificacid, pasta premsada i rapa, com a fonts de fibra dietética i
composts fenolics. En aquest context, es varen plantejar tres linies d’investigacid, la
primera de les quals esta centrada en I’estudi de les indicacions vitivinicoles de les Illes
Balears per tal de determinar-ne les caracteristiques diferencials consequéncia de
I’entorn geografic. Un cop reconeguda aquesta diferenciacié i, conseqlientment, la
diferenciacié entre els subproductes, es va procedir a caracteritzar els residus de
vinificacio de diferents varietats de raim (Vitis vinifera L.). Aquesta segona linia de
treball es va proposar per evidenciar les varietats la pasta premsada i la rapa de les quals
manifesten més potencial de revaloritzacié en funcié del contingut i de la composicid
que presenten, tant de fibra dietética com de composts fenolics. Finalment, en la tercera
linia de recerca es va avaluar I’aplicacio dels ultrasons de poténcia com a tecnologia per
afavorir ’extracci6 dels composts fenolics de la pasta premsada, utilitzant aigua com a

dissolvent, potenciant aixi el seu possible Us alimentari com a ingredient funcional.

Dins la primera linia d’investigacio, relacionada amb la diferenciacié de la
qualitat vitivinicola lligada a 1’origen geografic, es va considerar un nombre
representatiu de vinyes, de les varietats Merlot i Cabernet Sauvignon, de cadascuna de
les indicacions vitivinicoles existents a les Illes Balears (4 IGPs i 2 DOs). En cada vinya
es varen agafar mostres de raim i de sol, i es varen registrar les condicions climatiques i

de paisatge, aplicant I’analisi multivariable sobre la base de dades.

Com a resultat s’ha proposat una metodologia capa¢ de diferenciar entre
indicacions vitivinicoles basant-se en les caracteristiques del raim i en els atributs
agroclimatics del terroir, sense incloure el factor huma, que corrobora I’existéncia

historica de les indicacions vitivinicoles de les Illes Balears.
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En el cas de les indicacions geografiques protegides (IGPs), les vinyes-mostra
de les quatre IGPs de les llles Balears es varen distribuir en quatre grups diferenciats
com a resultat de I’aplicacio de 1’analisi de components principals sobre les
caracteristiques fisicoquimiques del raim, la textura i fertilitat del sol i les condicions
climatiques i de paisatge. Els tres primers components principals, dos de representatius
dels descriptors agroclimatics i un d’especific dels atributs del raim, varen identificar el
patr6 de comportament de les vinyes-mostra sobre la base del seu origen geografic,
explicant el 68% i el 70% de la variancia total de la base de dades corresponent a les

varietats Cabernet Sauvignon i Merlot, respectivament.

En el cas de les denominacions d’origen (DOs), es va avaluar 1’efecte de
I’anyada, de ’origen de produccio i de la varietat de raim, i s’observa una decreixent
capacitat de discriminacio entre les vinyes-mostra en aquest ordre. D’acord amb els
resultats de 1’analisi discriminant, en fixar la varietat, el 100% de les vinyes-mostra es
varen classificar correctament segons 1’anyada; i en fixar ’anyada, ’aplicacié de
I’analisi discriminant també va permetre la correcta classificacid del 100% de les

vinyes-mostra segons la DO a la qual pertanyien.

Aixi mateix, aquest estudi ha proporcionat als corresponents consells reguladors
I’aval cientific necessari per justificar, davant del Reglament Europeu (CE)
nam. 479/2008, la vinculacié geografica de les esmentades indicacions vitivinicoles a la
seva zona de produccid. I s’ha justificat la importancia/necessitat de con¢ixer I’origen
geografic d’un vi com a producte final i/0 dels residus de vinificaci6 com a
subproductes del procés, com a punt de partida per fer-ne la caracteritzacio

fisicoquimica.

Dins la segona linia d’investigacid, la caracteritzacio fisicoquimica de la fraccio
de fibra dietética i de la fraccié fenolica dels principals residus de vinificacio, pasta
premsada i rapa, de diferents varietats de raim (V. vinifera L.), ha generat una completa
base de dades que permet a la industria alimentaria seleccionar el subproducte i/o
varietat més adequats en funcidé de les caracteristiques requerides per a la possible

formulacié d’ingredients funcionals.

S’ha observat que tant la pasta premsada com la rapa constitueixen fonts
potencials de fibra dietética de qualitat i composts fenolics amb elevada capacitat
antioxidant, i es manifesta una important variabilitat qualitativa i quantitativa no nomes

en funcio del tipus de subproducte sin6 també de la varietat de raim considerada.
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Pel que fa a la fraccio de fibra dietetica, ambdos subproductes en varen presentar
un elevat contingut (53 — 94%, base seca) amb adequades propietats funcionals
(capacitat de retenci6 d’aigua: 3.8 — 10.7 g aigua/g concentrat de fibra; capacitat de
retencio de lipids: 3.8 — 6.6 g oli/g concentrat de fibra) i una ratio fibra insoluble / fibra
soluble compresa entre 1.0 i 2.3, cosa que permetria beneficiar-se dels efectes
fisiologics, nutricionals i tecnologics associats a ambdues fraccions de la fibra, soluble i

insoluble.

En el cas de la pasta premsada, les pectines resultaren el principal polisacarid de
la paret cel-lular (33 — 54% dels polisacarids de la paret cel-lular, CWP), mentre que a la
rapa el component majoritari era la cel-lulosa (40 — 49% CWP), si bé cal destacar que
aquest subproducte tambeé constitueix una font important de pectines (27 — 41% CWP).

Respecte a la fraccio fenolica, malgrat que ambdds subproductes de vinificacio
varen mostrar un alt contingut de fenolics totals, el de la rapa va ser entre 1.5 i 2.5
vegades més alt que el corresponent a la pasta premsada de la mateixa varietat, i
s’observa el mateix comportament per a la capacitat antioxidant, independentment de la
tecnica analitica emprada (ABTS, CUPRAC, FRAP, ORAC). Concretament, per a les
varietats Callet, Macabeu, Parellada i Premsal Blanc, la capacitat antioxidant de la rapa

va ser entre 1.3 i 2.5 vegades superior a la de les corresponents pastes premsades.

S’ha realitzat una comparacié i descripcio detallada de la composicié de
flavan-3-ols d’ambdos residus per a diferents varietats de raim (V. vinifera L.), i
s’observa un perfil propi i caracteristic en cada cas. En general, les pastes premsades
presentaven un contingut més alt de monomers (43 — 71% del total de flavan-3-ols) i
trimers (5 — 9% del total de flavan-3-ols), perd una quantitat més petita de dimers
(23 — 48% del total de flavan-3-ols), que les corresponents rapes (monomers: 30 — 50%,
i dimers: 50 — 70% del total de flavan-3-ols).

En general, els valors del grau mitja de polimeritzaci6 (mDP) dels tanins
condensats 0 proantocianidines varen ser més alts per la pasta premsada

(MDPpasta premsada = 4.5—-10.1) que per la rapa de la mateixa varietat (MDPyapa = 4.6-8.5).

La rapa de les varietats autoctones (Callet, Manto Negre, Parellada, Premsal
Blanc) destaca d’entre les 10 varietats en estudi, pel seu més alt contingut en fenolics
totals (TP) i més gran capacitat antioxidant, especialment en el cas de la varietat Callet
(TP = 11525 + 886 mg GA/100 g bs).
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Finalment, dins la tercera linia de recerca de la present tesi doctoral, s’ha avaluat
el procés d’extraccio aquosa de la fraccio fenolica de la pasta premsada assistida
mitjancant dos equips d’ultrasons de poténcia. S’observa que I’aplicacié d’ultrasons
millora el rendiment i/o eficacia del procés respecte de 1’extraccié convencional (amb

agitacio mecanica).

En els experiments amb un plat transductor d’ultrasons, es va concloure que la
freqiiéncia 1 poténcia acustiques condicionen significativament el procés d’extraccio,
essent necessaria la seva optimitzacidé per incrementar el rendiment del procés. Les
dades experimentals de 1’extracci0 de composts fenolics i flavonols assistida
acusticament, i de la capacitat antioxidant dels extractes, determinada mitjancant les
tecniques CUPRAC i FRAP, es varen ajustar de forma significativa a un model
quadratic (p < 0.05), capag¢ d’explicar satisfactoriament el comportament del sistema i

de predir per interpolacio les respostes en el domini experimental considerat.

Mitjancant 1’aplicacié de la metodologia de superficie de resposta, es varen
estimar les condicions optimes per a la maxima extraccio acustica de composts fenolics,
flavonols i capacitat antioxidant de la pasta premsada, utilitzant aigua com a dissolvent.
Els valors optims obtinguts son 40 kHz de freqiiencia, 150 W/L de potencia i un

tractament de 25 min.

En els experiments amb una sonda d’ultrasons, es varen estudiar les cinétiques
del procés d’extraccio convencional i acUstica, aixi com 1’efecte de la temperatura sobre
aquestes. S’observa un augment progressiu i significatiu del contingut de fenolics totals
I de la capacitat antioxidant dels extractes a mesura que augmentava la temperatura: els

valors més elevats s’assoliren en el cas de 1’extraccio assistida acUsticament.

L aplicacié d’ultrasons de poténcia va millorar el procés d’extraccio. Aixi,
segons els resultats experimentals obtinguts, les extraccions convencionals de fendlics
totals a 35 y 50 °C no presentaren diferéncies significatives (p > 0.05) amb les assistides
per ultrasons a 20 y 35 °C, respectivament. Respecte al temps d’operacio, I’extracciod
acustica necessita de 1’ordre de 3, 4 i 8 veces menys temps, a 20, 35 y 50 °C, que

I’extraccio control per a obtenir extractes amb les mateixes caracteristiques.

Les corbes d’extraccié obtingudes pel contingut de fenolics totals i capacitat
antioxidant, segons els metodes ABTS i FRAP, de la pasta premsada s’han representat
adequadament mitjancant el model de Weibull modificat (valors mitjans de la variancia
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explicada > 97.9%, i de I’error relatiu mitja, < 7.0%), tant per als processos d’extraccio
control com d’extraccié acustica, dins el rang de temperatures 20 — 50 °C. Es va
observar una elevada correlacié (r* > 0.992) entre els valors experimentals i els calculats

per a tots els atributs en estudi.

Globalment, el treball experimental realitzat ha contribuit a la caracteritzacio
dels residus vitivinicoles, pasta premsada i rapa, com a matéria primera, aixi com del
procés d’extraccié aquosa assistida amb ultrasons de poténcia com a metodologia, per a
I’obtencié d’ingredients funcionals rics en fibra i composts fenolics que poden ser de

gran interés en el camp de la industria alimentaria.
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RESUME
AU cours des derniéres décennies, 1’industrie vitivinicole s’est intéressée a la
revalorisation de ses résidus afin de répondre a la pression croissante du législateur sur

sujet de I’atténuation des impacts environnementaux liés a la production du vin.

Les sous-produits de vinification constituent des sources potentielles de
composés bioactifs d‘intérét majeur pour les industries alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. A I’heure actuelle, dans le domaine de 1’alimentation, leur utilisation
dans une perspective d’obtention d’ingrédients fonctionnels est 1’objet de nombreuses

études.

Les travaux présentés a suivre ont pour objectif général d’évaluer 1’utilisation de
sous-produits issus de la vinification, marc et rafles, en tant que sources de fibre
diététique et de composés phénoliques. Dans ce but, trois axes de recherche ont été
privilégiés. Le premier s’est focalisé sur 1’é¢tude des indications vitivinicoles des Iles
Baléares en vue de déterminer leurs caractéristiques différentielles sur la base de leur
environnement géographique. Une fois ces différences reconnues et, par conséquent,
une fois la différenciation entre résidus mise en évidence, une caractérisation de ces
sous-produits de vinification issus de différentes variétés de raisin (Vitis vinifera L.) a
été mise en ceuvre. Ce deuxieme axe de recherche avait pour objectif de mettre en
évidence les variétés dont le marc et les rafles possedent un meilleur potentiel de
revalorisation du a leur composition tant en fibre diététique qu’en compOSes
phénoliques. De son c6té, le troisiéme axe de recherche a permis d’évaluer 1’application
des ultrasons de puissance en tant que technologie permettant de favoriser 1I’extraction
des composés phénoliques du marc en utilisant I’eau comme dissolvant, maximisant

ainsi son utilisation possible comme ingrédient fonctionnel.

Dans le premier axe de recherche, portant sur la différentiation de la qualité
vitivinicole liée a 1’origine géographique, un nombre représentatif de vignobles
constitue des varietés Merlot et Cabernet Sauvignon appartenant a chacune des
indications vitivinicoles existant au sein des lles Baléares (4 IGPs et 2 AOs) a été
considéré. Un échantillonnage de sol et de raisin, ainsi qu’un relevé des conditions
climatiques et paysagéres a été conduit dans chacun des vignobles; une approche

statistique multivariée a ensuite été appliquee a la base de données.
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A la lumiere de ces premiers travaux, une méthodologie capable de différencier
les indications vitivinicoles sur la base des caractéristiques du raisin ainsi que des
caractéristiques agroclimatiques du terroir, sans inclure le facteur humain, a été
proposée, qui corrobore 1’existence historique des indications vitivinicoles des Iles

Baléares.

Dans les cas des indications géographiques protégees (IGPs), les vignobles
échantillonnés des quatre IGPs des lles Baléares se sont distribués en quatre groupes
différenciés dans le cadre d’une analyse en composantes principales basée sur les
caractéristiques physico-chimiques du raisin, de la texture et de la fertilité de sols ainsi
que sur les caractéristiques climatiques et paysagéres du site. Les trois premiers
composantes principales, deux représentatives des descripteurs agro-climatiques et une
spécifique des caractéristiques du raisin, ont permis de discriminer les vignobles
échantillonnés sur la base de leur origine géographique en expliquant respectivement
68% et 70% de la variance totale de la base de données correspondante aux variétés
Cabernet Sauvignon et Merlot.

Dans le cas des appellations d’origine (AOs), I’effet de I’année, de 1’origine de
production et de la variété de raisin ont été évalués, avec un pouvoir discriminant
décroissant des vignobles échantillonnés dans cet ordre. Une analyse discriminante
complémentaire a permis, en fixant le facteur « variété », de correctement classer 100%
des vignobles échantillonnés en fonction de 1’année; en fixant le facteur «année »,
I’application de I’analyse discriminante a aussi permis une classification correcte de

100% des vignobles échantillonnés en accord avec leur AO d’origine.

Ainsi, dans le cadre de ces travaux un aval scientifique a pu étre apporté aux
gestionnaires pour justifier, face au reglement européen (CE) n° 479/2008, le lien
géographique entre ces indications vitivinicoles de qualité et leur zone de production.
De plus, I’accent a été mis au travers de cette étude sur I’importance/la nécessité de
connaitre 1’origine géographique d’un vin en tant que produit final et/ou des résidus de
vinification en tant que sous-produits du processus, comme point de départ de leur

caractérisation physico-chimique.

Dans le second axe de recherche, la caractérisation physico-chimique de la
fraction de fibre diététique et de la fraction phénolique des principaux résidus de
vinification, le marc et les rafles, pour differentes variétés de raisin (V. vinifera L.), a

généré une base de données complete permettant a I’industric alimentaire de
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sélectionner le sous-produit et/ou la variété la plus adéquate en fonction des

caractéristiques requises pour la possible formulation d’ingrédients fonctionnels.

Cette étude a permis de démontrer que le marc et les rafles constituent des
sources potentielles de fibre diététique et de composés phénoliques a capacité
antioxydante élevée, avec une variabilité qualitative et quantitative importante, non
seulement en fonction du sous-produit mais également en fonction de la variété de raisin

considérée.

Les deux sous-produits ont présenté un taux élevé de fibre diététique (53-94%,
matiére séche) avec des propriétés fonctionnelles adéquates (capacité de rétention de
I’eau: 3.8-10.7 g eau/g concentré de fibre; capacité de rétention des lipides:
3.8-6.6 g huile/g de concentré de fibre) et un ratio fibre insoluble/fibre soluble compris
entre 1.0 et 2.3. Ceci permettrait de bénéficier des effets physiologiques, nutritionnels et

technologiques associés aux deux fractions de la fibre, soluble et insoluble.

Dans le cas du marc, les pectines ont représenté le principal polysaccharide de la
paroi cellulaire (33 — 54% des polysaccharides de la paroi cellulaire, CWP), tandis que
dans les rafles le composé majoritaire était la cellulose (40 — 49% CWP), méme si ce

sous-produit est également une source importante de pectines (27 — 41% CWP).

En ce qui concerne la fraction phénolique, bien que les deux sous-produits de
vinification ont présenté un taux élevé en phénoliques totaux, celui des rafles était 1.5 a
2.5 fois plus important que celui des marcs pour la méme variété. La méme tendance a
été relevée pour la capacité antioxydante, indépendamment de la technique analytique
utilisée (ABTS, CUPRAC, FRAP, ORAC). Concrétement, pour les variétés Callet,
Macabeu, Parellada et Premsal Blanc, la capacité antioxydante des rafles était 1.3 a 2.5

fois plus importante que celle des marcs.

Une comparaison et une description détaillée de la composition en flavan-3-ols
des deux réesidus a été réalisée pour les différentes variétés de raisin (V. vinifera L.), qui
a permis d’observer un profil propre et caractéristique pour chaque cas. En genéral, les
marcs ont présenté un taux plus élevé de monomeres (43 — 71% du total de flavan-3-ols)
et de trimeres (5 — 9% du total de flavan-3-ols), mais un taux plus faible en dimeéres
(23 — 48% du total de flavan-3-ols), que les rafles correspondantes (monomeres:
30 —50% et dimeres: 50 — 70% du total de flavan-3-ols).
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En regle générale, les valeurs du degré de polymérisation (mDP) des
tanins condensés ou proanthocyanidines ont été plus élevés pour les
marcs (MDPparc = 4.5 — 10.1) que pour les rafles correspondantes de la méme variété
(MDPafies = 4.6 — 8.5).

Les rafles des variétés autochtones (Callet, Manto Negro, Parellada, Premsal
Blanc) se sont détachées, parmi les 10 variétés de 1’étude, de par leur teneur plus élevée
en phénoliques totaux (TP) ainsi que par leur plus grande capacité antioxydante, plus
particulierement dans le cas de la variété Callet (TP = 11525 + 886 mg GA/100 g bs).

Enfin, dans le cadre du troisieme axe de recherche de cette thése, le processus
d’extraction en phase aqueuse de la fraction phénolique du marc assistée par ultrasons
de puissance a ¢té évalué. Ces travaux ont permis d’observer que I’application
d’ultrasons améliore le rendement et/ou [’efficacité par rapport a 1’extraction

conventionnelle (sous agitation mécanique).

Dans les expériences menées avec une plaque de transduction des ultrasons, il a
été observé que la fréquence et la puissance acoustiques conditionnent de maniére
significative le processus d’extraction, I’optimisation de ce procédé étant cependant
nécessaire pour augmenter encore le rendement du processus. Les données
expérimentales de D’extraction de composés phénoliques et de flavonols assistée
acoustiqguement, et de la capacité antioxydante des extraits — déterminée via les
techniques CUPRAC et FRAP, se sont ajustées de maniere significative a un modéle
quadratique (p < 0.05), capable d’expliquer de maniére satisfaisante le comportement du
systeme et de prédire par interpolation les réponses dans le domaine expérimental

considéré.

Les conditions optimales pour 1’extraction acoustique de composes phénoliques,
flavonols et de la capacité antioxydante du marc, en utilisant I’eau comme dissolvant
ont ét¢ évaluées a 1’aide de 1’application de la méthodologie de surface de réponse. Les
valeurs optimales obtenues ont été 40 KHz de fréquence, 150 W/L de puissance et une

durée de traitement de 25 min.

Les cinétiques du processus d’extraction conventionnel et acoustique ainsi que
I’effet de la température sur celles-ci ont été évalués dans le cadre d’expériences menées
a I’aide d’une sonde a ultrasons. Une augmentation progressive et significative du

contenu en phenoliques totaux et de la capacité antioxydante des extraits & mesure que
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la température augmentait a été observe, pour atteindre les valeurs les plus élevees dans

le cas de I’extraction assistée acoustiquement.

L’application d’ultrasons de puissance a permis d’améliorer le processus
d’extraction. Ainsi, au vu des résultats expérimentaux obtenus, les extractions
conventionnelles des phénoliques totaux a 35 et 50 °C n’ont pas présenté de différences
significatives (p > 0.05) par rapport a celles assistées par ultrasons a respectivement 20
et 35 °C. En ce qui concerne le temps d’extraction, 1’extraction acoustique a nécessité
de I’ordre de 3, 4 et 8 fois moins de temps, a 20, 35 et 50 °C, que I’extraction control

pour obtenir des extraits avec les mémes caractéristiques.

Les courbes d’extraction (extraction control et extraction acoustique) obtenues
pour le contenu de phénoliques totaux et la capacité antioxydante, selon les méthodes
ABTS et FRAP pour les marcs, ont été représentées a I’aide du modele de Weibull
modifié (valeurs moyennes de la variance expliquée > 97.9%, erreur relative moyenne,
< 7%), dans la gamme de température 20 — 50 °C. Une corrélation élevée (r* > 0.992) a
été observée entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées pour tous les

attributs des extraits considérés dans cette étude.

Globalement, le travail expérimental réalisé a contribué a la caractérisation des
résidus vitivinicoles, marc et rafles, en tant que matiére premiere, ainsi qu’a celle du
processus d’extraction en phase aqueuse assistée par ultrasons de puissance en tant que
méthodologie, ceci pour 1’obtention d’ingrédients fonctionnels riches en fibre et en

composés phénoliques d’intérét majeur dans le secteur de I’industrie alimentaire.
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Abstract

ABSTRACT
For the last decades, the wine industry is facing the potential exploitation of its
residues in order to respond to the increasing legislative pressure about minimizing the

environmental impact caused by winemaking.

Winery by-products are potential sources of bioactive compounds with
interesting properties for the food, cosmetic and pharmaceutical industries. Nowadays,

their use to obtain functional ingredients is the subject of many studies in the food field.

The general aim of the present study is focused on the evaluation of the main
winery by-products, grape pomace and stems, as sources of dietary fibre (DF) and
phenolic compounds. In this context, three research lines were proposed. The first one
was based on the study of the viticultural appellations from the Balearic Islands in order
to evaluate their differentiation according to the geographical environment. Once this
differentiation was recognized and, as a result, the differentiation among their residues,
the physicochemical characterization of winery by-products from different grape
varieties (Vitis vinifera L.) was performed. Thus, this second research line was proposed
to show those grape varieties whose pomace and stems exhibit the greatest potential for
exploitation based on the content and composition of the DF and phenolic fractions.
Finally, the third research line evaluated the application of power ultrasounds
technology to assist phenolic extraction from grape pomace by using water as solvent,

promoting and enhancing its food use as functional ingredient.

For the first research line, related to the viticultural quality differentiation
according to the geographical origin, a representative number of both Merlot and
Cabernet Sauvignon vineyards was selected from each vine-growing appellation of the
Balearic Islands (4 PGls and 2 AOs). Grapes and soil were sampled over the whole
surface of each vineyard; climatic and landscape conditions were also recorded at each

site, and multivariable statistical analysis was applied to the datasets.

This work provided a methodology for evaluating the appropriateness of the
viticultural appellations recognition and differentiation, based on both the grape
characteristics and the agroclimatic attributes of terroir, without considering the human
factor. This methodology corroborated the historical existence of the viticultural
appellations from the Balearic Islands.
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In the case of the protected geographical indications (PGIs), vineyards-sample
from the four PGls of the Balearic Islands were distributed in four different clusters as a
result of the application of principal component analysis (PCA) to physicochemical
characteristics of grapes, soil texture and fertility, climate features and landscape
conditions of the vineyards. The first three principal components, two related to
agroclimatic features and a third one, to grape attributes, identified the behavior patterns
of the vineyards-sample depending on their geographical origin. PCA results revealed
that 68% of the total variance of the dataset in Cabernet Sauvignon and 70% in Merlot

could be explained by the first three principal components.

In the case of the appellations of origin (AOs), the effect of vintage, winemaking
area and grape variety on vineyards-sample differentiation was evaluated, by showing a
decreasing capacity of separation in the same order. According to the discriminant
analysis results, the 100% of the vineyards-sample were appropriately classified
according to the vintage when setting the grape variety. In addition, by setting the
vintage, the application of discriminant analysis also leaded to a 100% correct

classification of the vineyards-sample according to the AO.

Furthermore, this study has provided to the regulatory boards the scientific
evidence required in order to demonstrate the geographical entail of all these viticultural
appellations to their winemaking area as specified by the Council Regulation (EC)
no. 479/2008. Further, it has also been justified the need/importance to know the
geographical origin either of a particular wine or also, of the winery by-products

produced, as the starting point of their physicochemical characterization

In the second research line, the physicochemical characterization of both DF and
phenolic fractions of the main winery residues, grape pomace and stems, from different
grape varieties (V. vinifera L.), produced a complete database which might help to the
food industry to select the most suitable by-product and/or grape variety, depending on
the required properties, for functional ingredient formulation.

According to the results, grape pomace and stems are potential sources of high
quality DF and phenolic compounds exhibiting high antioxidant capacity. Moreover, an
important qualitative and quantitative variability was observed depending not only on

the type of by-product but also on the grape variety considered.
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With regard to the DF fraction, both winery by-products presented high amounts
of fibre (53 — 94%, dry matter), with appropriate functional properties (water retention
capacity: 3.8 — 10.7 g water/g fibre extract; fat adsorption capacity: 3.8 — 6.6 g oil/g
fibre extract). In general, the ratio insoluble-soluble fibre was comprised between 1.0
and 2.3, indicating the potential benefits related to both fibre fractions, soluble and
insoluble, which could be obtained from physiological, nutritional and technological

points of views.

In the case of grape pomace, pectic polysaccharides were the main constituent of
the cell walls (33 — 54% of cell wall polysaccharides, CWP), whereas cellulose was the
predominant cell wall component identified for stem by-products (40 — 49% CWP).
Nevertheless, this by-product could also be considered as an important source of pectic
substances (27 — 41% CWP).

Regarding the phenolic fraction, despite both winery by-products showed a high
total phenolic content, for the same grape variety stem phenolics were from 1.5 to 2.5
times higher than those found in grape pomace. A similar behavior was observed for the
antioxidant capacity, regardless of the analytical technique used (ABTS, CUPRAC,
FRAP, ORAC). In particular, the antioxidant capacity of stems from Callet, Macabeu,
Parellada and Premsal Blanc varieties, was between 1.3 and 2.5 times higher than the
values determined for the corresponding grape pomace.

A detailed description of flavan-3-ol composition of both winery by-products
was performed for the different grape varieties (V. vinifera L.) in study. A particular
profile was observed in each case. In general, grape pomace presented higher monomer
(43 — 71% from total of flavan-3-ols) and trimer (5 — 9% from total of flavan-3-ols)
amounts, but a lower dimeric content (23 — 48% from total of flavan-3-ols), than the
corresponding stems (monomers: 30 — 50%; and dimers: 50 — 70% from total of flavan-
3-ols).

In general, a higher mean degree of polymerization (mDP) values of condensed
tannins or proanthocyanidins were observed for grape pomace (MDPpomace = 4.5 — 10.1)

than for stems of the same grape variety (MDPgtems = 4.6 — 8.5).

It is noteworthy that stems from autochthonous varieties (Callet, Manto Negro,

Parellada, Premsal Blanc) stand out clearly from the 10 grape varieties considered,
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exhibiting the highest total phenolic contents (TP) and antioxidant capacities, especially
for the Callet variety (TP = 11525 + 886 mg GA/100 g dry matter).

Finally, the third research line focused on the evaluation of the aqueous
extraction of the phenolic fraction from grape pomace acoustically assisted by using two
different power ultrasound equipments. It was observed that the application of
ultrasound energy improved the yield and/or the efficiency of the process when
compared to the control extraction performed with mechanical stirring.

For the experiences using an ultrasonic transducer plate, it was concluded that
varaibles such as the acoustic frequency and the power highly influenced the extraction
process. Experimental data about the acoustic extraction of phenolic compounds and
flavonols, and related to the antioxidant capacity of the obtained extracts, fitted
significantly to a quadratic model (p < 0.05), which was able to explain satisfactorily
the behavior of the system and, also, to adequately predict the responses in the

experimental domain.

The optimal conditions for the maximum acoustic extraction of phenolics,
flavonols and antioxidant capacity from grape pomace, by using water as solvent, were
estimated by application of response surface methodology. The optimum values were

obtained using 40 kHz of frequency, 150 W/L of power and 25 min of working time.

For the experiences using an ultrasonic probe, the Kkinetic curves of the
conventional extraction process (with magnetic stirring) were compared with those
obtained from the extraction assisted with power ultrasounds. The effect of the
temperature as also analyzed. A gradual and significant increase of total phenolic
content and antioxidant capacity of the extracts was observed as the temperature

increased, the highest values obtained in the case of the extraction assisted acoustically.

The application of power ultrasounds improved the extraction process. Thus,
according to the experimental results, conventional extraction of phenolics at 35 and
50 °C did not differ significantly from extractions assisted with power ultrasounds at
20 and 35 °C, respectively. With regard to the extraction time, the acoustic process
required about 3, 4 and 8 times less time, at 20, 35 and 50 °C, than the conventional

extraction to obtain extracts with similar characteristics.

The extraction curves obtained for phenolic content and antioxidant capacity,
measured by the ABTS and FRAP methods, were properly represented by the modified
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Weibull model (average explained variance > 97.9%, and average mean relative error
< 7.0%) for both conventional and acoustic extractions within the temperature range 20
— 50 °C. A high correlation (r* > 0.992) was observed between the experimental and

simulated values for all the properties studied.

Overall, this experimental work has contributed, on the one hand, to the physico-
chemical characterization of the main winery residues, grape pomace and stems, as raw
materials for the production of DF and antioxidant rich extracts, and, on the other hand,
the study has also established the main parameters related to the agueous extraction
assisted with power ultrasounds, as an appropriate methodology to obtain functional
ingredients rich in DF and phenolic compounds, which may be of a great interest for the

food industry.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. LA INDUSTRIA VITIVINICOLA
1.1.1. El concepto de terroir

El término terroir nacio con el propdsito de explicar la correlacion que parece
existir entre los atributos sensoriales del vino y el ecosistema de la vifia que ha
proporcionado la uva como materia prima (Morlat and Bodin, 2006; Formica, 2007).
Debido a la falta de un consenso global sobre su significado en el mundo vitivinicola, se
han establecido numerosas definiciones que pueden descomponerse en cuatro nociones
béasicas (agrocultural, territorial, de identidad y publicitaria), todas ellas marcadas por
los conceptos clave de origen, tipicidad, especificidad y calidad (Figura 1.1) (Vaudour,
2003).

Nocion Agrocultural Nocion Territorial
Terroir — materia prima Terroir — zona geografica
Aspectos agrondmicos (clima, suelo, Aspectos de proteccion
paisaje, uva...) y tecnologicos (Indicaciones vitivinicolas de
(practicas de cultivo y elaboracion) L« calidad)

Terroir = 1idM Terroir — economia
Aspectos sociales y culturales

(patrimonio e historia) fispeetos de marketing

Figura 1.1. Nociones basicas del concepto de terroir.

En base a ello, para establecer un marco de referencia, cabe apuntar a las

siguientes definiciones propuestas en la bibliografia:

“El terroir es un agro-ecosistema particular, dotado de la capacidad de
ofrecer productos a los que confiere una originalidad y caracter propios. Se basa
en un sistema de interacciones complejas entre las técnicas viticolas y enoldgicas,

la produccion agricolay el entorno fisico en el que se desarrolla” (Salette et al., 1998)
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“El terroir puede definirse como una entidad espacial y temporal caracterizada
por atributos homogéneos del suelo, paisaje, clima y topografia a una escala
determinada, asi como por factores biologicos (especie, variedad) y humanos

(aspectos sociales y técnicos, patrimonio cultural, experiencia

e historia enolégicas) ” (Vaudour and Shaw, 2005)

Ambas definiciones mantienen una visién del terroir fundamentada en la
proyeccion simultanea de multiples y complejas interacciones entre el clima, el suelo, el
paisaje y la vifia, en un territorio concreto marcado por una técnica, experiencia y/o
tradicion viticola y enologica determinadas. Asi pues, el concepto de terroir puede
explicar la identidad propia de la uva (o de los subproductos derivados) y/o el caracter y

originalidad de un vino en funciédn de su origen geografico.

La expresion del terroir es tan compleja que, en los ultimos afios, numerosos
estudios han tratado de determinar el grado de interaccion entre la uva, mosto o vino y
el ecosistema natural, de acuerdo con uno de los tres principales generadores de

tipicidad en la vifia —clima, suelo y paisaje— (Mouton, 2006).

1.1.1.1. Clima

La temperatura, la pluviometria y la exposicion solar son las variables climéticas
que ejercen una mayor influencia sobre los cultivos agricolas (Hidalgo, 2002).
Actualmente, son diversos los estudios que analizan sus efectos en diferentes cultivos,
tales como la quinoa (Bois et al., 2006), el trigo (Li et al., 2010) o el arroz (Mohammed
and Tarpley, 2010).

En el campo de la vitivicultura, Bergqvist et al. (2001) examinaron el efecto de
la exposicién solar sobre la intensidad de color, la acumulacién de antocianos y el
contenido total de compuestos fendlicos en uvas de las variedades Cabernet Sauvignon
y Garnacha. Se observé un incremento de los tres pardmetros directamente
proporcional a la exposicion solar indirecta, sugiriendo que el efecto de la radiacion en
la composicion de la uva depende de la temperatura adquirida durante la exposicion.
Spayd et al. (2002) llegaron a conclusiones muy similares en uva de la variedad Merlot,
sefialando ademas el efecto negativo de una exposicion solar directa. Sin embargo, Price
et al. (1995) indicaron que la concentracion de flavonoles, antocianos y quercetina en
uvas de Pinot Noir se veia notablemente favorecida por una exposicién solar moderada-

alta.
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Estas conclusiones contradictorias se generan en base a que la temperatura y la
radiacion ligadas a la exposicion solar no presentan efectos independientes. No
obstante, puede concluirse que, en términos generales, temperaturas diurnas y nocturnas
moderadas (15 — 25 °C) favorecen la biosintesis y acumulacion de polifenoles en la uva,
mientras que temperaturas elevadas (> 35 °C) pueden afectar negativamente a través de
su degradacion y/o de la inhibicion de su ruta biosintética (Yasui et al., 2002; Mori et
al., 2005).

1.1.1.2. Suelo

El efecto ejercido por el suelo también ha sido evaluado en la bibliografia, ya
que éste proporciona a la planta los nutrientes, agua, oxigeno y soporte mecanico
necesarios para su desarrollo (Wang et al., 2003). Algunos trabajos analizan el efecto
del régimen de agua del vifiedo sobre el contenido en polifenoles de la uva o el perfil
aromatico del vino (Kennedy et al., 2002; Ojeda et al., 2002; Koundouras et al., 2006).
En ellos, se han observado dos respuestas al déficit de agua en la vifia: i) una influencia
indirecta y siempre positiva sobre la concentracion fenolica debido a la reduccién del
tamafio de las bayas; vy ii) un efecto directo sobre las rutas biosintéticas, que puede ser
positivo o negativo dependiendo del tipo de compuesto fendlico, el momento del ciclo

vegetativo de la vifia y la gravedad del déficit de agua.

En la ultima década, se ha examinado mas detenidamente el efecto de la textura
y fertilidad de los suelos. En esta linea de investigacion, cabe destacar el trabajo de
Chone et al. (2001) en el que se estudio la influencia del suelo, en términos de materia
organica y textura, sobre la composicion y calidad de la uva, mosto y vino de Cabernet
Sauvignon en el area del Médoc (Francia). Los autores apuntaron que el déficit de
nitrégeno en el suelo tenia un efecto positivo sobre la concentracién de antocianos y
taninos del vino, a pesar de la pérdida de vigor de la planta y del bajo rendimiento en la
produccién. Por su parte, Andrés de Prado et al. (2007) llegaron a la conclusién de que
en suelos mas fértiles y con mayor capacidad de retencion de agua se obtenian vinos
con menor contenido en polifenoles, menor intensidad de color y menor calidad

aromatica.

Gbémez-Miguez et al. (2007) realizaron analisis del color y perfil aromatico de
vinos blancos de la DO Condado de Huelva (Espafia), con la finalidad de evaluar el

efecto que ejerce sobre ellos la composicion en arcilla-arena de los suelos. De acuerdo
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con los estudios anteriores, se confirmd nuevamente que las caracteristicas del suelo

pueden influir de forma directa en el color y aroma del vino.

1.1.1.3. Paisaje

Por su parte, la influencia del paisaje, entendido como una combinacién de
caracteristicas geoldgicas y topogréficas, sobre las caracteristicas de la uva y/o del vino,
no ha sido estudiada tan extensamente. En el trabajo realizado por Mateus et al. (2001),
se estudio el efecto de la altura del vifiedo en la composicién fendlica de las variedades
de uva Touriga Nacional y Touriga Francesa, observandose que una menor altitud
favorece la biosintesis de catequinas, oligomeros de bajo peso molecular y
proantocianidinas. No obstante, los mismos autores (Mateus et al., 2002) concluyeron
que la biosintesis de antocianos, en las mismas variedades de uva, mostraba un efecto

inverso, observandose mayores concentraciones a mayor altura del cultivo.

1.1.1.4. Conjuncion de factores

Resulta dificil estudiar el efecto de todos los parametros que definen el terroir en
un solo experimento, pero desligar cada uno de ellos del resto para evaluar su efecto
individual, no evidencia realmente el funcionamiento del terroir (Van Leeuwen et al.,
2004). Tal y como se ha podido observar, son humerosos los autores que han estudiado
el impacto de un unico factor, ya sea del suelo, climatico o paisajistico, sobre la calidad
de la uva, mosto o vino. Sin embargo, son escasos los trabajos en los que se ha evaluado
el efecto combinado de varios componentes del terroir, para obtener una vision mas real
de cémo las complejas interacciones que definen el origen geografico determinan el

comportamiento de la vifia.

En el estudio de Tesic et al. (2002a) se evaluaron algunos factores del clima y
del suelo determinantes en las etapas fenolégicas del vifiedo, con el objeto de relacionar
la precocidad en la floracion y el envero con la composicion de la uva y los atributos del
vino. Estos mismos autores desarrollaron el “indice de emplazamiento”, como una
combinacion de dichos atributos del clima y del suelo, y lo correlacionaron con
diferentes variables viticolas (Tesic et al., 2002b). Por su parte, Van Leeuwen et al.
(2004) estudiaron el efecto de algunos factores del clima y del suelo sobre el
crecimiento y desarrollo de la vifia, indicando el porcentaje de varianza atribuible a cada
parametro analizado. Sin embargo, ninguno de estos trabajos estudio las relaciones

existentes entre dichos factores ni su efecto conjunto sobre la composicion de la uva.
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Para estudiar la combinacion de efectos que definen el terroir y reconocer los
patrones geogréaficos que derivan de ello, se pueden aplicar diferentes técnicas
estadisticas de analisis multivariable, de entre las cuales el analisis de componentes
principales (ACP), el anélisis discriminante (AD) y el andlisis de clusters (AC) son las

utilizadas con mayor frecuencia (Gonzalvez et al., 2009).

La aplicacion del ACP permite explicar la relacion existente entre las diferentes
variables consideradas, asi como visualizar la agrupacion natural de las muestras en
estudio en base a la mejor combinacion lineal de dichas variables. En la literatura,
diferentes autores utilizan esta técnica estadistica multivariable para explicar los
patrones aromaticos de vinos procedentes de diferentes regiones vitivinicolas (Douglas
et al., 2001; Kallithraka et al., 2001; Goldner and Zamora, 2007; Vilanova et al., 2007;
Rezaei and Reynolds, 2010).

Cuando las regiones geogréficas estdn proximas entre si, la discriminacion
resulta algo mas complicada, dado que las diferencias en el clima, suelo y paisaje
pueden ser mas reducidas. En estos casos puede hacerse uso del AD, que permite la
diferenciacion de las muestras en base a una combinacién lineal de las variables que
maximiza la varianza inter-categorias y la minimiza dentro de una misma categoria.
Asimismo puede utilizarse el AC, que pone de manifiesto la asociacién natural de las
muestras en estudio en funcion de sus similitudes o diferencias de acuerdo con las

variables consideradas (Mulet et al., 1992; Gonzélvez et al., 2009).

Se han publicado diferentes estudios que muestran la utilidad de estos
tratamientos estadisticos multivariables en la identificacion y discriminacién de mostos
y/o vinos en base a pardmetros enoldgicos clasicos (Mulet et al., 1992; Rivas-Gonzalo
et al., 1993), composicion fenolica (Pérez-Magarifio and Gonzalez-San José, 2001;
Rodriguez-Delgado et al., 2002; De Villiers et al., 2005; Gonzalez-Neves et al., 2007),
perfil aromatico (Forcén et al., 1993; Camara et al., 2006; Lorenzo et al., 2008; Zhang
et al., 2010), composicion en elementos quimicos o sus isotopos (Gremaud et al., 2004;
Thiel et al., 2004; Coetzee et al., 2005; Alvarez et al., 2007; Gonzélvez et al., 2009;
Paneque et al., 2009; Fabani et al., 2010; Paneque et al., 2010), y atributos sensoriales
(Rezaei and Reynolds, 2010), entre otros. Dichas investigaciones atribuyen las
diferencias entre los mostos y/o vinos en estudio a su diferente origen geogréafico. Sin

embargo, no s6lo ninguna variable del entorno agroclimatico se incluye en el analisis,
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sino que ademas, al estar tratando con mostos y/o vinos, todos estos estudios tienen en

cuenta el factor humano de forma inherente.

Dado que toda regidn vitivinicola posee una tradicion e historia propias, en la
elaboracion del vino el factor humano puede jugar un papel muy significativo en la
diferenciacion del producto final de una zona vitivinicola con respecto a otra. De modo
que podria plantearse la pregunta de si dicha diferenciacion esti propiciada por los
enologos o si éstos simplemente amplifican las diferencias ya existentes previamente en

la materia prima como consecuencia del entorno agroclimatico de la vifia.

Sin embargo, no se han encontrado en la bibliografia estudios que, en base a un
concepto global de terroir, evalien cémo los factores naturales, considerados como una
combinacion de las caracteristicas de la uva, el clima, el suelo y el paisaje, influyen en

la diferenciacion de las regiones vitivinicolas o indicaciones vitivinicolas de calidad.

1.1.2. Indicaciones de calidad para el vino

Desde la década de los ‘80, los consumidores europeos han orientado sus
preferencias alimentarias hacia productos de mayor calidad y con caracteristicas que los
diferencien del resto. Para evitar imitaciones y no poner en peligro la reputacion de los
productos, las administraciones publicas (a nivel europeo, estatal y regional) han optado
en los ultimos afios por regular el uso del término ‘calidad’, asi como de otras
expresiones que puedan sugerir una distincion o excelencia frente al resto de productos
similares, y han desarrollado diferentes sistemas de certificacion para garantizar su
autenticidad al consumidor. En general, se trata de productos con identidad territorial
(Veraetal., 2011).

Los vinos, al igual que otros alimentos, pueden acogerse a figuras legales de
proteccién de la calidad. Ello resulta de gran interés para los elaboradores debido a que
despunta la identidad y personalidad propia del producto ante un mercado en creciente
globalizacion, al mismo tiempo que proporciona criterios decisivos de aceptabilidad
para el consumidor en términos de garantia de calidad (Galgano et al., 2008; Tonietto,
2008).

La produccién de vinos europeos se fundamenta en un sistema de distribucion
territorial basado en la existencia de figuras legales de proteccion de la calidad,
concretamente, las Denominaciones de Origen (DOs) y las Indicaciones Geograficas
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Protegidas (IGPs), en cuya regulacion y delimitacion geografica el terroir juega un
papel muy importante (Douglas et al., 2001).

A efectos del articulo 34 del Reglamento Europeo (CE) n° 479/2008 del Consejo
de 29 de abril de 2008 por el que se establece la nueva organizacion comun del mercado

vitivinicola (2008), se entiende por:

= ‘Denominacion de Origen’: el nombre de una region, de un lugar determinado o,
en casos excepcionales, de un pais, que sirve para designar un producto
vitivinicola que cumple los requisitos siguientes:

@ su calidad y sus caracteristicas se deben béasica o exclusivamente a un
entorno geografico particular, con los factores naturales y/o humanos
inherentes a él;

o las uvas utilizadas en su elaboracidn proceden exclusivamente de esa zona
geogréfica;

= |la elaboracidn tiene lugar en dicha zona geogréfica;

o y se obtiene de variedades de vid de la especie Vitis vinifera.

= ‘Indicacién Geografica Protegida’: el nombre que se refiere a una region, a un
lugar determinado o, en casos excepcionales, a un pais, que sirve para designar un
producto vitivinicola que cumple los requisitos siguientes:

@ posee una calidad, una reputacién u otras caracteristicas especificas
atribuibles a su origen geogréfico;

= al menos el 85% de la uva utilizada en su elaboracion procede
exclusivamente de esa zona geografica;

= |a elaboracion tiene lugar en dicha zona geogréfica;

= se obtiene de variedades de vid de la especie Vitis vinifera o de un cruce

entre esta especie y otras especies del género Vitis.

Tal y como se deriva de dichas definiciones, en ambos casos, el concepto
comunitario de vino de calidad se basa en la atribucion de sus caracteristicas propias al

entorno geografico involucrado en su elaboracién.

Segun el articulo 35 del Reglamento Europeo (CE) n° 479/2008 sobre el
contenido de la solicitud de proteccion de la calidad, todo expediente debe incluir una
explicacion detallada que confirme el vinculo entre el producto vitivinicola a proteger y
el origen geogréafico del mismo. lIgualmente, de acuerdo con lo dispuesto en el

articulo 51 de la misma directiva, aquéllas indicaciones de calidad que ya dispongan de
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la proteccion que brinda el antiguo Reglamento (CE) n° 1493/1999 quedan
automaticamente protegidas por el presente. No obstante, la Comision Europea tiene la
posibilidad de decidir la cancelacion de las mismas hasta el 31 de diciembre de 2014, en
el caso de que no se demuestre que cumplen con los requisitos establecidos en su

definicién como indicaciones de calidad (articulo 34).

Asi pues, ante el posible riesgo de que la proteccion se vea afectada, resulta de
gran importancia establecer la diferenciacion de la calidad ligada al origen, es decir,
justificar que las caracteristicas diferenciales de cada indicacién de calidad son
consecuencia de la huella que el territorio imprime sobre la uva como materia prima

utilizada, manifestandose ésta en el vino derivado de la misma.

En la actualidad, Espafia dispone de un total de 69 DOs y 41 IGPs vitivinicolas

(ICEX Espafia Exportacion e Inversiones, 2013).

En el caso concreto de las Islas Baleares, los sectores de la agricultura, ganaderia
y pesca han luchado en las ultimas décadas por mantener los productos tradicionales de
la tierra, adaptandose progresivamente a las continuas exigencias del consumidor. Dicho
esfuerzo ha sido siempre respaldado por la administracion publica, quien se ha
encargado de establecer diferentes indicaciones de calidad en los diversos sectores

agroalimentarios.

La region vitivinicola de las Islas Baleares (Espafia) dispone de un total de siete
indicaciones de calidad, concretamente, dos Denominaciones de Origen (DOs) y cinco
Indicaciones Geogréaficas Protegidas (IGPs) (Figura 1.2). En la isla de Mallorca
coexisten de forma limitrofe la DO Binissalem y la DO Pla i Llevant, aprobadas en
1989 y 1999, respectivamente. Estas comparten el territorio insular mallorquin con dos
de las IGPs: Vi de la Terra Serra de Tramuntana i Costa Nord, que ampara los vinos
producidos en el noreste de la isla (zona de la Serra de Tramuntana), y Vi de la Terra
Mallorca, mencion utilizada para los vinos elaborados en cualquier municipio de la
misma. Las otras tres IGPs se localizan en cada una de las islas restantes: Vi de la Terra
Illa de Menorca, Vi de la Terra Ibiza y Vi de la Terra Formentera (Rossell6 et al.,
2003).

En 2012, el conjunto de las indicaciones vitivinicolas de calidad de las Islas
Baleares contaron con casi 1300 ha de superficie inscrita de vifiedo (Tabla 1.1),
destinando aproximadamente el 52% del mismo para la produccién de vinos con DO y

el 48% restante para la elaboracion de Vins de la Terra (IGPs).
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Figura 1.2. Indicaciones vitivinicolas de calidad de las Islas Baleares.

Se trata de una region vitivinicola relativamente pequefia comparada con otras
del territorio espafiol y/o europeo. Sin embargo, desde la aparicion de la primera DO en
1989, ha sufrido un crecimiento importante en cuanto a la produccion de uva (desde las
1166 Ton en 1995 hasta las 7494 Ton en 2012), la elaboracién de vino (de 7966 hL en
1995 a 48682 hL en 2012) y la comercializacion en el mercado exterior (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Datos de superficie, produccion de uva y elaboracion de vino de las indicaciones

vitivinicolas de calidad de las Islas Baleares en el afio 2012.

Indicacién de N° de bodegas Superficie de Produccion de Elaboracion de
calidad adscritas vifia (ha) uva (Ton) vino (hL)
DO Binissalem 13 424 2606 17040
DO Plai Levant 14 240 1661 11096
Total DOs 27 664 4267 28136
VT Mallorca 29 506 2761 17528
VT llla de Menorca 7 27 125 824
VT Ibiza 5 50 273 1822
VT Formentera 2 16 34 193
T ; 2
Total IGPs 47 611 3227 20546

35



36

Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

El principal mercado de comercializacion de los vinos con indicacion de calidad
de las Islas Baleares es la propia comunidad autonoma (Figura 1.3). En 2010, las ventas
locales representaron entre el 69 y 95% del total, segun la indicacion de calidad
considerada, exceptuando el VT Serra de Tramuntana i Costa Nord, cuyos vinos se
venden integramente en las Islas Baleares. En general, el resto de Espafia constituye el
segundo destino principal de las ventas. En 2010, representd porcentajes pequefios en el
caso de las DOs (< 1%), pero relativamente importantes en el caso de las IGPs,
variando entre el 5% para VT Mallorca y el 19% para VT lbiza. Cabe indicar que
VT llla de Menorca y VT Formentera, limitan la venta de sus vinos al mercado

nacional.

En cuanto a las exportaciones, éstas han sufrido un crecimiento importante en
los Gltimos afios. A nivel de la Union Europea, el principal destino es Alemania, seguida
de paises como Bélgica, Francia, Austria, Holanda, Finlandia, Dinamarca y/o Reino
Unido. En cuanto a las ventas extracomunitarias, Suiza adquiere la mayor parte de las
exportaciones, aunque también destacan destinos como EE.UU., China, México o

Japon, entre otros (Vera et al., 2011).

m|slas Baleares ®Espafia ®Union Europea  Paises extracomunitarios

DO Binissalem

DO Plai Llevant
VT Mallorca

VT Illa de Menorca
VT Ibiza

VT Formentera

VT Serra Tram. - Costa..

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Figura 1.3. Mercados de comercializacion de los vinos con indicacion de calidad de las Islas
Baleares en 2010.

En general, todas las indicaciones vitivinicolas de calidad de las Islas Baleares
atienden a un cultivo tradicional de la vifia, asi como a una elaboracion propia basada en
el patrimonio cultural e historico y la tradicion enologica de la region. Los vinos
amparados bajo la proteccion de cada una de las siete indicaciones de calidad
mencionadas se rige por un reglamento propio que define desde las variedades de uva

autorizadas hasta las zonas de produccion y elaboracion del vino (Tabla 1.2).



Tabla 1.2. Variedades de uva autorizadas y municipios de produccién de las indicaciones vitivinicolas de calidad de las Islas Baleares.

Afo de
creacion
DO Binissalem
il ol 1989
DENOMINACIO D'ORIGEN
DO Pla i Llevant
1999
VT Serra de Tramuntana
i Costa Nord
ﬁ 2002
VT Illa de Menorca
2002
2003
2004
2007

2 Variedades autdctonas de las Islas Baleares.

Variedades de uva autorizadas

Cabernet Sauvignon, Callet ?,
Manto Negro ¢, Merlot,
Monastrell, Syrah,
Tempranillo

Cabernet Sauvignon, Callet,
Merlot, Fogoneu, Manto
Negro, Monastrell, Pinot Noir,
Syrah, Tempranillo

Cabernet Sauvignon, Callet,
Manto Negro, Merlot,
Monastrell, Syrah,
Tempranillo

Cabernet Sauvignon, Merlot,
Monastrell, Syrah,
Tempranillo

Cabernet Sauvignon, Merlot,
Monastrell, Syrah,
Tempranillo

Cabernet Sauvignon,
Fogoneu, Merlot, Monastrell,
Tempranillo

Cabernet Sauvignon, Callet,
Merlot, Fogoneu, Manto

Negro, Monastrell, Pinot Noir,

Syrah, Tempranillo

Municipios de produccién

Binissalem, Consell, Santa Maria del Cami, Santa

Eugeénia y Sencelles

Reglamento: BOIB n° 177 de 24/11/2005

Algaida, Ariany, Arta, Campos, Capdepera, Felanitx,
Llucmajor, Manacor, Maria de la Salut, Montuiri, Muro,
Petra, Porreres, Sant Joan, Sant Lloreng des Cardassar,
Santa Margalida, Sineu y Vilafranca de Bonany

Reglamento: BOIB n° 55 de 1/04/2005

Alard, Alcudia, Andratx, Banyalbufar, Bunyola, Calvia,
Campanet, Deia, Escorca, Estellencs, Esporles,
Fornalutx, Mancor de la Vall, Pollenga, Puigpunyent,
Selva, Séller y Valldemossa

Reglamento: BOIB n° 185 de 8/12/2005

Todos los municipios de la Isla de Menorca

Reglamento: BOIB n° 181 de 1/12/2005

Todos los municipios de la Isla de Ibiza

Reglamento: BOIB n° 79 de 5/06/2003

Isla de Formentera

Reglamento: BOIB n° 110 de 10/08/2004

Todos los municipios de la Isla de Mallorca

Reglamento: BOIB n° 57 de 17/04/2007

Intr
odu
cci
on


http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=340&lang=ca
http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=359&lang=ca
http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=367&lang=ca
http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=358&lang=ca
http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=353&lang=ca
http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=627&lang=ca
http://www.illesbalearsqualitat.cat/ibqfront/producte?idPR=28080&lang=ca
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A pesar de que el reconocimiento legal de las siete indicaciones vitivinicolas de
calidad de la region balear data de los ultimos 20 afios, la diferenciacion entre sus vinos
siempre ha sido social e historicamente reconocida. Segun los viticultores de las Islas, la
existencia de dichas indicaciones de calidad queda justificada a partir de las
caracteristicas geoclimaticas de la region, siendo ellas las que permiten la obtencion de
vinos con una personalidad propia, notablemente reforzada por la presencia de
variedades autoctonas. No obstante, su existencia no ha sido ain demostrada en base a
los factores naturales del entorno geografico, de acuerdo con lo dispuesto en el
Reglamento Europeo N° 479/2008 (2008).

1.1.3. Subproductos de vinificacion

De acuerdo con la 10* Asamblea Internacional de la Organizacion Internacional
de la Vifa y el Vino (OlV, Izmir, 2012), con una produccion global de 68 millones de
toneladas en 2010, la uva es considerada la principal cosecha frutal a nivel mundial.
Teniendo en cuenta que ~ 80% de la produccion se destina a la elaboracion de vino, y
que dicho proceso genera grandes cantidades de residuos solidos que pueden representar
hasta el 30% de la uva utilizada (Makris et al., 2007a), los subproductos derivados de la
industria vitivinicola superaron los 13.5 millones de toneladas en 2010 (Figura 1.4).
Dado que los principales paises productores y exportadores de vino son Francia, Italia y
Espafia, en el continente europeo se genera entre el 56% y 67% de los mismos. Por su
parte, el estado espafiol aporta del 7 al 16% de los residuos producidos a nivel mundial.
15,0 ~
14,5 -
14,0

13,5 1

13,0 ~

Residuos generados
(10 Ton)

125 -
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1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Figura 1.4. Generacion anual de residuos vitivinicolas a nivel mundial en el periodo
1995 - 2010.

Debido al caracter estacional de la elaboracion del vino y a la gran demanda
guimica y biolégica de oxigeno que presentan los residuos vitivinicolas, el

almacenamiento, transformacion y/o eliminacion de tal cantidad de subproductos
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constituye un serio problema en términos ecoldgicos y econdmicos (Negro et al., 2003;
Gonzalez-Paramas et al., 2004). Por ello, en las Gltimas décadas, la industria vitivinicola
esta encarando la potencial revalorizacion de sus residuos, promoviendo asi una
agricultura sostenible al mismo tiempo que haciendo frente a la creciente presion
legislativa sobre la mitigacion del impacto medioambiental de sus actividades (CCE,
2006).

La cantidad y composicion de los residuos derivados del proceso de vinificacion
dependen de la variedad de uva considerada y de las practicas enoldgicas aplicadas
(Schieber et al., 2001). Los principales subproductos solidos, raspon y orujo, se
generan, respectivamente, en las etapas de despalillado y prensado (Figura 1.5y
Figura 1.6) (Ruberto et al., 2007). De forma adicional, tanto en la elaboracién de vinos
blancos, rosados como tintos, se obtiene toda una serie de lias y/o fangos ligados a las
operaciones de trasiego, fermentacion y clarificacion; asi como un volumen importante
de aguas residuales a raiz de la limpieza y desinfeccion de los equipos (Torrijos and
Moletta, 2000).

RASPON

Transporte y
Vendimia recepcion de la uva Despalillado

Mostos de
diferente calidad B:B e ORUJO

Prensado

Figura 1.5. Elaboracién de vinos blancos. Etapas del proceso donde se generan los principales

residuos vitivinicolas.

El orujo esta constituido por piel, pepitas y restos de pulpa de uva. Puede tratarse
de orujo fresco, cuya obtencidn tiene lugar el mismo dia de la vendimia (caso de las
variedades blancas y de las tintas solo para la produccion de vino rosado), o de orujo
fermentado, que se obtiene tras 2 — 3 semanas de maceracion (caso de las variedades
tintas para la produccion de vino tinto). El orujo representa entre el 10 y 20%, en

unidades de peso fresco, de la uva procesada en la elaboracion del vino, oscilando su
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contenido en pepitas entre un 20 — 30% en funcion de la variedad (Garcia-Marino et al.,
2006).

Por su parte, el raspdn o escobajo es el elemento lefioso del racimo de uva que
sirve de soporte para las bayas. En unidades de peso fresco, este subproducto representa

entre el 2 y el 8% del racimo (Panouillé et al., 2007).

3
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Figura 1.6. Elaboracién de vinos tintos. Etapas del proceso donde se generan los principales

residuos vitivinicolas.

Ambos residuos vitivinicolas son muy heterogéneos, presentando cada uno de
ellos una composicién propia que, a su vez, depende de la variedad de uva considerada
(Cruz et al., 2004). No obstante, tanto el orujo como el raspén constituyen fuentes
naturales particularmente ricas en fibra alimentaria y en una amplia gama de
compuestos fendlicos (Guendez et al., 2005; Llobera and Cafiellas, 2007). Ello se debe,
por una parte, a que la fraccion de fibra de ambos subproductos vitivinicolas (orujo
fresco y raspén) no sufre mayores modificaciones durante el proceso de vinificacion.
Por otra parte, el perfil y contenido polifendlico original del raspon se preservan
practicamente intactos debido a que dicho subproducto se descarta directamente (Makris
et al., 2008). Y en cuanto al contenido polifendlico de pieles y pepitas, que puede
representar hasta el 75% del total presente en las uvas (Ghafoor et al., 2011), éste se
transfiere al mosto durante las etapas de estrujado y/o fermentacion. Sin embargo, se

trata de una extraccién parcial e incompleta (sélo el 30 — 40% del total en pieles y
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pepitas), razon por la que grandes cantidades de compuestos fenolicos persisten aun en
el orujo tras el prensado (Saura-Calixto, 1998; Alonso et al., 2002; Rockenbach et al.,
2011).

Durante décadas los residuos vitivinicolas han sido utilizados como alimento
animal o como abono organico para suelos (Hidalgo Togores, 2003). No obstante,
numerosos estudios han indicado que algunos animales, especialmente los rumiantes,
pueden manifiestar intolerancia a ciertos componentes de dichos subproductos, como
por ejemplo a los taninos, que afectan a la digestion (Baumgaertel et al., 2007).
Recientemente, también se ha demostrado el efecto fitotoxico y antimicrobiano de
algunos polifenoles durante el proceso de compostaje (inhibicién de la germinacion)
(Bustamante et al., 2010). Asi pues, de forma previa a su uso como alimento animal o
fertilizante, seria necesario realizar un pre-tratamiento de los residuos vitivinicolas, con

el correspondiente coste que ello supone para las bodegas (Ruberto et al., 2007).

En la actualidad, son varias las alternativas propuestas para la revalorizacion de
los subproductos de vinificacion. Aunque aun en fase preliminar, una de las maés
novedosas es su posible uso como materia prima en la obtencién de combustibles
renovables, tales como el bioetanol, el biodiesel o el biogas, gracias al alto contenido en
celulosa, hemicelulosas y lignina (fraccion de fibra) que presentan el orujo y raspén
(Ping et al., 2011; Zheng et al., 2012).

Comunmente, el orujo es también una fuente importante para la obtencion de
alcohol (Silva et al., 2000; Lukic et al., 2011; lacumin et al., 2012), cido tartarico y/o
derivados (Versari et al., 2001; Palma and Barroso, 2002; Yalcin et al., 2008) y aceite
de pepitas de uva (Sabir et al., 2012; Fernandes et al., 2013).

Sin embargo, una de las opciones mas apreciadas para la revalorizacién de los
subproductos de vinificacion es la recuperacion de compuestos bioactivos de interés
para la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica (Makris et al., 2007b). Entre
estos biocompuestos destacan la fibra dietética y los compuestos fendlicos (Alonso et
al., 2002; Gonzalez-Centeno et al., 2010), dos de los ingredientes funcionales mas
ampliamente estudiados en el campo de la alimentacion por sus demostrados efectos

fisiolégicos saludables.

Saura-Calixto (1998) acuiio el concepto de fibra antioxidante, refiriéndose a

aquellas materias primas de origen vegetal con un elevado porcentaje de fibra dietética
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(> 50%, bs), en cuya matriz se encuentra asociada una gran cantidad de antioxidantes
naturales. Desde un punto de vista fisiologico, la fibra antioxidante combina en un
mismo material los efectos beneficiosos de la fibra y de los compuestos fendlicos. Por
su parte, a nivel nutricional, su uso como ingrediente funcional constituye una buena
alternativa a la adicion por separado de fibra y antioxidantes previamente aislados,

debido a la posible pérdida de actividad bioldgica y de efectos sinérgicos.

En los ultimos afios, se ha incrementado el uso de subproductos agricolas
procedentes de frutas y verduras, entre ellos los derivados de la elaboracion del vino,
como fuente natural para la obtencion de fibra antioxidante de elevada calidad (Fuentes-
Alventosa et al., 2009). Ello se fundamenta en el facil y barato acceso a grandes
cantidades de materia prima, en la necesidad de minimizar el impacto ambiental que
producen y en la voluntad de favorecer una agricultura sostenible (Gonzalez-Centeno et
al., 2010; Babbar et al., 2011).

Consecuentemente, los subproductos de vinificacion se utilizan cada vez mas en
la obtencién de ingredientes funcionales, dado que su alto contenido en fibra y
compuestos fenolicos los caracteriza como fuentes potenciales de fibra antioxidante
(Llobera and Cafiellas, 2007; Pérez-Jiménez and Sayago-Ayerdi, 2009). Concretamente,
las pepitas de uva ya se usan como suplementos dietéticos y aditivos alimentarios
naturales en EE.UU., Australia, Japon, Korea y algunos paises europeos (Bakkalbasi et
al., 2005).

En la Gltima década, diferentes estudios han evaluado la estabilidad del alimento
y/o la aceptabilidad sensorial del mismo, tras la incorporacion de extractos funcionales
procedentes de subproductos de vinificacion, especialmente pepitas de uva y orujo de
variedades tintas. En la Tabla 1.3 se recogen algunos de los trabajos realizados en la
ultima década. Dicha revision bibliografica evidencia el potencial de los subproductos
de vinificacion en su uso como ingredientes funcionales para mejorar no sélo el valor
nutricional y saludable del alimento, sino también sus propiedades tecnologicas (pH,
color, sabor, olor, textura) y su conservacién durante el almacenamiento.
Independientemente del alimento considerado, se observa que cuanto mayor es la
cantidad incorporada de ingrediente vitivinicola, mas se inhibe la oxidacion del mismo
y mas se prolonga su vida util. No obstante, también se observa que para elaborar un
alimento funcional organolépticamente aceptable, garantizando al mismo tiempo su

calidad nutricional e higiénico-sanitaria, dicha concentracion viene determinada tanto



Introduccion

por la matriz del alimento como por las caracteristicas del subproducto de vinificacion

(tipo, variedad y/o composicion).

Tabla 1.3. Revision bibliogréfica de la incorporacion de extractos de subproductos de

vinificacion en alimentos.

Alimento

Ingrediente funcional

Referencia bibliografica

Alifios (vinagretas)
Barritas de cereales
Tortitas (pancakes)

Noodles

orujo de uva tinta al 0.5%, 1% y 2% (w/w, base alifio)
pepitas de uva de Me al 5% (w/w, base harina), 2 recetas
pepitas de uva de CS (25%, 30%) y Me (30%)
pepitas de uva de CS (20%) y Me (30%)

Tseng et al. (2013)

Carne pechuga de
pavo

Carne de cerdo

Hamburguesas de
pollo
Hamburguesas de
cerdo
Salchichas

Hamburguesas de
carne vacuna

extractos de pepitas de uva (comercial)
al 0.04%, 0.08% y 0.16% (w/w, base carne)

pepitas de uva a 50, 100, 200, 300,
400 y 1000 ppm (w/w, base carne)

orujo de uva tinta al 0.5%, 1%, 1.5% y 2%
(w/w, base carne)

extractos fendlicos de piel de uva tinta
al 0.06% (w/w, base carne)

pepitas de uva tinta al 0.5%, 1%, 2%, 3%,
4% y 5% (w/w, base carne)

extractos fendlicos de orujo de 5 variedades de uva
al 1%, 2%, 5% y 10% (w/w, base carne)

Mielnik et al. (2006)
Carpenter et al. (2007)
Sayago-Ayerdi et al. (2009)
Garrido et al. (2011)
Ozvural et al. (2011)

Sagdic et al. (2011)

orujo de uva blanca al 10%, 20% y 30%
(w/w, base harina)

pepitas de uva al 0.06%, 0.12% Yy 0.2% (w/w, base harina)

orujo de uva tinta al 2.5%, 5%, 7.5% y 10%
(w/w, base harina)

orujo de uva tinta al 4%, 6%, 8% y 10%
(w/w, base harina)

orujo de uva blanca al 2%, 5% y 10% (w/w, base harina)

Peng et al. (2010)

Hoye et al. (2011)

Mildner-Szkudlarz et al.
(2011)

Hayta et al. (2013)

Pescado (caballa)

Pescado (jurel)

Pescado (jurel)
Pescado (bacalao)

Pescado (jurel)

Pescado

Pescado (estornino)

extractos fenolicos de orujo de uva blanca al 0.01%
(w/w, base pescado)

procianidinas de orujo a 50 y 100 ppm
(w/w, base pescado)

orujo de uva blanca al 2% y 4% (w/w, base pescado)
orujo de uva blanca al 2% y 4% (w/w, base pescado)
orujo de uva tinta al 2% y 4% (w/w, base pescado)

extractos de pepitas de uva (comercial) y
polifenoles individuales

extracto fendlico de pepitas de uva al 2%
(w/w, base pescado)

extractos fendlicos de pieles de uva de CS, Ch, Me, Sy

orujo de uva tinta al 1%, 2% y 3% (w/w, base yogurt)

Pazos et al. (2005)

Medina et al. (2006)

Sanchez-Alonso et al. (2007a)
Sanchez-Alonso et al. (2007b)

Sanchez-Alonso et al. (2008a)

Maestre et al. (2010)

Ozen et al. (2011)

Karaaslan et al. (2011)

Tseng et al. (2013)
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Como ya se ha indicado previamente, los residuos derivados de la industria
vitivinicola son muy heterogéneos y cada uno de ellos presenta una composicién propia
(Cruz et al., 2004). A su vez, existe una gran diversidad de variedades de Vitis, cada una
de ellas caracterizada por una fraccion de fibra y un contenido-perfil polifendlico, cuya
capacidad antioxidante y propiedades beneficiosas para la salud pueden diferir
notablemente de una a otra (Gonzélez-Centeno et al., 2012). Toda esta variabilidad
puede influir significativamente en el grado de aceptabilidad y preferencia organoléptica
del alimento funcional por parte del consumidor, ademas de en el beneficio fisiologico
que le procure (Pazos et al., 2005; Karaaslan et al., 2011). Asi pues, para la industria
alimentaria, seria de gran interés disponer de una caracterizacion exhaustiva de los
subproductos de vinificacion en cuanto a su composicion fenolica y de fibra, para poder
elegir el subproducto y/o variedad mas adecuados en funcién de las caracteristicas

requeridas en el disefio y formulacion de futuros alimentos funcionales.
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1.2. LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE INTERES EN LA VINA
1.2.1. La fibra alimentaria o dietética

El concepto de fibra dietética ha sido objeto de controvertida polémica
internacional desde la primera definicion propuesta por Hipsley (1953), en la que se
describia como la cantidad total de celulosa, hemicelulosas y lignina consumida a través
de la dieta. No fue hasta dos décadas mas tarde que Trowell (1972) acufid una
definiciébn mas consistente con las aceptadas en la actualidad. Segun la AOAC, se
entiende por fibra dietética al conjunto formado por los polisacaridos libres de almidon,
la lignina y sustancias quimicas asociadas, presentes en la pared celular de las plantas y
resistentes a la hidrolisis enzimatica a nivel gastrointestinal (DeVries, 2004). Por su
parte, segin el Codex Alimentarius, el concepto de fibra dietética Unicamente incluye
los carbohidratos poliméricos libres de almidén propios de la pared celular de las

plantas, principalmente celulosa, hemicelulosas y pectinas (Cummings et al., 2009).

La fibra dietética presenta un origen exclusivamente vegetal (Ramulu and Rao,
2003), siendo los cereales (trigo, cebada, maiz, arroz, avena), frutas (citricos, uva,
manzana), legumbres (soja, guisantes) y hortalizas, las fuentes naturales principales para
la incorporacion de fibra en nuestra alimentacion (Redondo-Cuenca et al., 2008). Cabe
indicar, no obstante, que la concentracion y naturaleza de la fibra dietética difiere
notablemente de un alimento a otro: mientras que los cereales son la fuente principal de
celulosa y hemicelulosas, las frutas y hortalizas lo son mayormente de pectinas (Elleuch
etal., 2011).

En general, la fibra dietética procedente de frutas y hortalizas presenta una mejor
calidad nutricional que la de los cereales (Yi et al., 2009). Ello se debe no sélo a la
mayor proporcién de fibra soluble y, consecuentemente, un mejor y mas equilibrado
ratio fibra insoluble/fibra soluble (FI/FS), sino también a un mayor contenido de fibra
total sobre extracto seco, mejores propiedades funcionales de la fibra (mayor capacidad
de retencion de agua y lipidos, mayor poder de gelificacion, mayor viscosidad), menor
consumo de energia metabdlica y presencia de gran cantidad de compuestos bioactivos
asociados que pueden promover efectos saludables adicionales (Figuerola et al., 2005;
Marin et al., 2007; Vergara-Valencia et al., 2007; Sanchez-Alonso and Borderias,
2008a).
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1.2.1.1. Polisacaridos de la pared celular

La pared celular se define como la estructura rigida localizada en la zona mas
externa de las células de origen vegetal. Su composicion quimica, asi como el tipo de
polisacaridos que la componen, varia considerablemente en funcién de la planta y el
tipo de tejido. Los polisacaridos son los principales componentes de la pared celular
primaria de frutas y hortalizas, concretamente, la celulosa, hemicelulosas y pectinas. Por
su parte, la lignina se encuentra mayoritariamente en las células que han desarrollado

paredes celulares secundarias (Aboughe-Angone et al., 2008).

Celulosa

La celulosa es un homopolimero de la pared celular que resulta de la union lineal
de mondmeros de glucosa, mediante enlaces glucosidicos tipo -1,4, formando cadenas
de més de 15000 unidades. Este polisacarido se organiza en microfibrillas unidas
mediante puentes de hidrégeno, que a su vez interaccionan entre si formando
macrofibras de celulosa visibles mediante microscopia electronica (Figura 1.7). La
celulosa se caracteriza por ser muy insoluble en agua, como consecuencia de los puentes
de hidrogeno tanto intra como intermoleculares, entre el oxigeno del anillo de un
residuo de glucosa y el hidrégeno del grupo hidroxilo del C3 de otro residuo vecino
(Brett and Waldron, 1990).

Pared celular
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*eo@. ®°® @"@o ®-@@° o o°° /  Microfibras
on cron 4
C,0n oM CHoM O o
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Cryon

Mono6meros de glucosa

Figura 1.7. Estructura de la celulosa.
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Hemicelulosas

A diferencia de la celulosa, las hemicelulosas estan constituidas por més de un
tipo de monosacérido, lo que da lugar a diferentes heteropolimeros (Figura 1.8). De
entre ellos, los xiloglucanos, destacan por su presencia mayoritaria en frutas y hortalizas
(Derriche and Berrahmoune, 2007). Estan formados por una cadena principal de glucosa
con ramificaciones a-1,6 de xilosa, que a su vez pueden presentar substituciones p-1,2

con unidades de galactosa, fucosa y/o arabinosa (Buckeridge, 2010).

Un segundo tipo de polisacaridos perteneciente al grupo de hemicelulosas es el
de los xilanos acidicos o glucuronoxilanos, constituidos por una cadena principal de
xilosa y ramificaciones de acido glucurénico. También destacan los glucomananos, a
menudo acetilados, formados Unicamente por unidades de manosa y glucosa; y los
arabinoxilanos que, con ramificaciones de arabinosa sobre una cadena principal de
xilosa, son las principales hemicelulosas presentes en las paredes celulares de los

cereales (Scheller and Ulvskov, 2010).

Glucuronoxilanos
Xiloglucanos

Glucomananos Arabinoxilanos

O Glucosa O Manosa O Xilosa . Fucosa
. Galactosa . Acido glucurénico . Arabinosa

Figura 1.8. Representacion esquematica de los principales tipos de hemicelulosas.
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En general, las hemicelulosas presentan enlaces B-1,4 entre los residuos
monosacaridos de la cadena principal y, en la pared celular, se encuentran ligadas a las
microfibrillas de celulosa mediante puentes de hidrdgeno, razén por la que son
necesarias soluciones alcalinas concentradas para su extraccion (Brett and Waldron,
1990).

Pectinas

Las pectinas constituyen el grupo de polisacaridos mas complejo de la pared
celular. Las dos estructuras principales se conocen bajo el nombre de
homogalacturonanos y ramnogalacturonanos (Brett and Waldron, 1990) (Figura 1.9).
Los homogalacturonanos consisten en largas cadenas lineales de residuos de &cido
glucurénico unidos mediante enlaces o-1,4, que pueden estar parcialmente metil-
esterificados o acetilados (Hilz et al., 2005). Por su parte, los ramnogalacturonanos se
caracterizan por la presencia de unidades de ramnosa intercaladas en la cadena principal
de &cido galacturdnico (enlaces a-1,2). Las cadenas laterales, unidas a la posicién C, de
la ramnosa, estan principalmente constituidas por arabinosa y galactosa (Arnous and
Meyer, 2009).

Homogalacturonanos Ramnogalacturonanos

2000000000

. Ramnosa . Arabinosa

Figura 1.9. Representacion esquematica de los principales tipos de pectinas.

La funcionalidad de las pectinas como agentes gelificantes y estabilizantes en la
industria alimentaria estd intimamente relacionada con su estructura quimica,
concretamente con el tamafio de la molécula, y el nimero y distribucion de los ésteres
metilicos. En funcion del grado de metilesterificacion (DME) de los residuos de acido
glucurédnico, las pectinas pueden clasificarse como pectinas de alto grado de metil-
esterificacion (DME > 50%) o de bajo grado de metil-esterificacion (DME < 50%)
(Guillotin et al., 2007).

Las pectinas son el componente de la pared celular mas susceptible a sufrir

degradacidn, ya sea por activacion enzimatica o por p-eliminacion (Fraeye et al., 2007).
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En ambos casos, los cambios quimicos que tienen lugar pueden traducirse en una
reduccion del contenido total de pectinas en el alimento, lo que puede quedar reflejado
en las propiedades de la fibra alimentaria, tales como su solubilidad o su capacidad para

absorber y/o retener agua y lipidos.

Polisacaridos de la pared celular y fibra dietética

Se han planteado diversas hipdtesis con el fin de explicar la disposicion espacial
macromolecular de los diferentes componentes de la pared celular. En la Figura 1.10 se
representa uno de los modelos mas aceptados para explicar la estructura de la pared
celular primaria de la mayoria de plantas. Este modelo propone una red macromolecular
constituida por macrofibras de celulosa a las cuales se unen de forma directa las
hemicelulosas, actuando estas Ultimas conjuntamente con las pectinas como matriz del
sistema (Carpita and Gibeaut, 1993).

NN

=
Pared celular < \‘/ | /"\

1
Membrana plasmatica { \—i/ \ Celulosa
\/ Hemicelulosas
N |

Figura 1.10. Esquema representativo de la estructura de la fibra alimentaria.

Segun el grado de solubilidad en agua de los polisacaridos de la pared celular, la
fibra dietética puede subdividirse en dos fracciones. La fracciébn denominada fibra
soluble (FS) esta mayoritariamente constituida por pectinas, mientras que la celulosa,
hemicelulosas y lignina conforman principalmente la fraccion de fibra insoluble (FI)
(McKee and Latner, 2000). Cabe indicar que ambas fracciones de la fibra comparten su
capacidad para retener grandes cantidades de agua y cationes minerales en su estructura
macromolecular (Jiménez-Escrig and Sanchez-Muniz, 2000). No obstante, la fibra
soluble se caracteriza adicionalmente por una elevada capacidad de gelificacion y

retencion de lipidos, asi como de incrementar la viscosidad de la matriz donde se
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encuentra (Vergara-Valencia et al., 2007); y la fraccion insoluble, por una elevada
porosidad y baja densidad (Yu and Ahmedna, 2013). Estas propiedades particulares
asociadas a cada una de las fracciones de la fibra justifican tanto su funcionalidad
tecnoldgica como sus efectos fisiologicos y/o nutricionales en el cuerpo humano.
Concretamente, de acuerdo con varios autores, para beneficiarse de los efectos y
propiedades asociados a las fracciones soluble e insoluble de la fibra dietética, el
balance entre ambas debe estar equilibrado, lo que se traduce en un ratio de variacion
FI/FS comprendido entre 1.0 y 2.3 (Spiller, 1986; Grigelmo-Miguel and Martin-
Belloso, 1999b).

1.2.1.2. Interés de la fibra alimentaria a nivel industrial

La fibra dietética es apreciada no s6lo por su indiscutible valor nutricional y por
sus efectos fisioldgicos beneficiosos para la salud (Kendall et al., 2010), sino también
por sus importantes propiedades funcionales y tecnoldgicas en el campo de la industria
alimentaria (Thebaudin et al., 1997).

Ambas fracciones de la fibra dietética, soluble e insoluble, desempefian
funciones fisioldgicas propias y aportan beneficios nutricionales caracteristicos que, en
ultima instancia, dependen de forma directa de las propiedades funcionales de cada una
de las fracciones (Tosh and Yada, 2010). La fibra soluble obstaculiza la absorcién de
macronutrientes, tales como el colesterol y/o la glucosa (Isken et al., 2010), gracias a su
viscosidad y a su capacidad para unirse a biomoléculas organicas, con lo que participa
activamente en la reduccion del riesgo a padecer enfermedades cardiovasculares,
obesidad y diabetes (Tabla 1.4). Contrariamente al resto de nutrientes y tal y como
especifica su definicion, la fibra no es hidrolizada enzimaticamente ni en el estbmago ni
en el intestino delgado. Sin embargo, al alcanzar el intestino grueso, la fraccién soluble
actla como sustrato fermentable, ayudando a mantener la microflora bacteriana
(Jiménez-Escrig and Sanchez-Muniz, 2000) y generando &cidos grasos de cadena corta
que intervienen positivamente en la regulacion de otros procesos fisioldgicos (Yu and
Ahmedna, 2013).

Por su parte, la fibra insoluble estd implicada en la aceleracion del transito
gastrointestinal (Redondo-Cuenca et al., 2007). Su elevada capacidad de retencion de
agua, su baja densidad y viscosidad, y su escasa fermentacion a nivel del intestino

grueso, le permite aumentar la motilidad del bolo alimenticio a través del sistema
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digestivo, incrementar el volumen de masa fecal y estimular su evacuacion (Esposito et
al., 2005; Vergara-Valencia et al., 2007; Tosh and Yada, 2010).

Tabla 1.4. Efectos saludables sobre el organismo derivados de la ingesta de fibra dietética.

Efecto para la salud Referencias bibliograficas

Levi et al. (2001), Bingham et al. (2003), Pelucchi et al. (2003),
Scheppach et al. (2004), Wong et al. (2006), Bravi et al. (2009),
Murphy et al. (2012),

Bosaeus et al. (2004), Loening-Baucke et al. (2004), Arya et al. (2005),
Sturtzel et al. (2009), Yang et al. (2012)

Proteccion frente al cancer a
nivel del sistema gastrointestinal

Regulacion del transito intestinal

- . Slavin et al. (2005), Wang et al. (2007), van de Vijver et al. (2009),
Prevencion de la obesidad Isken et al. (2010), Brauchla et al. (2012)

Reduccion del riesgo de padecer  Pereira et al. (2004), Pérez-Jiménez et al. (2008), Streppel et al. (2008),
enfermedades cardiovasculares Estruch et al. (2009), Eshak et al. (2010), Crowe et al. (2012)

Chandalia et al. (2000), Meyer et al. (2000), Lindstrém et al. (2006),
Zhang et al. (2006), Anderson et al. (2008), Wannamethee et al. (2009),
Post et al. (2012)

Control / prevencion de la
diabetes

Para poder beneficiarse de los efectos fisioldgicos saludables de la fibra, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aconseja un consumo minimo diario de
27 — 40 g/persona, recomendacion que varia segun el pais en base a la dieta y estilo de
vida propios (Boyle and Long, 2007; Lunn and Buttriss, 2007). Sin embargo, los malos
habitos y preferencias alimentarias individuales provocan que el consumo diario de
fibra esté muy por debajo de las recomendaciones dietéticas, siendo necesaria la
bUsqueda de nuevas alternativas para su inclusion en la dieta. Una posible solucion para
cubrir el déficit existente y asegurar una alimentacion sana, completa y equilibrada, que
apenas requiere cambios en nuestras costumbres alimentarias, es la incorporacién de
suplementos de fibra en los alimentos de consumo habitual (Redondo-Cuenca et al.,

2008), formulandose asi los conocidos como alimentos funcionales enriquecidos en
fibra.

La incorporacién de fibra a determinados alimentos, tales como productos de
panaderia, confiteria, bebidas, sopas, productos lacteos, pasta, pescados y/o productos
carnicos, denota diversas funciones. Por una parte, mejora nutricionalmente alimentos
que de forma natural carecen de fibra en su composicion o presentan una baja
proporcion de la misma. Pero ademas, la industria alimentaria aprovecha la
funcionalidad tecnolégica derivada de las propiedades fisico-quimicas de la fibra para

mejorar la viscosidad, textura, caracteristicas sensoriales y vida util de sus productos
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(Elleuch et al., 2011). De ahi que, en el campo de la alimentacion, la fibra dietética se
utilice como agente gelificante, emulsificante, espesante, quelante y/o estabilizante
(Abdul-Hamid and Luan, 2000; Reyes-Caudillo et al., 2008). Asimismo, a nivel
industrial, las propiedades de hidratacion de la fibra (hinchamiento y capacidad de
retencion de agua), asi como su capacidad de retencion de lipidos, juegan un papel
importante en la modulacion de la textura y sabor de los alimentos, especialmente tras

su coccién (Elleuch et al., 2011).

También resulta importante mencionar la participacion de la fibra dietética en la
prevencion del deterioro oxidativo de los alimentos a los que se adiciona, gracias a su
capacidad de captacion de especies prooxidantes en su matriz macromolecular
(Sanchez-Alonso et al., 2007c).

1.2.2. Metabolismo secundario de la vifia: los compuestos fenélicos

En el reino vegetal, los compuestos fendlicos constituyen el segundo grupo de
sustancias quimicas en abundancia tras el de los carbohidratos (Pridham, 1965). Su
biosintesis tiene lugar a través del metabolismo secundario de las plantas, que lejos de
ocuparse del crecimiento y desarrollo de las mismas como individuos (metabolismo
primario — ciclo vegetativo), asegura la adaptacion, evolucion y perpetuidad de las

distintas especies (ciclo reproductor) (Beckman, 2000; Naczk and Shahidi, 2004).

Desde un punto de vista quimico, los compuestos fendlicos o polifenoles
constituyen una gran familia de moléculas organicas de muy diversa y heterogénea
estructura y reactividad. No obstante, tal y como su nombre indica, todos ellos incluyen

como minimo un nucleo aromatico substituido con uno o varios grupos hidroxilo.

Los compuestos fendlicos pueden clasificarse en funcion del numero y
distribucion de los atomos de carbono que lo componen o la longitud de la cadena
alifatica unida al nucleo aromatico (Cheynier et al., 1997). No obstante, el criterio de
clasificacion mas utilizado para describir la fraccion fendlica es el basado en la
naturaleza y estructura de su esqueleto carbonado, dividiendo los polifenoles en
compuestos no-flavonoides y flavonoides (Figura 1.11). Ambos grupos se dividen a su
vez en diferentes subfamilias quimicas, cuyas caracteristicas estructurales determinan su
funcién fisioldgica en el metabolismo secundario de la vid, asi como su papel en la
posterior configuracion de la calidad organoléptica del vino (Cheynier et al., 2000). Los

compuestos flavonoides se sitian en pieles, pepitas y raspones, mientras que
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los no-flavonoides estan principalmente localizados en la pulpa de la uva (Monagas et
al., 2005).

) Acidos hidroxibenzoicos
NO- Acidos fenoles

FLAVONOIDES Acidos hidroxicinamicos

Estilbenos

Flavanonoles y
flavonas

FLAVONOIDES

Catequinas
Flavanoles
Taninos condensados

Figura 1.11. Clasificacién de los compuestos fendlicos (extraido de Zamora (2003)).

La composicion fendlica de la uva y de sus subproductos, tanto a nivel
cuantitativo como cualitativo, depende de un gran nimero de factores que incluyen
desde el entorno agroclimatico involucrado en su desarrollo hasta la variedad en
estudio, el tejido considerado (piel, pepitas, orujo o raspén) y las practicas vitivinicolas
efectuadas (Rodriguez Montealegre et al., 2006; Makris et al., 2007a; Tounsi et al.,
2009).

1.2.2.1. Compuestos fenolicos no-flavonoides

Esta denominacion abarca los acidos fenoles y los estilbenos.

Acidos fenoles

Estos compuestos fendlicos se clasifican en acidos hidroxibenzoicos y acidos
hidroxicinamicos (Figura 1.12). Los primeros presentan un esqueleto carbonado tipo
Cs—Cy, y su principal representante en la uva es el acido galico, esencialmente bajo la
forma de éster de flavanoles (Cheynier et al., 2000). Por su parte, los &cidos
hidroxicinamicos denotan una estructura tipo Cs—Cs y, en general, se encuentran
esterificados con acido tartarico (Ribéreau-Gayon, 1963). Aunqgue localizados
principalmente en la piel y pulpa de la uva, también se han detectado en raspon (Alonso
et al., 2002).
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Figura 1.12. Estructura quimica de los principales acidos fenoles de la uva.

Estilbenos

Se biosintetizan principalmente en la piel de la uva, aunque también han sido
detectados en hojas, raspones y raices de la vid, como respuesta al estrés abidtico
producido por ataques flangicos, bacterianos o virales, y/o exposicion excesiva a
radiacion UV (Kostadinovic et al., 2012). Los estilbenos presentan una estructura
molecular tipo Cs—C,—Cg, correspondiente a dos nicleos aromaticos unidos por un
puente etileno (Chira et al., 2008). A partir de dicha estructura basica, se deriva una
amplia gama de compuestos fendlicos cuya naturaleza varia en funcién del nimero y
posicion de los grupos hidroxilos, de la substitucién de los mismos por azlcares o
grupos metoxi y de la conformacidn estérica de la molécula (cis o trans) (Figura 1.13).
En la uva, los estilbenos por excelencia son el trans-resveratrol y su derivado

glucosilado (trans-piceida) (Ribeiro de Lima et al., 1999).

\ Principales
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o i W / Y
/ W, Vi ¢ Piceida OGlc H OH
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HO R o
Astringina OGlc OH OH
b
Rz

Figura 1.13. Estructura quimica de los principales estilbenos de la uva.
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Cabe indicar que las uvas, asi como sus productos y subproductos derivados, se
consideran las fuentes dietéticas de estilbenos méas importantes, siendo objeto de
numerosos estudios en la ultima década debido a las propiedades beneficiosas para la

salud que muestran este tipo de compuestos fendlicos (Zamora-Ros et al., 2008).

1.2.2.2. Compuestos fendlicos flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo de compuestos fenolicos mas abundante en
la uva (Rockenbach et al., 2011). Segun Ribéreau-Gayon (1968), se trata de una gran
familia de compuestos fendlicos que poseen una estructura molecular comudn tipo
Ce¢—C3—Cs (Figura 1.14), constituida por dos ciclos bencénicos polihidroxilados (A y B)
unidos mediante un heterociclo central tipo pirano (C), cuyo grado de insaturacion
determina la subfamilia de flavonoide. Se distinguen un total de cinco subfamilias: los
flavonoles, antocianos y flavanoles como mayoritarias, y los flavanonoles y flavonas en
menor proporcion (Cheynier et al., 2000). Dentro de cada subfamilia, los compuestos
fendlicos se diferencian entre si en funciéon del nimero y localizacion de los grupos
hidroxilo y/o metoxilo del anillo B. Todos los flavonoides pueden presentarse bajo su
forma O-glucosilada en la posicion C3 del anillo C, y a su vez estos glucosidos pueden

encontrarse acilados o no.

Figura 1.14. Estructura quimica general de los compuestos fendlicos flavonoides.

Flavonoles

Los flavonoles son compuestos fenodlicos que participan en la coloracion
amarilla de la piel de la uva blanca (Zamora, 2003). No obstante, su localizacién no se
limita a los hollejos, sino que se ha descrito su presencia en raspon (Souquet et al.,
2000; Makris et al., 2008; Anastasiadi et al., 2012) y en hojas (Hmamouchi et al.,
1996).

En la Figura 1.15 se indican los cuatro flavonoles principales de la uva. En
general, estos se presentan bajo la forma de heterdsidos (principalmente glucoésidos,
galactosidos o glucuronidos) en el grupo hidroxilo de la posicion Cs. Cabe indicar que
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los flavonoles actdan principalmente como protectores de la vid frente a la radiacion
UV (Monagas et al., 2005), por ello en la literatura se reportan mayores cantidades en
aquellos racimos expuestos directamente al sol (Spayd et al., 2002).

R4

OH Principales
P R R R
flavonoles
HO o} Kaempferol H H
R .
? Quercetina OH H
Miricetina OH OH H
ORj
Isoramnetina OCH;, H H
OH o}
OH
OH OH OH
HO OH HO HO
. » ; T
3 OH OH ]
Glucosa Galactosa Acido glucurénico

Figura 1.15. Estructura quimica de los principales flavonoles de la uva.

Flavanonoles y flavonas

Ambos compuestos fendlicos son estructuralmente muy similares a los
flavonoles: mientras los flavanonoles o dihidroflavonoles se caracterizan por la ausencia
del doble enlace C,—C3 y por la presencia de un centro quiral en C;; las flavonas
unicamente difieren de los flavonoles en la ausencia del grupo hidroxilo del C3 (Chira et
al., 2008) (Figura 1.16). Se trata de compuestos fenolicos minoritarios en la uva. No
obstante, bajo sus correspondientes formas glucésido (en R, y Rs, respectivamente), los
flavanonoles han sido detectados en raspon y pieles de variedades blancas (Souquet et
al., 2000; Makris et al., 2008), y las flavonas, en hojas de Vitis vinifera (Hmamouchi et
al., 1996).

OH

Flavanonoles

RsO
Rq

Flavonas

OH o} OH o

Figura 1.16. Estructura quimica general de los flavanonoles y las flavonas.
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Antocianos

Los antocianos o antocianinas son compuestos fenolicos solubles en agua,
responsables de las tonalidades rojas, azules y violetas (en funcion del pH del medio)
que presenta la piel de uva tinta (Chira et al., 2008). No obstante, estos compuestos
fenolicos también se han identificado en la pulpa de algunas variedades tintoreras y en
hojas de Vitis vinifera (Nabli et al., 2012). A nivel estructural, los antocianos presentan
una carga positiva sobre el &tomo de oxigeno del heterociclo central (catién flavilium),
cuya deslocalizacion por toda la molécula es responsable de la interaccién con la luz y,

consecuentemente, de su color (Zamora, 2003).

Los antocianos identificados en Vitis vinifera corresponden principalmente a los
3-O-monoglucoésidos y 3-O-monoglucosidos acilados de las antocianidinas cianidina,
delfinidina, petunidina, peonidina y malvidina, que difieren entre si en el nimero, tipo y
posicién de los substituyentes del anillo B (Figura 1.17). La acilacion de la molécula
tiene lugar en el C¢ de la glucosa mediante esterificacion con &cido acético (antocianos
acetilicos) o p-cumarico (antocianos p-cumarilicos) (Monagas et al., 2005).

Cabe indicar que pese a que la distribucion y concentracion de los antocianos
varia sustancialmente en funcion de la variedad y madurez de la uva, las condiciones
climéticas y/o la zona de produccién, entre otros, la malvidina es generalmente la

antocianidina mayoritaria (Monagas and Bartolomé, 2009).

R4

Principales antocianos

oA 3-O-monoglucésidos Ry R Rs
+ Cianidina OH H H
o)
X R, Delfinidina OH OH H
Petunidina OCH; OH H
= -
O_ HO oH Peonidina OCH; H H
OH o Malvidina OCH; OCH; H
OH
ORj4
Q
R; = -"’L o
Acetil p-cumaril

Figura 1.17. Estructura quimica de los principales antocianos de la uva.
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Flavanoles

Los flavanoles o flavan-3-oles se sitlan principalmente en el raspon piel y
pepitas (Llaudy et al., 2008). Estos compuestos fendlicos representan la subfamilia méas
compleja de flavonoides presente en Vitis vinifera, dado que pueden encontrarse como
unidades monoméricas simples llamadas catequinas, o formando oligomeros y/o
polimeros conocidos como taninos condensados o proantocianidinas (Terrier et al.,
2009).

La estructura basica del grupo de las catequinas presenta dos carbonos quirales,
lo que proporciona cuatro formas isoméricas ortohidroxiladas en las posiciones Cs- y Cy:
del anillo B: la (+) / (-)-catequina y la (+) / (-)-epicatequina. La presencia de un tercer
grupo hidroxilo en el Cs origina los flavanoles (+) / (-)-galocatequina y
(+) / (-)-epigalocatequina (Figura 1.18). Adicionalmente, estos monémeros pueden
presentarse esterificados con acido galico en la posicion Cz;, dando lugar a los

correspondientes 3-galatos. En general, los flavan-3-oles monoméricos mayoritarios de

la uva son la (+)-catequina, (—)-epicatequina y (-)-epicatequina-3-galato (Cheynier et
al., 2000).

OH

Principales flavanoles

OH L.
monomericos

R: R Rs

(+)-catequina (C) H H OH
Ry (-)-epicatequina (EC) H OH H
(+)-galocatequina OH H OH

(-)-epigalocatequina (EGC)  OH OH H

Figura 1.18. Estructura quimica de los principales flavanoles monoméricos de la uva.

Los taninos condensados se forman a partir del acoplamiento oxidativo de
unidades flavanol entre las posiciones C, del heterociclo central (posicion electréfila) y
el Cg y/o Cg del mondmero adyacente (posicion nucledéfila) (Figura 1.19) (Chira et al.,
2008). El término proantocianidina se refiere a la capacidad de los taninos condensados
para transformarse en antocianidinas por calentamiento en medio acido (reaccion de
Bate-Smith) a partir de la ruptura del enlace interflavanico (Ribereau-Gayon and
Stonestreet, 1966). Segun la naturaleza de la antocianidina liberada (cianidina o

delfinidina), en la uva se distinguen dos tipos de proantocianidinas: las procianidinas,
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formadas por (+)-catequina y (-)-epicatequina, y las prodelfinidinas, constituidas por

(+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina.

Tipo de proantocianidina R;
Procianidinas H
Prodelfinidinas OH

n=2-5 Proantocianidinas oligoméricas

n>6 Proantocianidinas poliméricas

Figura 1.19. Estructura quimica general de los taninos condensados o proantocianidinas.

Las proantocianidinas también pueden diferenciarse en funcion de la longitud de
sus cadenas. Definiéndose el numero medio aproximado de unidades monoméricas que
conforman la cadena como grado medio de polimerizacion (mDP), el término oligdmero
se refiere a las proantocianidinas con un mDP entre 2 y 5, y el término polimero, a
aquéllas con un mDP > 6. En la Figura 1.20 se indican los principales flavan-3-oles

oligoméricos presentes en la uva.

Cabe indicar que la estructura y tamafio de las proantocianidinas varia en
funcién de su localizacion en la uva. A nivel estructural, en las pepitas s6lo se ha
identificado la presencia de procianidinas, mientras que en la piel y raspon también
pueden encontrarse prodelfinidinas (Monagas et al., 2005). En cualquier caso, las
proantocianidinas de las pepitas presentan entre 2 y 6 veces mayor porcentaje de
galoilacidon (esterificacion con acido galico) que las localizadas en las otras fracciones
de la uva (Souquet et al., 2000). En lo que respecta a la longitud de las cadenas, las
proantocianidinas de la piel son de mayor tamafio (mDP ~ 28) que las correspondientes
a pepitas (MDP ~ 11) y raspon (mDP ~ 9) (Pinelo et al., 2006a).

En la literatura pueden encontrarse estudios sobre el perfil flavan-3-olico y el
grado de polimerizacion de las proantocianidinas de piel y pepitas por separado. Sin
embargo, son escasas las referencias bibliograficas correspondientes al raspén y al orujo

tratados como residuos de vinificacion.
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En general, cabe indicar que son numerosos los estudios que se han llevado a
cabo en los ultimos afios sobre la caracterizacion del contenido y perfil de los
constituyentes fendlicos en los subproductos vitivinicolas. No obstante, la mayoria de
estos trabajos se centran en los orujos de uva tinta y, sobre todo, en las correspondientes
pieles y/o pepitas de forma independiente. Por su parte, el raspon y el orujo de uva
blanca han sido objeto de escasa investigacion, pese a que también albergan un
importante contenido y amplia gama de polifenoles (Makris et al., 2007b). De ahi, que

su evaluacién merezca una mayor atencion en futuros estudios.

1.2.2.3. Interés de los compuestos fendlicos a nivel industrial

Los procesos oxidativos estdn relacionados tanto con el deterioro de los
alimentos, siendo responsables de la reduccion de su valor nutricional y/o la pérdida de
color, aroma, sabor o textura, como con el desarrollo de numerosas enfermedades
cronicas en el ser humano, tales como aterosclerosis, cancer, cataratas, alzheimer,
artritis o diabetes, entre otras (Babbar et al., 2011). Todas estas patologias presentan un
origen comun a nivel biolégico conocido con el nombre de estrés oxidativo, que se
define como el desequilibrio entre la generacion de radicales libres (especies oxidantes)
y la capacidad de los sistemas de defensa del organismo para hacer frente a la agresion y
a los efectos adversos derivados (Mayne, 2003). Para reforzar las defensas naturales del
organismo, éste necesita un aporte continuo de compuestos con elevada capacidad
antioxidante (Li et al., 2008a), que, segun numerosas organizaciones internacionales

sobre la salud, se traduce en la incorporacion de alimentos de origen vegetal en la dieta.

En las Gltimas décadas, son numerosos los estudios epidemioldgicos que asocian
los efectos beneficiosos derivados del consumo de productos de origen vegetal a la
presencia, tipo y cantidad de compuestos fendlicos que incluyen en su composicion
(Shahidi and Naczk, 2004). Ello se debe a la elevada capacidad antioxidante que
presentan dichos compuestos, ya que ésta les permite prevenir y/o inhibir los procesos
oxidativos y bloquear la incidencia-ataque de radicales libres, tanto en los alimentos
como en el cuerpo humano (Babbar et al., 2011). Gracias a la prevencion de la
oxidacion de biomoléculas del organismo, tales como lipidos, proteinas y/o acidos
nucleicos, la capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos incluidos en nuestra
dieta se traduce en toda una serie de efectos beneficiosos para la salud que se resumen
en la Tabla 1.5.
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Al igual que en el caso de la fibra dietética, el interés de los compuestos
fenolicos a nivel de la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética, no sélo viene
determinado por los efectos fisioldgicos saludables vinculados a su consumo, sino que
también se relaciona con su influencia directa en las caracteristicas organolépticas del

producto.

Tabla 1.5. Efectos saludables sobre el organismo derivados de la ingesta de compuestos

fenodlicos de la uva.

Efecto para la salud Referencias bibliograficas

Bomser et al. (2000), Mantena et al. (2006), Hudson et al. (2007),

anticancerigeno Lazze et al. (2009), Zhou et al. (2012), Gollucke et al. (2013)

antiinflamatorio
antimutagénico

antiulceroso

Li et al. (2001), Castilla et al. (2006), Chacon et al. (2009),
Terra et al. (2009), Overman et al. (2010)

Stagos et al. (2006), Dani et al. (2009), Anter et al. (2011)

Saito et al. (1998), Iwasaki et al. (2004), Li et al. (2008b),

Wang et al. (2010b)

antimicrobiano
(antiviral, antibacteriano,
antifungico)

Al-Habib et al. (2010), Cueva et al. (2012), Jung et al. (2005),
Matias et al. (2010), Rhodes et al. (2006), Su et al. (2011)

Clifton et al. (2004), Auger et al. (2004; 2005),
Shanmuganayagam et al. (2007), Leifert et al. (2008),
Pérez-Jiménez et al. (2008), Olas et al. (2012)

cardioprotector

dermoprotector Khanna et al. (2001; 2002), Perde-Schrepler et al. (2013)
hepatoprotector Dulundu et al. (2007), Dani et al. (2008), Sehirli et al. (2008),
patop Shin et al. (2010), Gupta et al. (2011),
Balu et al. (2005; 2006), Krikorian et al. (2010), Wang et al. (2010a),
neuroprotector

Pasinetti et al. (2012)

En el campo de la alimentacion, la incorporacion de compuestos fenélicos como
ingredientes funcionales contribuye al color, sabor, aroma y estabilidad oxidativa del
producto (Naczk and Shahidi, 2004). Concretamente, los antocianos se utilizan como
colorantes alimentarios naturales, dada su elevada solubilidad en agua y la amplia gama
de colores que pueden proporcionar en funcion del pH del alimento (Ju and Howard,
2005; Lapornik et al., 2005; Bordignon-Luiz et al., 2007).

Por su parte, debido a la creciente preocupacion de los consumidores sobre la
posible toxicidad de los antioxidantes sintéticos incorporados a los alimentos para
prevenir su oxidacion durante el almacenamiento y/o procesado, son numerosos los
estudios que promueven la substitucion de los mismos por compuestos fendlicos de
origen vegetal como antioxidantes naturales saludables (Tounsi et al., 2009; Babbar et
al., 2011).



Introduccion

1.3. EXTRACCION SOLIDO - LIQUIDO ASISTIDA POR ULTRASONIDOS DE
POTENCIA.

La extraccion solido-liquido es una de las operaciones unitarias mas
ampliamente utilizadas en la industria alimentaria y, entre otros fines, se aplica en la
recuperacion de ciertos compuestos bioactivos retenidos en la matriz de productos
naturales (Pinelo et al., 2006b). En las ultimas décadas, ha adquirido un papel
determinante en el aislamiento de compuestos fenolicos de origen vegetal para su
posterior utilizacion en la preparacion de suplementos dietéticos o nutracéuticos,
ingredientes funcionales y/o aditivos para productos alimentarios, farmacéuticos o

cosméticos (Cacace and Mazza, 2003).

La extraccion sélido-liquido es un proceso de transferencia de materia mediante
el cual el compuesto de interés pasa desde la matriz del sélido hasta el seno de la fase
liquida. Dicho mecanismo tiene lugar en dos etapas: una primera de lavado, en la que se
produce una rapida transferencia del compuesto/-s objetivo desde la superficie del
solido al disolvente; y una segunda etapa de transferencia desde el interior del sélido
mediante difusion (Sturzoiu et al., 2011). En la mayoria de sistemas de extraccion de la
industria alimentaria, se asume que la segunda etapa es el paso limitante del proceso
(Cacace and Mazza, 2003; Hojnik et al., 2008), debido a la resistencia natural que
ofrece la fase solida (a menudo tejidos de origen vegetal) a la transferencia de materia
y/o penetracion de liquidos (Cissé et al., 2012). Como consecuencia el proceso es mas
lento, menos eficiente y requiere una mayor demanda energética y un mayor consumo
de disolvente, haciendo ello menos interesante su uso a escala industrial (Virot et al.,
2010; Shirsath et al., 2012).

Ademas, el proceso de extraccion solido-liquido es una operacion heterogénea y
multicomponente, para la que no existe una metodologia universal capaz de recuperar
todos los compuestos bioactivos de interés (Naczk and Shahidi, 2004) y cuyo
rendimiento es funcion de las condiciones experimentales y del material de partida
(Pinelo et al., 2005).

En las ultimas décadas, como consecuencia de la investigacion e innovacion
tecnoldgica en este campo, se han desarrollado toda una serie de técnicas, de caracter
mas ecologico que la extraccion convencional, para mejorar la recuperacion de
compuestos bioactivos presentes en los tejidos de origen vegetal (Ghafoor et al.,

2009b). Entre estas técnicas cabe mencionar la extraccion asistida por microondas o por
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ultrasonidos de potencia, la extraccion con fluidos supercriticos o la extraccion
acelerada con disolventes presurizados, entre otras. Todas estas metodologias se
caracterizan por acortar el tiempo de extraccion, reducir el consumo de disolvente y
energia, incrementar el rendimiento del proceso y mejorar la calidad de los extractos
(Wang and Weller, 2006).

De entre ellas, la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) es la técnica mas
ampliamente estudiada tanto a nivel de laboratorio como a escala industrial, debido
probablemente a que su equipo instrumental es relativamente barato y de facil manejo
(Cheung et al., 2012). Ademas, los ultrasonidos pueden ser utilizados practicamente con
cualquier disolvente y permiten la extraccién de compuestos termolabiles a bajas
temperaturas (Wang and Weller, 2006).

1.3.1. Los ultrasonidos de potencia

La energia acustica es uno de los tipos fundamentales de energia que pueden
encontrarse en la naturaleza. Las ondas que la componen son oscilaciones mecénicas en
el tiempo y en el espacio que, a diferencia de las ondas electromagnéticas, necesitan de

un medio material para su propagacién (Carcel, 2003).

Las ondas acusticas pueden clasificarse en funcion de su frecuencia
(Figura 1.21), denominandose ondas subsonicas aquéllas que se encuentran por debajo
de los 20 Hz; ondas sonicas, las que presentan frecuencias comprendidas entre 20 Hz y
20 kHz, rango que aproximadamente delimita el campo de audicién humano; y ondas
ultrasonicas o ultrasonidos, que son aquéllas que superan los 20 kHz de frecuencia
(Mason, 1998).

0 10 10 10° 10 00 10° 107 Hz

0 - 20 Hz Subsonidos o infrasonidos
20 Hz - 20 kHz Rango de audicion humano

20 kHz - 100 kHz Aplicaciones mas frecuentes de los ultrasonidos de potencia

| (3}

500 kHz - 10 MHz Aplicaciones mas frecuentes de los ultrasonidos de sefial

Figura 1.21. Clasificacion de las ondas acusticas en funcidn de la frecuencia.
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A su vez, los ultrasonidos pueden clasificarse segun sus aplicaciones
industriales, a partir de su frecuencia e intensidad. Por una parte, se distinguen los
ultrasonidos de sefial, de baja potencia o de baja intensidad. Estos se caracterizan por
presentar frecuencias comprendidas entre 500 kHz y 10 MHz, e intensidades inferiores
a 1 W/cm?. Dado que la energia transmitida al medio por este tipo de ultrasonidos es
débil, su aplicacién no induce cambios en el sistema. De ahi, su uso en el control de
procesos y en el andlisis no invasivo de materiales. Ejemplos de ello serian la imagen
médica, los sondeos submarinos o la monitorizacion de la composicion y/o propiedades
de los alimentos durante su procesado y/o almacenamiento (Carcel, 2003). Estas
aplicaciones diagnosticas se basan en el estudio de la variacion de las propiedades de las
ondas acusticas (velocidad, atenuacion) a su paso por un medio fisico concreto (Carcel
etal., 2012).

Por otra parte, se definen los ultrasonidos de potencia (US), también conocidos
como de alta intensidad, cuyas frecuencias oscilan entre los 20 y 100 kHz y su
intensidad es superior a 1 W/cm?. Este tipo de ultrasonidos tiene la capacidad de
producir cambios en las propiedades fisicas, mecanicas, quimicas y/o bioguimicas del
material o proceso en el que se aplican, derivando de ello una amplia gama de

aplicaciones industriales (Awad et al., 2012).

Al igual que cualquier tipo de onda, los ultrasonidos se caracterizan por una
serie de parametros, entre los que destacan principalmente la frecuencia, la intensidad y
potencia acusticas, y la atenuacion (Garcia Pérez, 2007). La frecuencia (Hz) se define
como el nimero de vibraciones o ciclos completados por la onda por unidad de tiempo.
Por su parte, se entiende por intensidad de una onda acustica (W/m?), la energia media
transmitida por unidad de tiempo a través de la unidad de area perpendicular a la
direcciéon de propagacion de la onda. La potencia acustica (W) es la energia total
irradiada por la fuente ultrasonica por unidad de tiempo, y puede calcularse a partir de la
intensidad acustica y el area de la superficie radiante. Por Gltimo, la atenuacion se define
como la disminucién de la intensidad de la onda durante su propagacion por un medio,
al aumentar la distancia a la fuente que la produce. Este fendmeno puede ser
consecuencia de la reflexién, dispersion y/o difraccion de la onda, asi como de la

conversion de parte de la energia cinética en calor.

Los efectos atribuidos a los ultrasonidos de potencia pueden ser muy diferentes

en funcién del medio fisico sobre el que se apliquen (Cércel et al., 2012). En el caso de
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medios liquidos, la mayoria de ellos estan asociados al fendmeno de cavitacion, que
consiste en la formacidn, crecimiento e implosion de nano/microburbujas de gas en el
seno del liquido como consecuencia de las fluctuaciones de presion generadas por el
paso de las ondas ultrasonicas (Virot et al., 2010; Shirsath et al., 2012). Cuando los
ultrasonidos se propagan a través de un fluido, las moléculas oscilan alrededor de su
posicion de equilibrio, haciendo que las distancias intermoleculares se modifiquen
continuamente siguiendo ciclos alternos de compresion y descompresion. Durante los
ciclos de compresion, los ultrasonidos ejercen una presion positiva sobre el liquido y las
moléculas tienden a aproximarse. Mientras que durante los ciclos de descompresion, se
produce el efecto contrario, generandose una presion negativa que tiende a separarlas.
Alcanzado un cierto umbral de intensidad ultrasénica, la disminucion de presion durante
el ciclo de descompresion puede vencer las fuerzas de atraccion entre moléculas
vecinas, pudiendo aparecer cavidades en el seno del liquido a partir de ndcleos de gas

pre-existentes (Esclapez et al., 2011).

El intercambio de gas entre el liquido y las burbujas de cavitacién es
proporcional al area de transferencia. Durante los ciclos de descompresion o presion
negativa, el flujo de gas se produce desde el liquido hacia la burbuja, haciendo que ésta
se expanda. No obstante, durante el ciclo de compresion o presion positiva, el flujo de
gas tiene lugar en direccion opuesta y la burbuja se contrae. Si el flujo de gas del
sistema burbuja-liquido es similar en ambas direcciones, las oscilaciones de tamafio son
regulares, apareciendo la denominada cavitacion estable. Esta suele darse cuando la
intensidad ultrasnica no es muy elevada y/o cuando las ondas acusticas son de

frecuencia alta.

No obstante, bajo condiciones de elevada intensidad y baja frecuencia
ultrasonicas, la cantidad de gas que gana la burbuja en el ciclo de expansion es mayor
que la perdida durante el ciclo de compresion, apareciendo la conocida como cavitacion
transitoria. En ella, la burbuja crece progresivamente en cada ciclo (Figura 1.22) hasta
que alcanzado el tamafio critico en resonancia con la frecuencia ultrasénica aplicada, la
burbuja implosiona (Carcel, 2003; Patist and Bates, 2008). Ello genera un punto
localizado de elevada energia, donde se estima que las condiciones de presiéon y
temperatura alcanzan valores de 1000 atm y 5000 K, respectivamente (Bhaskaracharya
et al., 2009).
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Compresion Compresion Compresion

Descompresion Descompresion Descompresion

Burbujas ® . ‘
de cavitacion

Figura 1.22. Crecimiento de las burbujas de cavitacion en el seno de un liquido sobre el que se

aplican ultrasonidos de potencia.

Ademés de dichas condiciones extremas, la implosion de las burbujas de
cavitacion provoca un gran numero de efectos mecénicos en el sistema, tales como
microcorrientes, turbulencia y colisiones intermoleculares a alta velocidad (Shirsath et
al., 2012). Adicionalmente, en el caso de sistemas sélido-liquido, tiene lugar la
formacion de microinyecciones (Figura 1.23) como consecuencia de la implosion
asimétrica de las burbujas de cavitacion en posiciones cercanas a la interfase
solido-liquido. Las microinyecciones pueden alterar de forma significativa las
caracteristicas y estructura del sélido, pues pueden provocar el descamado y erosion de
su superficie, asi como la formacion de microfracturas, con la consecuente dispersion de
particulas, el descubierto de nuevas superficies activas y el incremento de transferencia
de materia entre las dos fases (Vilkhu et al., 2008; Ye et al., 2011).

Efecto de microcorrientes

Burbuja en el seno del 11qu1d0

de cavitacion

‘ ’ 0 ” Microinyecciones
IEEEEEESS——— S E—

Superficie
¥ | solida
Figura 1.23. Formacién de microinyecciones en una interfase sélido-liquido como
consecuencia del fenémeno de cavitacion producido por la aplicacion de ultrasonidos de

potencia.
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La intensidad de la cavitacion, asi como sus efectos, depende de las
caracteristicas del medio y de las variables del proceso (frecuencia e intensidad
ultrasénicas y temperatura) (Carcel et al., 2012).

El equipo necesario para la aplicacion de ultrasonidos de potencia esta
constituido por tres elementos fundamentales: un generador, un transductor y un emisor
(Garcia Pérez, 2007). El generador transforma la sefial eléctrica de la red a la frecuencia
deseada. El transductor, que suele ser un cuerpo vibrante, es la fuente que genera los
ultrasonidos a partir de la sefial eléctrica de alta frecuencia que recibe del generador. El
emisor, por su parte, es el elemento que transmite la energia acustica generada por el

transductor al medio que se desea tratar (Patist and Bates, 2008).

De entre los equipos de aplicacion de ultrasonidos en medios acuosos destacan
principalmente los bafios y los sistemas tipo sonda. Los bafios de ultrasonidos son
posiblemente los sistemas de aplicacion de ultrasonidos de potencia mas utilizados,
debido a que se trata de equipos simples, compactos y econdémicos, con los
transductores colocados en la base del recipiente y con el sistema de generacidén-emision
incluido en el mismo. Sus principales limitaciones son la poca potencia que,
comparados con otros sistemas, suministran al medio; la dificultad en el control de
temperatura; y la variacion de la intensidad ultrasonica en funcion de la posicién dentro

del bafio.

En los equipos tipo sonda, se utiliza una sonda metalica como emisor del sistema
para aplicar al medio liquido la vibracion generada por el transductor. ElI material
utilizado para su fabricacion debe tener una alta resistencia a la fatiga y erosion que

provoca el fenémeno de cavitacion.

Al propagarse los ultrasonidos por un medio, se transmite energia acustica que
puede ser disipada en forma de calor debido a los rozamientos producidos entre
moléculas y al trabajo realizado al desplazarlas en un medio sujeto a fuerzas de
cohesion contrarias al desplazamiento de las mismas (Garcia Pérez, 2007). La absorcién
de los ultrasonidos y, consecuentemente, el calentamiento del medio, depende de las
caracteristicas viscosas del mismo, asi como de la frecuencia y potencia ultrasonicas
aplicadas (Carcel, 2003).

Otro aspecto importante, tanto en el uso de bafios de ultrasonidos como de
equipos tipo sonda, es la caracterizacion de la intensidad del campo acustico que
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realmente actla sobre el sistema, dado que la potencia nominal del equipo no se
corresponde con su potencia real de trabajo. Los métodos calorimétricos, basados en la
medida de la generacion de calor que se produce en un medio al aplicar ultrasonidos,

son los mas utilizados.

1.3.2. Extraccion  sélido-liquido de compuestos bioactivos asistida

acusticamente

Como consecuencia de los efectos mecénicos derivados del fendmeno de
cavitacion, los ultrasonidos de potencia se caracterizan por una amplia y potencial
aplicabilidad en la industria alimentaria. De entre sus principales aplicaciones destaca su
uso en procesos de emulsion, cristalizacion, congelacion, descongelacion, secado y/o

filtracion.

En los trabajos de revision recientemente publicados en la bibliografia por Patist
et al. (2008), Bhaskaracharya et al. (2009), Soria et al. (2010), Chemat et al. (2011),
Awad et al. (2012) y Chandrapala et al. (2012), se incluyen ejemplos de diferentes
estudios basados en la aplicacién de los ultrasonidos de potencia en las operaciones de
la industria alimentaria mencionadas, asi como en procesos de ablandamiento de carne,
corte de piezas, fermentacion, desgasificacion, despolimerizacién, limpieza,
pasteurizacion y esterilizacion, entre otros. No obstante, una de las mayores y mas
importantes aplicaciones de los ultrasonidos de potencia en la industria alimentaria es la
asistencia de procesos de extraccion solido-liquido para la obtencion de componentes

bioactivos de origen vegetal (Vilkhu et al., 2008).

Tal y como se ha indicado anteriormente, la extraccion convencional presenta
ciertas limitaciones en cuanto al tiempo y temperatura de trabajo, el consumo de energia
y el volumen de disolvente utilizado. Sin embargo, la asistencia con ultrasonidos
permite mejorar el proceso, asi como acelerarlo, gracias a los efectos derivados del
fenomeno de cavitacion (Esclapez et al., 2011). Segin Mason et al. (2011), son cuatro
los mecanismos interconectados a través de los cuales los ultrasonidos de potencia

incrementan la eficacia del proceso de extraccion:

= Rotura de las paredes celulares: como consecuencia de la formacion de
microinyecciones a raiz de la implosion asimétrica de las burbujas de
cavitacion en la zona proxima a la interfase solido-liquido. Ello aumenta la

permeabilidad del tejido vegetal, libera el material intracelular y reduce el
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tamafo de particula, incrementando progresivamente la superficie sélida en

contacto con el disolvente de extraccion;

= Incremento de la solubilidad de los analitos: provocada por el incremento
localizado de la temperatura en la zona de implosion de las burbujas de

cavitacion;

» Mejora de la penetracion del disolvente en la matriz del soluto: como
consecuencia del aumento localizado de presion, asi como de la rotura y

erosion de la superficie celular originadas por los microinyecciones;

= Mejora de la difusion: gracias a que los ultrasonidos provocan microcorrientes
que favorecen la continua renovacion de la capa de disolvente en contacto con

la superficie del solido.

La conjuncién de todos estos mecanismos resulta en el incremento de la
transferencia de materia desde la matriz del sélido vegetal hasta el seno del disolvente,
al mismo tiempo que permite, con respecto a la extraccion convencional, trabajar a

temperaturas inferiores y reducir el tiempo de operacion.

La influencia de variables tales como el tipo de disolvente, la temperatura de
trabajo, el tamafio de particula o el ratio sélido-liquido, han sido las variables mas
estudiadas en procesos de extraccion asistidos por ultrasonidos de potencia. No
obstante, cabe apuntar que son escasos los trabajos que evaltan cémo la frecuencia y
potencia ultrasénicas afectan al proceso de extraccion, pese a que la intensidad del
efecto de cavitacion depende directa y sustancialmente de estos parametros (Esclapez et
al., 2011).

1.3.3. Modelizacién y simulacion del proceso

En ingenieria de alimentos, la modelizacion constituye una herramienta de gran
utilidad para la simulacion, optimizacién, control y disefio de procesos, gracias a su
capacidad para describir y predecir el comportamiento del sistema bajo diferentes
condiciones de operacion. Al mismo tiempo, la modelizacion puede contribuir a un
mejor aprovechamiento de la energia, tiempo, materia prima y disolvente invertidos en
el proceso (Simal et al., 2006; Bucic-Kojic et al., 2013; Radha Krishnan et al., 2013).

En la modelizacion de un sistema pueden distinguirse dos fases fundamentales: una
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primera, consistente en la formulacion, resolucién e identificacion paramétrica; y, una

segunda, de simulacion y validacién (Rodriguez-Fernandez et al., 2007; Eim, 2012).

En el planteamiento matematico del modelo, una vez determinadas las variables
que influyen en el proceso, deben establecerse las relaciones matematicas existentes
entre las mismas para definir las ecuaciones representativas. Estas relaciones
matematicas pueden ser de caracter fenomenolégico o empirico. Los modelos
fenomenoldgicos son aquéllos cuyo principio de formulacion se basa en leyes fisicas,
siendo los derivados de la teoria de difusién, o segunda Ley de Fick, los mas utilizados
en procesos de extraccion (Blasco et al., 2006). Por su parte, los modelos empiricos o
no paramétricos son aquéllos que se formulan a partir de datos experimentales, que, en
el caso de la extraccion, deben ser representativos de la transferencia de materia que

tiene lugar en cada momento (Garau, 2008).

En general, los modelos empiricos no explican fisicamente el proceso, dado que
su unico objetivo es determinar las variables relevantes y describir las relaciones
existentes entre las mismas. Sin embargo, resultan de gran utilidad para ciertas
aplicaciones industriales o para simplificar el estudio de sistemas complejos,
dificilmente formulables y/o solucionables mediante modelos fenomenoldgicos (Blasco
et al., 2006). Tal es el caso de la extraccion de compuestos bioactivos de materiales de
origen natural, dada la heterogeneidad de las muestras y la complejidad del mecanismo
de transferencia de materia debido al caracter multicomponente de las mismas. En la
bibliografia también se dispone de los denominados modelos semi-empiricos,
entendidos como aquéllos que utilizan estimaciones empiricas y leyes fisicas
simultaneamente, para dar un cierto significado fisico a los parametros cinéticos del

sistema.

Desde de un punto de vista industrial, la determinacion de los pardmetros
cinéticos de un proceso de extraccion resulta de gran importancia para determinar el
efecto de las diferentes variables de operacién y asegurar una mayor eficiencia del
mismo. Es por ello que existen en la literatura numerosos modelos empiricos y/o
semiempiricos utilizados en la interpretacion de las cinéticas de extraccion (Quispe-
Fuentes et al., 2013). En la Tabla 1.6 se destacan algunos de ellos, incluido el conocido

como modelo de Weibull.
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Tabla 1.6. Modelos empiricos y semiempiricos mas utilizados en la bibliografia para las

cinéticas de extraccion de compuestos bioactivos de origen vegetal.

Modelo Ecuacion Referencia bibliografica

Kitanovic et al. (2008)

Difusion parabdlica [1.2] Teoh et al. (2012)

Kitanovic et al. (2008)
Elovich’s [1.3] Cheung et al. (2012)
Lafka et al. (2013)

Amendola et al. (2010)
Page [1.4] Jokic et al. (2010)
Quispe-Fuentes et al. (2013)

Amendola et al. (2010)
Peleg [1.5] _— Jokic et al. (2010)
Lafka et al. (2013)

Sturzoiu et al. (2011)
Power Law Model [1.6] Cheung et al. (2012)
Lafka et al. (2013)

Sturzoiu et al. (2011)

Weibull [1.7] - Cheung et al. (2012)

RE, rendimiento de extraccion, (C/Cy).

1.3.3.1. Modelo de Weibull

El modelo empirico de Weibull estd basado en una funcion probabilistica
utilizada para predecir el comportamiento de sistemas complejos variantes (Cunha et
al., 1998). Concretamente, en el campo de la tecnologia de alimentos, el modelo de
Weibull ha sido ampliamente utilizado para describir procesos degradativos, ya sea de
inactivacion enzimaética, crecimiento y supervivencia de microorganismos Y/o
degradacion quimica de los atributos de un producto. No obstante, también se ha
aplicado satisfactoriamente a cinéticas de secado-rehidratacion y, mas recientemente, de

extraccion (Tabla 1.7).

El modelo de Weibull consiste en una ecuacion exponencial (ecuacion [1.7],
Tabla 1.6), donde el pardmetro o esta relacionado con la cinética del proceso,
presentando una relacién inversa con la constante de velocidad del mismo (Blasco et al.,
2006); y B es un parametro de forma caracteristico del material, que se asimila como un
indice de su comportamiento durante el proceso (Sturzoiu et al., 2011). La inclusion del
parametro de forma ademas del parametro cinético a, es lo que confiere al modelo de

Weibull flexibilidad y potencial para describir un gran nimero de procesos.
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Tabla 1.7. Ejemplos de uso del modelo de Weibull en tecnologia de alimentos.

Tipo de proceso

Producto

Variable objetivo

Referencia bibliografica

Inactivacion enzimatica /
crecimiento de microorganismos

Inactivacion enzimatica

Inactivacion enzimatica

Inactivacion enzimatica

Crecimiento de microorganismos

Crecimiento de microorganismos

Crecimiento de microorganismos

Crecimiento de microorganismos

Degradacion quimica

Degradacion quimica

Degradacion quimica

Degradacion quimica

Degradacion quimica

Degradacion quimica

Secado
Secado

Secado

Rehidratacion

Rehidratacion

Extraccion

Extraccion

Extraccion

Extraccion

Zumo de naranja 'y
zanahoria

Preparado enzimatico
comercial

Zumo de naranja

Leche desnatada

Zumo de naranja y
zanahoria

Leche

Soluciones de sacarosa

Pechuga de pollo cruda

Zumo de tomate

Fresas

Sandia

Pifia
Peras

Zanahorias

Rizomas de curcuma
Coroba

Arandanos

Zanahoria deshidratada
Algas marinas
Escaramujo ?
Hongos medicinales
Orujo de uva tinta

Pepitas de quinoa

Pectinmetilesterasas /
mohos y levaduras

Pectinesterasas

Peroxidasas

Lipasas

Lactobacillus plantarum

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

Listeria inocua 'y
Salmonella enterica

Licopeno, vitamina C y
capacidad antioxidante

Antocianos, vitamina C
y capacidad antioxidante

Licopeno, vitamina C,
fendlicos totales y
capacidad antioxidante
Acido L-ascorbico
Acido L-ascorbico

Fendlicos totales y
capacidad antioxidante

Humedad
Humedad

Humedad

[-caroteno
Solidos solubles
Antocianos

Saponinas

Rodrigo et al. (2003)

Giner et al. (2005)

Elez-Martinez et al.
(2006)

Soliva-Fortuny et al.
(2006)

Rodrigo et al. (2001)

Chen et al. (2004)

Ferndndez et al. (2007a)
Pradhan et al. (2012)

Odriozola-Serrano et al.
(2008)

Odriozola-Serrano et al.
(2009)

Oms-Oliu et al. (2009)

Santos et al. (2009)

Mrad et al. (2012)
Eim et al. (2013)

Blasco et al. (2006)
Corzo et al. (2008)
Lopez et al. (2010)
Uribe et al. (2011)
Marabi et al. (2003)
Cox et al. (2012)

Sturzoiu et al. (2011)
Cheung et al. (2012)

Sant’Anna et al. (2012b)

Quispe-Fuentes et al.
(2013)

2 Fruto del rosal silvestre.
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1.3.3.2. Metodologia de superficie de respuesta

En los dltimos afios, la metodologia de superficie de respuesta (RSM) ha sido
amplia y satisfactoriamente aplicada en el desarrollo y optimizacion de un gran nimero
de procesos relacionados con la industria agroalimentaria (Karacabey and Mazza,
2010). La RSM comprende un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas basadas

en el ajuste de los datos experimentales a modelos empiricos (Bezerra et al., 2008).

Se trata de una herramienta estadistica multivariable de modelizacion y
optimizacion, que se aplica a aquellos procesos en los que una o varias respuestas estan
condicionadas por varios factores y sus interacciones (Bas and Boyaci, 2007). La RSM
permite construir un modelo de tipo polinémico que describe el comportamiento de la
base de datos, sin necesidad de realizar experimentalmente todas las combinaciones
posibles de las variables en estudio. Los objetivos principales de la RSM radican en:
i) estimar el efecto de las variables independientes del proceso y de sus interacciones
sobre la/-s respuesta/-s; ii) determinar la combinacion de factores que origina una
respuesta Optima del sistema; y iii) proporcionar un modelo mateméatico multivariable
para realizar previsiones estadisticas (Ku and Mun, 2008; Rodriguez-Gonzalez et al.,
2012).

La aplicacién de la RSM conlleva una serie de etapas (Bas and Boyaci, 2007;
Bezerra et al., 2008):

= Estudio preliminar en el que se determinan las variables independientes con
mayor influencia en el sistema y se delimitan sus niveles experimentales de

acuerdo con el objetivo del estudio;
= Seleccion y ejecucion del disefio experimental;

= Modelizacion matematica de los datos experimentales de acuerdo con una

funcion polindmica multivariable;
= Evaluacion del ajuste del modelo;

= Representacion de las superficies de respuesta y calculo de las condiciones

Optimas para alcanzar el mayor rendimiento del proceso.

La ecuacién matematica a la que se ajustan los datos experimentales en la RSM

consiste en una funcion polindmica de segundo orden:

[1.8]
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Donde Y es la respuesta predicha; X;i y X, las variables independientes; o, la
constante del modelo; y &;, 8; Yy &, los coeficientes de regresion lineal, cuadratica y de

interaccion del modelo, respectivamente.

Para estimar los parametros de la ecuacion [1.8] y poder representar las
correspondientes superficies de respuesta del sistema, los disefios experimentales mas
frecuentes son el Box-Behnken y el de composicion central (Tabla 1.8), que difieren
con respecto al nimero de niveles experimentales de cada variable independiente
considerada y respecto al nimero de experimentos realizados. No obstante, ambos se
caracterizan por requerir niveles experimentales equidistantes de las variables en estudio
(Bezerra et al., 2008).

Tabla 1.8. Disefios experimentales de RSM maés utilizados en la bibliografia relacionada con

procesos de extraccion de compuestos bioactivos en la industria alimentaria.

Modelo Compuestos bioactivos extraidos Referencia bibliografica
Flavonoides, polisacéridos, Yang et al. (2010), Chen et al. (2011),
Box-Behnken compuestos fendlicos, antocianos, Singh et al. (2011), Strati et al. (2011),
carotenoides, cafeina, clorofilas Zou et al. (2011), Park et al. (2012)
L - Ballard et al. (2009), Ghafoor et al.
Composicion Compuestos fendlicos, resveratrol, (2009a; 2009b; 2011), Gan et al. (2011)
Central antocianos, flavonoides ' ' ’ : '

Saha et al. (2011), Tabaraki et al. (2011)
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2. OBJETIVOS

La gran cantidad de residuos sélidos generados de forma estacional por el sector
vitivinicola vendimia tras vendimia, provoca una importante problematica
medioambiental. En las ultimas décadas, para contribuir a la gestion de los mismos, se
ha propuesto la revalorizacion de este tipo de subproductos agricolas como fuente de
fibra dietética y compuestos fenolicos para la produccion de ingredientes funcionales.

El objetivo general del presente trabajo consistio en evaluar el uso potencial de
los subproductos de vinificacion como fuente de fibra alimentaria y compuestos
antioxidantes. Para la consecucion de este objetivo general se plantearon los siguientes
objetivos concretos:

= Determinar la importancia del origen geografico y de la afiada sobre las

caracteristicas fisico-quimicas de los residuos de vinificacion;

= Caracterizar la fraccion de fibra dietética y la composicion y perfil fendlico de
orujos y raspones de diferentes variedades de uva (Vitis vinifera L.);

= Estudiar el proceso de extraccién acuosa de compuestos fendlicos asistida
acusticamente a partir de residuos de vinificacion, haciendo uso de dos equipos de
ultrasonidos de potencia (plato transductor y sonda). Para ello se definieron dos
sub-objetivos:

o analizar el efecto de la frecuencia y potencia de ultrasonidos sobre el
proceso;

oy estudiar el efecto de la temperatura sobre las cinéticas de extraccion.
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3. MATERIALES y METODOS
A continuacion se describen las materias primas objeto de este estudio, la
metodologia analitica y equipos utilizados, los disefios experimentales propuestos y el

tratamiento estadistico aplicado durante el desarrollo de la presente tesis doctoral.

3.1. MATERIA PRIMA
Para la consecucion de los objetivos planteados, se utilizaron muestras de uva,
suelo y residuos de vinificacion de diferente procedencia y afiada. En concreto, se ha

trabajado con seis variedades de uva tinta (Cabernet Sauvignon [CS], Callet [Ca],

Manto Negre [MN], Merlot [Me], Syrah [Sy], Tempranillo [Te]) y cuatro variedades de
uva blanca (Chardonnay [Ch], Macabeu [Ma], Parellada [Pa], Premsal Blanc [PB])
(Figura 3.1).

Figura 3.1. Variedades de uva (Vitis vinifera L.).

Los residuos o subproductos de vinificacion analizados fueron el orujo y el
raspon (Figura 3.2).

Figura 3.2. Subproductos de vinificacion.
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3.1.1. Uva

Las muestras de uva (Vitis vinifera L.) consideradas se detallan en la Tabla 3.1.
Todas ellas se recolectaron manualmente en los correspondientes vifiedos de las Islas
Baleares (IB) y se conservaron un maximo de siete dias a temperatura de refrigeracion

(4 °C) hasta su analisis.

Tabla 3.1. Muestras de uva (Vitis vinifera L.).

Cddigo de muestra Variedad Origen Vendimia
U1 CS/Me IGPs de las IB 2009
u2 CS/Me DOs de las IB 2009 / 2010

CS/Ca/MN/Me/Sy Bodega Pere Seda S.L.

U3 Te/Ch/Ma/Pa/PB (Manacor, 1B, Espafa)

2009

3.1.2. Orujo

Las muestras de orujo consideradas se detallan en la Tabla 3.2. Todas ellas se
recolectaron tras una etapa de prensado: concretamente, las correspondientes a orujo
fresco se recogieron el mismo dia de la vendimia, y las de orujo fermentado tras la
maceracion de la uva durante 2 — 3 semanas. Todas las muestras se conservaron al vacio

a—80 °C hasta su analisis.

Tabla 3.2. Muestras de orujo.

Cédigo de muestra  Tipo de orujo Variedad Origen Vendimia

CS/Ca/MN/Me/Sy Bodega Pere Seda S.L.

01 Fresco Te/Ch/Ma/Pa/PB (Manacor, 1B, Espafia) 2009
Bodega Shadowfax
02 Fresco Sy (Werribee, VIC, Australia) 2011
Bodega Ca’n Majoral
03 Fermentado Sy (Algaida, B, Esparia) 2011
3.1.3. Raspon

Las muestras de raspon consideradas en este estudio se detallan en la Tabla 3.3.
Todas ellas se recolectaron el mismo dia de la vendimia tras la etapa de despalillado y

se conservaron bajo condiciones de vacio a —80 °C hasta su analisis.

Tabla 3.3. Muestras de raspon.

Cadigo de muestra Variedad Origen Vendimia
R1 CS/Ca/MN/Me/Sy Bodega Pere Seda S.L. 2009
Te/Ch/Ma/Pa/PB (Manacor, 1B, Espafia)
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3.1.4. Suelo

Las muestras de suelo consistieron en fracciones superficiales representativas de

cada vifiedo, tomadas a una profundidad de 0 — 20 cm (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Muestras de suelo.

Codigo de muestra Origen Afo
S1 IGPs de las IB 2009
S2 DOsdelas1B 2009 /2010

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Sistemas de muestreo

3.2.1.1. Muestreo de uva

Para cada una de las variedades de uva objeto de estudio, se tomoO una muestra
representativa de cada vifiedo. Para ello, el muestreo se realiz6 de manera uniforme en
toda su superficie, descartando tanto las hileras colindantes de la parcela como las cepas
ubicadas al principio de cada hilera, con el fin de evitar posibles desviaciones del
comportamiento general de la vifia (Figura 3.3). Delimitada la zona de muestreo, en un
mismo carril del vifiedo, se recogieron muestras de uva cada tres 0 cinco cepas,
realizando un barrido del carril en forma de zig-zag (Figura 3.4). Dicha operacién se

repitié en un total de 5 a 8 carriles no consecutivos, en funcién de la superficie total del

~ L4

-

vifiedo.
-
4
l—si !
- i
N
Zona X X X
no muestreada —
. w W
del vifiedo
L) 1 1
H 1 1
1 \ ,’
1
1
1
1

Carriles muestreados
(entre 5 v 8)

Figura 3.3. Diagrama de muestreo de uva en el vifiedo (adaptado de Blouin and
Peynaud (2004)).
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Para cada cepa muestreada, se consideraron racimos situados a diferente altura y
bajo diferentes condiciones de incidencia solar. Y para evitar la heterogeneidad en cada
racimo, se tomaron aleatoriamente uvas de la parte superior, central e inferior, de las
caras externa e interna del racimo, y de diferente tamafio y grado de madurez. En total,

se recogieron un minimo de 3 kg de uva por vifiedo.

—_____—F""-—q_,q___ T A—
A ﬂ% A
Hilera del vmedo —

Direccién del muestreo %
en un carril
Caras
/ interna/externa
del racimo

d_~—~——-q_ — _‘_"\-\.\_\___'_/_E_H\\__F//__‘—\-\___ ____P/

Intervalo regular de 3 a 5 cepas
Figura 3.4. Muestreo de uva a nivel de un carril del vifiedo (adaptado de Hidalgo
Togores (2006)).

3.2.1.2. Muestreo de suelo

En el caso de las muestras de suelo, para evitar interferencias con abonos y
fertilizantes, se realiz6 un muestreo sistematico en el periodo de descanso bioldgico de
la vifia (marzo-abril). Al igual que para la uva, el muestreo del suelo se realizo
descartando los carriles colindantes de la parcela. Para obtener una muestra de suelo
representativa, se consideraron de 20 a 30 puntos de muestreo uniformemente
distribuidos a lo largo de toda la superficie del vifiedo (Figura 3.5). En dichos puntos,
se tomaron, con ayuda de una barrena, muestras individuales superficiales (profundidad

de 0 — 20 cm) hasta un peso total de 10 a 15 kg por vifiedo.

= Puntos de muestreo
| | | | n
.
Zona . . -
no muestreada —}»
. [ [ n W
del vifiedo
| | | | n
1 1
1 1
‘\ ’J'

>

l
r

]

\

\
\

>

Carriles muestreados
(entre 5 v 8)

Figura 3.5. Diagrama de muestreo de suelo en el vifiedo (adaptado de Blouin and
Peynaud (2004)).
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3.2.2. Preparacion de mosto y mosto macerado a partir de la uva

Para la preparacion del mosto o zumo de uva se procedi6 al prensado manual de

la misma (Figura 3.6) con la ayuda de un colador.

Por su parte, para la obtencion del mosto macerado se trataron ~ 50 g de uva,
ligeramente molturada con ayuda de una trituradora eléctrica, con 15 mL de EtOH 57%,
durante 24 h a 24 °C y con agitacion continua de vaivén (bafio termostatico
Unitronic 320-OR, Selecta, Espafia). Posteriormente y de forma previa a su analisis, el
mosto macerado se separd de los restos solidos de piel, pulpa y pepitas por decantacion.
El proceso de maceracion de llevo a cabo por triplicado para cada muestra de uva en

estudio.

Figura 3.6. Detalle del prensado manual de la uva para la obtencion de su zumo o mosto.

3.2.3. Andlisis quimico general

Todas las determinaciones analiticas contempladas en el presente apartado se

realizaron por triplicado.

3.2.3.1. Humedad

El analisis del contenido de humedad se realiz6 siguiendo el procedimiento
descrito por la AOAC n° 934.06 (AOAC, 1997). Se secaron 5 — 10 g de muestra
(ligeramente triturada en el caso de la uva) en estufa de vacio (Vaciotem-T, Selecta,
Espafia) a 70 + 2 °C hasta peso constante (~ 24 h). El valor del contenido de

humedad (%) se calcul6 en base a la variacion de peso.

3.2.3.2. Cenizas

La determinacion de cenizas se llevd a cabo de acuerdo con el método AOAC
n°® 945.46 (AOAC, 1997). Se incineraron ~ 5 g de muestra en un horno de mufla
(Select-Horn, Selecta, Espafia) a 550 °C hasta la obtencion de un residuo seco de color
blanco. A partir de la variacion de peso se calculo la cantidad de cenizas o residuo

mineral (%).

87



88

Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

3.2.3.3. Proteinas

El contenido de proteinas se determiné segun el método Kjeldahl de la AOAC
n°991.20 (AOAC, 1997) utilizando un equipo Tecator (Suecia) formado por un digestor
(modelo 2020) y un sistema de destilacion-valoracion (Kjeltec 1035/38). La digestion
de ~ 5 g de muestra se realizd con H,SO, en presencia de un catalizador de Cu, lo que
permitio la liberacion del nitrogeno y su retencion en forma de sal de amonio. La
posterior destilacion del ultimo y su valoracion con HCI 0.1 N, proporciond la cantidad
de nitrégeno total (Nwt) presente en la muestra. El contenido de proteinas se estimé
como Nioar X 6.25 (Pearson, 1981).

3.2.3.4. Lipidos
La determinacion del contenido de lipidos se realizo por gravimetria (n°® 991.36,
AOAC, 1997) mediante extraccion de la muestra con dietiléter utilizando un equipo

Soxhlet (Soxtec, Tecator, Suecia).

3.2.3.5. AzUcares solubles
La concentracion de azUcares solubles de la muestra se determiné
colorimétricamente seglin la metodologia descrita por Femenia et al. (1995), usando

antrona como reactivo y midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 620 nm.

3.2.4. Parametros enoldgicos

3.2.4.1. pH

El pH se midié por triplicado a 20 °C utilizando ~ 25 mL de mosto (pH-metro
modelo PH 25 y electrodo 5051, Crison, Espafia) de acuerdo con lo dispuesto en el
Reglamento (CEE) N° 2676/90 (1990).

3.2.4.2. Acidez total

La acidez total se analizo por triplicado mediante valoracion de 10 mL de mosto
sobre 25 mL de agua destilada utilizando NaOH 0.0667 M hasta pH 8.20 como punto
final, segin el método AOAC n° 962.12 (AOAC, 1990). Los resultados se expresaron

en g acido tartarico/L.

3.2.4.3. Grado alcohdlico probable
El grado alcohdlico probable del mosto se evalué mediante refractometria de
acuerdo con el Reglamento (CEE) N° 2676/90 (1990). Previa centrifugacién de la

muestra, se midieron los grados Brix (° Brix) con ayuda de un refractometro (Abbe 325,
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Zuzi, China) a 20 °C y con una precision de cuatro decimales. El grado alcohdlico
probable (% vol) se determind a partir de la ecuacion [3.1] (vélida para el intervalo de
temperaturas 15 — 25 °C) y con ayuda de tablas de correccion de temperatura en caso

necesario.

[3.1]

3.2.4.4. Caracteristicas cromaticas

Para definir las caracteristicas crométicas del mosto se evalu¢ la intensidad
colorante (1), calculada a partir de la ecuacion [3.2] como la suma de las absorbancias
de la muestra a 420, 520 y 620 nm; y la tonalidad de color (TC), expresada como una
relacion entre las absorbancias a 420 y 520 nm (ecuacion [3.3]), de acuerdo con lo
dispuesto en el Reglamento (CEE) N° 2676/90 (1990). Se utilizd un espectrofotometro
UV/Vis (MultisSkan Spectrum, Thermo Scientific, Finlandia) y se realizaron 32

réplicas por muestra.

[3.2]

[3.3] —

3.2.5. Extraccion de la fibra dietética. Residuo insoluble en alcohol

Con el objeto de determinar el contenido, composicién quimica y propiedades
funcionales de la fibra dietética de la uva y de los residuos de vinificacion, se procedio a
la extraccion de los polisacaridos de sus paredes celulares (CWP) mediante el método
conocido como residuo insoluble en alcohol (AIR) (Femenia et al., 2003), previa
comprobacion por tincidén con una solucion 15/KI, que todas las muestras estaban libres

de almidon.

Para ello, ~ 50 g de muestra se trataron con una solucion EtOH/H,O hasta
conseguir una mezcla al 85% de EtOH, homogeneizandose el conjunto con ayuda de un
Ultraturrax (Diax 600, Heidolph, Alemania) y llevandose a ebullicién para inactivarlo a
nivel enzimatico. La solucion resultante se filtrd al vacio utilizando filtros Whatman
GF/C (filtro de microfibra de vidrio, libre de celulosa). Una vez descartado el filtrado, el
residuo sélido se resuspendié en EtOH 85% y se sometié de nuevo a los pasos de
homogeneizacidn, ebullicién y filtracion. Esta operacion se repitié con EtOH absoluto y

acetona. Tras evaporarse los restos de disolvente a 23 + 1 °C durante 24 h, se obtuvo el
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AIR o concentrado de fibra. Los resultados se expresaron en unidades de

g AIR/100 g solido seco, como valor medio de tres determinaciones.

Previa trituracién y tamizado de estos concentrados de fibra (0.5 mm), se realiz6
la determinacion de la composicion quimica (contenido en azlcares neutros y acidos
urénicos, y grado de metil-esterificacion de las pectinas) y de las propiedades

funcionales (hinchamiento y capacidad de retencion de agua y lipidos).

3.2.6. Caracterizacion de la fraccion de fibra dietética

3.2.6.1. ldentificacion y cuantificacion de los azuicares neutros

Hidroélisis Saeman

Los azUcares neutros o unidades basicas de los polisacéaridos de las paredes
celulares de la uva y de los residuos de vinificacion fueron liberados mediante hidrolisis
acida (condiciones de la hidrdlisis Saeman) (Brett and Waldron, 1990). Se mezclaron
~ 5 mg de AIR con H,SO4 12 M y se incubd durante 3 h a 23 + 1 °C, con el objeto de
solubilizar la celulosa por rotura de los enlaces de hidrégeno que mantienen compacta
su estructura. A continuacion, se diluyé el medio a una concentracién de H,SO, 1 M y
se incubd a 100 °C durante 2.5 h, permitiendo asi la hidrolisis total de los polisacaridos

de la pared celular.

Para determinar por diferencia el contenido en celulosa de las muestras, otra
serie de las mismas se someti6 Unicamente a la hidrolisis con H,SO4 1 M (100 °C, 2.5 h)

(Garau et al., 2007). Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Determinacion de los azlcares

Una vez finalizada la hidrolisis, se adicion6 una cantidad conocida de patrén
interno 2-deoxyglucosa (2-dGlc, 200 pg) a todas las muestras, con el objeto de
determinar de forma cuantitativa la presencia de los azUcares de referencia ramnosa
(Rha), fucosa (Fuc), arabinosa (Ara), xilosa (Xyl), manosa (Man), galactosa (Gal) y
glucosa (Glc).

Las soluciones resultantes fueron neutralizadas con NH3; 25% y mezcladas con
NH3 3 M, conteniendo éste 150 mg/mL de NaBH, como agente reductor, consiguiendo
asi la rotura de los ciclos que presentan los azucares en su estructura, y Su paso a
alditoles por reduccién del grupo aldehido a alcohol. Posteriormente las muestras se

incubaron a 30 °C durante 1 h y tras enfriarse se les adicion6 CH3COOH.
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Una vez homogeneizadas, se hicieron reaccionar con anhidrido acetico
utilizando 1-metil-imidazol como catalizador e incubando de nuevo la mezcla a 30 °C
durante 30 min. De este modo, se obtuvieron los correspondientes alditol-acetatos,

compuestos que se detectaron mediante cromatografia de gases.

Una ultima etapa de extraccion liquido-liquido de dichos compuestos con
CH,CI; consistid en separar la fase organica mediante centrifugacién (2000 rpm, 1 min),
eliminando la acuosa por aspiracion y llevando las muestras a sequedad mediante una

corriente de argon a 40 °C.

Los azUcares neutros, convertidos en sus correspondientes alditol-acetatos, se re-
disolvieron en CH,Cl, para su inyeccion y separacion isotérmica a 220 °C mediante
cromatografia de gases (GC) (Hewlett-Packard 5890A, Alemania). Se utilizd una
columna capilar tipo OV225 con 3% Chromosorb WHP 100/120 y argébn como gas
portador con un caudal de 20 mL/min. Las temperaturas del inyector y del detector FID
se fijaron a 230 y 240 °C, respectivamente. El contenido de azucares individuales se
expresd en % molar y el de azlcares totales en g/100 g muestra fresca (bh).

3.2.6.2. ldentificacion y cuantificacion de los acidos urénicos

El contenido de &cidos uronicos se determind de acuerdo con el método
colorimétrico descrito por Blumenkrantz et al. (1973) con ciertas modificaciones. Se
mezclaron ~ 5 mg AIR con H;SO, 1 M y se incubd durante 1 h a 100 °C. Dichas
soluciones hidrolizadas se adicionaron sobre NaBO;, 25 mM en H,SO, (previamente
congelado), calentando la mezcla a 100 °C durante 10 min. Trabajando en un bafio de
agua-hielo, se afiadié una solucion de m-fenilfenol 0.15% (w/v, en NaOH 0.5% (w/v)
como disolvente), a excepcion de en los blancos-control, apareciendo un color rosado.
La diferencia de absorbancias se leyd a 524 nm y se utilizd &cido galacturénico
(10 — 50 mg/L, disuelto en &cido benzoico saturado) como patrén para la recta de

calibrado. El analisis se realizo por duplicado y con dos blancos-control por muestra.

De forma aproximada, la composicion en celulosa, hemicelulosas y pectinas de
los concentrados de fibra (AIRs) se calcul6é a partir de la concentracion de azlcares
neutros y de acidos urdnicos (ecuaciones [3.4], [3.5] y [3.6]). Por su parte, la estimacion

del ratio fibra insoluble/fibra soluble (FI/FS) se calculd a partir de la ecuacion [3.7].

[3.4]

91



92

Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

[3.5]

[3.6]

[3.7]

3.2.6.3. Determinacion del grado de metil-esterificacion de las pectinas

El grado de metil-esterificacion de las pectinas (DME) o porcentaje de acidos
uroénicos esterificados se determind segun el protocolo descrito por Femenia et al.
(2009). Brevemente, se prepararon por duplicado discos de KBr con ~2 mg de AIR y se
analizaron por espectroscopia infrarroja (Tensor 27, Bruker Optik GmbH, Alemania). El
DME se calculd segln la ecuacion [3.8] a partir de la intensidad de absorbancia (h, cm)
de las bandas a 1630 y 1745 cm™, correspondientes a la vibracién de tension
(stretching) del grupo carbonilo (C=0) del acido galacturénico y de su éster metilico,

respectivamente (Manrique and Lajolo, 2002).

[3.8]

3.2.6.4. Propiedades funcionales

El hinchamiento, la capacidad de retencion de agua y la capacidad de retencion
de lipidos fueron las propiedades funcionales analizadas. Las determinaciones se
realizaron por triplicado de acuerdo con la metodologia descrita por Garau et al. (2007),
utilizando para ello los concentrados de fibra (AIRs) pulverizados a un tamario de

particula inferior a 0.180 mm.

Hinchamiento (Sw)

Se define como el volumen adquirido por un peso determinado de fibra al
alcanzar el equilibrio con un exceso de disolvente en el que se encuentra suspendida
(Raghavendra et al., 2004). Se pesaron 100 mg de AIR y se hidrataron con 10 mL de
agua destilada en una probeta. Tras alcanzar el equilibrio (16 — 24 h), se midio el
volumen que adquiri6 la fibra una vez hidratada, expresando el resultado en
mL agua/g AIR.
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Capacidad de retencién de agua (WRC)

Se define como la cantidad de agua que la fibra es capaz de retener tras un
proceso de centrifugacion (Raghavendra et al., 2006). Se mezclaron 200 mg de AIR con
10 mL de agua destilada y se dejo reposar durante 24 h. Posteriormente, se sometio a
centrifugacion (2000 g, 25 min), descartandose el sobrenadante para pesar la fase solida
correspondiente a la fibra con el agua retenida. La capacidad de retencion de agua de la
muestra se expresé como g agua retenida/g AIR.

Capacidad de retencion de lipidos (FAC)

Se define como la capacidad que presenta la fibra para absorber lipidos tras un
proceso de centrifugacion (Gonzélez-Centeno et al., 2010). La capacidad de retencion
de lipidos se evalud bajo las mismas condiciones que la WRC, utilizando aceite de

girasol en lugar de agua. Los resultados se expresaron como g aceite retenido/g AIR.

3.2.7. Extraccién de compuestos fendlicos y antioxidantes

La extraccion de los compuestos fendlicos y antioxidantes de la uva y de los

subproductos de vinificacion, se realizé de forma diferente segin la muestra en estudio.

3.2.7.1. Muestras Uly U2

La extraccion fendlica se llevo a cabo a partir de la maceracion de las muestras
de uva Ul y U2 (apartado 3.2.2). EI mosto macerado obtenido se someti6 a un analisis
del contenido de fendlicos totales y de la capacidad antioxidante.

3.2.7.2. Muestras O1y R1

De forma previa a la extraccion de la fraccion fendlica, las muestras Ol y R1
fueron liofilizadas (Telstar LyoQuest — 55, Espafia) y molturadas manualmente con
ayuda de un mortero de laboratorio. Se utilizé un sistema de extraccion acelerada con
disolventes presurizados ASE 350 (Dionex Corp., Thermo Scientific, EE.UU.), cuyas
condiciones experimentales se fijaron en 4 min de static time, 1500 psi de presion y una
temperatura de 40 °C con un pre-calentamiento del sistema de 5 min. Para evitar la
oxidacion durante el proceso de extraccion, el equipo trabajo en atmdsfera de N,. Para
cada muestra, ~ 10 g se introdujeron en la célula de extraccion y se sometieron a ocho
extracciones solido-liquido con acetona/H,O (80:20, v/v) seguidas de tres extracciones
adicionales con MeOH/H,0 (60:40, v/v) (Figura 3.7). Todos los extractos liquidos se
recombinaron y rota-evaporaron hasta sequedad. El residuo sélido resultante se

redisolvié en 30 mL de agua desionizada para su liofilizacion y posterior conservacion
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hasta su analisis como extracto polifendlico seco, bajo condiciones de refrigeracion y

oscuridad. La extraccion se realizé por duplicado para todas las muestras.

Orujo de uva tinta

Figura 3.7. Lote de extractos obtenidos para el orujo de uva tinta y el raspon con el
extractor ASE 350.

A partir de estos extractos polifenolicos secos, se realizaron las determinaciones
del contenido de fendlicos, taninos y flavonoles totales, asi como la identificacion y
cuantificacion de los taninos monoméricos y oligoméricos, el grado medio de
polimerizacion de los taninos condensados, y la evaluacion de la capacidad

antioxidante.

3.2.7.3. Muestras 02y O3

La extraccion fendlica de las muestras O2 y O3 se llevd a cabo a partir de las
condiciones experimentales contempladas en los disefios experimentales IV y V,
respectivamente. Los extractos acuosos obtenidos se sometieron a un analisis del

contenido de fendlicos y flavonoles totales, asi como de la capacidad antioxidante.

3.2.8. Caracterizacion de la fraccién fendlica

3.2.8.1. Fendlicos totales

El contenido total de compuestos fendlicos de las muestras se determind en base
al método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu descrito por Singleton and Rossi (1965),
con ciertas modificaciones para ser adaptado al analisis en microplacas (Gonzalez-
Centeno et al., 2012). En cada pozo de la microplaca (NUNC, Thermo Scientific,
Dinamarca) se dispusieron 184 uL de agua destilada, 24 pL de solucidn-muestra,
sequidos de 12 uL del reactivo Folin-Ciocalteu y 30 uL de Na,CO3 20% (w/v). Para la
incubacion de la mezcla durante 1 h a 25 °C y la posterior lectura de su absorbancia a
765 nm, las microplacas se situaron en un espectrofotometro UV/Vis (MultiSkan
Spectrum, Thermo Scientific, Finlandia). EI contenido de fendlicos totales se calculé a
partir de una calibracion con acido galico (GA, 0 — 24 ppm). Todos los resultados se

calcularon como la media de seis determinaciones. Las soluciones-muestra para la
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evaluacion del contenido de fenolicos totales se prepararon bajo diferentes condiciones

en funcién de la materia prima en estudio (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Preparacion de las soluciones-muestra para la evaluacion del contenido de
fendlicos totales.

Unidades de los

Muestra Ratio de dilucién o concentracién Disolvente
resultados

Mosto macerado de uva
(U1, U2)

mg GA/L mosto

1:20 (vIv) EtOH 57% macerado

Extractos polifendlicos  * 0.4 mg/mL para orujos de uva tinta y

de residuos de raspon EtOH/H,0 25:75 mg GA/100 g

vinificacién (O1, R1) * 1.0 mg/mL para orujos de uva blanca (viv) muestra liofilizada
Extractos polifendlicos
: S mg GA/100 g
de residuos de Sin dilucion muestra fresca

vinificacién (02, O3)

GA, acido galico.

3.2.8.2. Taninos totales

La determinacion del contenido de taninos totales se estimd
espectrofotométricamente mediante la reaccion de Bate-Smith, basada en la
transformacion de las proantocianidinas (incoloras) en antocianidinas (compuestos
coloreados) por calentamiento a 100 °C bajo condiciones &cidas (Ribereau-Gayon and
Stonestreet, 1966). En sendos tubos de ensayo, control e hidrolisis, se introdujeron 2 mL
de la solucion-muestra (0.5 mg extracto seco/mL en EtOH/H,0 (10:90, v/v)), 1 mL de
agua destilada y 3 mL de HCI 37%. Los tubos control se mantuvieron a 23 £ 1 °C en
oscuridad, mientras que los tubos hidroélisis se taparon y calentaron a 100 °C durante
30 min. Con el objeto de parar la reaccion, los tubos hidrolisis se enfriaron en un bafio
de agua-hielo durante 10 min. Finalmente, se les afiadié a ambos 0.5 mL de EtOH 96%.
La diferencia en absorbancia de los tubos control e hidrélisis a una longitud de onda de
550 nm se midié con un espectrofotdometro UV/Vis (Varian Cary 300 Bio, Australia),
utilizando agua destilada como blanco. El analisis se llevd a cabo por triplicado y los

resultados se expresaron en mg proantocianidinas/100 g muestra liofilizada.

3.2.8.3. Flavonoles totales
El contenido de flavonoles totales se determiné por lectura de la absorbancia de
la muestra a 370 nm (Di Stefano and Cravero, 1991). El analisis se realiz6 a 25 °C con

el espectrofotometro UV/Vis MultisSkan Spectrum (Thermo Scientific, Finlandia)
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utilizando quercetina como estandar de calibracion (QE, 0 — 100 uM). Los resultados,
calculados como valor medio de seis réplicas, se expresaron en mg de QE/100 g de

muestra fresca.

3.2.8.4. Identificacion y cuantificacion de taninos monomeéricos Yy
oligoméricos

Se prepararon disoluciones metandlicas de los extractos polifendlicos a una
concentracion de 10 mg/mL, que se filtraron de forma previa a su inyeccion por
duplicado. La identificacion y cuantificacion de los taninos monoméricos Yy
oligoméricos se llevo a cabo en un sistema HPLC Thermo-Finnigan Surveyor (Thermo
Scientific, Francia) equipado con un detector UV/Vis (Surveyor PDA Plus), un detector
de fluorescencia (Surveyor FL Plus Detector), un inyector automatico de muestras
(Surveyor Autosampler Plus) y una bomba cuaternaria (Surveyor MS Pump Plus). El
tratamiento de datos de UV/Vis y de fluorescencia fue controlado, respectivamente, por
los softwares Xcalibur y ChromQuest 4.2. Se utilizd una columna de fase inversa
LiChrospher 100 RP18 (250 mm x 4 mm, 5 pum).

Las fases mdviles estaban formadas por HCOOH/H,0 1% (v/v, disolvente A) y
HCOOH/CH3CN 1% (v/v, disolvente B) (Silva et al., 2012). EIl sistema de elucion
binario utilizado se describe en la Tabla 3.6 (Gonzéalez-Centeno et al., 2012). El caudal
se fij6 a 1 mL/min, la longitud de onda de deteccién por UV/Vis a 280 nm, y la
deteccidn por fluorescencia a 280 y 320 nm, para las longitudes de onda de excitacion y

emisién, respectivamente.

Tabla 3.6. Gradiente de elucion para la identificacion y cuantificacion de taninos monoméricos

y oligoméricos.

Tiempo (min) 0 21 22 24 25 31
% Disolvente A 92 82 0 0 82 82
% Disolvente B 8 18 100 100 8 8

La identificacion y cuantificacion de los picos principales se realizé a través de
un calibrado con estandares externos: los monomeros (+)-catequina (C) vy
(-)-epicatequina (EC), los dimeros B1, B2, B3 y B4, y el trimero C1. Los resultados se

expresaron en mg/100 g muestra liofilizada.
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3.2.8.5. Determinacion del grado medio de polimerizacion de los taninos
condensados

El grado medio de polimerizacion (mDP) se evalu6 a partir de la reacciéon de

fluoroglucinolisis (Drinkine et al., 2007), consistente en la despolimerizacion de los

taninos condensados por ruptura de los enlaces interflavanicos en medio acido y en

presencia de un agente nucledfilo (fluoroglucinol). Dicha despolimerizacién permite

recuperar las unidades terminales y bloguear las unidades de extension bajo la forma de

un aducto con el agente nucletfilo (Figura 3.8).

El procedimiento experimental consisti6 en hacer reaccionar 200 pL de la
solucién-muestra (10 mg/mL en MeOH) con 200 uL del reactivo fluoroglucinol
(disolucion de MeOH al HCI 0.1 N con 50 g/L de fluoroglucinol y 10 g/L de acido
ascorbico) a 50 °C durante 20 min. Posteriormente, para parar la reaccion, se afiadio
1 mL de disolucién acuosa de CH3;COONa 40 mM. Para la identificacion y
cuantificacion se utilizé un sistema HPLC Thermo-Accela (Thermo Scientific, EE.UU.)
con un caudal de 1 mL/min. La columna utilizada fue una Waters XTerra RP18 de fase

inversa (100 mm x 4.6 mm, 3.5 um) y los espectros de UV/Vis se registraron a 280 nm.

Las fases moviles consistieron en CH3COOH/H,0 1% (v/v, disolvente A) y
MeOH (disolvente B) (Lorrain et al., 2011) y las condiciones de elucion utilizadas se
describen en la Tabla 3.7 (Gonzélez-Centeno et al., 2012). Todas las determinaciones

del mDP se realizaron por duplicado.

Tabla 3.7. Gradiente de elucién para la determinacion del grado medio de polimerizacion de los

taninos condensados.

Tiempo (min) 0 25 45 60 62 67 68 70
% Disolvente A 95 95 80 68 0 0 95 95
% Disolvente B 5 5 20 32 100 100 5 5

Como resultado de la fluoroglucindlisis, las procianidinas de la muestra liberan
(+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC) y (-)-epicatequina-3-galato (ECG) como
unidades terminales, mientras que las unidades de extension corresponden
a sus aductos con el fluoroglucinol: (+)-catequina-fluoroglucinol (C-P),
(-)-epicatequina-fluoroglucinol  (EC-P) y (-)-epicatequina-3-galato-fluoroglucinol
(ECG-P). Por su parte, las prodelfinidinas liberan adicionalmente la
(-)-epigalocatequina (EGC) y su aducto (—)-epigalocatequina-fluoroglucinol (EGC-P).
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La identificacion de cada uno de estos productos de reaccion se realizé a partir
de su masa molecular de ionizacién y las concentraciones (mol/L) se calcularon como el
cociente entre las areas de pico en el cromatograma y sus coeficientes de extincion
molar (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Productos de reaccion de la fluoroglucindlisis: coeficientes de extincion molar y

masas moleculares de ionizacion.

Coeficiente Extincién

Compuesto Molar (L/mmol) [M-H]
(+)-catequina 57156 289
(-)-epicatequina 57156 289
(-)-epigalocatequina 19052 305
(-)-epicatequina-3-galato 197204 441
Aducto (+)-catequina-fluoroglucinol 60585 413
Aducto (-)-epicatequina-fluoroglucinol 60585 413
Aducto (-)-epigalocatequina-fluoroglucinol 19433 429
Aducto (-)-epicatequina-3-galato-fluoroglucinol 19433 565

La identificacion y cuantificacion de los productos de reaccion de la
fluoroglucinolisis permiten el célculo del grado medio de polimerizacion (mDP), el
porcentaje de prodelfinidinas (% P) y el porcentaje de galoilaciéon (% G, porcentaje de
procianidinas esterificadas con &cido galico) (ecuaciones [3.9], [3.10] y [3.11],

respectivamente):

[3.9]

[3.10]

[3.11]

3.2.8.6. Capacidad antioxidante

A la fraccion polifendlica de las plantas se le atribuye una importante capacidad
antioxidante que incluye, desde un punto de vista quimico, multiples y muy diversos
mecanismos de actuacion. Debido a ello, ninguna metodologia analitica es capaz por si

sola de cuantificarla, recomendandose siempre el uso de diferentes técnicas para
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determinar la capacidad antioxidante de las muestras de una forma mas global
(Pellegrini et al., 2003).

En el presente trabajo se han considerado un total de cuatro técnicas: las
espectrofotométricas ABTS, CUPRAC y FRAP, basadas en un mecanismo de
transferencia de electrones, y la fluorimétrica ORAC, cuyo mecanismo consiste en la
transferencia de hidrégeno. Para todas las determinaciones de capacidad antioxidante se
utilizé un lector de microplacas: un MultisSkan Spectrum UV/Vis (Thermo Scientific,
Finlandia) en el caso de las medidas espectrofotométricas, y un FLUOstar Optima
(BMG Labtech GmBH, Alemania) para las fluorimétricas. Todos los resultados se

calcularon como valor medio de seis determinaciones.

Las soluciones-muestra se prepararon bajo condiciones diferentes en funcion de
la materia prima en estudio y de la técnica analitica aplicada para evaluar la capacidad
antioxidante (Tabla 3.9).

Tabla 3.9. Preparacion de las soluciones-muestra para la evaluacion de la capacidad

antioxidante.

Técnica Ratio de dilucion o . Unidades de los
Muestra ; i Disolvente
aplicada concentracion resultados
Mosto macerado de uva . 0 mg trolox/L mosto
(UL, U2) ABTS 1:20 (vIv) EtOH 57% macerado

. .
Extractos polifendlicos ABTS 0.4 mg/mL. para orujos

' de uva tinta y raspon EtOH/H,0 25:75 mg trolox/g muestra
. .d.e regllduos de CUPRAC * 1.0 mg/mL para orujos (viv) liofilizada
vinificaciéon (01, R1) FRAP uva blanca

Extractos polifendlicos
de residuos de ORAC 20 mg/mL
vinificacion (01, R1)

Tampon fosfato mg trolox/g muestra
75 mM (pH 7.4) liofilizada

Extractos polifendlicos ABTS mg trolox/100 g

de residuos de CUPRAC Sin dilucién
vinificacion (02, O3) FRAP muestra fresca
ABTS

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS
(d@cido 2,2’-Azinobis(3-etilBenzoTiazolina-6-Sulfonico)) se basé en la metodologia
inicialmente descrita por Re et al. (1999), con ciertas modificaciones para adaptarla al
analisis en microplacas (Gonzalez-Centeno et al., 2012). El radical ABTS’ se prepard
mezclando volumenes equivalentes (1:1) de disoluciones acuosas de ABTS 7 mM y

K,S;0g 2.45 mM. Dicha solucion madre se dejé reaccionar durante 12 — 16 h a
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23 £ 1 °C en oscuridad, para ser utilizada en las proximas 48 h, conservada bajo las
mismas condiciones de temperatura y luminosidad. En el momento del anélisis, 8 mL de
la solucién madre de ABTS se diluyeron con EtOH/H,0 (25:75, v/v) hasta un volumen
final de 100 mL para obtener un reactivo ABTS con absorbancia de
1.00 £ 0.02 unidades a 734 nm.

Se incubaron las soluciones-muestra y el reactivo ABTS (190 uL en cada
pocillo) en microplacas de 96 pocillos, a 25 °C durante 20 min. Posteriormente, se
realizd una lectura de absorbancia del blanco de reactivo a 734 nm (Ao) y se procedid a
iniciar la reaccion (Figura 3.9) afiadiendo 10 pL de la solucion-muestra a cada pocillo.
La mezcla se incub6 a la misma temperatura durante 30 min, tras los cuales la
disminucion de la absorbancia se midi6 a la misma longitud de onda (As). Para el
calculo de la capacidad antioxidante, la diferencia entre las absorbancias A y As se
correlacion6 con un calibrado de trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E), cuyas
soluciones estandar se prepararon en el rango de concentracion 0 — 0.8 mM (r? = 0.995),
utilizando EtOH/H,0 (25:75, v/v) como disolvente.

CzHs N C,Hs
CoHs CzHs
ABTS- (color verde) ABTS*" (incoloro)
A max= 734 nm

Figura 3.9. Principio quimico del método ABTS (adaptado de Huang, Ou and Prior (2005)).

CUPRAC

La medida de la capacidad antioxidante de las muestras a través del método
CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity) se bas6 en una version modificada
del procedimiento experimental propuesto por Apak et al. (2004) para su evaluacion en
microplacas (Gonzélez-Centeno et al., 2012). El reactivo CUPRAC se prepard el mismo
dia del analisis a partir de volimenes equivalentes (1:1:1) de una disolucion acuosa de
Cu (I1) 10 mM, de una solucion de neocuproina 7.5 mM en EtOH 96% y de tampon
acetato de amonio (1 M, pH 7).

El protocolo y condiciones experimentales, asi como los célculos para la

evaluacion de la capacidad antioxidante a través del método CUPRAC, fueron los

s SOy < .
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descritos para el caso del ABTS. No obstante, el incremento en la absorbancia se midio
a 450 nm (Figura 3.10) y la calibracion con trolox se preparéd a concentraciones
comprendidas entre 0 — 1.3 mM (r*= 0.996).

+ antioxidante

|

|Cu(11)(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina)]** [Cu()(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina)]*
(incoloro) (color amarillo)

A max=450 nm

Figura 3.10. Principio quimico del método CUPRAC (adaptado de Huang et al. (2005)).

FRAP

Se modifico la version original del método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) para la determinacion de la capacidad antioxidante (Benzie and Strain, 1996),
con el objeto de adaptarla al andlisis en microplacas (Gonzélez-Centeno et al., 2012). El
reactivo FRAP (Figura 3.11), preparado el mismo dia del anélisis, se obtuvo a partir de
la mezcla de una solucién de TPTZ 0.01 M en HCI 0.04 M, una disolucién acuosa de
FeCl3-6H,0 0.02 M vy otra de tampodn acetato (pH 3.6, preparado con 3.1 g CH3COONa
y 16 mL de CH3COOH glacial por 1 L de solucién tampon) en un relacién 1:1:10.

[Fe([l[)(TPTZ)2]3+ (incoloro) [Fe(ll)(TPTZ)Z|Z+ (color azul)
A max= 593 nm

Figura 3.11. Principio quimico del método FRAP (adaptado de Huang et al. (2005)).
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El protocolo y condiciones experimentales, asi como los célculos para la
evaluacion de la capacidad antioxidante a través del método FRAP, fueron los mismos
que para las técnicas ABTS y CUPRAC. Sin embargo, la longitud de onda utilizada
para medir el incremento en la absorbancia fue de 593 nm y el calibrado de trolox se

prepard en el rango de concentraciones comprendido entre 0 — 1.6 mM (r> = 0.996).

ORAC

Para evaluar la capacidad antioxidante de las muestras segun el método ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) se procedio segun el protocolo descrito por
Dudonneé et al. (2009) para su analisis en microplacas. Todas las disoluciones se
prepararon en tampdn fosfato (7.5 mM, pH 7.4). En microplacas tipo FluoroNUNC 96
(NUNC, Thermo Scientific, Dinamarca) se afiadieron 30 upL de solucion-muestra,
180 pL de fluoresceina 117 nM y 90 uL de AAPH 40 mM a cada pocillo en este orden.
La mezcla se dejo reaccionar durante 1.5 h a 37 °C (Figura 3.12), periodo en el que se
registrd la fluorescencia cada minuto a longitudes de onda de excitacion y emision de
485 y 530 nm, respectivamente. Simultdneamente en la misma microplaca, se
analizaron un blanco, en el que el tampdn fosfato substituyo a la solucion-muestra, y un
calibrado de trolox con concentraciones entre 1 — 40 uM (r* = 0.983). Para el calculo de
la capacidad antioxidante segin el método ORAC, se correlaciond la diferencia entre las
areas bajo la curva (AUC, calculadas por integracion de las curvas de fluorescencia) con

la recta de calibrado.

- . .
0—0

N Cl

II. Fluoresceina

\J

Productos estables
(pérdida de fluorescencia)

Figura 3.12. Principio quimico del método ORAC (adaptado de Zulueta et al. (2009)).

Productos
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3.2.9. Analisis de texturay fertilidad del suelo

Los analisis de textura y fertilidad del suelo se llevaron a cabo en el Instituto de
Biologia Animal de Baleares S.A. (IBABSA, Palma, Illes Balears, Espafia) de acuerdo
con los Métodos Oficiales de Andlisis de Suelos y Aguas para Riego (MAPA, 1994).

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2.9.1. Textura

La textura del suelo viene definida por la proporcion en que se encuentran
distribuidas las particulas elementales que pueden constituir un sustrato, que segin su
tamafio o porosidad pueden clasificarse en tres grupos basicos: arenas
(0.050 < x < 2.000 mm), limos (0.002 < x < 0.050 mm) vy arcillas (x < 0.002 mm)
(USDA, 1999). En base a ello, se determind el porcentaje de arenas, limos y arcillas de

las muestras de suelo en estudio (Figura 3.13).

100, O

60 40
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% ARCILLAS 50 50 % LIMOS

Arcillo
limosa

Arcillo
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40 60
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Figura 3.13. Textura del suelo. Clasificacion USDA.

3.2.9.2. Fertilidad

Humedad
La humedad del sustrato se determin6 gravimétricamente por desecacién a
105 °C hasta peso constante (MAPA, 1994).
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pH

El pH de las muestras de suelo se midio a través del método potenciométrico con
ayuda de un pH-metro (Crison, Espafia) a partir de una relacién suelo/H,0 1:2.5 (w/v)
(MAPA, 1994).

Conductividad
La determinacion de la conductividad del suelo se llevo a cabo a 25 °C a partir
de una relacién suelo/H,0 1:5 (w/v), expresando los resultados en dS/m (MAPA, 1994).

Materia organica oxidable

La materia organica oxidable del suelo se analiz6 mediante el método de
Walkley-Black, consistente en una valoracion de la muestra con sulfato ferroso (MAPA,
1994).

Nitrégeno total

Al igual que en las determinaciones del contenido proteico de la uva y de los
residuos de vinificacion (apartado 3.2.3.3), se utiliz6 el método Kjeldahl para la
cuantificacion del nitrogeno total (Niotar) del suelo (MAPA, 1994).

Carbonatos v caliza activa

Tanto el contenido de carbonatos como el de caliza activa se determinaron
mediante el calcimetro de Bernard (MAPA, 1994). Los resultados de ambos pardmetros
se presentaron en unidades de porcentaje (%).

Fosforo asimilable

El fosforo asimilable, intimamente ligado a otros factores del suelo como el pH,
la materia orgénica y la cal activa, se midié espectrofométricamente de acuerdo con el
método Olsen-Watanable (MAPA, 1994).

Potasio intercambiable

El potasio intercambiable se analiz6 por espectrometria de absorcidén atomica
(MAPA, 1994).
3.3. EQUIPOS DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO
3.3.1. Equipo extractor I: plato transductor de ultrasonidos

El equipo extractor | consistié en un generador de ultrasonidos multifrecuencia
multiSONIK-2TM y un plato transductor de inmersion (dimensiones 23.6 x 21.8 cm)

(Blackstone-Ney Ultrasonics, EE.UU.) (Figura 3.14). Para evitar pérdidas de energia
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acustica y permitir una mayor penetracion del disolvente en la matriz de la muestra, el
plato transductor se utilizd directamente como contenedor del proceso de extraccion,
para lo que se equipo con paredes metalicas durante los experimentos (Figura 3.15).

B

Figura 3.14. Generador de ultrasonidos multifrecuencia y plato transductor de inmersion.

Control de temperatura
Control de 1a temperatura del baiio termostatizado

de extraccion \ /

Paredes metilicas
de la célula de
extraccion

Sistema de recirculacion
del baino termostatizado

«—

Plato transductor
de ultrasonidos

Muestra de orujo

Disolvente de extraccion

Figura 3.15. Equipo extractor |.

3.3.2. Equipo extractor Il: sonda de ultrasonidos

El equipo extractor Il consistio en un procesador de ultrasonidos UP400S
(Hielscher Ultrasound Technology, Alemania) acoplado a una sonda de 22 mm de
diametro (Figura 3.16). Las condiciones experimentales establecidas, analogas para
todas las experiencias de extraccion acustica realizadas con este equipo, fueron:
55 + 5 Hz de frecuencia, 87.2 £ 0.1 W de potencia (100% de amplitud), 22.9 £ 0.1 A de

intensidad y ciclos de 0.5 s.
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Sonda de ultrasonidos

/ de potencia

Control de 1a
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Figura 3.16. Equipo extractor Il.

3.3.3. Equipo extractor I11: agitador mecéanico

El equipo extractor Il consistid6 en un sistema de agitacion (RZR 2021,
Heidolph, Alemania) dotado con una hélice de cuatro alabes que describian un circulo
de 50 mm de didmetro a una velocidad de giro de 200 rpm (Figura 3.17). Se comprobo

qgue un aumento en la agitacién no provocaba un incremento de la transferencia de

materia.
Control de la Agitacion mecanica
temperatura
de extraccion \ /
r = Vaso encamisado con sistema
de recirculacion del refrigerante
/
Muestra - Disolvente de
de orujo ™-.J | '.’ b : | extraccion
Rd ™ -
L 4 || —
olee | =

Figura 3.17. Equipo extractor IlI.

3.4. SISTEMAS DE INFORMACION GEOGRAFICA

Se entiende por Sistema de Informacion Geografica (SIG) al conjunto integrado
de hardware, software y datos geogréaficos, disefiado para capturar, almacenar,
gestionar, manipular, transformar y analizar informacién geografica referenciada. En el

marco de la presente tesis doctoral, se hizo uso del soporte informéatico ArcGis 9.3.1
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(Environmental Systems Research Institute Inc., EE.UU.) para la obtencion de
informacion geolocalizada de clima y paisaje de los vifiedos de las Islas Baleares en
estudio.

Los datos climaticos de pluviometria, y temperaturas maximas y minimas de los
afios comprendidos en el periodo 2004 — 2010, ambos inclusive, fueron proporcionados
por el Instituto Nacional de Meteorologia — Centro Meteoroldgico Territorial de las
Islas Baleares. Por su parte, los datos de paisaje, correspondientes a la elevacion del
terreno, los suministré el Servicio de Sistemas de Informacion Geografica y
Teledeteccion de la Universidad de las Islas Baleares (SSIGT-UIB).

3.5. DISENO EXPERIMENTAL

En la presente tesis doctoral se plantearon tres lineas de investigacion. La
primera de ellas se centra en el estudio de las indicaciones de calidad del sector
vitivinicola de las Islas Baleares, en vistas a determinar sus caracteristicas diferenciales
consecuencia del terroir y justificar su existencia historica en términos agroclimaticos.
Una vez reconocida dicha diferenciacion y, consecuentemente, la diferenciacion entre
sus materias primas, productos y/o subproductos, se procedio a la caracterizacion de los
residuos de vinificacion de diferentes variedades de uva. Esta segunda linea de trabajo
se propuso con el objetivo de evidenciar las variedades de uva con mayor potencial de
revalorizacion como fuentes de compuestos bioactivos de interés —fibra dietética y
compuestos fendlicos— para las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Por
ultimo, la tercera linea de trabajo evalud la aplicacion de los ultrasonidos de potencia
(US), como tecnologia emergente para mejorar el proceso de extraccion de dichos

componentes bioactivos a partir de los residuos de vinificacion.

Asi pues, con el objeto principal de evaluar el uso potencial de los subproductos
de vinificacion como fuente de fibra antioxidante, se propusieron los siguientes disefios

experimentales.

3.5.1. Diferenciacion de la calidad vitivinicola ligada al origen geografico

3.5.1.1. Estudio del terroir de las Islas Baleares
Para evaluar la diferenciacion entre las Indicaciones Geograficas Protegidas
(IGPs) de las Islas Baleares en base a la huella geoclimatica ejercida por el terroir

(Figura 3.18), se consider6 un namero representativo de vifiedos de las variedades
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Merlot y Cabernet Sauvignon pertenecientes a cada una de las IGPs (VT Mallorca, VT

Illa de Menorca, VT Ibiza y VT Formentera) durante la vendimia de 20009.

«© B

g:;(\ E
) TERRA ]
y

PAISAJE

Figura 3.18. Disefio experimental I. Diferenciacion entre las IGPs de las Islas Baleares.

Se incluyeron en el estudio un total de 28 vifiedos de cada variedad de uva
(Tabla 3.10). En cada uno de ellos se llevaron a cabo los muestreos de uva (muestra
U1) y suelo (muestra S1), asi como la geolocalizacion de los datos climaticos (valores
medios mensuales del periodo 2004 — 2008) y de paisaje. En la Figura 3.19, cada punto
representa conjuntamente la geolocalizacion de los vifiedos-muestra de Merlot y

Cabernet Sauvignon de las bodegas participantes, donde se realizaron los muestreos.

Tabla 3.10. Numero de vifiedos de las IGPs de las Islas Baleares considerados en el estudio.

Indicaciones Geograficas Protegidas

Variedad VT VTlllade \rpiza VT
Mallorca Menorca Formentera
Merlot 20 3 3 2
Cabernet Sauvignon 21 3 2 2

El disefio experimental | consistio, en primer lugar, en una caracterizacion de
cada IGP de las Islas Baleares en términos de los atributos de su uva, suelo, clima y
paisaje. A continuacion, se aplico el Analisis de Componentes Principales (ACP) como
herramienta estadistica multivariable para identificar los patrones de comportamiento de
cada regidn vitivinicola en base a las caracteristicas de la materia prima y de la huella
agroclimatica simultaneamente.
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Figura 3.19. Geolocalizacion de los vifiedos de las IGPs de las Islas Baleares considerados en

el estudio.

3.5.1.2. Estudio del efecto de la afiada y de la variedad de uva
El disefio experimental Il tuvo por objeto estudiar el papel que la afada y la

variedad pueden jugar en la diferenciacion entre zonas vitivinicolas (Figura 3.20).

Ginivleom Millovca

/ DENOMINACIO / D'ORIGEN

&7 ,

e A

MALLORCA 4
PLA i LLEVANT

Figura 3.20. Disefio experimental I1. Estudio del efecto de la afiada y de la variedad de uva.
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Este estudio se aplico a las denominaciones de origen vitivinicolas de las Islas
Baleares: DO Binissalem y DO Pla i Llevant. Se considerd un numero representativo de
vifiedos de las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon pertenecientes a cada DO
durante dos vendimias consecutivas (Tabla 3.11). Los muestreos de uva (muestra U2) y
suelo (muestra S2), asi como la geolocalizacion de datos climaticos (valores medios
mensuales del periodo 2009 — 2010) y de paisaje, se llevaron a cabo en todos y cada uno
de ellos. En la Figura 3.21 se indica la geolocalizacion de los mismos, representando
cada punto conjuntamente los vifiedos de Merlot y Cabernet Sauvignon de la misma

bodega participante, donde se realizaron los muestreos.

Tabla 3.11. NUmero de vifiedos de las DOs de las Islas Baleares considerados en el estudio.

Denominacion de Origen

Variedad . .

DO Binissalem DO Plai Llevant
Merlot 5 8
Cabernet Sauvignon 6 8

Binivadem Mallrea

DENOMINACIO /' D'ORIGEN
/

8 bodegas

Figura 3.21. Geolocalizacién de los vifiedos de las DOs de las Islas Baleares considerados en el

estudio.

En el disefio experimental 1l se realizo, en primer lugar, una caracterizaciéon de
ambas DOs vitivinicolas de las Islas Baleares en términos de las caracteristicas de su
uva, suelo, clima y paisaje. Posteriormente, se procedio a aplicar al conjunto de datos

dos herramientas estadisticas multivariables: el Analisis de Clusters (AC) y el Analisis

111



Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

Discriminante (AD), con el objeto de evaluar el grado de clasificacion-asociacién de los
vifiedos-muestra segun la DO a la que pertenecen (DO Binissalem, DO Pla i Llevant), la
afiada (2009, 2010) y/o la variedad de uva considerada (Merlot, Cabernet Sauvignon).

3.5.2. Caracterizacion de los residuos de vinificacion

El disefio experimental 111, esquematizado en la Figura 3.22, consistio en la
determinacion de la composicion general y en la caracterizacion de la fraccién de fibra
dietética de 10 variedades de uva (Vitis vinifera) (muestra U3) y de sus correspondientes

residuos de vinificacion, orujo (muestra O1) y raspon (muestra R1).

Fendlicos totales Perfil taninos HPLC
Taninos totales Grado de polimerizacion

Figura 3.22. Disefio experimental I1l. Caracterizacion de los residuos de vinificacion.
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Asimismo, este disefio comprendié la caracterizacion de la fraccion fendlica del
orujo (muestra O1) y raspén (muestra R1), actividad que se desarrollé en la Unité
d’Enologie del Institut de Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV, Bordeaux, Francia).
En el caso del orujo se evaluaron seis de las 10 variedades de uva que conforman la
muestra, concretamente, Callet, Tempranillo, Chardonnay, Macabeu, Parellada y

Premsal Blanc.

3.5.3. Extraccion acuosa de compuestos bioactivos asistida acusticamente

3.5.3.1. Determinacion de la potencia de los equipos de ultrasonidos. Estudio
calorimétrico

Con el objetivo de establecer la potencia de ultrasonidos (W) de los equipos, se
procedio a realizar una calibracion del sistema por calorimetria. Esta metodologia
consiste en la determinacién del incremento de temperatura del disolvente de extraccién
que tiene lugar durante los primeros instantes de aplicacion de ultrasonidos (Raso et al.,
1999), en ausencia de muestra y sin termostatizacion del sistema. La temperatura del
medio se registrd cada segundo durante los cinco primeros minutos de aplicacion de los
ultrasonidos, mediante dos sondas termopar tipo K conectadas a un equipo de
adquisicién de datos HP Data Logger 34970A (Hewlett-Packard, Espafia). La operacion
se repitié tres veces para cada set de condiciones experimentales. El célculo de la
potencia ultrasénica se realiz6 de acuerdo con la ecuacién [3.12] a partir de la curva

temperatura-tiempo determinada experimentalmente.

[3.12] —

Equipo extractor |: plato transductor de ultrasonidos

Se evaluo el incremento de temperatura de 1 L de agua (volumen de extraccién),
producido a razén de la aplicacion de ultrasonidos, bajo diferentes condiciones de
amplitud (20, 40, 60, 80 y 100%) para cada nivel de frecuencia de trabajo
(40, 80y 120 kHz).

Equipo extractor 11: sonda de ultrasonidos

Se determiné el incremento de temperatura de 200 mL de agua (volumen de

extraccion) bajo diferentes condiciones de amplitud (20, 40, 60, 80 y 100%).
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3.5.3.2. Experimentos de extraccion acuosa de compuestos fendlicos asistida
mediante el equipo extractor | (plato transductor de ultrasonidos).
Estudio del efecto de la frecuencia y de la potencia de ultrasonidos

sobre el proceso
El principal objetivo del disefio experimental IV consistio en examinar el efecto
de la frecuencia y la potencia de ultrasonidos, asi como del tiempo de extraccion, sobre
la recuperacion de los compuestos fenolicos, los flavonoles y la capacidad antioxidante
del orujo tras someterlo a un proceso de extraccion asistido mediante ultrasonidos de
potencia (Figura 3.23). Este estudio fue desarrollado en las instalaciones del Process
Engineering Science Group del centro de investigacion CSIRO — Animal, Food and
Health Sciences (Werribee, Australia), utilizando la muestra O2, correspondiente a

orujo de la variedad tinta Syrah.

Fendlicos totales CUPRAC

Figura 3.23. Disefio experimental 1V. Estudio del efecto de la frecuencia y potencia acusticas

sobre el proceso de extraccion acuosa de compuestos bioactivos del orujo.

Condiciones de extraccion

El orujo (tamafio de particula inferior a 9 mm) se sometié a un proceso de
extraccion haciendo uso del equipo extractor | (Figura 3.15) con un ratio
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1:5 (w/v, g/mL), siguiendo las recomendaciones de Casazza et al. (2010). Se utilizd
agua como disolvente de extraccion (Vto = 1 L) y la temperatura se fijé en 17 + 3 °C,

regulandose con un bafio externo termostatizado.

Las extracciones se realizaron bajo diferentes condiciones de frecuencia de
ultrasonidos (40, 80 y 120 kHz), potencia de ultrasonidos (entendida como densidad
volumeétrica de potencia, 50, 100 y 150 W/L) y tiempo de extraccion (5, 15y 25 min)
(Tabla 3.12).

Una vez finalizada la extraccion, se determind el contenido en fendlicos y
flavonoles totales, asi como la capacidad antioxidante del extracto liquido, previa
filtracion del mismo (PTPE, 0.45 um). El tratamiento de los datos experimentales se
realiz6 por aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta (RSM).

Disefio Box-Behnken

El tratamiento de los datos experimentales se realizé por aplicacién de la
metodologia de superficie de respuesta (RSM). En este contexto, se aplicd un disefio
Box-Behnken (BBD) (Box and Behnken, 1960) para evaluar el efecto de la frecuencia
de ultrasonidos (X1), la potencia de ultrasonidos (X;) y el tiempo de extraccion (X3),
sobre el patrén de respuesta de las muestras en términos de compuestos fendlicos,
flavonoles y capacidad antioxidante. Los tres niveles equidistantes de las tres variables
independientes (Tabla 3.12), se codificaron de acuerdo con la ecuacion [3.13].

[3.13] —

Donde x; y X son, respectivamente, los valores codificados y experimentales de
la variable i; X; es el valor experimental de dicha variable en el punto central; y AX, es

la distancia entre los valores experimentales.

Tabla 3.12. Valores experimentales y codificados de las variables independientes utilizadas en

el disefio Box-Behnken.

Valores experimentales

Valores - - -
codificados Frecuencia US Potencia US Tiempo de
(kHz) (WIL) extraccion (min)
-1 40 50 5
0 80 100 15
+1 120 150 25
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El disefio completo consistio en 17 experiencias que se realizaron aleatoriamente
para minimizar el error experimental (Tabla 3.13). Las experiencias utilizando las
condiciones del punto central (80 kHz, 100 W/L, 15 min) se llevaron a cabo por

quintuplicado.

El modelo matematico utilizado para predecir la respuesta de cada variable

dependiente se baso en una ecuacion polinébmica de segundo grado (ecuacion [3.14]):

[3.14]

Donde Y es la respuesta predicha para cada una de la variables dependientes
(fendlicos totales, flavonoles totales y capacidad antioxidante); Xi, X, y Xs
corresponden a las variables independientes; do es la constante del modelo; y &, dii Y dij
son, respectivamente, los coeficientes de regresion lineal, cuadratica y de interaccion del

modelo.

Tabla 3.13. Condiciones de extraccion del disefio Box-Behnken.

Experiencia Frecuencia US  Potencia US Tiempo de_
(kHz) (WIL) extraccion (min)
1 120 50 15
2 120 100 o5
3 120 150 15
4 80 100 15
> 80 100 15
6 80 150 5
! 80 50 25
8 80 100 15
9 40 50 15
10 40 150 15
11 120 100 5
12 80 100 15
13 40 100 5
14 80 100 15
15 40 100 25
16 80 150 o5
17 80 50 5
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3.5.3.3. Experimentos de extraccion acuosa de compuestos fendlicos asistida
mediante el equipo extractor Il (sonda de ultrasonidos). Estudio de la
cinética y del efecto de la temperatura sobre el proceso
Por altimo, el disefio experimental V se planted con el propdsito de establecer la
cinética del proceso de extraccion del orujo fermentado, al aplicar ultrasonidos de
potencia o agitacion mecénica (control) a diferentes temperaturas (Figura 3.24). Para
este estudio se considero la muestra O3 de la variedad Syrah.

Fendlicos totales

Figura 3.24. Disefio experimental V. Estudio del efecto de la temperatura sobre el proceso de
extraccion acuosa de compuestos bioactivos del orujo fermentado bajo condiciones control (con
agitacion) y acusticas.

Condiciones de extraccion

De forma previa a la extraccion se realizo el tamizado de la muestra para trabajar

con un tamafo de particula uniforme (<5 mm). La extraccion se llevo a cabo en un vaso
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encamisado, con recirculacion de refrigerante, para asegurar el control de temperatura
durante todo el proceso. El ratio sélido-liquido fue de 1:20 (w/v, g/mL), utilizando agua
como disolvente de extraccion (V1o = 200 mL).

Se realizaron dos series de experimentos a tres temperaturas 20, 35 y 50 °C
(Figura 3.24). La primera serie de experimentos consistio en extracciones asistidas por
ultrasonidos, utilizando el equipo extractor Il (Figura 3.16). Por su parte, la segunda
serie (control) consistié en extracciones con agitacion mecanica y en ausencia de
ultrasonidos, haciendo uso del equipo extractor 11l (Figura 3.17). Se realizaron cuatro

replicados de extraccion por temperatura y serie de experimentos.

Todas las experiencias tuvieron una duracion de 1 h, tomandose alicuotas de
1 mL de extracto liquido a los 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 40, 50 y 60 min. El
mismo dia del analisis, dichas alicuotas se filtraron (RC, 0.45 pm) y se sometieron a un

analisis del contenido de fenolicos totales y de la capacidad antioxidante.

3.6. MODELIZACION

Para la modelizacion de las cinéticas de extraccion del contenido de fendlicos
totales y de la capacidad antioxidante del orujo fermentado se utiliz6 el modelo de
Weibull (ecuacion [3.15]):

[3.15] ——

Los términos Ceq, o Y B fueron los parametros del modelo. El parametro o se
interpreté como una constante de reaccion cinética dependiente de la temperatura (K) de

acuerdo con una ecuacion tipo Arrhenius (ecuacion [3.16]):
[3.16]

La funcion objetivo a minimizar para la identificacion paramétrica del modelo
de Weibull fue el error relativo medio (ERM) entre los valores experimentales y los
calculados por el modelo.

3.7. TRATAMIENTO ESTADISTICO
Todos los resultados experimentales se presentaron como la media + desviacion
estandar de las n mediciones realizadas. El estudio de la variabilidad de las muestras

respecto a los diferentes parametros analizados se llevo a cabo con ayuda del paquete
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estadistico R (version 2.14.2, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).
Se evalud la normalidad y homocedasticidad de los datos para todas las variables en
estudio, utilizando el test de Shapiro-Wilk y el test de Levene, respectivamente. Cuando
la poblacion siguié una distribucién normal y presentd6 homogeneidad de varianzas, se
utilizaron los tests paramétricos ANOVA y Tukey para evaluar, respectivamente, la
existencia y grado de diferencias significativas. Dichos anlisis estadisticos fueron
substituidos por los correspondientes tests no paramétricos, Kruskal-Wallis y pairwise-
Wilcox (con correccion BH), cuando la poblacién no seguia una distribucion normal y/o
presentaba heterogeneidad de varianzas. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

El andlisis multivariable de los datos, comprendiendo el analisis de componentes
principales (ACP), el analisis de clusters (AC) y el analisis discriminante (AD), también
se llevo a cabo mediante el paquete estadistico R. En el AC se aplico el algoritmo
k-means, que agrupa iterativamente las muestras en k clusters en base a que la suma de

las distancias de cada observacion al centroide del grupo sea minima.

Por su parte, para el disefio experimental, el anlisis de datos, el calculo de
prediccidn de las respuestas, la representacion grafica y la modelizacion, en el contexto
de la RSM, se utiliz6 el software STATISTICA (version 7.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK,
EE.UU.). Los pardmetros matematicos de cada modelo se calcularon por anélisis de
regresion a partir de los datos del BBD. Para determinar la calidad y capacidad de
simulacion del modelo se examind la falta de ajuste (LOF), el coeficiente de
determinacion (%) y el valor del test de Fisher (F—value) proporcionado en el anélisis de
varianza (ANOVA). Tanto el modelo como los coeficientes de regresion se
consideraron significativos cuando p < 0.05. Las condiciones Optimas de extraccion,
considerando los factores de respuesta tanto individualmente como de forma conjunta,
se calcularon con ayuda del software Minitab (version 16.1.1, Minitab Inc., State
College, PA, EE.UU.).

La identificacion de todos los parametros del modelo de Weibull se llev6 a cabo
mediante la funcion ‘nlinfit” de Matlab 7.5 (The MathWorks Inc., EE.UU.). Sus
correspondientes intervalos de confianza (IC) se calcularon con la funcién ‘nlparci’ y el

error estandar asociado (ES), a partir de la matriz de covarianza.

Para evaluar la correlacion entre los valores experimentales (Xexp) Yy l0S

calculados por los modelos matematicos propuestos (Xcac) Y, consecuentemente, la
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calidad del ajuste de los mismos, se utilizaron los parametros estadisticos ‘adequate
precision’ (AP, ecuacion [3.17]), error relativo medio (ERM, ecuacion [3.18]) y/o

porcentaje de varianza explicada (VAR, ecuacion [3.19]) (Noordin et al., 2004; Bas and
Boyaci, 2007; Eim, 2012):

[3.17] —_—

[3.18]

[3.19] —

Donde n es el ndmero de experiencias; P es el numero de términos
estadisticamente significativos del modelo matematico (incluyendo la constante del
modelo); o® es el valor MS del residuo en el ANOVA,; Sex,, la desviacion estandar de

los valores experimentales; y Scqc, la desviacion estandar de los valores calculados.
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4. RESULTADOSy DISCUSION
A continuacion se presentan los resultados experimentales obtenidos en la

presente tesis doctoral.

4.1. DIFERENCIACION DE LA CALIDAD VITIVINICOLA LIGADA AL
ORIGEN GEOGRAFICO

El objetivo de los dos disefios experimentales propuestos en esta primera linea
de trabajo fue evaluar la influencia del terroir, de la afiada y de la variedad de uva en la
diferenciacion entre las zonas vitivinicolas de calidad reconocida de las Islas Baleares
(Figura 3.18 y Figura 3.20).

Concretamente, se deseaba estudiar si las caracteristicas diferenciales existentes
entre las IGPs y DOs de esta region vitivinicola son consecuencia del entorno
geoclimatico, o por el contrario, estan Unicamente vinculadas a la tradicion y al saber
hacer de los endlogos. Asi pues, atendiendo al concepto de terroir, sin considerar el
factor humano, se estudiaron las caracteristicas fisico-quimicas de la uva (Merlot y
Cabernet Sauvignon) y las condiciones agrocliméticas de la vifia (suelo, clima vy

paisaje).

4.1.1. Estudio del terroir de las Islas Baleares

A continuacion se presentan los resultados experimentales derivados de la
aplicacion del disefio experimental 1. A partir de las muestras de uva procedentes de
cada vifiedo (muestra U1) se prepard el mosto o zumo de uva y el mosto macerado. El
zumo de uva se sometid a un analisis enoldgico rutinario que incluia los parametros de
pH, acidez total y grado alcohdlico probable; mientras que el mosto macerado se utilizé
para determinar el contenido de fendlicos totales, la capacidad antioxidante mediante el
método ABTS vy las caracteristicas cromaticas. Por su parte, las muestras de suelo
procedentes de cada vifiedo (muestra S1) se sometieron a un analisis de textura y
fertilidad.

En cuanto a los datos climaticos, se consideré el periodo 2004-2008,
calculandose el valor medio de los cinco afios para cada parametro (pluviometria,
temperaturas maxima y minima) y mes (nota: no se observaron diferencias
significativas entre los valores medios mensuales de los cinco afios, p > 0.05). Dado que
los valores medios de pluviometria y los correspondientes a las temperaturas maxima y

minima a nivel mensual estaban altamente correlacionados a lo largo del afio, s6lo se
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consideraron para el estudio de las IGPs los datos correspondientes al mes de mayo.
Dicha eleccidn se argumento en base al ciclo vegetativo de la vifia, dado que el periodo
de floracién, altamente afectado por las condiciones climaticas, tiene lugar en dicho mes
(Hidalgo, 2002).

El término ‘vifiedo-muestra’ qued6 definido por las caracteristicas fisico-
quimicas de la uva y del suelo, conjuntamente con los datos climaticos y de paisaje
geolocalizados, para cada vifiedo en estudio. En la Tabla 4.1 se presentan los resultados
obtenidos en la caracterizacion general de los vifiedos-muestra de Merlot y Cabernet
Sauvignon de las cuatro IGPs de las Islas Baleares. En la misma tabla se incluye el
andlisis estadistico univariable realizado sobre el conjunto de datos, con el objeto de
evaluar la existencia y grado de significacion de las diferencias existentes entre las IGPs

para cada variable en estudio.

Al analizar los resultados obtenidos para las uvas de la variedad Merlot, se
observd que las de los vifiedos-muestra de VT Mallorca presentaron un contenido de
fendlicos totales y una intensidad de color significativamente menores (p < 0.05) que las
de los vifiedos-muestra correspondientes a VT Formentera. La acidez total del mosto
fue menor en las uvas procedentes de VT Illa de Menorca (p < 0.01). Por su parte, el
grado alcohdlico probable fue ligeramente superior en las uvas de VT Mallorca
(p <0.05).

Los resultados de intensidad y tonalidad de color del mosto macerado de
Cabernet Sauvignon presentaron comportamientos totalmente opuestos, siendo las uvas
de VT Ibiza las que manifestaron, respectivamente, el menor y mayor valor para dichas
variables, de entre las IGPs de las Islas Baleares. Por su parte, el pH del zumo de uva
fue significativamente mayor en el caso del VT Formentera (p < 0.001). Cabe indicar
que para las uvas de Cabernet Sauvignon, el contenido de fendlicos totales, la capacidad
antioxidante, la acidez total y el grado alcoholico probable del mosto no presentaron
diferencias significativas (p > 0.05) entre las IGPs de las Islas Baleares.

El suelo de los vifiedos-muestra de cada IGP presentd una textura caracteristica.
Para VT llla de Menorca, VT Formentera y VT lbiza, la arena fue el principal
componente, seguido por la arcilla en las dos primeras IGPs y por los limos en el caso
de VT lIbiza. Por su parte, los suelos vitivinicolas de VT Mallorca presentaron una
composicion totalmente diferente, basada en una proporcion similar de limos y arcillas,

y un menor contenido en arenas.
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En funcion del contenido de carbonatos del suelo, las IGPs de las Islas Baleares
se clasificaron en tres grupos diferenciados (p < 0.001): los vifiedos-muestra de VT Ibiza
y VT Formentera presentaron los niveles mas altos, seguidos por valores intermedios en
el caso de VT Mallorca. Por su parte, los suelos vitivinicolas de VT llla de Menorca
mostraron un contenido de carbonatos < 1%, siendo entre 30 — 70 veces inferior al del
suelo de las otras tres IGPs. Los suelos con menor contenido de materia organica fueron
los correspondientes a los vifiedos-muestra de VT Ibiza, mientras que todas las muestras
de suelo presentaron una conductividad similar. Con respecto a la composicién mineral,
el contenido de fésforo fue muy superior en los suelos de VT Mallorca y VT llla de
Menorca (p < 0.001), concretamente, entre 3 'y 7 veces mayor que los valores detectados
en el resto de IGPs.

Tal y como se indica en la Tabla 4.1, se observaron diferencias significativas
entre las IGPs con respecto a las condiciones climaticas (p < 0.001). VT llla de
Menorca, la IGP situada més al norte del archipiélago balear, present6 el valor mas bajo
de pluviometria, mientras que VT Formentera, localizada al sur del mismo, manifesté la

temperatura minima mas elevada.

Cabe indicar que se detectaron diferencias significativas entre las IGPs a un
nivel de significacion de p < 0.001 para todas las variables de suelo y clima
consideradas, exceptuando el contenido de potasio intercambiable (p < 0.01), el ratio
C/N (p < 0.05) y la conductividad (p < 0.05) del suelo. Por su parte, la elevacion del
terreno, como descriptor del paisaje de los vifiedos-muestra, también presentd
diferencias significativas entre las IGPs (p < 0.05). Estos resultados ponen de
manifiesto que todas las variables agroclimaticas consideradas pueden resultar Utiles en

el andlisis de las diferencias existentes entre IGPs de una misma region vitivinicola.

De acuerdo con los valores °, las variables relacionadas con las caracteristicas
de la uva con mayor capacidad discriminante fueron: la acidez total, los parametros de
color del mosto, el contenido de fenolicos totales y el pH para las uvas de la variedad
Merlot, aunque sélo los parametros de color y el pH en el caso de la variedad Cabernet
Sauvignon. De entre las variables de textura y fertilidad del suelo destacaron el pH, el
contenido de limos y el de carbonatos, presentando los valores Xz mas elevados de las
23 variables consideradas. Y con respecto a los descriptores climaticos, todos

presentaron una capacidad discriminante muy alta.
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Tes
Tabla 4.1. Caracterizacién de los vifiedos de Merlot y Cabernet Sauvignon de las indicaciones geogréaficas protegidas (IGPs) de las Islas Baleares: atributos Bo
de la uva, suelo, climay paisaje. ?;CI’
VT Mallorca VT llla de Menorca VT lbiza VT Formentera x> p-value® K/I
Uvas Merlot R.
Fenolicos totales (mg/L) 3066 + 540a° 3474 + 635ab 3029 + 33la 3588 + 288b 10.5 * nGz%
ABTS (mg/L) 2522 + 0.333a 2909 + 0.424b 2.666 = 0.292 ab 2.780 = 0.293 ab 8.9 * ICeé-
Intensidad de color (UA) 5472 + 0.942a 5703 + 1.171ab 6.023 + 0.255b 6.294 + 0.341b 104 * nte
Tonalidad de color (UA) 0.747 + 0.126 ab 0.809 + 0.052 ac 0.690 + 0.036b 0.882 + 0.073c 11.2 * no
pH 3.36 + 0.11ab 3.42 = 0.09 ac 331 + 0.03b 350 + 0.13c 10.3 *
Acidez total (g/L) 120 = 20a 99 + 16D 135 = 1l4c 121 + 19ac 15.9 *x
Grado alcoholico probable (% vol) 147 + 11la 137 + 10b 13.7 + 09b 139 + 0.3b 9.9 *
Uvas Cabernet Sauvignon
Fenolicos totales (mg/L) 3724 + 1097 a 3258 + 720 a 3230 + 58a 2960 + 1lla 4.0 ns
ABTS (mg/L) 2812 = 0.553a 2.718 = 0.285a 2747 £ 0.349a 2.626 = 0.155a 0.8 ns
Intensidad de color (UA) 5487 + 1.509a 4852 + 0.735a 3.365 + 0.166 b 3.959 + 0.155ab 11.1 *
Tonalidad de color (UA) 0.781 + 0.145a 0.888 + 0.025b 0.950 + 0.020c 0.905 £+ 0.020abc  14.8 *x
pH 33 £ 02a 35 + 00D 34 £ 00a 3.7 £ 00c 16.6 falalel
Acidez total (g/L) 108 + 1.7ab 117 £+ 18a 121 + 0.2ab 9.7 £+ 02D 7.4 ns
Grado alcoholico probable (% vol) 143 £ 12a 145 £ 10a 138 + 0.1a 150 £ 0.2a 4.1 ns

® Para cada variable, las letras diferentes indican diferencias significativas a * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001;

ns, diferencias no significativas; VT, Vi de la Terra.
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Tabla 4.1. (continuacion) Caracterizacion de los vifiedos de Merlot y Cabernet Sauvignon de las indicaciones geograficas protegidas (IGPs) de las Islas

Baleares: atributos de la uva, suelo, clima y paisaje.

VT Mallorca VT llla de Menorca VT lbiza VT Formentera 2 p-value ?
Suelo
Arenas (%) 273 £ 7.7a 50.0 + 18.2b 40.7 + 118b 66.0 + 27.4b 30.7 Fex
Limos (%) 377 £ 33a 227 £ 6.7b 323 + 44c 155 £ 159b 42.4 falekal
Arcillas (%) 350 £+ 66a 27.3 + 13.8ab 27.0 £ 85b 185 £ 115hb 16.8 ool
Materia organica (%) 164 + 0.38a 188 + 045a 1.09 £ 0.13b 125 + 1.03ab 19.1 falele
Carbonatos (%) 316 £+ 15.0a 09 £+ 01b 494 + 117¢c 66.7 + 13.0c 41.4 falele
Calcaria activa (%) 78 £ 3.7a 02 £ 00b 9.7 + 04a 82 + 43a 26.2 falea
pH 84 = 03a 80 = 0.1b 88 = 0.0c 89 = 05¢ 43.4 Fx
Conductividad (dS/m) 0.14 + 0.01la 0.14 + 0.01a 0.15 £ 0.01b 0.16 = 0.05ab 9.8 *
N total (%) 0.14 + 0.03a 0.17 £ 0.04b 0.09 + 0.01c 0.09 + 0.06ac 27.3 Fx
C/IN ratio 6.76 + 0.52ab 6.50 + 0.30a 6.99 £ 0.21b 753 + 1.69ab 5.9 *
P (ppm) 1363 + 8.68a 36.10 + 28.96b 340 £ 2.71c 511 + 145c¢ 33.0 xx*
K (ppm) 423 + 118a 377 + 345ab 273 + 113b 244 + 211ab 11.4 e
Clima
Pluviometria (mm) 180 + 0.60a 094 £ 0.10b 165 + 0.12a 117 + 0.13c 35.8 Fx
T2 maxima (C) 238 + 06a 225 £ 03b 237 + 00a 223 + 02D 34.2 ek
T2 minima () 126 £+ 05a 132 £+ 05D 13.7 £ 04c¢ 158 + 04d 37.8 faleie
Paisaje
Elevacion (m) 112 + 64a 56 + 38b 176 + 115a 125 + 35a 10.2 *

® Para cada variable, las letras diferentes indican diferencias significativas a * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; ns, diferencias no significativas; VT, Vi de la Terra.
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Con el objeto de determinar el grado de asociacion entre las variables
consideradas se calculé la correspondiente matriz de correlacion (Mulet et al., 1992).
Analizando las caracteristicas de la uva, los coeficientes de correlacion mas elevados se
observaron entre el contenido de fendlicos totales y la capacidad antioxidante (r > 0.57),
y para el pH con la tonalidad de color (r > 0.74) y la acidez total del mosto (r <-0.65).
También se observaron correlaciones importantes entre los descriptores del suelo: tal es
el caso de la proporcién de arenas, limos y arcillas (r > |0.60| en todos los casos); la
concentracion de carbonatos y caliza activa (r > 0.75); y el nitrogeno total con la
materia organica (r > 0.95) y el nivel de carbonatos (r <-0.54). En lo que respecta a las
variables climéticas y de paisaje no se observaron correlaciones importantes (r > |0.40]
en todos los casos).

Esta evaluacion preliminar puso de manifiesto la elevada correlacion existente
entre algunas de las variables, haciendo necesaria la eliminacién de aquéllas que
describen el mismo fenémeno y/o se utilicen de forma redundante. La seleccién de las
variables para el analisis estadistico multivariable se fundamento en base a tres criterios:
i) variables con valores y? elevados (Tabla 4.1); ii) variables menos correlacionadas con
el resto; y iii) variables mas utilizadas en la literatura como atributos con mayor

capacidad discriminante.

De este modo, en el caso de los vifiedos-muestra de Merlot de las IGPs de las
Islas Baleares, solo nueve de las 23 variables inicialmente analizadas se consideraron en
la aplicacion del andlisis de componentes principales (ACP). Concretamente, el
contenido de fendlicos totales, la intensidad y tonalidad de color del mosto de uva
macerado, la proporcion de limos y carbonatos del suelo, la pluviometria, las

temperaturas maxima y minima, y la elevacion del terreno.

Para la realizacion del ACP correspondiente a los vifiedos-muestra de la
variedad Cabernet Sauvignon, se consideraron las mismas variables, exceptuando el
contenido de fenolicos totales dada su escasa capacidad discriminante (Tabla 4.1,
¥* = 4.0, p > 0.05).

Los tres primeros componentes principales que resultan de la aplicacién del ACP
sobre los vifiedos-muestra de la variedad Merlot explicaron el 70% de la varianza total
de la base de datos. En la Figura 4.1 se representan las variables de la uva, suelo, clima
y paisaje como funcion del primer (CP1) y segundo (CP2) componente principal.

Mediante el CP1, correlacionado positivamente con la temperatura minima y de forma
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negativa con la temperatura maxima y el contenido de limos del suelo, pudo explicarse
un 30% de la variabilidad total. Por su parte, el CP2, representando un 23% de dicha
variabilidad, quedd definido positivamente por la tonalidad de color del mosto y
negativamente por su intensidad de color y su contenido de fendlicos totales.
Adicionalmente, gracias al tercer componente principal (CP3) se recogio otro 17% de la
variabilidad total de la base de datos de los vifiedos-muestra de la variedad Merlot,
presentando una fuerte correlacion negativa con las variables de pluviometria, contenido

de carbonatos del suelo y elevacion del terreno (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Andlisis de componentes principales de los vifiedos-muestra de Merlot. Contribucion

de las variables a los tres primeros componentes principales.

CP1 CP2 CP3
Fenolicos totales  0.125 -0.524 0.040

Intensidad de color  0.041 -0.642 -0.076
Tonalidad de color ~ 0.407 0.480 -0.061
Limos -0.542 0.134 -0.176

Carbonatos  0.152 -0.121 -0.559
Pluviometria  -0.163 0.034 -0.511
Teméxima -0.520 -0.131 0.026
T¢minima  0.450 -0.169 -0.097
Elevacion  0.022 0.063 -0.612

CP, componente principal.

Los vifiedos-muestra de Merlot de las cuatro IGPs en estudio también se han
representado como funcion del primer (CP1) y segundo (CP2) componente principal en
la Figura 4.1. La distribucion de los mismos en este plano pone de manifiesto su
tendencia a distribuirse en cuatro grupos diferenciados. Los vifiedos-muestra de
VT Formentera se separaron claramente del resto al quedar localizados en el cuadrante
IV. Dicha posicion respecto al eje CP1 se justifica en base al bajo contenido de limos en
el suelo de sus vifiedos y al registro en los mismos de la temperatura minima mas alta y

la maxima mas baja, de entre las cuatro IGPs de las Islas Baleares.

Por su parte, los vifiedos-muestra de VT Illa de Menorca constituyeron un
segundo grupo situado en el cuadrante I, mientras que los de VT Ibiza se agruparon
principalmente en el cuarto (IV) muy proximos al origen de coordenadas. Tal y como
se aprecia en la Figura 4.1, se observaron escasas diferencias entre ambos grupos con

respecto al CP1.
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Figura 4.1. Analisis de componentes principales. Representacion de las variables de la uva,
suelo, clima y paisaje, y de las muestras de Merlot de las indicaciones geograficas protegidas
(IGPs) de las Islas Baleares como funcidn del primer (CP1) y segundo (CP2) componente

principal.

Finalmente, los vifiedos-muestra de VT Mallorca se emplazaron en la zona
negativa del CP1, diferenciandose del resto de acuerdo con los atributos agroclimaticos
que describen dicho eje. De este modo, los vifiedos-muestra de Merlot de VT Mallorca
se caracterizaron por un elevado contenido de limos de sus suelos y por haber sufrido la

temperatura maxima mas alta y la minima mas baja durante el mes de mayo.

La representacion de los vifiedos-muestra de la variedad Merlot como funcion
del primer (CP1) y tercer (CP3) componente principal (Figura 4.2) mostr6 un patron de
distribucion similar al establecido en la representacion CP1 versus CP2, puesto que los
vifiedos-muestra de Merlot de las IGPs de las Islas Baleares se distribuyeron
nuevamente en cuatro grupos. En cualquier caso, destaca una mejor diferenciacion entre
los vifiedos-muestra de VT Illa de Menorca y VT Ibiza con respecto al CP3, gracias a la
mayor pluviometria, elevacion del terreno y nivel de carbonatos del suelo en los

vifiedos-muestra de VT lbiza.
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Figura 4.2. Analisis de componentes principales. Representacion de las variables de la uva,

suelo, clima y paisaje, y de las muestras de Merlot de las indicaciones geograficas protegidas
(IGPs) de las Islas Baleares como funcidon del primer (CP1) y tercer (CP3) componente

principal.

En lo que respecta a la variedad Cabernet Sauvignon, mediante los tres primeros
componentes principales que resultan de la aplicacion del ACP sobre sus vifiedos-
muestra pudo explicarse el 68% de la varianza total de la base de datos. En la
Figura 4.3 se representan las variables de la uva, suelo, clima y paisaje como funcion
del primer (CP1) y segundo (CP2) componente principal. Mediante el CP1 pudo
explicarse el 29% de la variabilidad total, presentando una fuerte correlacion positiva
con las variables de temperatura maxima y contenido de limos en el suelo del vifiedo.
Por su parte, mediante el CP2 pudo interpretarse un 20% de la variabilidad total de la
base de datos; dicho componente se caracterizd por los cuatro descriptores
agroclimaticos restantes, de los cuales Unicamente presentd una correlacion negativa
con la temperatura minima. La explicacién de un 19% adicional de la variabilidad se
atribuyé al CP3, definido por los atributos de color del mosto macerado. La intensidad
y tonalidad de color presentaron una correlacion positiva y negativa con el CP3,

respectivamente (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Andlisis de componentes principales de los vifiedos-muestra de Cabernet Sauvignon.

Contribucion de las variables a los tres primeros componentes principales.

CP1 CP2 CP3
Intensidad de color -0.066 0.090 0.693

Tonalidad de color  -0.116 0.042 -0.658
Limos 0.672 0.092 -0.089

Carbonatos  0.174 0.383 -0.141
Pluviometria  0.321 0.485 -0.080
T@maxima  0.570 -0.129 0.186
Téminima  0.063 -0.352 -0.113
Elevacién  -0.263 0.678 0.075

CP, componente principal.

En la Figura 4.3 también se representan los vifiedos-muestra de la variedad
Cabernet Sauvignon de las cuatro IGPs en estudio como funcién del primer (CP1) y
segundo (CP2) componente principal. La distribucion de los mismos en el plano ACP
puso de manifiesto una completa separacion entre los vifiedos-muestra de VT llla de
Menorca y VT Formentera pese a estar localizados en el mismo cuadrante (11). Ambos
grupos quedaron diferenciados entre si gracias a las variables agroclimaticas que
definen el CP2, dado que los vifiedos-muestra de VT Formentera presentaron valores de
pluviometria, elevacion del terreno y contenido de carbonatos del suelo

significativamente més elevados (p < 0.05).

Al mismo tiempo, en esta representacion, los vifiedos-muestra de VT llla de
Menorca y VT Formentera se diferenciaron totalmente de los de las otras dos IGPs, con
respecto al CP1. En este caso, la diferenciacion se baso principalmente en un contenido
de limos en sus suelos y una temperatura maxima significativamente menores
(p < 0.001). Por su parte, los vifiedos-muestra de VT Mallorca y VT Ibiza se agruparon

separadamente aunque muy proximos entre si y al origen de coordenadas del ACP.

Al considerar la representacién de los vifiedos-muestra de la variedad Cabernet
Sauvignon como funcion del primer (CP1) y tercer (CP3) componente principal, se
observaron cuatro grupos claramente diferenciados (Figura 4.4). Los vifiedos-muestra
de VT Illa de Menorca se situaron en la zona negativa del CP1, concretamente en la
posicibn méas alejada del origen de coordenadas. Sus caracteristicas a nivel de
pluviometria, temperatura maxima y contenido de limos y carbonatos del suelo,

justificaron dicha posicion en el plano ACP.
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Figura 4.3. Analisis de componentes principales. Representacion de las variables de la uva,
suelo, clima y paisaje, y de las muestras de Cabernet Sauvignon de las indicaciones geograficas
protegidas (IGPs) de las Islas Baleares como funcion del primer (CP1) y segundo (CP2)

componente principal.

Tanto los vifiedos de VT Formentera como los de VT Ibiza se agruparon en el
tercer cuadrante: los correspondientes a VT Formentera se situaron en la parte superior
izquierda, principalmente diferenciados del resto gracias a los atributos incluidos en el
CP1; mientras tanto, los vifiedos-muestra de VT lbiza se posicionaron en la parte
inferior derecha del cuadrante 111, siendo discriminados de acuerdo con las variables que
definen el CP3. Por su parte, los vifiedos-muestra de VT Mallorca se dispusieron
mayoritariamente en la parte derecha de la representacion CP1l versus CP3,

caracterizandose por su elevada pluviometria y temperatura maxima.

En conclusién, independientemente de la variedad de uva considerada, puede
afirmarse que los vifiedos-muestra de las IGPs de las Islas Baleares se distribuyeron en
cuatro grupos diferenciados como resultado de la aplicacion del ACP sobre las
caracteristicas fisico-quimicas de la uva, la textura y fertilidad del suelo, y las

condiciones climéticas y de paisaje de sus vifiedos.
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Figura 4.4. Analisis de componentes principales. Representacion de las variables de la uva,
suelo, clima y paisaje, y de las muestras de Cabernet Sauvignon de las indicaciones geograficas
protegidas (IGPs) de las Islas Baleares como funcion del primer (CP1) y tercer (CP3)

componente principal.

De acuerdo con los resultados del ACP aplicado puede atribuirse un rol
especifico a cada uno de los tres primeros componentes principales. Tal y como se
observa en la Figura 4.1 y en la Figura 4.2, para la variedad Merlot el CP1 se define
principalmente por las condiciones de temperatura y textura del suelo, mientras que el
CP2 queda representado por las caracteristicas de la uva, y el CP3, por las condiciones
de pluviometria, paisaje y fertilidad del suelo. En el caso de la variedad Cabernet
Sauvignon (Figura 4.3 y Figura 4.4), el CP1 presento las condiciones de temperatura
méaxima y textura del suelo como descriptores principales; el CP2 se caracterizd por las
variables de pluviometria, paisaje, temperatura minima y fertilidad del suelo; y el CP3,
por las caracteristicas de la uva. Asi pues, para ambas variedades se observaron dos
componentes del ACP representativos del medio natural del vifiedo o de los descriptores
agroclimaticos (CP1 y CP3 para la variedad Merlot, CP1 y CP2 para la variedad
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Cabernet Sauvignon), y un tercero, especifico de los atributos de la materia prima (CP2

y CP3 para las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon, respectivamente).

Al comparar los resultados obtenidos para ambas variedades, se observa una
distribucion muy similar de las variables en los tres primeros componentes principales,
lo cual pone de manifiesto una determinada relacién entre dichos parametros,
completamente independiente de la variedad de uva en estudio. Por ejemplo, la
intensidad y tonalidad de color presentaron una relacion inversamente proporcional en
ambos casos, mientras que el contenido de limos del suelo y la temperatura maxima
denotaron una correlacion positiva. Soto et al. (2011) habian observado con anterioridad
una baja intensidad de color para aquellos vinos con mayor tonalidad, y viceversa. Por
otra parte, Koundouras et al. (2006) ya observaron una relacion directa entre el
contenido de limos en el suelo del vifiedo y la temperatura maxima registrada, quiza

debido a que su estudio también se llevo a cabo en la cuenca mediterranea.

En el presente estudio, los tres primeros componentes principales permitieron de
forma conjunta la identificacion de diferentes patrones de comportamiento de los
vifiedos-muestra de acuerdo con su origen geografico, dado que los cuatro grupos
obtenidos como resultado del ACP, tanto para la variedad Merlot como para la
Cabernet Sauvignon, se correspondieron con las cuatro IGPs reconocidas en la region
vitivinicola de las Islas Baleares. Debido a su presencia en el primer componente
principal, la temperatura maximay el contenido de limos del suelo del vifiedo fueron los
descriptores mas importantes del patron de distribucion de los vifiedos-muestra en el
plano formado por los diferentes componentes principales. De hecho, los vifiedos-
muestra procedentes de las IGPs en estudio se separaron principalmente a lo largo del
CP1 (Figura 4.1 y Figura 4.3). Ello se justifica de acuerdo con la literatura, segln la
cual ambos descriptores ejercen un impacto significativo en el desarrollo de la vifia y,
consecuentemente, en las caracteristicas del producto (Andrés de Prado et al., 2007;
Soar et al., 2008).

Como resultado del analisis multivariable de la base de datos correspondiente a
la variedad Merlot se revel6 que el CP1 y el CP3, ambos relacionados con las
caracteristicas agroclimaticas, permitian obtener un mejor patrén de diferenciacion entre
los vifiedos-muestra de las cuatro 1GPs, que el CP2 (Figura 4.1). Sin embargo, en el
caso del Cabernet Sauvignon, el componente principal relacionado con la materia prima

(CP3) permitié separar mejor los vifiedos-muestra en funcién de su indicacion de
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calidad (Figura 4.4). En cualquier caso, cabe destacar la importancia de considerar los
tres primeros componentes principales para obtener una buena diferenciacion entre los
cuatro grupos coincidentes con las IGPs de las Islas Baleares. De este modo, el presente
estudio avala la existencia histérica de dichas indicaciones de calidad, explicandolas en

base a un concepto mucho mas geografico.

La atribucion de la calidad y de las caracteristicas propias de un vino a su origen
geogréfico resulta de gran importancia tanto para productores como para consumidores.
En la dltima década, varios autores han estudiado la caracterizacion y diferenciacion de
vinos de acuerdo con su origen geografico aplicando la técnica ACP sobre una base de
datos Unicamente constituida por caracteristicas del propio vino, tales como su perfil
aromatico, atributos sensoriales, composicion fenélica y/o mineral, independientemente
de las caracteristicas de la uva como materia prima y/o de las condiciones

agroclimaticas implicadas en su desarrollo.

Por ejemplo, Kallithraka et al. (2001) clasificaron vinos tintos procedentes de
tres areas de producciéon de Grecia, en base a su perfil de antocianos y su analisis
sensorial. Por su parte, Miele et al. (2010) diferenciaron vinos tintos procedentes de
cinco de las siete regiones vitivinicolas de Brasil, al aplicar el ACP sobre su
composicion fisico-quimica. Y Douglas et al. (2001) mostraron la naturaleza y
magnitud de las diferencias existentes entre vinos Riesling procedentes de los dos
terroirs vitivinicolas de la peninsula del Niagara (Canada), basandose exclusivamente
en sus atributos sensoriales. Su estudio documentd las caracteristicas diferenciales
existentes entre las dos denominaciones de calidad de dicha region vitivinicola. Tal y
como puede observarse, al analizar vinos, dichos trabajos consideraron el factor humano
en todo momento y no asociaron las diferencias existentes entre los mismos a los

factores agroclimaticos propios de la region.

4.1.2. Estudio del efecto de la aflada y de la variedad de uva

A partir de los resultados obtenidos por aplicacion del disefio experimental I, se
plante6 un estudio complementario con el objeto de evaluar el efecto de la afiada y de la
variedad de uva sobre la diferenciacion de la calidad ligada al origen. En este caso, la
region vitivinicola considerada comprendié las dos denominaciones de origen de las
Islas Baleares, DO Binissalem y DO Pla i Llevant. Para examinar ambos efectos, se

consider6 un namero representativo de vifiedos-muestra de las variedades Merlot y
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Cabernet Sauvignon pertenecientes a cada DO durante dos vendimias consecutivas,
2009 y 2010.

La base de datos correspondiente a la caracterizacion de los vifiedos-muestra se
construyé a partir de los descriptores de uva, suelo, clima y paisaje previamente
seleccionados por su capacidad discriminante en el disefio experimental |
(Gonzalez-Centeno et al., 2013). Asi pues, se determind el contenido de fenolicos
totales y las caracteristicas cromaticas del mosto de uva macerado (muestra U2); y la
textura y contenido de carbonatos del suelo (muestra S2). En cuanto a los datos
climaticos, se consideraron los valores medios de pluviometria, temperatura maxima y
minima correspondientes al mes de mayo de 2009 y 2010. Al igual que para el estudio
de las IGPs, la informacion climética y de paisaje se geolocalizé para cada uno de los
vifiedos-muestra considerados. En la Tabla 4.4 y la Tabla 4.5 se incluyen los resultados
obtenidos en la caracterizacion de los vifiedos-muestra de Merlot y Cabernet Sauvignon
durante las afiadas 2009 y 2010 para cada una de las dos DOs vitivinicolas de las Islas
Baleares.

Tabla 4.4. Caracterizacién de los vifiedos-muestra de la DO Binissalem: atributos de la uva,

suelo, clima y paisaje.

Merlot Cabernet Sauvignon
2009 2010 2009 2010
Uva
Fendlicos totales (mg/L) 2571 = 237 2776 = 183 3853 + 1653 3435 + 551
Intensidad de color (UA)  4.565 + 0.326 3.850 * 0.535 5513 * 1.406 4491 * 0.816
Tonalidad de color (UA)  0.833 + 0.061 0.814 + 0.062 0.813 * 0.116 0.859 * 0.101
Suelo
Limos (%) 372 £ 18 36.8 £+ 1.0 36.7 £ 1.2 370 £ 16
Carbonatos (%) 315 + 147 325 + 123 329 + 124 386 £ 120
Clima
Pluviometria (mm)  10.17 + 1.86 100.32 + 8.79 10.23 + 1.85 99.63 + 7.13
Temperatura maxima ( C) 26.7 £ 0.3 228 + 0.0 266 = 0.2 228 + 00
Temperatura minima ( ) 140 = 0.2 111 = 04 140 = 0.2 111 + 03
Paisaje
Elevacion (m) 119+7 118+7

Una vez caracterizados los vifiedos-muestra de ambas DOs, se procedio a aplicar
al conjunto de datos dos herramientas estadisticas multivariables: el analisis de clusters
(AC) y el andlisis discriminante (AD), con el objeto de evaluar el grado de

clasificacion-asociacion de los vifiedos-muestra segin la DO a la que pertenecen
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(DO Binissalem, DO Pla i Llevant), la afiada (2009, 2010) y/o la variedad de uva
considerada (Merlot, Cabernet Sauvignon). Para ello se plantearon dos lineas de trabajo
paralelas: una primera en la cual se analizaron de forma conjunta el efecto de la afiada y
del origen de produccion sobre la clasificacion de los vifiedos-muestra de cada una de
las variedades objeto de estudio (Merlot y Cabernet Sauvignon); y una segunda linea de
trabajo que, considerando por separado los vifiedos-muestra de 2009 y 2010, evalué su
clasificacion en funcion de la variedad de uva y del origen de produccion.

Tabla 4.5. Caracterizacion de los vifiedos-muestra de la DO Pla i Llevant: atributos de la uva,

suelo, clima y paisaje.

Merlot Cabernet Sauvignon
2009 2010 2009 2010
Uva
Fendlicos totales (mg/L) 3146 + 372 3160 + 487 4007 = 630 3761 + 496
Intensidad de color (UA)  5.653 + 0.500 5565 % 0.966 5.679 £ 1.656 5190 + 1.346
Tonalidad de color (UA)  0.693 + 0.112 0.701 £+ 0.131 0.763 £ 0.155 0.797 £+ 0.093
Suelo
Limos (%) 379 £ 30 383 £ 26 374 + 3.1 378 + 34
Carbonatos (%) 311 £ 174 353 + 105 264 + 127 265 + 10.1
Clima
Pluviometria (mm)  19.87 + 6.90 71.36 + 44.98 19.76 = 7.14 69.63 + 46.31
Temperatura maxima () 267 = 04 232 + 03 267 £ 04 232 = 0.3
Temperatura minima ( C) 139 = 04 119 = 0.3 139 + 04 119 + 0.2
Paisaje
Elevacion (m) 95+ 44 99 +£43

4.1.2.1. Analisis de clusters

El andlisis de clusters (AC) es una técnica estadistica exploratoria que pone de
manifiesto la asociacion natural existente entre las muestras en estudio (Mulet et al.,
1992). A modo de estudio preliminar y para evidenciar dicha asociacion natural de
acuerdo con el origen geografico, se propuso agrupar el conjunto de vifiedos-muestra en

dos clusters naturales para cada linea de trabajo.

En primer lugar, se fijo la variedad de uva en estudio y se aplicé el AC sobre las
cuatro categorias existentes, combinacion de las dos DOs y de las dos afiadas. En
la Tabla 4.6 se recogen los resultados de la distribucion obtenida, observandose que
para ambas variedades, los vifiedos-muestra se agruparon mayoritariamente en dos

clusters segun el afio de vendimia.
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En el caso de la variedad Merlot, los vifiedos-muestra de 2009 se asignaron
principalmente al clister 2 (88% de asignacion global), mientras que todos los de 2010
se agruparon en el claster 1 (100% de asignacion global). Por su parte, en el caso de la
variedad Cabernet Sauvignon, los vifiedos-muestra de 2009 fueron asignados al 100%

al cluster 1, y los de 2010, constituyeron el claster 2 con un 94% de asignacion global.

Tal y como puede observarse, el efecto de la afiada es tan significativo que
determina la pauta de asociacion de los vifiedos-muestra en estudio, pudiendo
enmascarar la posible agrupacion natural de los vifiedos-muestra en funcion de la DO a
la que pertenecen. De ahi que también se aplicara el AC sobre los vifiedos-muestra en

estudio fijando la afiada.

Tabla 4.6. Andlisis de clusters. Porcentaje de asignacion natural en funcidn de la afiada y del
origen de produccion para las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon.

% Asignacion al cluster

Cluster 1 Cluster 2
DOBI 2009 0 100
Merlot DOPL 2009 25 75
DOBI 2010 100 0
DOPL 2010 100 0
DOBI 2009 100 0
Cabernet DOPL 2009 100 0
Sauvignon DOBI 2010 0 100
DOPL 2010 12 88

DOBI, Denominacioén de origen Binissalem; DOPL, Denominacion
de origen Pla i Llevant.

En la Tabla 4.7 se indican los resultados de distribucion natural obtenidos al
aplicar el AC sobre las cuatro categorias existentes al fijar el afio de vendimia,
combinacion de las dos DOs y las dos variedades de uva. Se observa que,
independientemente de la afiada, el 100% de los vifiedos-muestra de Merlot y Cabernet
Sauvignon de la DO Binissalem conforman el mismo cluster. Por su parte, los vifiedos-
muestra de ambas variedades pertenecientes a la DO Pla i Llevant, se agrupan
mayoritariamente en el cluster contrario a la DO Binissalem para ambas vendimias
(75% y 79% de asignacién global para las afiadas 2009 y 2010, respectivamente). Ello

pone de manifiesto un importante y significativo efecto del origen de produccion sobre
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la asociacion natural de los vifiedos-muestra durante dos afiadas consecutivas, y un

menor efecto de la variedad de uva.

Tabla 4.7. Andlisis de clusters. Porcentaje de asignacién natural en funcion de la variedad y del
origen de produccion para las afiadas 2009 y 2010.

% Asignacion al cluster

Cluster 1 Cluster 2

DOBI Merlot 0 100
Vendimia | DOBi Cabernet Sauvignon 0 100
2009 DOPL Merlot 75 25
DOPL Cabernet Sauvignon 75 25

DOBi Merlot 100 0

Vendimia | DOBI Cabernet Sauvignon 100 0
2010 DOPL Merlot 17 83
DOPL Cabernet Sauvignon 25 75

DOBi, Denominacion de origen Binissalem; DOPL, Denominacion de
origen Pla i Llevant.

4.1.2.2. Analisis discriminante

A diferencia del AC, que manifiesta la asociacion natural entre las muestras en
estudio, el andlisis discriminante (AD) proporciona la combinacion lineal de variables
mas Optima para destacar las diferencias entre los grupos pre-establecidos. De modo que
se aplicé el AD para verificar y cuantificar la asociacion previamente observada
mediante la aplicacion del AC.

En la Figura 4.5 y Figura 4.6 se representan los vifiedos-muestra de las afiadas
2009 y 2010 correspondientes a DO Binissalem y DO Pla i Llevant, en el plano
constituido por las dos primeras funciones discriminantes, para las variedades Merlot y
Cabernet Sauvignon, respectivamente. En el caso de la variedad Merlot, a partir de la
primera funcion discriminante (FD1), caracterizada principalmente por las variables
relacionadas con la temperatura, se explicd el 97% de la varianza total; mientras que a
partir de la segunda funcién discriminante (FD2), representada mayoritariamente por la
intensidad y tonalidad de color del mosto macerado, se describié un 2% adicional de la
variabilidad. Por su parte, para la variedad Cabernet Sauvignon, el 99% y el 1% de la
varianza total se explicaron, respectivamente, a partir de la FD1 y FD2. En este caso, la

FD1 estaba altamente correlacionada con la tonalidad de color del mosto macerado,
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mientras que la FD2 denotaba una participacion importante tanto de las variables
climéticas como de las correspondientes a la uva. Cabe indicar que en ambos casos las
tres primeras funciones discriminantes explicaron el 100% de la variabilidad de la base
de datos. La contribucion de cada variable a las tres primeras funciones discriminantes

se indica en la Tabla 4.8, para cada variedad de uva considerada.

Tabla 4.8. Analisis discriminante. Efecto de la afiada y del origen de produccion. Contribucion

de las variables a las tres primeras funciones discriminantes.

Merlot Cabernet Sauvignon

FD1 FD2 FD3 FD1 FD2 FD3

Fendlicos totales 0.000 0.001 -0.003 0.000 0.000 0.001
Intensidad de color 0.381 1.026 1.075 -0.324 0.562 -0.427
Tonalidad de color -1.047  -5.330 7.233 -7.757 2.355 -7.270
Limos 0.072 0.090  -0.088 -0.017  0.096 0.223
Carbonatos 0.023  -0.003 -0.013 0.005 0.049  -0.048
Pluviometria 0.006 0.008  -0.021 0.003 0.030 0.016

T# méxima -3.616 -0.359  -1.690 -4.730 2.336 1.028
T2 minima -2.455 0.666 1.689 -3.065  -2.697 -1.211
Elevacion -0.027 -0.018  -0.006 -0.028 0.012 0.003

FD, funcién discriminante.

En el plano FD1 — FD2 de ambas variedades de uva en estudio, se observo una
completa separacion entre los vifiedos-muestra correspondientes a las afiadas 2009 y
2010, siendo la FD1 la responsable de dicha diferenciacion. Tanto para la variedad
Merlot (Figura 4.5) como para la Cabernet Sauvignon (Figura 4.6), los vifiedos-
muestra de la afiada 2009 se agruparon en los cuadrantes 11 y I1l, mientras que los de

2010 quedaron localizados en los cuadrantes | y V.

En el caso de la variedad Merlot, la diferenciacion entre los vifiedos-muestra
pertenecientes a DO Binissalem y DO Pla i Llevant para las dos afiadas consideradas se
consiguié mediante la FD2. Tal y como se observa en la Figura 4.5, los vifiedos-
muestra de la DO Binissalem se situaron en la zona negativa de la FD2 tanto para 2009
como para 2010, mientras que los correspondientes a la DO Pla i Llevant se localizaron

principalmente en la zona positiva de dicho eje.

De este modo, en cada uno de los cuadrantes de la representacion bidimensional

del AD se agruparon los vifiedos-muestra que comparten afiada y origen de produccion.
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Dicha diferenciacion resulta mas evidente al tener en cuenta la localizacion de los
centroides, puesto que la distancia entre ellos se considera proporcional a la similitud
entre los grupos (Pérez-Magarifio et al., 2002).
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Figura 4.5. Andlisis discriminante. Efecto de la afiada y del origen de produccién. Variedad
Merlot. Representacion de las muestras en funcion de la primera (FD1) y segunda (FD2)

funcion discriminante.

En el caso de la variedad Cabernet Sauvignon, mediante la FD2 Unicamente
pudo diferenciarse entre los vifiedos-muestra procedentes de diferente DO para la afiada
2010, situandose en el primer cuadrante (1) los correspondientes a DO Binissalem y en
el cuarto (IV), los de DO Pla i Llevant. No obstante, para la afiada 2009, tal y como
evidencia la posicion de los centroides de ambos grupos, la aplicacion del AD no pudo
discernir entre los vifiedos-muestra de ambas DOs, apareciendo entremezclados en el

segundo (1) y tercer (111) cuadrantes (Figura 4.6).

A partir de los resultados obtenidos, podria atribuirse un rol especifico a cada
una de las dos primeras funciones discriminantes: mientras la FD1 posibilité la
diferenciacion de los vifiedos-muestra segun la afiada a lo largo de su eje; la FD2 dio
lugar a la diferenciacion entre DOs. Cabe apuntar que entre ambas funciones
discriminantes permitieron una correcta clasificacion del 99% y del 87% de los vifiedos-

muestra de las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon, respectivamente.

Globalmente, la aplicacion del AD en esta primera linea de trabajo del disefio
experimental 1l, puso de manifiesto una importante diferenciacién entre los vifiedos-
muestra con respecto a la afiada, en base a la combinacion de las caracteristicas de la
uva y de las condiciones del suelo, clima y paisaje de la vifia. Al mismo tiempo, mostro

una clara evidencia de diferenciacion en funcion de la DO.

143



144

Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

b { @ A DOBI 2009 CS

o
s ’.e ¢ 4 A DOB 2010 CS
—
< 0 @ DOPL 2009 CS
: o y
LL
@ DOPL 2010 CS
A®
@ X Centroides
40 °
°
e
I ¢ ® v
-3 . . . . . .
-20 0 20

FD1 (99%)

Figura 4.6. Andlisis discriminante. Efecto de la afiada y del origen de produccién. Variedad
Cabernet Sauvignon. Representacion de las muestras en funcion de la primera (FD1) y segunda

(FD2) funcion discriminante.

En la Tabla 4.9 se recoge la prediccion de grupo de pertenencia calculada a
partir del AD para cada vifiedo-muestra segun la variedad de uva en estudio. Tal y como
se observa, el 100% de los vifiedos-muestra de la afiada 2010 fueron correctamente
clasificados, independientemente de la DO y/o variedad de uva considerada. Los
vifiedos-muestra de Merlot de la DO Binissalem correspondientes a 2009 también
presentaron el maximo grado de clasificacion, mientras que para los de
DO Pla i Llevant de la misma afiada y variedad, la prediccién del grupo de pertenencia
se redujo al 96%. Por su parte, en el caso del Cabernet Sauvignon para la afiada 2009,
en la Tabla 4.9 se refleja el mismo comportamiento previamente observado en la
representacion grafica del AD (Figura 4.6): los vifiedos-muestra de DO Binissalem y
DO Pla i Llevant se entremezclan. No obstante, un porcentaje considerable de los
mismos (67% Yy 80%, respectivamente) fueron clasificados correctamente en sus grupos

originales de pertenencia.

La aplicacién del AD permiti6 la clasificacion del 100% de los vifiedos-muestra
de acuerdo con el afio de vendimia, puesto que ninguno de los correspondientes a 2009
se clasifico como 2010, ni viceversa. Tal y como se habia indicado en el AC, estos
primeros resultados ponen de manifiesto un efecto de la afiada tan significativo que

podria producir cierto enmascaramiento del efecto ejercido por el origen de produccion.
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Por ello se plante6 una segunda linea de trabajo que evaluara la clasificacion de los
vifiedos-muestra en funcion de la variedad de uva y de la DO para cada una de las

afadas consideradas, eliminando asi su efecto.

Tabla 4.9. Anélisis discriminante. Prediccion de grupo de pertenencia en funcion de la afiada y
del origen de produccién para las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon.

Grupo original Prediccion del grupo de pertenencia % Correcta
de pertenencia DOBi 2009 DOPL 2009 DOBIi2010 DOPL 2010 clasificacion

DOBI 2009 15 0 0 0 100
Merlot DOPL 2009 1 23 0 0 96
DOBI 2010 0 0 15 0 100

DOPL 2010 0 0 0 24 100

DOBI 2009 12 6 0 0 67

Cabernet DOPL 2009 5 19 0 0 80
Sauvignon DOBI 2010 0 0 18 0 100
DOPL 2010 0 0 0 24 100

DOBI, Denominacién de origen Binissalem; DOPL, Denominacion de origen Pla i Llevant.

En la Figura 4.7 se representan los vifiedos-muestra de DO Binissalem y
DO Pla i Llevant de las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon, en el plano
constituido por las dos primeras funciones discriminantes, para la vendimia 2009. A
partir de la FD1 y la FD2 se explicd, respectivamente, el 80% y 16% de la varianza total
de la base de datos. Tal y como se indica en la Tabla 4.10, la FD1 se define
principalmente a partir de las variables de temperatura maxima y tonalidad de color del
mosto macerado, presentando también una participacion significativa de la intensidad
de color, la pluviometria y el contenido de limos del suelo. Por su parte, la FD2 quedo
representada en mayor medida por la temperatura minima, asi como por la tonalidad de
color del mosto macerado. Cabe indicar que las tres primeras funciones discriminantes

explicaron nuevamente el 100% de la variabilidad de la base de datos.

Para la afiada 2009, los vifiedos-muestra de diferente DO se separaron a lo largo
del eje FD1, agrupandose en la parte izquierda de la representacion los correspondientes
a la DO Binissalem y en la derecha, los de la DO Pla i Llevant, independientemente de
la variedad de uva considerada (Figura 4.7). Por su parte, la aplicacion de la FD2
denotd una aceptable pero no total diferenciacion entre los vifiedos-muestra de Merlot y
Cabernet Sauvignon para cada DO: mientras los de la variedad Merlot se situaron

mayoritariamente por debajo del eje FD1, los de la variedad Cabernet Sauvignon
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quedaron principalmente localizados por encima del mismo. Globalmente, la aplicacion

del AD permitio clasificar satisfactoriamente el 82% de los vifiedos-muestra de 20009.

Tabla 4.10. Analisis discriminante. Efecto de la variedad y del origen de produccion.

Contribucion de las variables a las tres primeras funciones discriminantes.

2009 2010

FD1 FD2 FD3 FD1 FD2 FD3
Fendlicos totales -0.001 0.002 0.000 0.000 0.001 -0.001
Intensidad de color 1.145 -0.604  0.876 0.218 0.362 1.425
Tonalidad de color 3.808 -2.242  -2.566 0.830 9.710 7.724
Limos 0.285 0.046 -0.003 0.034 0.017 -0.030

Carbonatos -0.049  0.007  0.045 -0.078 0.035  0.073
Pluviometria 0.336  -0.043 -0.154 -0.011  -0.002  0.013

T8 maxima -3.458 0.179 -0.602 2.437 0.226 0.861
T2 minima 0561  -1.415 -3.247 4526  -0.008 -0.209
Elevacion 0.008 -0.005 -0.028 0.028 -0.001  -0.009

FD, funcién discriminante.

Pese a que las agrupaciones se sitian mas proximas entre si y del origen de
coordenadas que en las representaciones anteriores (Figura 4.5 y Figura 4.6), tal y
como denota la localizacién de los centroides en la Figura 4.7, cada cuadrante acoge

mayoritariamente los vifiedos-muestra de una misma DO vy variedad de uva.

4
1i A |
A A
N ° | o &
A ® ® A DOBi 2009 Me
—~ ® ® :
S X o, ...% e A DOBI 2009 CS
o0 1—Aa o ® © DOPL 2009 Me
N A o (0] (259 O
o |a R A o 7 R o) @ DOPL 2009 CS
X
A, AA &Ai‘ﬁ 8 ((t)) © X Centroides
i IV
-4 . . . . . .
-4 0 4

FD1 (80%)
Figura 4.7. Andlisis discriminante. Efecto de la variedad y del origen de produccion. Afiada
2009. Representacion de las muestras en funcion de la primera (FD1) y segunda (FD2) funcién

discriminante.
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Un comportamiento similar se observo en la representacion de los vifiedos-
muestra de DO Binissalem y DO Pla i Llevant de las variedades Merlot y Cabernet
Sauvignon, en el plano constituido por las dos primeras funciones discriminantes, para
la vendimia 2010 (Figura 4.8). La FD1, con la que pudo explicarse un 86% de la
varianza total de los datos, estaba representada positivamente por las variables de
temperatura, las caracteristicas fisico-quimicas de la uva, el contenido de limos del
suelo y la elevacion, y negativamente por la pluviometria y el porcentaje de carbonatos
de la vifia (Tabla 4.10). La FD2, por su parte, cuya aplicacion explico un 10% de la

varianza, estaba fuertemente correlacionada con la tonalidad de color del mosto

macerado.
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Figura 4.8. Andlisis discriminante. Efecto de la variedad y del origen de produccion. Afiada
2010. Representacion de las muestras en funcién de la primera (FD1) y segunda (FD2) funcion

discriminante.

Al analizar la Figura 4.8, se observa una clara diferenciacion entre los vifiedos-
muestra de la DO Binissalem, situados en la zona negativa de la FD1, y los de la
DO Pla i Llevant, localizados en la zona positiva de dicho eje. Por su parte, a lo largo de
la FD2, se establecié una moderada separacion de las variedades de uva para cada DO.
Los centroides de cada grupo se situaron en un cuadrante diferente, pese a que algunos
vifiedos-muestra de Merlot y Cabernet Sauvignon se entremezclaron en las

proximidades del eje FD2. En cualquier caso, la aplicacion del AD logré clasificar
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correctamente, a partir de sus dos primeras funciones, un 77% de los vifiedos-muestra

en estudio para la aflada 2010.

Al igual que en el estudio del efecto de la afiada, de nuevo se observd un rol
especifico para cada una de las dos primeras funciones discriminantes: mientras que
mediante la FD1 se posibilito la separacion de los vifiedos-muestra en funcién de su
origen de produccion, a partir de la FD2 se marco una moderada separacion entre las

variedades de uva.

En la Tabla 4.11 se recoge la prediccion del grupo de pertenencia calculada para
cada vifiedo-muestra segun la afiada en estudio. Tal y como puede observarse ninguno
de los grupos establecidos tuvo un 100% de asignacion de sus vifiedos-muestra. No
obstante, cabe destacar que independientemente de la afiada y de la variedad de uva
considerada, la aplicacion del AD permitio la clasificacion del 100% de los vifiedos-
muestra de acuerdo con su DO, puesto que ninguno de los correspondientes a la
DO Binissalem se clasific6 como DO Pla i Llevant, ni viceversa. Ello pone de
manifiesto que, en términos de diferenciacion, el efecto del origen de produccion es
mayor que el de la variedad de uva, fendbmeno que ya se dejaba entrever en la

Figura 4.7 y la Figura 4.8.

Tabla 4.11. Andlisis discriminante. Prediccion de grupo de pertenencia en funcion de la

variedad de uva y del origen de produccién para las afiadas 2009 y 2010.

Prediccién del grupo de pertenencia

Grupo original de % Correcta
pertenencia DOBI DOBI DOPL DOPL clasificacion
Merlot C. Sauvignon Merlot C. Sauvignon

DOBI Merlot 13 2 0 0 87
Vendimia DOBi C. Sauvignon 6 12 0 0 67
2009 DOPL Merlot 0 0 21 3 88
DOPL C. Sauvignon 0 0 4 20 83
DOBiI Merlot 13 2 0 0 87
Vendimia DOBi C. Sauvignon 5 13 0 0 72
2010 DOPL Merlot 0 0 16 8 67
DOPL C. Sauvignon 0 0 4 20 83

DOBI, Denominacion de origen Binissalem; DOPL, Denominacion de origen Pla i Llevant.

A partir de los resultados obtenidos por aplicacién del AC y AD se evidencia

una clara diferenciacién entre las dos DOs vitivinicolas coexistentes en la isla de
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Mallorca, en base a las caracteristicas de la materia prima y del entorno agroclimatico

de la vifa, sin tener en cuenta el factor humano.

El presente estudio confirma y cuantifica los efectos que la afiada, el origen de
produccién y la variedad de uva ejercen en la diferenciacion de la calidad vitivinicola
ligada al origen, manifestando una clara reduccion de la capacidad de discriminacion en
ese mismo orden. Los resultados obtenidos coinciden en gran medida con los
publicados en las dltimas décadas sobre la diferenciacién, generalmente de vinos, en
base a su afiada, origen de produccién y/o variedad de uva (Tabla 4.12). No obstante,
en la mayor parte de estos trabajos no solo esta presente el factor humano, sino que
ademas la diferenciacion entre muestras se realiza generalmente con respecto a un nico
factor de discriminacion (afiada, origen geografico o variedad de uva, entre otros),
pudiendo todo ello amplificar notablemente el porcentaje global de muestras
correctamente clasificadas. Adicionalmente, a diferencia del presente estudio, cabe
indicar que en dichos trabajos las variables discriminantes utilizadas para distinguir
entre vinos procedentes de diferentes DOs, regiones o paises, so6lo incluyen
caracteristicas propias del vino y no del entorno geogréafico del cual proceden, por lo
qgue no asocian las diferencias existentes entre los mismos a la materia prima y los

factores agroclimaticos implicados en su elaboracion.

Al igual que en los trabajos de Kontkanen et al. (2005), Camara et al. (2006),
Gonzélez-Neves et al. (2007; 2012), Zhang et al. (2010), Minnaar et al. (2011) y
Figueiredo-Gonzalez et al. (2012) (Tabla 4.12), los resultados obtenidos a partir de la
aplicacion del AD en el presente estudio indican que las dos primeras funciones
discriminantes explicaron mas del 96% de la variabilidad de la base de datos

considerada en cada caso.

De entre las referencias bibliograficas de la Tabla 4.12, cabe destacar los
trabajos de Mulet et al. (1992) y Forcén et al. (1993), al haberse realizado sobre las
mismas zonas Vvitivinicolas consideradas en el presente estudio de forma previa a su
reconocimiento legal como DOs. Ambos autores investigaron los efectos del origen de
produccién y de la variedad de uva sobre la diferenciacion de mostos y/o vinos de
ambas zonas, en base a parametros exclusivamente enoldgicos, obteniendo porcentajes
de correcta clasificacion similares 0 mas elevados con respecto a la variedad, pero méas

bajos con respecto al origen de produccion.
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Tabla 4.12. Revisién bibliogréafica del efecto de la afiada, origen de produccidon y/o variedad de uva como criterios de diferenciacion de la calidad. Estudios

realizados mediante el uso de analisis discriminante.

Variables

% Correcta clasificacion

Referencia

Tipo de muestra o i Observaciones Y
P discriminantes Efecto Efecto origen  Efecto Otros bibliografica
afada geogréfico variedad efectos
Vinos tintos de 5 DOs, 5 Proceso Gonzalez-San José
variedades y 4 procesos de Antocianos 100 100 elaboracion:
- et al. (1990)
elaboracién 100
Mostos de 3 variedades
tintas y 2 regiones de Parametros enoldgicos 80 83 Mulet et al. (1992)
Mallorca (Espafia)
Mostos / vinos de 2 n @ Clasificacion respecto a region y variedad d
variedades tintas y 2 Composicion aromética (1986 51987) 62/90° 78192 asificacio f especto ale,g on'y variedad de Forcén et al. (1993)
regiones de Mallorca y orma simultanea
Vinos tintos de 5 bodegas Antocianos / Bodega: Las dos primeras FD explicaron el 89% de la GoOmez-Cordoves et
de la misma DO Flavonoles / Color 100 variabilidad de la base de datos al. (1995)
Vinos tintos de 4 regiones Anélisis sensorial / 64/82°" ® Se consideran diferentes afiadas (1983 — 1988) Sivertsen et al.
de Francia Composicién aromatica para cada region (1999)
Vinos rosados / tintos de 5 gaci;nrggfr |§S|oer;]£ei\goil::%a;// 88/85 Las dos primeras FD explicaron el 80% /89% de la  Pérez-Magarifio et
DOs (Espafia) Color g variabilidad de la base de datos al. (2001)
Vinos rosados de 3 DOs Comp'o_5|C|on elgmental Pérez-Magarifio et
~ y fendlica / Pardmetros 98
(Espafia) P al. (2002)
enoldgicos / Color
Vinos tintos de 3 regiones .
de las Islas Canarias Composicion fendlica --- 89 --- --- Rodriguez-Delgado
= et al. (2002)
(Espafia)
Vinos tintos de 3 DOs Pardmetros enoldgicos / 97¢ 1009 ¢ Considera vinos de la afiada 1994 Aleixandre et al.
(Valencia, Espafia) composicion aromatica ' 4 considera vinos de la afiada 1995 (2002)
. . S . Proceso ¢ Vinos blancos de 9 afiadas, 18 regiones y 19 4
Vinos blancos / tintos Aminoécidos libres / i _ SRS : ; Héberger et al.
(Hungria) © Aminas bi6genas 74182 71/65 63/72 elaboracion:  variedades; vinos tintos de 6 afiadas, 10 regiones y 9 (2%03)
95 variedades
. . Lo Las dos primeras FD explicaron el 100%, 77% Yy 72%
Vings blancos de 6 regiones Aminoacidos 97 Discriminacion 95 --- de la variabilidad de la base de datos de la afiada, Soufleros et al.

(Grecia) y 7 variedades

Vinos de 4 regiones de
Alemania

Composicion elemental

de 2 regiones

89f

origen geogréfico y variedad, respectivamente

f . . o .
Se consideran diferentes afiadas, variedades y
calidades de vino para cada region

(2003)

Thiel et al. (2004)

Tes
is
Do
cto
ral

Go
nza
lez-
Ce
nte
no

DO, Denominacion de Origen; FD, funcién discriminante; ns, efecto no significativo.
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Tabla 4.12 (continuacion) Revision bibliogréfica del efecto de la afiada, origen de produccion y/o variedad de uva como criterios de diferenciacion de la

calidad. Estudios realizados mediante el uso de anélisis discriminante.

Tipo de muestra

Variables
discriminantes

%o Correcta clasificacion

Efecto
aflada

Efecto origen
geografico

Efecto
variedad

Otros
efectos

Observaciones

Referencia
bibliogréafica

Vinos tintos de 4 DOs
(Aragon, Espafia)

Vinos blancos y tintos de 3
regiones de Sudafrica

Vinos blancos / tintos de
Sudafrica

Vinos tintos de 3 regiones
de Canada

Vinos blancos
(Madeira, Portugal)

Vinos tintos de 6 regiones
(Grecia) y 6 variedades

Vinos blancos de 2 DOs
(Andalucia, Espafia) y 2
procesos de elaboracion

Pieles / vinos de 3
variedades de uva tinta

Vinos tintos de 4 DOs
(Valencia, Espafia)

Vinos de Jerez de 3 DOs
(Andalucia, Espafia)

Vinos tintos / suelos de 3
regiones de Argentina

Vinos tintos de 5 afadas n,
11 regiones (Austria) y 6
variedades

Trans-resveratrol

Composicion elemental

Compuestos fenolicos
no coloreados

Analisis sensorial

Composicion aromética

Composicion fendlica

Composicién elemental

Antocianos

Composicién elemental

Composicién elemental

Composicién elemental

Composicion fendlica

95-100

479,60"

100

Discriminacion
incompleta

100

100

100/92

84 —100

97 /100

ns

96

100/ 100

65— 100

Color de la
variedad '

Proceso
-, M
elaboracion

9 Considera vinos jovenes y afiejos de 4 variedades
h . A .
Considera s6lo vinos jovenes de 4 variedades

" No se encontrd diferenciacién entre vinos blancos
y tintos de la misma region

] Vinos blancos de 3 variedades; vinos tintos de 5
variedades. Se consideran diferentes afiadas (1988 —
2003) para cada variedad

Las dos primeras FD explicaron el 100% de la
variabilidad de la base de datos

Las dos primeras FD explicaron el 98% de la
variabilidad de la base de datos

Las dos primeras FD explicaron el K77% y ' 74% de
la variabilidad de la base de datos

™ No se encontré diferenciacion entre vinos de la
misma DO con diferente sistema de elaboracion

Se consideran diferentes afiadas (2002, 2003) para
cada variedad. Las dos primeras FD explicaron el
100% de la variabilidad de la base de datos

Se consideran diferentes afiadas (1999 — 2006) para
cada DO. Las dos primeras FD explicaron el 88%
de la variabilidad de la base de datos

" 2003 — 2007

Abril et al. (2005)

Coetzee et al.
(2005)

De Villiers et al.
(2005)

Kontkanen et al.
(2005)

Cémara et al.
(2006)

Makris et al. (2006)

Alvarez et al.
(2007)

Gonzalez-Neves et
al. (2007)

Gonzélvez et al.
(2009)

Paneque et al.
(2009)

Fabani et al. (2010)

Jaitz et al. (2010)

DO, Denominacion de Origen; FD, funcién discriminante; ns, efecto no significativo.
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ulta
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Tabla 4.12 (continuacidn) Revision bibliografica del efecto de la afiada, origen de produccion y/o variedad de uva como criterios de diferenciacién de la

calidad. Estudios realizados mediante el uso de anélisis discriminante.

Tipo de muestra

Variables
discriminantes

% Correcta clasificacion

Observaciones

Referencia
bibliografica

Vinos blancos de 2 DOs
(Andalucia, Espafia) y 2
sistemas de elaboracion

Vinos de 4 regiones de los
Balcanes

Vinos tintos de 10 regiones
de Canada

Vinos tintos de 5 DOs
(Espafia)

Vinos tintos de 3 variedades

Vinos tintos de 4 paises de
América del Sur

Vinos blancos de 2 paises
de Oceania

Vinos de 2 variedades tintas
de 2 afiadas (2005/2006)

Vinos de 3 variedades de
uva tinta

Zumo de uva de 2
variedades blancas

Pieles de 3 variedades de
uva tinta

Vinos tintos de 3 afiadas *

Vinos blancos y tintos de 6
estados de Australia

Composicion elemental

Composicion elemental
Atributos quimicos
Composicion aromatica
Composicién aromatica

Composicion elemental

Medidas
espectroscépicas

Composicién
flavan-3-olica

Composicion fenolica

Medidas
espectroscopicas

Antocianos /
Flavonoles

Antocianos

Composicion elemental

Efecto Efecto origen
afiada geogréfico
98
83
100°
98
100
67" -93°
82"
ns u w
(2006 y 2008) 80", 86
100 -
66 83 -100

Efecto Otros
variedad efectos
Proceso
— elaboracion:
94°
100
u Précticas
100792 enoldgicas
100
100/100
Color de la
76 variedad:
100”7

° Clasificacion respecto a DO y proceso de
elaboracién de forma simultanea

P Porcentaje de discriminacién al considerar vinos
de las afiadas 2005 y 2006 independientemente

Las dos primeras FD explicaron el 100% de la
variabilidad de la base de datos

9 Se consideran diferentes regiones vitivinicolas,
variedades y afiadas (1999 — 2009) para cada pais

" Considera medidas con UV-Vis
® Considera medidas con NIR+MIR

t e

Clasificacion respecto a los 3 efectos de forma

simultanea. “ Clasificacion respecto a variedad y
préctica enoldgica simultaneamente

Las dos primeras FD explicaron el 100% de la
variabilidad de la base de datos

¥ Considera medidas con Vis-NIR
" Considera medidas con ATR-MIR

Las dos primeras FD explicaron el 100% de la
variabilidad de la base de datos

X 2006, 2007, 2009. Las dos primeras FD explicaron
el 100% de la variabilidad de la base de datos

Y Los autores atribuyen esta elevada discriminacion
entre vinos blancos y tintos, a las diferentes técnicas
de elaboracién que implican

Paneque et al.
(2010)

Razic et al. (2010)
Rezaei et al. (2010)
Séenz et al. (2010)

Zhang et al. (2010)

Bentlin et al. (2011)

Cozzolino et al.
(2011)

Garcia-Marino et al.
(2011)

Minnaar et al.
(2011)

Cozzolino et al.
(2012)

Figueiredo-Gonzalez
et al. (2012)

Gonzalez-Neves et
al. (2012)

Martin et al. (2012)

Tes
is
Do
cto
ral

Go
nza
lez-
Ce
nte
no

DO, Denominacién de Origen; FD, funcién discriminante; ns, efecto no significativo.



Resultados y Discusion

Jaitz et al. (2010) evaluaron el efecto de la afiada, origen de produccion y
variedad de forma independiente sobre la diferenciacion de vinos tintos procedentes de
cinco afadas, 11 regiones vitivinicolas de Austria y seis variedades de uva, mediante
aplicacion de AD sobre la composicion fendlica. Sus resultados pusieron de manifiesto
una gradacion del poder discriminante de los tres efectos muy similar a la obtenida en el
presente estudio: un efecto muy significativo de la afiada, sequido del correspondiente al
origen de produccion y finalmente del efecto de la variedad, notablemente superior en

algunos casos.

Héberger et al. (2003) y Martin et al. (2012) también analizaron los tres efectos
por separado, en este caso sobre la discriminacion de vinos blancos y tintos procedentes
de diferentes regiones de Hungria y Australia, respectivamente, en base a su contenido
en aminoacidos y aminas bidgenas o su composicion elemental. Ambos indicaron un

efecto de la afiada considerablemente inferior al observado en el presente estudio.

Por su parte, Soufleros et al. (2003) no consiguieron discriminar aceptablemente
los vinos blancos de seis regiones vitivinicolas griegas basandose en su contenido en
aminoéacidos, pese a alcanzar una diferenciacion importante de los mismos con respecto

a la afada y la variedad de uva utilizada para su elaboracion.

En cualquier caso, cabe apuntar que cada region vitivinicola posee su propia
tradicion, cultura e historia enoldgicas, que hacen que durante la produccién del vino el
factor humano pueda jugar un papel muy significativo en la diferenciacion del producto
final procedente de una u otra region. Se plantea entonces la cuestién de si dicha
diferenciacion vitivinicola ligada al origen geografico es provocada por los propios
entlogos o si, por el contrario, ellos Unicamente amplifican las diferencias pre-
existentes en la uva y forjadas por la huella agroclimatica durante el desarrollo de la

misma.

Es por todo ello que el presente estudio evaluo la influencia conjunta de la uva y
el entorno natural del vifiedo sobre las indicaciones vitivinicolas de calidad como un
concepto global de terroir sin considerar el factor humano, constatando como resultado
final la diferenciacion entre las zonas de produccion vitivinicola o IGPs y DOs
histéricamente reconocidas en las Islas Baleares, de forma previa a la elaboracion del
vino. Se ofrece asi a sus Consejos Reguladores el aval cientifico necesario para
justificar, frente al Reglamento Europeo (CE) N° 479/2008, la calidad y caracteristicas

propias de sus vinos, y para conservar la proteccién que dicho reglamento les brinda.
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La combinacion de las caracteristicas de la materia prima y del entorno
agrocliméatico de la vifia ha permitido discernir entre las diferentes indicaciones
vitivinicolas de calidad en estudio, lo que establece una diferenciacién de la calidad de
la uva ligada al origen, que se trasladara al vino como producto final, posiblemente de
una forma amplificada por el factor humano, durante el proceso de elaboracion. Del
mismo modo, dicha diferenciacion sera efectiva en los subproductos vitivinicolas que se
deriven, justificAndose asi la importancia de conocer su origen geografico para su
caracterizacion, dado que en funcion del entorno agroclimatico en el que evolucione y
se desarrolle la materia prima, las caracteristicas de la uva al entrar en bodega y, por

tanto, de los subproductos derivados de ésta, pueden cambiar sustancialmente.
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4.2. CARACTERIZACION DE LOS RESIDUOS DE VINIFICACION

En este segundo bloque de resultados de la presente tesis doctoral se incluye una
caracterizacion detallada de la composicion quimica general y de la fraccion de fibra
alimentaria o dietética presente tanto en la uva (Vitis vinifera) como en los residuos
orujo y raspon, de un total de 10 variedades de la vendimia 2009 (muestras U3, Ol y
R1). Concretamente, se trabajé con las variedades tintas Cabernet Sauvignon, Callet,
Manto Negro, Merlot, Syrah y Tempranillo; y las blancas Chardonnay, Macabeu,

Parellada y Premsal Blanc.

Asimismo, este bloque comprende la caracterizacion de la fraccion polifendlica
de ambos subproductos de vinificacion, a nivel de su contenido y perfil fendlico y su
capacidad antioxidante, determinada mediante los métodos ABTS, CUPRAC, FRAP y
ORAC.

4.2.1. Composicion general

La caracterizacion quimica general de la uva (Vitis vinifera) y de los
subproductos de vinificacion incluye el andlisis del contenido de humedad, fibra
dietética, lipidos, azlcares solubles, proteinas y cenizas. Los resultados experimentales

obtenidos a partir de dichas determinaciones se incluyen en la Tabla 4.13.

El agua fue el componente mayoritario de los tres tipos de muestra en estudio.
Las uvas presentaron humedades comprendidas entre el 74 — 83% (bh), mientras que
para el orujo y el raspon variaron entre el 50 — 72% (bh) y el 57 — 77% (bh),
respectivamente. Tal y como puede observarse, existié una variabilidad importante en

funcion de la variedad considerada.

En el caso de las uvas, el segundo componente principal fue la fraccion de
azlcares solubles, con una participacion del 12 — 16% (bh) segln la variedad. Sin
embargo, para ambos subproductos, fue la fraccién de fibra dietética, constituida por los
polisacaridos de la pared celular. En el orujo, la fibra represent6 entre el 20 — 41% (bh)
de la composicion quimica general, mientras que en el raspon dicha fraccion oscilo
entre el 17 — 35% (bh).

El contenido de azUcares solubles del orujo y del raspon, como era de esperar,
fue inferior al de la uva, presentando valores comprendidos entre 2.0 y 6.2 g/100 g bh y

entre 1.8 y 3.7 g/100 g bh, respectivamente.
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Tabla 4.13. Composicion quimica general ? de la uva (Vitis vinifera) y de los residuos de

vinificacion.
Fibra - Azlcares . .

Humedad dietética ° Lipidos solubles Proteinas Cenizas

Uva 740 = 0.3 55 £ 0.3 08 =+ 01 156 £ 15 23 = 0.2 09 £ 0.1

CS Orujo 615 = 0.7 304 = 1.2 06 = 0.1 23 £ 04 31 + 04 21 = 01
Raspén 658 = 0.1 239 = 15 09 = 0.2 31 £ 01 20 = 0.3 37 £ 0.2

Uva 76.1 = 0.2 43 £ 0.1 08 =+ 0.1 155 £ 15 27 = 0.3 10 £ 0.0

Ca Orujo 556 = 05 372 = 1.1 03 = 01 25 £ 01 27 = 0.1 22 = 05
Raspén 66.3 = 0.2 255 + 1.3 0.7 = 0.2 31 £ 0.2 28 = 0.1 24 = 0.2

Uva 783 = 0.6 3.7 £ 0.2 0.7 £ 01 159 = 11 18 £ 0.3 05 £ 0.0

MN Orujo 636 = 1.0 276 = 14 07 =+ 01 31 £ 05 32 + 04 21 = 0.3
Raspon 59.7 + 0.3 300 = 1.3 04 = 0.0 29 £ 0.2 27 = 0.2 28 = 0.1

Uva 759 = 0.3 45 £+ 0.2 0.7 = 0.2 153 £ 1.0 24 = 01 07 £ 0.0

Me Orujo 539 = 0.1 374 = 2.2 05 = 01 24 £ 0.2 38 + 03 21 = 0.2
Raspon 615 = 05 288 + 1.2 09 = 01 29 £ 0.2 22 = 0.2 43 + 0.2

Uva 779 = 04 46 £ 0.2 04 = 01 144 £+ 0.6 21 = 0.2 08 + 0.1

Sy Orujo 50.2 = 1.0 408 + 14 07 =+ 01 21 £ 0.0 33 £+ 0.1 30 £ 0.1
Raspon 649 + 1.2 263 = 15 09 = 0.2 3.0 £ 0.2 24 = 01 1.7 £ 0.2

Uva 743 = 0.3 51 £ 0.2 0.8 = 0.0 154 £ 12 29 = 0.3 09 + 0.1

Te Orujo 55.7 = 0.3 369 + 1.2 06 = 0.2 20 £ 0.1 31 £ 01 23 = 0.0
Raspon 56.8 + 0.4 348 + 1.2 04 = 01 22 £ 0.2 21 = 0.2 43 + 0.1

Uva 773 = 0.2 3.7 £ 03 06 = 0.1 147 £ 1.3 27 = 0.3 08 + 0.1

Ch Orujo 639 + 0.3 235 + 1.1 10 = 0.2 6.2 £ 0.2 27 = 0.3 1.8 £ 0.0
Raspon 675 = 0.6 260 + 1.3 07 =+ 01 18 + 0.1 25 = 0.2 28 = 0.3

Uva 79.3 = 0.2 34 £ 03 07 =+ 01 148 = 1.0 22 = 01 04 + 0.1

Ma Orujo 722 = 0.3 199 £ 12 09 =+ 01 21 £ 0.1 32 + 04 19 £ 0.0
Raspon 72.7 = 0.3 195 £ 11 05 = 0.0 32 £ 0.1 18 £ 0.3 15 £ 0.1

Uva 83.2 + 0.2 22 £ 0.2 0.3 = 0.0 122 £ 0.9 23 = 0.2 09 + 0.2

Pa Orujo 628 = 0.5 302 + 14 0.7 = 0.2 22 £ 0.1 34 + 0.2 18 £ 0.1
Raspon 76.7 =+ 04 165 = 0.9 08 =+ 0.1 29 £ 0.2 26 = 04 15 £ 01

Uva 788 = 0.3 31 £ 03 04 = 01 153 £ 11 21 = 0.2 05 + 0.0

PB Orujo 69.3 = 0.9 219 + 1.2 07 =+ 01 21 £ 0.2 31 + 04 20 = 01
Raspén 69.7 = 0.2 212 + 14 0.7 = 0.0 37 £ 0.1 28 = 0.3 18 £ 0.1

2 Todos los resultados se expresan en g/100 g bh; ® Residuo Insoluble en Alcohol (AIR). Variedades: CS, Cabernet
Sauvignon; Ca, Callet; MN, Manto Negro; Me, Merlot; Sy, Syrah; Te, Tempranillo; Ch, Chardonnay; Ma, Macabeu;
Pa, Parellada; PB, Premsal Blanc.

tipos de muestra. El contenido lipidico representd menos del 1% del peso total (bh) en

Tanto lipidos como proteinas fueron componentes minoritarios para los tres

todos los casos, independientemente de la variedad. Por su parte, la fraccion proteica

oscilé entre el 1.8 y el 3.8% (bh) del peso total.

157



158

Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

4.2.2. Fraccion de fibra dietética

En este apartado se presenta una caracterizacion detallada de la fraccion de fibra
dietética de la uva y de los subproductos de vinificacion. En primer lugar, se realizo la
extraccion de fibra de las muestras y a partir de los concentrados obtenidos, se
determinaron la composicion de los polisacaridos de la pared celular, el grado de metil-

esterificacion de las pectinas y las propiedades funcionales.

El contenido de fibra dietética o residuo insoluble en alcohol (AIR) de las
muestras de uva, orujo y raspon, se presenta en la Figura 4.9. Los resultados
experimentales correspondientes a la uva presentan un contenido en fibra entre 15.0 y
24.0 g/100 g bs, sin observarse diferencias significativas entre variedades (p > 0.05).
Por su parte, el contenido de fibra dietética de los subproductos de vinificacion fue del
orden de 3 a 6 veces mayor que el de la uva. En general, el orujo presenté los valores de
AIR mas altos, variando entre 52.8 + 2.6 g/100 g bs y 94.0 + 4.7 g/100 g bs, para el
Macabeu y Syrah, respectivamente. En general, se observaron diferencias significativas
(p < 0.05) entre las variedades blancas y tintas, exceptuando el alto contenido de fibra
dietética del orujo de Parellada al compararlo con el valor medio de las variedades
blancas, y el bajo contenido del orujo de Manto Negro al compararlo con el valor medio

de las variedades tintas.

100 - d
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Figura 4.9. Contenido de fibra dietética de la uva y sus subproductos, orujo y raspén. Para
cada tipo de muestra, las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre

variedades.

Los resultados experimentales del contenido en fibra para el orujo coincidieron

con los descritos previamente en la bibliografia (Tabla 4.14). No obstante, cabe indicar



Resultados y Discusion

que los valores experimentales para los orujos de Manto Negro (64.8 = 3.2 g/100 g bs) y
Premsal Blanc (65.5 = 3.3 g/100 g bs) fueron ligeramente inferiores a los propuestos
por Llobera et al. (2007, 2008) para el mismo subproducto y variedad. Por su parte, en
el caso del orujo de la variedad Merlot, el valor experimental obtenido para el contenido
de fibra (86.5 + 4.3 g/100 g bs) fue significativamente mayor que el observado por
Tseng et al. (2012).

Tabla 4.14. Contenido de fibra dietética de los subproductos de vinificacion. Revision

bibliogréfica.

di(la,:tioét;:?a a FI/FS® Il_<i?;ic?r? Egcégg Variedad Referencia bibliografica

59.0 3.5 412+12 Orujo Airén ]

60.8 1.9 39.7+06  Orujo Garnacha Saura-Calixto et al. (1991)

62.4 4.6 38.33+05 Orujo Airén Valiente et al. (1995)
542+0.3 6.2 37604 Piel Cencibel
59.0+0.9 3.8 379105 Piel Airén Bravo et al. (1998)
56.2+0.5 4.5 38.6+0.3 Pepitas Airén
64.6 +0.5 Piel Vitis vinifera Saura-Calixto et al. (1998)
772+14 --- --- Piel Airén

] _ Goiii et al. (2005)

78920 Pepitas Airén
74524 3.2 287+1.0 Orujo Manto Negro Llobera et al. (2007)
740+35 2.6 Orujo Vitis vinifera Sanchez-Alonso et al. (2007c)
716+28 3.3 27.8+1.0 Orujo Premsal Blanc Llobera et al. (2008)

71.8 24 Orujo Vitis vinifera Sanchez-Alonso et al. (2008a)
76.4+13 2.3 Orujo Airén Sanchez-Alonso et al. (2008b)
77.6+3.0 4.0 Orujo Cencibel Sayago-Ayerdi et al. (2009)
280+14 17.0 154 +0.3 Piel Muller Thurgan
17.3+0.2 10.6 79+0.1 Piel Morio Muscat
53.2+04 26.0 31.6+£05 Piel Cabernet Sauvignon Deng et al. (2011)
51.1+0.6 14.1 284 +0.7 Piel Merlot
56.3+ 1.5 10.9 36.1+0.8 Piel Pinot Noir
576+16 10.3 398+1.1 Orujo Merlot
61.3+1.7 13.8 455+1.2 Orujo Pinot Noir Teeng etal. (2012)
50.9+0.5 10.3 --- Piel Vitis vinifera Mildner-Szkudlarz et al. (2013)
77220 11.0 316+1.0 Raspon Manto Negro Llobera et al. (2007)
79.1+£25 13.4 229+11 Raspon Premsal Blanc Llobera et al. (2008)

2 Los resultados se expresan en g/100 g bs; ° ratio fibra insoluble/fibra soluble, calculado sin considerar la
lignina Klason en la fraccion de FI.
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En el caso del raspon, los valores de AIR oscilaron entre 59.4 £ 3.0 g/100 g bs y
92.1 £ 4.6 g/100 g bs, para el Callet y el Tempranillo, respectivamente (Figura 4.9). Se
observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre las variedades de uva en estudio,
pero contrariamente al caso del orujo, no se detectaron diferencias al considerar las

variedades tintas y blancas por separado (p > 0.05).

Son escasas las referencias bibliogréficas acerca del contenido total de fibra del
raspon (Tabla 4.14). De hecho, Gnicamente se han encontrado los estudios de Llobera
et al. (2007, 2008) para las variedades Manto Negro y Premsal Blanc. Cabe indicar que
pese a que el contenido de fibra descrito por dichos autores sea superior a los valores
experimentales correspondientes al raspon de las mismas variedades, sus resultados
concuerdan con el valor medio del contenido de fibra del raspon analizado en el
presente estudio (71.7 + 10.3 g/100 g bs).

Cabe indicar que los polisacaridos de la pared celular (CWP) y la lignina Klason
representaron entre el 95 — 98% del contenido de los AIRs de ambos subproductos de
vinificacion, independientemente de la variedad considerada. En todos los casos, la
presencia de proteinas en el concentrado de fibra fue < 4%. En general, el contenido de
lignina Klason, tanto del orujo (16.8 — 24.2% del AIR) como del raspon
(21.3 — 27.2% del AIR) fue ligeramente inferior al descrito previamente en la
bibliografia (Tabla 4.14).

4.2.2.1. Composicién de los polisacaridos de la pared celular
En la Tabla 4.15 se muestra la composicion de los diferentes azlcares que
conforman los polisacéridos de la pared celular (CWP), tanto de la uva, como de los

subproductos orujo y raspon.

Los azUcares méas abundantes en los AIRs de la uva y del orujo fueron la glucosa
y los &cidos urdnicos, seguidos muy de cerca por la xilosa, mientras que la ramnosa y
fucosa fueron los azucares minoritarios. Dicho perfil de monosacaridos, muy similar
para las 10 variedades de uva en estudio, asi como el ratio azlcares neutros/acidos
urénicos, coincidid con los observados previamente en la bibliografia para orujo, piel y
pepitas (Saura-Calixto et al., 1991; Valiente et al., 1995; Bravo and Saura-Calixto,
1998; Llobera and Caiiellas, 2007, 2008; Deng et al., 2011; Tseng and Zhao, 2012;
Rondeau et al., 2013).
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Tabla 4.15. Composicion de los polisacéridos de la pared celular de la uva y sus subproductos, orujo y raspén.

Composicion de los carbohidratos *

Az(cares neutros Acidos Total °
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc (1 M) Glc uronicos
Uva
CS 04 + 03a 02 + 00a 79 + 05ab 217 + 25a 62 + 05a 52 + 02a (35 + 0.2a) 311 + 15ab 240 + 18ab 435 + 0.73a
Ca 03 £+ 00a 01 £ 00a 89 + 08ab 174 + 28ab 42 + 04b 60 + 0.6a (41 + 04a) 372 + 32a 219 + 59a 3.63 + 043a
MN 03 = 00a 02 += 00a 80 + 03ab 114 + 04bc 46 + 02ab 57 £ 02a (36 + 0.1a) 328 + 1l4ab 334 + 4.0abc 295 =+ 0.21a
Me 04 = 0la 02 = 00a 78 + 03ab 182 + 20ab 48 + 02ab 48 = 07a (39 %+ 0.2a) 350 = 24ab 250 + 84ab 3.88 + 043a
Sy 04 + 02a 0.2 + 00a 100 *+ 12a 95 + 40cd 47 + 06ab 53 + 06a (37 + 04a) 331 + 3.7ab 331 + 88abc 452 + 02la
Te 01 £+ 00a 01 *+ 00a 88 + 04ab 6.6 + 0.2d 50 + 0.2ab 56 * 04a (3.7 + 0la) 335 + 13ab 366 + 23abc 385 + 04la
Ch 04 + 00a 02 + 00a 78 + 05ab 133 + 29bd 39 + 03b 51 + 04a (34 + 02a) 307 + 16ab 354 + 17abc 298 + 0.3la
Ma 04 + 00a 0.1 = 00a 65 + 06b 181 + 20ab 36 + 04b 43 £+ 04a (29 £ 03a) 262 + 25b 378 + 9.2hc 279 + 028a
Pa 04 = 0la 02 = 00a 98 + 1la 134 + 6.7bd 43 + 04ab 58 + 09a (39 + 0.2a) 353 + 15ab 268 + 1.0abc 175 £ 0.19a
PB 04 £+ 00a 01 £ 00a 72 £ 0.2b 74 £ 21d 38 + 0.1b 54 + 0.0a (35 + 0.1a) 313 + 0.6ab 409 * 24c 258 + 03la
Orujo
CS 02 + 0la 04 + 03ab 51 + 03a 116 + 2lac 74 = 03a 36 + 06a (43 + 02a) 384 + l1l7a 29.0 £+ 25ab 2445 + 173a
Ca 02 %+ 00a 11 + 11b 49 + 04a 212 + 56b 62 + 02ab 33 + 0la (38 = 0.la) 345 + 05ab 249 * 64a 29.61 + 2.13bc
MN 03 £ 00a 03 = 0.2a 69 + 03a 85 + 19a 56 + 08ab 49 + 04a (38 = 05a) 346 + 49ab 349 + 87ab 2295 + 125a
Me 01 + 00a 03 = 00a 55 + 0.0a 242 + 26b 74 £ 09a 33 + 0.1a (35 + 0.1a) 312 + 15ab 245 + 29a 28.35 + 0.85b
Sy 02 + 00a 01 + 00a 48 + 03a 224 + 28b 60 * 06ab 35 + 03a (38 + 02a) 339 + 19ab 254 * 26a 2946 + 1.22bc
Te 02 + 0la 03 = 02a 48 + 32a 168 + 3.0bc 46 + 26b 35 + 22a (36 + 21a) 327 + 63ab 334 + 49ab 3245 + 1.35c
Ch 01 + 00a 01 + 00a 6.4 + 05a 111 + 19ac 48 + 0.2b 39 + 02a (30 + 03a) 269 + 28hb 436 + 6.2b 18.63 + 1.06d
Ma 01 + 00a 01 % 00a 6.0 + 05a 84 + 11a 56 + 0lab 40 £+ 04a (36 = 04a) 323 + 39ab 399 + 8lab 1562 * 0.89d
Pa 02 = 0la 02 = 0la 69 + 07a 170 + 04bc 57 + 09ab 40 + 06a (39 + 05a) 348 + 49ab 274 + 6.8a 2373 + 1.30a
PB 01 + 0la 01 + 0.la 6.2 + 02a 115 = 05ac 47 = 0.2b 39 £+ 0.la (36 £ 0.2a) 321 = 2lab 378 + 22ab 17.37 + 0.94d
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2 Los resultados se expresan en % molar; ° los resultados se expresan en g/100 g bh. Az(icares neutros: Rha, ramnosa; Fuc, fucosa; Ara, arabinosa; Xyl, xilosa; Man, manosa; Gal,
galactosa; Glc, glucosa. Variedades de uva: CS, Cabernet Sauvignon; Ca, Callet; MN, Manto Negro; Me, Merlot; Sy, Syrah; Te, Tempranillo; Ch, Chardonnay; Ma, Macabeu; Pa,
Parellada; PB, Premsal Blanc Para cada tipo de muestra, dentro de cada columna las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.
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Tabla 4.15. (continuacion) Composicién de los polisacaridos de la pared celular de la uva y sus subproductos, orujo y raspon.

Composicidn de los carbohidratos #

Azlcares neutros Acidos Total °
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc (1 M) Glc uronicos
Raspén
CS 08 £ 02ab 04 + 0la 40 + 03a 157 * 05a 16 * 0.1a 39 = 03a (48 + 02a) 436 = 19a 253 + 22a 1793 + 11l4a
Ca 08 £ 00ab 05 + 00a 38 + 02a 112 £ 09a 29 + 0.lab 39 %+ 02a (44 + 02a) 400 £ 19a 324 + 38a 1948 + 1l37ac
MN 11 £ 0.lab 05 % 0la 41 * 02a 128 *+ 03a 18 +* 0la 47 +* 02a (48 + 02a) 433 +* 15a 269 +* 20a 2346 %= 103bc
Me 06 * 00a 02 + 00a 42 + 03a 126 + 04a 46 = 04b 37 + 0.1la (65 + 06b) 437 + 11a 240 + 27a 2267 + 0.98cd
Sy 09 + 02ab 05 + 00a 40 + 0la 165 + 11a 19 + 03a 38 * 02a (53 + 0.lab) 478 + 12a 192 + 29a 2542 + 1.16hd
Te 12 + 02b 07 £+ 01a 44 + 03a 151 + 18a 26 + 0.lab 47 + 0.1la (48 = 05a) 434 + 49a 231 + 42a 1932 £+ 12la
Ch 10 + 05ab 03 £ 02a 45 + 05a 131 +* 27a 24 + 02a 48 + 08a (49 = 08a) 443 £ 74a 247 + 32a 1892 £+ 112a
Ma 10 + 0.1ab 05 %+ 00a 36 + 02a 179 + 16a 21 + 0la 36 * 02a (52 + 03ab) 464 £ 26a 196 + 1la 1462 = 1l14¢f
Pa 09 + 02ab 05 + 0.2a 41 £ 05a 155 %+ 19a 31 £ 07ab 37 £ 04a (54 + 0.1lab) 488 £ 09a 181 £+ 18a 1284 + 121e
PB 08 £+ 05ab 05 + 04a 51 + 05a 102 * 08a 3.0 * 03ab 52 = 06a (46 + 03a) 410 = 28a 297 * 46a 16.39 = 0.39af

? Los resultados se expresan en % molar; ° los resultados se expresan en g/100 g bh

163

. Azlcares neutros: Rha, ramnosa; Fuc, fucosa; Ara, arabinosa; Xyl, xilosa; Man, manosa; Gal,
galactosa; Glc, glucosa. Variedades de uva: CS, Cabernet Sauvignon; Ca, Callet; MN, Manto Negro; Me, Merlot; Sy, Syrah; Te, Tempranillo; Ch, Chardonnay; Ma, Macabeu; Pa,
Parellada; PB, Premsal Blanc. Para cada tipo de muestra, dentro de cada columna las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.
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En el caso del raspon, la glucosa fue el monosacarido mayoritario, seguida por
los acidos uronicos y la xilosa, con concentraciones en torno a 1.3 — 2.7y 2.6 — 4.0
veces menores, respectivamente. Por su parte, la arabinosa, manosa y galactosa
presentaron valores inferiores a los determinados para las uvas y orujos

correspondientes.

En la Figura 4.10 se representa la proporcién aproximada de celulosa,
hemicelulosas y pectinas de la pared celular para el orujo y raspon, calculada a partir de
la composicién porcentual en azucares simples de la Tabla 4.15, segun las ecuaciones
[3.4], [3.5] Yy [3.6], respectivamente. La composicién en polisacaridos de la uva no
presentd diferencias significativas (p > 0.05) con la observada para el orujo,
probablemente debido a que dicho subproducto tiene su origen en el prensado de la uva.

En general, las pectinas fueron el componente mayoritario en el concentrado de
fibra del orujo, representando del 33 al 54% CWHP. Ello se deduce del elevado contenido
en &cidos urdnicos que presenta este subproducto, asi como de la concentracion
intermedia de galactosa y arabinosa, y de la presencia, en menor medida, de ramnosa.
Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre algunas de las variedades en

estudio con respecto al contenido de pectinas.

La celulosa, con porcentajes comprendidos entre el 27 y el 38%, constituyo el
segundo polisacarido mas abundante en el concentrado de fibra del orujo, pudiendo
cuantificarse a partir de la glucosa liberada tras someter las muestras a la hidrolisis
Saeman (Femenia et al., 2009). S6lo se observaron diferencias significativas (p < 0.05)
en el contenido de celulosa entre el orujo de las variedades Cabernet Sauvignon y
Chardonnay.

A diferencia del orujo, la celulosa fue el polisacarido méas abundante identificado
en el raspon, representando el 40 — 49% CWP, mientras que las pectinas ocuparon la
segunda posicion, con una participacion del 27 — 41% CWP. Cabe indicar que no se
observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre variedades con respecto a la

composicion de la pared celular del concentrado de fibra del raspon.

Por ultimo, la presencia de xilosa, manosa, fucosa y glucosa no celuldsica
(Glc 1 M) en ambos subproductos, fue indicativo de la existencia de polisacaridos

hemiceluldsicos en sus paredes celulares. En general, no se observaron diferencias
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significativas (p > 0.05) con respecto al contenido de hemicelulosas en el orujo y raspén

de una misma variedad, a excepcion de los casos del Callet y Merlot.
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Figura 4.10. Composicion en celulosa, hemicelulosas y pectinas de la fraccion de fibra del
orujo (A) y raspon (B). Para cada tipo de muestra y polisacarido de la pared celular, las letras

diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

Para beneficiarse de los efectos fisioldgicos asociados a las fracciones insoluble
(FI) y soluble (FS) de la fibra alimentaria, se establece un ratio de variacion entre ambas
(FI/FS) que debe estar comprendido entre 1.0 y 2.3 (Spiller, 1986). Si, de forma
aproximada, se considera que la fraccion insoluble del concentrado de fibra esta
basicamente constituida por la celulosa y hemicelulosas de la pared celular, y la fraccion
soluble, Unicamente por las pectinas, los ratios FI/FS calculados para la uva y los
subproductos de las 10 variedades en estudio se indican en la Tabla 4.16.
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Tabla 4.16. Ratios de fibra insoluble/fibra soluble (FI/FS) para la uva y sus subproductos, orujo

y raspon.
FI/FS
Uva Orujo  Raspén
CS 1.7 1.6 1.9
Ca 1.7 2.0 14
MN 11 11 1.7
Me 1.6 2.0 21
Sy 1.0 2.0 2.6
Te 1.0 14 2.0
Ch 1.1 0.9 1.9
Ma 1.0 1.0 2.6
Pa 1.3 1.6 2.7
PB 1.0 11 14

Tal y como se observa en dicha tabla, la mayor parte de las muestras de uva,
orujo y raspon presentaron ratios FI/FS dentro del rango establecido por Spiller (1986).
Unicamente los concentrados de fibra del orujo de la variedad Chardonnay y del raspon
de las variedades Syrah, Macabeu y Parellada presentaron valores ligeramente fuera del
mismo. Asi pues, en términos generales, ambos subproductos de vinificacion de las

10 variedades en estudio pueden considerarse fuentes equilibradas de fibra.

Saura-Calixto et al. (1991) y Sanchez-Alonso et al. (2007c; 2008a; 2008b)
indicaron relaciones entre las fracciones de fibra insoluble y soluble para el orujo muy
similares a las descritas experimentalmente. No obstante, la mayor parte de referencias
bibliogréaficas sobre el ratio FI/FS de concentrados de fibra procedentes de subproductos
de vinificacion muestran valores notablemente superiores (Tabla 4.14). Concretamente,
Llobera et al. (2007, 2008) presentaron ratios FI/FS para el orujo y raspon de las
variedades Manto Negro y Premsal Blanc, en torno a 3 y 10 veces superiores,
respectivamente, que los indicados en el presente estudio para el mismo subproducto y
variedad. Los diferentes enfoques para calcular dicha relacion y los diferentes métodos
utilizados en la determinacion de la fibra podrian ser las razones principales de tales
discrepancias. De hecho, analizando la metodologia experimental de dicha bibliografia,
se observo el uso de métodos enzimaticos para determinar el contenido de fibra, lo que
podria inducir una mayor degradacién de las pectinas y, por tanto, de la fraccion de

fibra soluble de las muestras, justificando asi el incremento del ratio FI/FS.
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4.2.2.2. Grado de metil-esterificacion de las pectinas

La funcionalidad de las pectinas como agentes gelificantes y estabilizantes en la
industria alimentaria estd intimamente relacionada con su estructura quimica. En
funcién del grado de metil-esterificacion (DME), las pectinas pueden clasificarse como
pectinas de alto grado de metil-esterificacion (DME > 50%) o de bajo grado de metil-
esterificacion (DME < 50%) (Guillotin et al., 2007). Dicha clasificacion resulta de gran
interés a la hora de considerar los concentrados de fibra en estudio como ingredientes
funcionales, ya que segin el DME de las pectinas, las propiedades estructurales del

alimento al cual se adicionen pueden verse totalmente modificadas.

Los resultados experimentales correspondientes al DME de las pectinas de la
pared celular se presentan en la Figura 4.11. Los valores del DME mostraron intervalos
similares para los tres tipos de muestra en estudio: 24 — 39% para la uva, 26 — 36% para

el orujo 'y 21 — 38% para el raspon.
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Figura 4.11. Grado de metil-esterificacion de las pectinas (DME) de la uva y sus
subproductos, orujo y raspén. Para cada tipo de muestra, las letras diferentes indican

diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

La totalidad de las muestras presentd valores de DME inferiores al 40 %, de
modo que tanto la uva, como el orujo y raspén de las 10 variedades en estudio pueden
considerarse fuentes de pectinas de bajo grado de metil-esterificacion.

4.2.2.3. Propiedades funcionales
Ante la posible incorporacién de los concentrados de fibra de origen vitivinicola
a productos alimentarios, resulta de gran importancia tecnologica y fisiologica estudiar

sus propiedades funcionales. Se trata de propiedades fisico-quimicas de los
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polisacaridos de la pared celular tales como su capacidad de hinchamiento (Sw) y/o de

retener agua (WRC) o aceite (FAC) de la matriz del alimento al que se adicione.

Los resultados correspondientes a las propiedades funcionales de la fraccion de
fibra dietética de la uva, orujo y raspén se recogen en la Figura 4.12, Figura 4.13 y
Figura 4.14.

Hinchamiento

El valor medio del hinchamiento observado en los concentrados de fibra fue de
13.4 + 1.9 mL agua/g AIR para la uva, 9.5 £ 2.2 mL agua/g AIR para el orujo y
9.7 £ 2.1 mL agua/g AIR para el raspon (Figura 4.12). Se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre variedades para el mismo subproducto y entre
subproductos para la misma variedad, pero no se detectaron (p > 0.05) al considerar las

variedades tintas y blancas por separado.
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Figura 4.12. Propiedades funcionales de la fibra. Hinchamiento (Sw) del concentrado de fibra
de la uva y sus subproductos, orujo y raspon. Para cada tipo de muestra, las letras diferentes

indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

Tal y como se aprecia en la Figura 4.12, los concentrados de fibra de la uva
presentaron los valores mas altos de hinchamiento, destacando significativamente la
variedad Premsal Blanc (18.4 £ 0.6 mL agua/g AIR).

En general, los resultados experimentales de hinchamiento para los tres tipos de
muestra fueron mayores que los observados por Sanchez-Alonso et al. (2008a) para el
orujo de una variedad de uva tinta (3.9 + 0.0 mL agua/g concentrado de fibra). No
obstante, son del orden de los valores descritos para concentrados de fibra obtenidos a

partir de diferentes subproductos agricolas, tales como la pulpa de manzana (Robertson
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et al., 2000; Figuerola et al., 2005), la pulpa y piel de citricos (Robertson et al., 2000;
Figuerola et al., 2005; Ubando-Rivera et al., 2005), los tallos de coliflor (Femenia et al.,
1997), los corazones de alcachofa (LoOpez et al., 1996) y/o las vainas de guisantes
(Robertson et al., 2000) (Tabla 4.17).

Capacidad de retencion de agua

Los valores de la capacidad de retenciébn de agua obtenidos para los
concentrados de fibra de la uva, orujo y raspon de las 10 variedades de uva en estudio
oscilaron entre 6.4 y 10.7 g agua/g AIR, entre 3.8 y 9.0 g agua/g AIR, y entre
5.5y 10.7 g agua/g AIR, respectivamente (Figura 4.13). Se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre los valores de WRC para los concentrados de fibra
procedentes de la uva y orujo de la misma variedad, a excepcion del Chardonnay, Syrah
y Premsal Blanc, pero no se detectaron (p > 0.05) al considerar de forma independiente

las variedades tintas y blancas para ninguno de los tres tipos de muestra.
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Figura 4.13. Propiedades funcionales de la fibra. Capacidad de retencion de agua (WRC) del
concentrado de fibra de la uva y sus subproductos, orujo y raspén. Para cada tipo de muestra, las

letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

Cabe destacar la elevada capacidad de retencion de agua de los concentrados
de fibra obtenidos a partir de la uva de las variedades Tempranillo
(10.7 + 0.4 g agua/g AIR) y Parellada (10.1 + 0.5 g agua/AIR), y del raspon de las
vareidades Syrah (10.0 + 0.2 g agua/g AIR) y Premsal Blanc (10.7 = 0.2 g agua/g AIR).

Al comparar con la bibliografia, los resultados experimentales de WRC para el
orujo fueron significativamente mayores que los descritos por Sanchez-Alonso et al.

(2008a) para el mismo subproducto de una variedad de uva tinta
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(1.8 £ 0.0 g agua/g concentrado de fibra). No obstante, los valores de WRC del presente

estudio se encuentran dentro del amplio intervalo de datos bibliogréficos para

concentrados de fibra obtenidos a partir de diferentes subproductos agricolas

(Tabla 4.17).

Tabla 4.17. Propiedades funcionales de la fibra procedente de diferentes subproductos

agricolas. Revision bibliografica.

Sw? WRC" FAC® Fuente de fibra Referencia bibliogréafica
52%0.1 74+£22 Vaina guisantes Weightman et al. (1995)
11.0+£0.7 52+0.2 Corazon alcachofa Lopez et al. (1996)
8.7-175 9.1-134 12-21 Tallo coliflor
Femenia et al. (1997)
4.2-16.9 5.7-12.8 09-13 Flor coliflor
7.3-10.3 09-13 Pulpa naranja Grigelmo et al. (1999a)
6.3 Pulpa manzana
6.8 Pulpa pera
12.4 Pulpa naranja
Grigelmo et al. (1999b)
12.6 Pulpa melocotén
13.2 Hojas alcachofa
11.2 Espéarragos
9.2-121 10-11 Pulpa melocotén Grigelmo et al. (1999c)
6.6 75 39+05 Vaina guisantes
104+1.2 10.7+23 Pulpa citricos Robertson et al. (2000)
74+£12 54+1.2 -—- Pulpa manzana
4.9 3.3 Cafia de azucar Sangnark et al. (2003)
6.6 -8.3 16-19 06-15 Pulpa manzana
9.2+0.1 1.7+0.1 15+0.0 Piel naranja
Figuerola et al. (2005)
7.3-9.2 1.7-19 13-15 Piel limén
6.7-8.0 21-23 12-15 Piel pomelo
11.3-13.6 7.0-12.8 --- Piel lima Ubando-Rivera et al. (2005)
20.0 5.3 4.8 Pulpa coco Raghavendra et al. (2006)
18.0£0.0 125+0.1 1.9+£00 Pulpa zanahoria Chau et al. (2007)
~22.0 10.6 - 14.0 20-3.7 Pulpa naranja
) ) Garau et al. (2007)
25.0-30.0 10.5-16.1 3.0-6.5 Piel naranja
3.9+0.0 1.8+£0.0 1.4+£00 Orujo uva Sanchez-Alonso et al. (2008a)
--- 114-203 53-85° Espérragos Fuentes-Alventosa et al. (2009)

Sw, hinchamiento; WRC, capacidad de retencién de agua; FAC, capacidad de retencién de lipidos. Los
resultados se expresan en: ® mL/g fibra; b g agua/g fibra; © g aceite/g fibra; 4 mL aceite/qg fibra.
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Capacidad de retencion de lipidos

Los resultados experimentales de la capacidad de retencion de lipidos de los
concentrados de fibra en estudio variaron entre 4.7 y 7.7 g aceite/g AIR para la uva,
entre 3.8 y 5.1 g aceite/g AIR para el orujo, y entre 4.1 y 6.6 g aceite/g AIR para el
raspon (Figura 4.14). A excepcion de la variedad Cabernet Sauvignon, los orujos
presentaron valores de FAC significativamente menores (p < 0.05) que los descritos
para sus correspondientes uvas. No obstante, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) entre la capacidad de retencion de lipidos de las variedades
tintas y blancas para ninguno de los tres tipos de muestra.

9 -

b i_ cd
¢ bc  bd "
b c
& fo b el B B L ||
= 5.
E” ] a ab ad _:Lal'_ ab abf O Uva
S Es b .
'S i O Orujo
\% 3 1 W Raspon
% ] I:ab a [b [ab [ac I:ab [ab [be [ab [be
0 T T T T T T T T T

@S Ca MN Me Sy Te Ch Ma Pa PB

Figura 4.14. Propiedades funcionales de la fibra. Capacidad de retencion de lipidos (FAC) del
concentrado de fibra de la uva y sus subproductos, orujo y raspén. Para cada tipo de muestra, las

letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

En el caso del orujo, los valores de FAC fueron entre 2.7 — 3.6 veces mayores,
segun la variedad, que los publicados por Sanchez-Alonso et al. (2008a) para el mismo
subproducto. En general, al comparar con los datos bibliograficos de FAC para
concentrados de fibra derivados de otros subproductos agricolas, los resultados del
presente estudio fueron significativamente mayores (Tabla 4.17). No obstante, cabe
apuntar que coincidieron con los propuestos para los concentrados de fibra obtenidos a
partir de piel de naranja (Garau et al., 2007), esparragos (Fuentes-Alventosa et al.,
2009), pulpa de coco (Raghavendra et al., 2006) y cafia de azucar (Sangnark and
Noomhorm, 2003).

En general, los concentrados de fibra procedentes de ambos subproductos de
vinificacion presentaron propiedades funcionales adecuadas para su uso como
ingredientes funcionales en la industria alimentaria, denotando una variabilidad

importante en funcién de la variedad de uva considerada.
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4.2.3. Fraccion polifendlica

En este apartado se presenta una caracterizacion detallada de la fraccion fendlica
de ambos residuos de vinificacion, considerandose las muestras utilizadas en la
caracterizacion de la fibra dietética (O1 y R1). En el caso del orujo se evaluaron seis de
las 10 variedades de uva que conforman la muestra, concretamente, Callet, Tempranillo,

Chardonnay, Macabeu, Parellada y Premsal Blanc.

En primer lugar, se realizd una extraccion de la fraccion polifendlica de las
muestras y a partir de los extractos obtenidos, se llevaron a cabo las determinaciones del
contenido de fenolicos y taninos totales, la identificacion y cuantificacion de los taninos
monomeéricos y oligoméricos, el andlisis del grado medio de polimerizacion de los

taninos condensados, y la evaluacion de la capacidad antioxidante.

En general, resulta dificil comparar los datos bibliograficos sobre la fraccién
fenolica de los subproductos de vinificacion. En gran parte, ello es debido a la
utilizacion de diferentes unidades de referencia en la literatura, tales como base seca
(bs) o base humeda (bh), y base de extracto fendlico o de muestra en su totalidad. Asi
pues, con el objeto de mejorar las comparaciones con futuros estudios, en la
Figura 4.15 y Figura 4.16 se incluyen los correspondientes factores de equivalencia
para los rendimientos de extraccion de las fracciones fendlicas del orujo y raspon, en
unidades de gramos de extracto por 100 g de muestra en base seca y en base hiumeda.
Para ambos residuos de vinificacion se observaron diferencias significativas (p < 0.05)

entre las variedades en estudio.

- 60 1 @ Exfraccion en base seca para variedades tintas
0 B Extraccion en base mimeda para variedades tintas
o . .
3 50 A O Extraccion en base seca para variedades blancas
=) B Extraccion en base imeda para vanedades blancas
S 40 - b
<3 c bc
35 30 -
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+—
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0
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Figura 4.15. Rendimientos de la extraccion de compuestos fenolicos y antioxidantes del orujo.
Para cada base de referencia (base seca y base hiimeda), las letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0.05) entre variedades.

172



Rendimiento de la
extraccion polifendlica (%0)

Resultados y Discusion

De acuerdo con Amico et al. (2004), cabe indicar que dichos rendimientos de
extraccion no estan totalmente vinculados al contenido polifendlico y/o capacidad
antioxidante de las muestras, debido a la posible presencia de compuestos no fendélicos

y/o polifenoles inactivos que pueden influir directamente en los valores esperados.

O Extraccion en base seca para variedades tintas O Extraccion en base seca para variedades blancas

B Extraccion en base mimeda para variedades tintas W Exiraccion en base lmimeda para variedades blancas
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Figura 4.16. Rendimientos de la extraccién de compuestos fendlicos y antioxidantes del raspon.
Para cada base de referencia (base seca y base himeda), las letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0.05) entre variedades.

4.2.3.1. Fenolicos totales
Los resultados experimentales del contenido de fendlicos totales de ambos

residuos de vinificacion se presentan en la Tabla 4.18.

En lo que respecta al orujo, el contenido de fendlicos totales de las seis
variedades en estudio estuvo comprendido entre 3093 + 266 mg GA/100 g bs y
7762 = 672 mg GA/100 g bs para el Macabeu y Tempranillo, respectivamente
(Tabla 4.18). Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre las variedades
tintas y las blancas, siendo el orujo de las primeras, tal y como se esperaba, el que
presentd los valores de fenolicos totales mas altos. De entre las variedades blancas, el
orujo de la Parellada destacé significativamente por su mayor contenido de fenolicos
totales (4654 + 255 mg GA/100 g bs). Todas las muestras de orujo procedian de vifiedos
proximos entre si pertenecientes a la misma bodega y el proceso de prensado de la uva
para su obtencién fue el mismo en todos los casos (sin maceracion en el caso de las

variedades tintas), por lo que las diferencias significativas observadas en el contenido de

il d 1l
OIIII
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fenolicos totales se debieron exclusivamente a las caracteristicas propias de cada

variedad de uva considerada.

Tabla 4.18. Fendlicos totales del orujo y raspon.

Fendlicos totales ?

Orujo Raspon
CS --- 7076 + 327 a
Ca 6395 + 420a 11525 + 886 b
MN : 8470 + 291¢c
Me --- 4704 + 288d
Sy - 9642 + 804e
Te 7762 + 672b 7622 + 763 af
Ch 3891 + 383¢c 4764 + 398d
Ma 3093 = 266d 7809 + 718f
Pa 4654 + 255e 8924 + 673 ce
PB 3639 + 200¢c 9002 + 977 ce

? Los resultados se expresan en mg GA/100 g bs. Para
cada residuo de vinificacion, las letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

Los estudios publicados sobre el contenido de fenodlicos totales del orujo
presentan amplios intervalos que varian desde 1145 mg GA/100 g bs (Nero d’Avola,
Amico et al.(2008)) hasta 7560 mg GA/100 g bs (Ancelota, Rockenbach et al. (2008))
en el caso de las variedades tintas, y desde 1500 mg GA/100 g bs (Palomino Fino,
Alonso et al. (2002)) hasta 4826 mg GA/100 g bs (Roditis, Makris et al. (2007b)) para
las blancas, dependiendo de la variedad, afiada, origen geografico y/o metodologia de
extraccion (Lafka et al., 2007).

Los resultados experimentales del presente estudio concordaron con dichos
intervalos bibliograficos (Tabla 4.19), tanto en el caso de las variedades tintas como en
el de las blancas. Concretamente, Llobera et al. (2008) obtuvieron valores del contenido
de fenodlicos totales muy similares para el orujo de Premsal Blanc
(3490 + 40 mg GA/100 g bs). Sin embargo, Alonso et al. (2002) observaron un
contenido de fendlicos totales para el orujo de Tempranillo ~ 2 veces inferior que el
descrito experimentalmente para la misma variedad. Por su parte, Spigno et al. (2007)
reportaron valores de fendlicos totales muy bajos en comparacion con los anteriores,

para el orujo de la variedad tinta Barbera.



Resultados y Discusion

Tabla 4.19. Contenido de fendlicos totales del orujo. Revision bibliogréafica.

Fendlicos totales ?

Variedad

Observaciones
(origen geogréfico, afiada, disolvente de
extraccion)

Referencia
bibliografica

2000 — 4000
4500
4000
2000

1500 — 2000

4190 + 40

1570 — 2890

2630 * 40

5402 + 266

4826 + 111
270

1366
2209 — 3659
1145
2649

3490 + 40

1480 — 7950
1500 — 6900

5895 + 150

7475 222
4623 + 163

4100 + 500
6770+ 700

C. Sauvignon
Syrah
Tempranillo
Moscatell
Palomino Fino

Negro Amaro
Agiorgitiko
Manto Negro
Agiorgitiko
Roditis

Barbera

C. Sauvignon
Nerello Mascalese
Nero d’Avola
Frappato

Premsal Blanc

Ancelota

Tannat
Vitis Vinifera
C. Sauvignon

Merlot

Merlot

Pinot Noir

Jerez de la Frontera, Esparia, 2000. MeOH.
Intervalo bajo diferentes condiciones de riego
del vifiedo

Apulia, Italia, 1999. 0.5% HCI en EtOH/H,0
(4:1, viv)

Korinthia, Grecia, 2004. Intervalo utilizando
diferentes disolventes de extraccion
Mallorca, Espafia. MeOH/H,0 (50:50, v/v) +
acetona/H,0 (70:30, v/v)

Korinthia, Grecia. 0.1% HCl en
MeOH/Acetona/H,0 (6:3:1, viviv)
Attica, Grecia. 0.1% HCl en
MeOH/Acetona/H,0 (6:3:1, viviv)

Piacenza, Italia, 2003. Etilacetato/H,0 (9:1, v/v)

CS y Nerello Mascalese de Catania, Italia. Nero
d’Avola y Frappato de Ragusa, Italia. 1% HCl
en EtOH

Mallorca, Espafia. MeOH/H,0 (50:50, v/v) +
acetona/H,0 (70:30, v/v)

Santa Catarina, Brasil, 2006. Intervalos
utilizando diferentes disolventes de extraccion

Polonia, 2008

Santa Catarina, Brasil, 2008. 0.1% HCl en
MeOH

Oregon, EE.UU. Acetona/ H,O acidificada al
0.1% HCI (7:3, viv)

Alonso et al. (2002)

Negro et al. (2003)

Lafka et al. (2007)

Llobera et al. (2007)

Makris et al. (2007a)

Spigno et al. (2007)

Amico et al. (2008)

Llobera et al. (2008)

Rockenbach et al.
(2008)

Mildner-Szkudlarz et
al. (2011)

Rockenbach et al.
(2011)

Tseng et al. (2012)

# Los resultados se expresan en mg GA/100 g bs.

En cuanto al

raspon,

el contenido de fendlicos totales oscildé entre

4704 + 288 mg GA/100 g bs y 11525 + 886 mg GA/100 g bs para las variedades Merlot
y Callet, respectivamente. Tal y como puede observarse en la Tabla 4.18, de las

10 variedades de uva consideradas en el analisis de la fraccion fendlica del raspén, la

variedad Callet destaco notablemente gracias a su alto contenido de fendlicos totales

(p < 0.05). Le siguieron las variedades Syrah > Premsal Blanc = Parellada > Manto
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Negro, en este orden. Cabe apuntar gque, exceptuando el caso de la variedad Syrah, los
raspones con mayor contenido de fendlicos totales proceden de las cuatro variedades

autoctonas incluidas en el estudio.

El raspon de las variedades Cabernet Sauvignon, Tempranillo y Macabeu,
presentd valores intermedios del contenido de fenolicos totales, mientras que las
variedades Chardonnay y Merlot mostraron los valores mas bajos (p < 0.05). Al igual
que en el caso del orujo, dado que todas las muestras de raspon procedian de vifiedos
préximos entre si pertenecientes a la misma bodega y que el proceso de despalillado fue
exactamente el mismo en todos los casos, las diferencias significativas que se
observaron en el contenido de fendlicos totales se deben basicamente a las propiedades
intrinsecas de cada variedad considerada.

Cabe destacar que, contrariamente a lo observado por Plssa et al. (2006),
quienes indicaron que el raspon de las variedades tintas presentaba un mayor contenido
fendlico que el de las variedades blancas, en el presente estudio no se observé dicho
comportamiento, puesto que el contenido de fendlicos totales del raspén de algunas de
las variedades blancas consideradas se incluye en el amplio intervalo de valores descrito
para el raspén de las variedades tintas. De hecho, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) en el contenido de fendlicos totales del raspon de Tempranillo y
Macabeu, Syrah y Parellada, o Merlot y Chardonnay, entre otros.

En general, los resultados del contenido de fendlicos totales para el raspon
presentaron el mismo orden de magnitud que los valores publicados previamente en la
literatura (Tabla 4.20). No obstante, los valores experimentales del raspon de Cabernet
Sauvignon, Tempranillo y Syrah fueron entre 2 y 5 veces mayores que los indicados por
Alonso et al. (2002) para las mismas variedades. Spigno et al. (2007) publicaron
contenidos de fendlicos totales para el raspon de la variedad tinta Barbera,
considerablemente  inferiores a los obtenidos en el presente estudio
(330 mg GA/100 g bs). En el caso del Premsal Blanc, el contenido de fenolicos totales
del raspén fue muy similar al descrito por Llobera et al. (2008), aunque los mismos
autores observaron valores ~ 1.5 veces mayores para el raspon de Manto Negro
(Llobera and Cariellas, 2007). Todas estas diferencias pueden atribuirse, al igual que en
el caso del orujo, a la diferente afiada, origen geogréafico y/o condiciones de cultivo de
las muestras, asi como al disolvente utilizado en la extraccion de la fraccion fenolica
(Monagas et al., 2003).
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Tabla 4.20. Contenido de fendlicos totales del raspén. Revision bibliogréafica.

Observaciones

Fenolicos totales Variedad (origen geografico, afiada, disolvente de b?belfigrergﬁ;ga
extraccion) 9
2500 C. Sauvignon .
Jerez de la Frontera, Espafia, 2000. MeOH.

1500 — 3500 Syrah Intervalo bajo diferentes condiciones de riego Alonso et al. (2002)

2500 — 5000 Tempranillo del vifiedo
Mallorca, Espafia. MeOH/H,0 (50:50, v/v) +

11600 + 190 Manto Negro acetona/H,0 (70:30, VIv) Llobera et al. (2007)
. . 0

5798 + 178 Roditis Attica, Grecia. 0.1% HC en Makris et al. (2007a)

MeOH/Acetona/H,0 (6:3:1, viviv)
330 Barbera Piacenza, Italia, 2003. Etilacetato/H,0 (9:1, v/v) Spigno et al. (2007)
Mallorca, Espafia. MeOH/H,0 (50:50, v/v) +

8730 + 120 Premsal Blanc acetona/H,0 (70:30, VIv) Llobera et al. (2008)
5640 — 9344 Savatiano . . o L
_ Attica, Grecia. Optimizacion de la extraccion a
8529 - 12960 Moschofilero diferentes niveles: 40 — 60% EtOH, pH2 -6y Karvela et al. (2009)
8404 — 11561 Agiorgitiko tiempos de extraccionde 1 —5h

# Los resultados se expresan en mg GA/100 g bs.

Al comparar los resultados de fendlicos totales obtenidos para ambos residuos de
vinificacion se observo que el orujo presentaba valores entre 1.5 — 2.5 veces menores
que los correspondientes al raspén de la misma variedad. Dicho comportamiento ha sido
descrito previamente en la literatura (Llobera and Cafiellas, 2007; Makris et al., 2007b;
Llobera and Cafiellas, 2008), atribuyéndose al hecho de que el raspon se desecha
directamente tras la etapa de despalillado durante el proceso de vinificacion,

permaneciendo practicamente intacta su composicion fendlica original.

4.2.3.2. Taninos totales
En la Tabla 4.21 se indican los resultados del contenido de taninos totales

correspondientes al orujo y raspon.

En cuanto al orujo, la variedad Tempranillo mostré el mayor contenido de
taninos totales (151.2 + 1.4 mg/g bs), mientras que la variedad Macabeu presento el
valor més bajo (50.8 £ 0.0 mg/g bs) (Tabla 4.21). Al igual que para el contenido de
fenolicos totales, las variedades blancas presentaron menor contenido de taninos totales
que las tintas (p < 0.05). Cabe apuntar que se observaron diferencias significativas

(p < 0.05) entre las seis variedades en estudio.
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En general, los resultados experimentales de taninos totales para el orujo
presentaron el mismo orden de magnitud que los valores publicados previamente en la
literatura, pese a utilizar diferentes métodos analiticos y/o estdndares (Tabla 4.22). En
el caso de las variedades tintas, los resultados para el Callet y Tempranillo fueron
consistentes con la fraccion superior de un amplio rango bibliogréfico, que varia desde
22.3 = 0.8 mg/g bs (Negro Amaro, Negro et al. (2003)) hasta 223.0 = 13.6 mg/g bs
(Manto Negro, Llobera et al. (2007)). No obstante, Llobera et al. (2008) mostraron
valores de taninos totales 2.3 veces superiores a los observados en el presente estudio,

para la variedad Premsal Blanc.

Tabla 4.21. Taninos totales del orujo y raspon.

Taninos totales 2

Orujo Raspon
CS - 1249 + 74ab
Ca 1084 £ 49a 2023 + 6.2¢C
MN - 165.3 + 11.4de
Me - 84.0 = 2.8f
Sy 161.4 + 10.9dg
Te 1512 + 1.4b 1473 + 4.4 ad
Ch 719 + 20c 79.1 £ 59f
Ma 50.8 + 0.0d 108.8 + 3.3 bf
Pa 921 £ 4.1le 165.2 + 9.4dg
PB 732 £ 48¢c 181.4 + 9.1ceg

# Los resultados se expresan en mg taninos/g bs. Para cada
residuo de vinificacion, las letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

Por su parte, el intervalo experimental de taninos totales para el raspén varid
desde un valor minimo de 79.1 £ 5.9 mg/g bs en el caso del Chardonnay, hasta un valor
méaximo de 202.3 + 6.2 mg/g bs para la variedad Callet (Tabla 4.21). Se observo una
tendencia similar a la descrita para el contenido de fendlicos totales, en la que el raspén
de Syrah junto con el de las cuatro variedades autoctonas consideradas en el estudio,
presentaron los valores mas elevados de taninos totales (p < 0.05). Por otra parte, no se
detectaron diferencias significativas (p > 0.05) al considerar el contenido de taninos

totales del raspdn de las variedades tintas y blancas por separado.
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Pese a suscitar un gran interés en los ultimos afios como fuente de compuestos
bioactivos, aln son escasas las referencias bibliogréaficas relacionadas con el estudio del
raspon. Concretamente para la determinacion del contenido de taninos totales,
Llobera et al. (2007, 2008) analizaron el raspén de Manto Negro (103.0 £ 5.0 mg/g bs)
y Premsal Blanc (79.0 + 1.3 mg/g bs), obteniendo valores 1.6 y 2.3 veces inferiores,

respectivamente, para las mismas variedades.

Tabla 4.22. Contenido de taninos totales de los subproductos de vinificacion. Revision

bibliogréfica.

:32:25 2 Ielsic()jgg Variedad (origen gec%?;ﬁg\c/)?fggﬂf:a analitica) Referencia bibliografica
22.3+0.8 Orujo Negro Amaro South Apulia, Italia. Vainillina Negro et al. (2003)
223.0+13.6 Orujo Manto Negro Mallorca, Espafia. HCI-BuOH Llobera et al. (2007)
168.3+4.1 Orujo Premsal Blanc Mallorca, Espafia. HCI-BuOH Llobera et al. (2008)
148.1+19 Orujo Cencibel La Mancha, Espafia. HCI-BuOH Sayago-Ayerdi et al. (2009)
116.6 +19.4  Orujo Merlot Oregon, EE.UU. HCI-BuOH Tseng et al. (2012)
121.1+11.7  Orujo Pinot Noir Oregon, EE.UU. HCI-BuOH Tseng et al. (2013)
103.0£5.0 Raspon  Manto Negro Mallorca, Espafia. HCI-BuOH Llobera et al. (2007)
79.0+13 Raspén  Premsal Blanc Mallorca, Espafia. HCI-BuOH Llobera et al. (2008)

# Los resultados se expresan en mg taninos/g bs.

Contrariamente al comportamiento observado por Llobera et al. (2007, 2008), al
comparar los resultados de taninos totales del orujo con los del correspondiente raspon
de la misma variedad, los valores fueron considerablemente inferiores en el caso del
orujo, exceptuando las variedades Tempranillo y Chardonnay, que manifestaron un

contenido similar para ambos residuos de vinificacion.

Cabe apuntar que tanto para el orujo como para el raspén se observo una alta
correlacion entre los resultados de fendlicos totales y taninos totales (r = 0.96, p < 0.05),
tendencia previamente detectada por Mandic et al. (2008).

4.2.3.3. ldentificacion y cuantificacion de taninos monomeéricos Y
oligoméricos

La composicion en flavan-3-oles de ambos residuos de vinificacion se incluye en

la Tabla 4.23. Bajo las condiciones cromatograficas descritas en el apartado 3.2.8.4, el

orden de elucion fue el siguiente: procianidina B1, procianidina B3, (+)-catequina,

procianidina B4, procianidina B2, (-)-epicatequina y trimero C1.
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Tabla 4.23. Perfil flavan-3-olico del orujo y raspon.

Flavan-3-oles 2

C EC Bl B2 B3 B4 C1 Total °
Orujo
Ca 389 * 34a 20.7 £ 2.1ab 121 + 0.7a 125 + 08a 113 + 09a 26 + 02a 51 + 04a 1033 + 43a
Te 223 £+ 03b 16.6 + 0.2ac 10.1 + 0.8ab 135 + 06a 102 + 05a 90 £+ 08b 80 £ 06bc 896 = 15b
Ch 473 + 22a 488 + 3.2d 96 + 06b 131 + 10a 50 + 03b 30 £ 0.7a 91 = 03b 1359 + 41c
Ma 154 + 3.0b 95 + 16¢e 35 + 0.7c 47 + 08b 39 + 04b 24 + 04a 22 £ 06d 416 + 3.6d
Pa 633 = 75¢c 229 £+ 13b 17.0 £ 1.2d 142 + 10a 140 + 05¢ 21 + 01la 66 + 03ac 1402 + 78¢c
PB 125 + 13b 126 + 1.2¢ce 6.7 + 03¢ 87 £ 05¢c 52 £ 0.1b 60 + 04c 51 % 12a 56.8 + 23e
Raspon
CS 493 + 34ab 31 £ 02ab 56.4 + 2.1ab 21 + 02ab 120 + 0.7ab nd nd 1230 + 4.1la
Ca 453 + 74ab 16 £+ 0.lac 454 + 6.4 ac 20 + 02ab 156 + 14b nd nd 109.9 + 9.8ab
MN 575 % 35ac 24 + 0.lacd 86.8 + 3.2b 22 + 02b 132 + 0.7ab nd nd 162.1 + 4.8ac
Me 122 + 05d 06 = 01c 246 + 1l2ac 11 £ 01la 41 + 03c nd nd 427 + 1.3d
Sy 1146 % 3.1le 24 * 04ace 1320 * 55d tr 20.8 £ 19d nd nd 269.7 + 6.6¢e
Te 1269 + 158ef 111 + 1.9f 1958 + 33.6¢€ 94 + 10¢c 232 + 3.2d nd nd 366.3 + 37.3f
Ch 314 + 3.0b 12 + 0.lac 255 + 43ac 15 £+ 0.lab 56 + 0.3c nd nd 65.2 + 5.3hd
Ma 9.3 + 3.3d 05 + 00c 133 + 26¢C 11 £ 00a 45 + 05¢ nd nd 288 + 4.2d
Pa 1339 + 18f 58 + 09¢g 187.7 + 9.7e 48 + 0.1d 222 + 05d nd nd 3545 + 9.9f
PB 740 + 6.2¢ 40 £ 03bde 1218 + 2.7d 40 = 0.0d 104 + 0.1a nd nd 2142 + 6.8ce

2 Los resultados se expresan en mg/100 g bs; ® Contenido total de flavan-3-oles calculado como la suma de las concentraciones individuales de C, EC, B1,
y C1; nd, no detectado; tr, trazas. Flavan-3-oles: C, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; dimeros B1, B2, B3, B4; trimero C1. Variedades: CS, Cabernet Sauvignon;
Ca, Callet; MN, Manto Negro; Me, Merlot; Sy, Syrah; Te, Tempranillo; Ch, Chardonnay; Ma, Macabeu; Pa, Parellada; PB, Premsal Blanc. Para cada residuo de

vinificacion, dentro de cada columna las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

B2, B3, B4
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El contenido total en flavan-3-oles del orujo, calculado como la suma de la
concentracion de cada uno de los compuestos indicados, vari0 entre
41.7 + 3.6 mg/100 g bs y 140.2 = 7.8 mg/100 g bs, para las variedades Macabeu y
Parellada, respectivamente (Tabla 4.23). Se trata de un intervalo experimental
consistente con el propuesto previamente por Gonzalez-Paramas et al. (2004)
(29 — 199 mg/100 g bs) para el mismo tipo de residuo de vinificacion. Tal y como se
observa en la Tabla 4.23, existen diferencias significativas (p < 0.05) entre las seis
variedades consideradas, a excepcion de los orujos de las variedades Parellada y
Chardonnay, exhibiendo ambos el mayor contenido total en flavan-3-oles. No obstante,
no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) al comparar las variedades tintas
y las blancas, comportamiento previamente observado por Rodriguez Montealegre et al.
(2006) para piel y pepitas de uva, y por Santos-Buelga et al. (1995) y Anastasiadi et al.
(2010), para pepitas.

En términos de distribucion, la fraccibn monomérica representd entre el
43 y el 71% del contenido flavan-3-olico total, mientras que el porcentaje de dimeros
vario entre el 23 y el 48%, en funcion de la variedad considerada. Exceptuando los
orujos de Tempranillo y Premsal Blanc, que presentaron una proporcion similar de
ambas fracciones, en general, la fraccion monomérica fue superior a la dimérica. Esta
observacion coincide con los resultados de Monrad et al. (2010) para el orujo de la
variedad tinta Sunbelt (V. Labrusca L.), y, también, con los descritos por varios autores
para pepitas de uva (V. vinifera L.) (Santos-Buelga et al., 1995; Fuleki and Ricardo-da-
Silva, 1997; Monagas et al., 2003; Mandic et al., 2008).

Se detectd un perfil flavan-3-olico general en el orujo de todas las variedades
consideradas. EI mondmero (+)-catequina fue el componente mayoritario,
representando entre el 49 y el 73% de la fraccion monomérica y entre el 22 y el 45% del
contenido total de flavan-3-oles del orujo. Por su parte, el monomero (-)-epicatequina
fue el segundo componente principal, a excepcion de las variedades Chardonnay y

Premsal Blanc cuyos orujos denotaron una contribucion similar de ambos monémeros.

Con respecto a los taninos oligoméricos, la procianidina B2 se posiciond
principalmente como tercer flavan-3-ol y dimero mas abundante en el orujo,
coincidiendo con las observaciones de Gonzalez-Paramas et al. (2004). No obstante,
cabe indicar que para el orujo de la variedad Callet, la proporcién de las procianidinas

B1 y B2 fue similar, y para el de la variedad Parellada, predominé el dimero B1. Por su
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parte, los oligomeros B4 y C1 fueron componentes minoritarios en todos los casos,

contribuyendo < 11% al contenido total de flavan-3-oles.

Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en términos cuantitativos para
los siete flavan-3-oles identificados, 1o que revela una composicion monomeérica y
oligomérica particular para el orujo de cada variedad en estudio. Ello coincide con los
resultados publicados separadamente para pieles de uva (Monagas et al., 2003;
Rodriguez Montealegre et al., 2006) y pepitas (Santos-Buelga et al., 1995; Fuleki and
Ricardo-da-Silva, 1997; Monagas et al., 2003; Rodriguez Montealegre et al., 2006;
Tounsi et al., 2009). Sin embargo, cabe destacar que se han encontrado pocas
referencias que apunten a la composicion flavan-3-olica del orujo en si como residuo de
vinificacion (Tabla 4.24). Entre ellas, se encuentra el trabajo de Gonzalez-Paramés et
al. (2004), que indica el contenido total, no individual, de flavan-3-oles del orujo de seis
variedades distintas; el de Monrad et al. (2010), que investigo el orujo de una variedad
de uva Vitis Labrusca en lugar de una Vitis vinifera; y los estudios de Alonso et al.
(2002) y Rockenbach et al. (2011), pese a que estos autores solo analizaron las
concentraciones de los monomeros (+)-catequina y (—)-epicatequina. En base a ello,
posiblemente el presente trabajo es una de las primeras referencias bibliograficas que

compara detalladamente el perfil flavan-3-olico del orujo de diferentes variedades.

Tabla 4.24. Contenido de flavan-3-oles del orujo. Revisidn bibliogréfica.

Flavan-3-oles 2

Variedad Referencia bibliogréafica
C EC
15-149 nd C. Sauvignon
7.0-8.9 34-45 Tempranillo Alonso et al. (2002)
56-9.7 24-3.2 Palomino Fino
150.2+£0.9 18.2+0.1 C. Sauvignon
122.3+1.2 26.0 + 0.6 Merlot Rockenbach et al. (2011)

# Los resultados se expresan en mg/100 g bs; nd, no detectado. Flavan-3-oles: C,
(+)-catequina; EC, (-)-epicatequina.

El contenido total de flavan-3-oles del raspdén oscild entre
28.8 £ 4.2 mg/100 g bs para la variedad Macabeu y 366.3 £ 37.3 mg/100 g bs para la
Tempranillo, un amplio intervalo que pone de manifiesto la existencia de diferencias

significativas entre variedades (p < 0.05). Concretamente, el raspon de las variedades

Macabeu, Merlot y Chardonnay se mostr pobre en flavan-3-oles, mientras que el de
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las variedades Tempranillo, Parellada, Syrah y Premsal Blanc, en este orden, presentd

los valores mas elevados (Tabla 4.23).

Contrariamente a lo observado para el orujo, en términos de distribucion, la
fraccion dimérica fue mayor que la monomérica, variando entre un 57 — 70% del
contenido total de flavan-3-oles, con la excepcion del raspon de la variedad
Chardonnay, para la cual se observo una contribucion similar de ambas fracciones. La
misma tendencia general de distribucidn y proporcion de las fracciones monomérica y

dimérica fue descrita por Sun et al. (1999) para el raspén de la variedad Tinta Miuda.

Para el raspon de todas las variedades en estudio, exceptuando de nuevo el caso
del Chardonnay, se observé un patron general de composicion en flavan-3-oles. El
flavan-3-ol mas abundante fue la procianidina B1, representando el 70 — 90% de la
fraccion dimérica y el 40 — 60% del contenido total en flavan-3-oles. EI mondmero
(+)-catequina fue el segundo componente mayoritario, con una contribucién al
contenido total que vario6 entre el 30 y el 42%, segun la variedad. Asi pues, tal y como
observd Souquet et al. (2000), la (+)-catequina es el flavan-3-ol monomérico mas
importante en el raspén. Como excepciones a este patrén general, cabe indicar que el
raspén de la variedad Callet presentd proporciones similares de los dos componentes
principales, procianidina B1 y (+)-catequina, mientras que para la variedad Chardonnay
predomind la (+)-catequina.

Con respecto a la procianidina B3, este dimero mostré valores moderados
comprendidos entre 4.1 = 0.3 mg/100 g bs y 23.2 + 3.2 mg/100 g bs, para el raspén de
Merlot y Tempranillo, respectivamente. Por su parte, la procianidina B2 y el monémero
(-)-epicatequina se definieron como flavan-3-oles minoritarios en el raspén, con
concentraciones inferiores al 4% del contenido total. En contraste con los resultados de
la variedad Tinta Miuda (Sun et al., 1999), la procianidina B4 y el trimero C1 no se

detectaron en ninguna de las muestras de raspon analizadas.

De acuerdo con la literatura (Gonzalez-Paramas et al., 2004), existen diferencias
significativas entre las variedades con respecto a la concentraciéon de cada componente,
lo que confiere un perfil particular de flavan-3-oles al raspon de cada variedad en
estudio. Son escasas las referencias bibliograficas acerca del perfil flavan-3-olico del
raspon (Tabla 4.25). De hecho, sélo se han encontrado el estudio de Sun et al. (1999),
cuyos resultados se expresan en base humeda; los de Alonso et al. (2002) y Souquet et

al. (2000), que duanicamente aportaron las concentraciones de (+)-catequina y
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(—)-epicatequina; y el de Anastasiadi et al. (2012), que también incluyé el contenido de
las procianidinas B2 y B3 en el raspdn. En cualquier caso, los datos experimentales del
presente trabajo fueron consistentes con dichas referencias en lo que respecta al orden
de magnitud de las concentraciones y al orden de distribucién de los flavan-3-oles. En
este contexto, debe indicarse que posiblemente éste sea uno de los primeros estudios en
la literatura en el que se compara detalladamente el perfil flavan-3-olico del raspén de
diferentes variedades.

Al tratar en paralelo ambos residuos de vinificacion para una misma variedad, se
observO un mayor contenido total de flavan-3-oles en el raspdn, destacandose
importantes diferencias en el caso de la Parellada, Premsal Blanc y Tempranillo.
Ademas, de acuerdo con el ratio mondmeros/oligdbmeros, los orujos presentaron
porcentajes de monomeros y trimeros superiores al de los correspondientes raspones,

aunque una menor contribucién dimérica.

Tabla 4.25. Contenido de flavan-3-oles del raspon. Revision bibliogréfica.

Flavan-3-oles * _ Referencia
C EC B1 B2 B3 B4 c1 Variedad bibliografica
64.4+6.3 22+03 1282+10.2 34+04 271+31 31+04 23%03 Tinta Miuda S(Lig;;)at!
6 tr Merlot Sougz%egoe)t al.
36.9 0.8 C. Sauvignon  Ajonso et al.
67.4 33.9 Tempranillo (2002)
126.1-169.1 7.1-95 --- 46-97 48.2-99.3 --- --- Mandilaria
102.7-107.7 6.4-8.0 44-10.8 24.3-58.7 Mavrotragano
71.2-795 18.9 nd 13.8-34.9 Voidomato Anastasiadi et
1089-1858 1.8-28 36-165 454-646 Asyrtiko al. (2012)
69.9 -73.7 52-58 - 36-49 21.5-383 - - Aidani
38.5-46.2 1.2 --- 55-6.6 16.1-19.3 --- --- Athiri

% Los resultados se expresan en mg/100 g bs; ® Resultados de Sun et al. (1999) en unidades de mg/kg bh; tr, trazas; nd, no
detectado. Flavan-3-oles: C, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; dimeros B1, B2, B3, B4; trimero C1.

4.2.3.4. Grado

medio

proantocianidinas

de

polimerizacion

y

composicion

de

las

Los resultados correspondientes al grado medio de polimerizacion (mDP) y a la

composicion estructural de las proantocianidinas o taninos condensados de ambos

residuos de vinificacion se resumen en la Tabla 4.26.
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Tabla 4.26. Grado medio de polimerizacion (mDP) y composicion estructural de las proantocianidinas del orujo y raspon.

Composicion general Subunidades terminales Subunidades de extension
mbP % C % EC % C % EC % ECG % C % EC
Orujo

Ca 76a 19a 79a 55a 3la 1l4a 14 a 86 a

Te 95b 17 be 8lb 47D 36b 16b 13 ab 87 ab

Ch 45¢c 17D 81b 44 c 47 ¢ 9c 9c 91c

Ma 7.1d 18a 80 a 53d 34d 13d 13b 87hb

Pa 50e 24d 74c 64 e 24 e 12 e 13 ab 87 ab

PB  10.1b 16 ¢ 83d 47D 43 f 10f 13b 87b

Raspon

CS 5.9ab 25 ab 74 ab 97 a tr 3a 11a 89a

Ca 47c 29¢c 70c 89b 7a 4b 12b 88 b

MN 58b 26 bd 73 bd 97a tr 3a 1l1a 89 a

Me 6.0 ab 25a 75a 97 a tr 3a 10c 9%0c

Sy 6.1a 22¢e 77e 97 a tr 3a 7d 93d

Te 6.9d 20f 79f 95¢ tr 5b 8d 92d

Ch 46¢ 28 cg 71cg 89b 6a 5b 11 ac 89 ac

Ma 6.2a 24 h 75a 83d 11b 6¢ 13b 87hb

Pa 50e 27 dg 72 dg 9%c 2¢c 3a 10 ac 90 ac

PB 85f 25 ah 74 a 9%c tr 4Db 16e 84e

C, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; ECG, (-)-epicatequina-3-O-galato; tr, trazas. Variedades: CS, Cabernet Sauvignon;
Ca, Callet; MN, Manto Negro; Me, Merlot; Sy, Syrah; Te, Tempranillo; Ch, Chardonnay; Ma, Macabeu; Pa, Parellada; PB,
Premsal Blanc. Para cada residuo de vinificacion, dentro de cada columna las letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre variedades.
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En el caso del orujo, el mDP oscil6 entre 4.5 y 10.1, siendo las variedades
Tempranillo y Premsal Blanc las que exhibieron los valores mas altos, y la variedad
Chardonnay, la que presento el valor mas bajo (Tabla 4.26). Se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las variedades en estudio; por el contrario, no se detectaron

(p > 0.05) al considerar el mDP del orujo de las variedades tintas y blancas por separado.

En general, la bibliografia hace referencia al mDP de las proantocianidinas de la
piel y pepitas de uva de forma independiente, no encontrandose apenas estudios que lo
analicen en el orujo como subproducto directo del proceso de vinificacion. Segun Pinelo
et al. (2006a), el mDP de la piel es mayor que el de las pepitas, presentando ambas
fracciones, en cualquier caso, una gran variabilidad en funcion de la variedad, la afiada y
el origen geogréfico de las muestras, y/o de la técnica analitica utilizada para su
determinacion (Tabla 4.27). Si consideramos el mDP de las proantocianidinas del orujo
como intermedio entre los valores bibliograficos de los residuos de pepitas y piel de la
uva, los resultados experimentales del presente estudio concuerdan con los descritos por
Kennedy et al. (2000), Fernandez et al. (2007b), Llaudy et al. (2008), Mattivi et al.
(2009), Obreque-Slier et al. (2010), Bordiga et al. (2011) y Lago-Vanzela et al. (2011a,
2011b), aunque son algo inferiores que los indicados por otros autores (Souquet et al.,
1996; Souquet et al., 2000; Monagas et al., 2003; Chira et al., 2009; Cosme et al., 2009;
Hanlin and Downey, 2009; Hernandez-Jiménez et al., 2009; Travaglia et al., 2011). En el
caso concreto de la Parellada, el mDP experimental fue mas elevado que el observado

por Torres et al. (2002) para el orujo de la misma variedad.

En cuanto a la composicion general de las proantocianidinas del orujo, tal y como
se esperaba, la (-)-epicatequina fue la subunidad méas abundante, con una participacion
superior al 74% en todos los casos. La (+)-catequina, por su parte, fue el segundo
componente principal, con concentraciones que varian entre el 16 y el 24%.
Contrariamente a lo observado por Vivas et al. (2004), la (-)-epigalocatequina (EGC) no

se detectd en ninguna de las muestras de orujo analizadas en este estudio.

En términos estructurales, las subunidades terminales de las proantocianidinas del
orujo estaban constituidas por (+)-catequina y (-)-epicatequina, en una proporcion similar
para las variedades Chardonnay y Premsal Blanc, y con una mayor participacion de la
(+)-catequina en el orujo de las otras cuatro variedades consideradas. Ambos
comportamientos se han citado previamente en la bibliografia (Fernandez et al., 2007b;

Mattivi et al., 2009; Hanlin et al., 2011): el primero de ellos, en la composicion de las
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proantocianidinas de las pepitas de uva; y el segundo, principalmente en la piel. Por
consiguiente, podriamos afirmar que el orujo de las variedades Chardonnay y Premsal
Blanc presenta un mayor contenido de pepitas que el resto. De acuerdo con los trabajos
de Souquet et al. (1996) y Hanlin et al. (2011), la (-)-epicatequina-3-O-galato (ECG)
también participa como subunidad terminal en las proantocianidinas del orujo, con
contribuciones del 9 al 16%. Tal y como puede observarse en la Tabla 4.26, las
diferencias significativas (p < 0.05) existentes en la composicién de la fraccién terminal

muestran un perfil propio para cada una de las variedades consideradas.

En las subunidades de extension, la (-)-epicatequina contribuyd en mayor
proporcion que la (+)-catequina, pues ésta sélo representd entre el 9 y el 14%.
Exceptuando el caso del Chardonnay, no se encontraron practicamente diferencias
significativas (p > 0.05) entre variedades, con respecto a la composicion de las

subunidades de extensién de las proantocianidinas de los orujos.

En general, la composicion de las proantocianidinas del orujo descrita en el
presente estudio fue consistente con las publicadas anteriormente para los residuos de piel
y pepitas por Souquet et al. (1996), Monagas et al. (2003), Hernandez-Jiménez et al.
(2009) y Lago-Vanzela et al. (2011a, 2011b), entre otros. En el caso concreto de la
variedad Tempranillo, los resultados experimentales coincidieron con los descritos por

Monagas et al. (2003) para el orujo de la misma variedad.

En el caso del raspon, los valores experimentales del mDP cubrieron un intervalo
desde 4.6 hasta 8.5, siendo de nuevo la variedad autéctona Premsal Blanc la que presento
el maximo valor. Tal y como se indica en la Tabla 4.26, se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las variedades en estudio. No obstante, al igual que para el
orujo, los resultados muestran que el mDP no puede ser utilizado como factor diferencial

entre los raspones de variedades blancas y tintas (p > 0.05).

En general, los resultados de mDP del raspon estdn de acuerdo con la escasa
bibliografia referente al mDP de este residuo de vinificacion (Souquet et al., 2000; Vivas
et al., 2004; Llaudy et al., 2008) (Tabla 4.28). En cualquier caso, cabe indicar que los
valores experimentales de mDP del rasp6n de Chardonnay y Merlot son ligeramente
inferiores a los descritos por Souquet et al. (2000) para las mismas variedades. Esta
diferencia se debe seguramente a que no se aplicd la misma técnica analitica para su
determinacion, pues la tioacidolisis utilizada por Souquet et al. (2000) fue substituida por

una reaccion de fluoroglucindlisis en el presente estudio.
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Tabla 4.27. Grado medio de polimerizacion (mDP) de los taninos condensados de orujo, piel y pepitas de uva. Revision bibliografica.

mDP i

Orujo Piel Pepitas Variedad (origen geogré%gcs)?;\rlggzqgtsznica analitica) Referencia bibliografica
33 Merlot Tioacidolisis Souquet et al. (1996)
5.6 C. Sauvignon California, EE.UU. Tiolisis Kennedy et al. (2000)
28.2 104 Merlot Tioacidolisis Sougquet et al. (2000)
1.7 Parellada Vilafranca del Penedés, Espafia, 1998. Tidlisis con cisteamina Torres et al. (2002)
- 85.7 6.4 C. Sauvignon
33.8 7.3 Graciano Navarra, Espafia, 2000. Tidlisis Monagas et al. (2003)
- 72.3 7.1 Tempranillo
8.7-121 54-74 Carméneére Valle Colchagua, Chile, 2004. Fluoroglucindlisis Fernandez et al. (2007b)
4.0-6.0 ~3.0 C. Sauvignon Gratallops, Espafia, 2005. indice DMACH Llaudy et al. (2008)
- 21.9-26.7 3.6-55 C. Sauvignon
242 - 16.0 24-30 Merlot Bordeaux, Francia, 2006 y 2007. Fluoroglucinélisis Chira et al. (2009)
- 28.4 6.2 Touriga Nacional
- --- 6.1 Trincadeira
41.7 5.1 C. Sauvignon Lisboa, Portugal, 2005. Ti6lisis Cosme et al. (2009)
- 19.8 7.6 Castelao
- --- 6.5 Syrah
--- 28 — 32 - C. Sauvignon
27 31 Syrah Sunraysia, Australia, 2004 y 2005. Fluoroglucinélisis Hanlin et al. (2009)
:Z 23 Mosr;j;e” Murcia, Espafia, 2007. Fluoroglucindlisis ooy
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Tabla 4.27. (continuacion) Grado medio de polimerizacion (mDP) de los taninos condensados de orujo, piel y pepitas de uva. Revision bibliogréfica.

mDP i
Orujo Piel Pepitas Variedad (origen geogré(l?ilc)cs)(,e%zg:rzggnica analitica) Referencia bibliografica
25-37 3.0-34 C. Sauvignon
- 2.1 2.8 Carméneére
- 26-3.6 20-29 Marzemino
38-42 29-30 Merlot Trentino, Italia. Tioaciddlisis Mattivi et al. (2009)
- 5.7-8.0 2.7-3.2 Pinot Noir
34-51 3.0-35 Syrah
- 43-44 3.9-44 Teroldego
- 71+18 2.7+0.6 C. Sauvignon
38403 32400 Carménére Valle del Maule, Chile, 2008. Fluoroglucinélisis Obreque-Slier et al. (2010)
- 0.7+0.1 9.7+0.5 C. Sauvignon
--- 0601 13.7+£0.7 Malvasia Bianca
--- 10+£01 109+10 Moscato Bianco
07+01 56403 Nascetta Piedmont, Italia, 2008. Fluoroglucindlisis Bordiga et al. (2011)
- 15+0.1 8.0+0.1 Nebbiolo
- 09+£00 105+05 Pinot Bianco
--- 7.0+0.1 BRS Clara . ) o .
99406 BRS Morena Jales, Brasil, 2010. Método de despolimerizacion acida con pirogalol. Lago-Vanzela et al. (2011a)
12.3+0.6 Bordo ? Jales, Brasil, 2010. Método de despolimerizacion &cida con pirogalol. Lago-Vanzela et al. (2011b)
53-409 19-65 37 variedades Piedmont, Italia, 2007. Método de la vainillina-acido acético Travaglia et al. (2011)

2 Vitis Labrusca L.
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Tabla 4.28. Grado medio de polimerizacion (mDP) de los taninos condensados de raspon.

Revision bibliogréfica.

mDP Variedad . /O_bser\faciongs . -, Refereqc?a
(origen geogréfico, afiada, técnica analitica) bibliogréfica

9.2 Merlot

10.2 Negrette
8.2 Pinot

8.7 Tannat Tioacidolisis Souquet et al. (2000)
9.1 Chardonnay

7.7 Clairette

5.0 Vitis vinifera Tioacidolisis Vivas et al. (2004)

40-9.0 C.Sauvignon Gratallops, Espafia, 2005. indice DMACH Llaudy et al. (2008)

De acuerdo con los resultados de composicion general de la Tabla 4.26 para el
raspon, la fraccion polimérica de proantocianidinas esta constituida principalmente por
(-)-epicatequina, en una proporcién del 70 — 80% segun la variedad, seguida por la
(+)-catequina, con concentraciones ~ 3 veces inferiores. A diferencia de algunos
trabajos previos (Souquet et al., 2000; Vivas et al., 2004), la (-)-epigalocatequina

(EGC) no se detectd en ninguna de las muestras de raspon.

Se identificaron tres subunidades terminales: la (+)-catequina, como la mas
abundante; la (-)-epicatequina, cuya concentracion no pudo cuantificarse en seis de las
10 variedades consideradas; y la (-)-epicatequina-3-O-galato (ECG), que contribuyo en
< 6% a la fraccion terminal de las proantocianidinas. El raspén de las variedades tintas
Cabernet Sauvignon, Manto Negro, Merlot y Syrah presenté exactamente la misma
composicion para las subunidades terminales, mostrando el mayor contenido de
(+)-catequina de entre las 10 variedades en estudio (~ 97%, p < 0.05). Por su parte, en el
raspén de la variedad Macabeu se aprecid una mayor participacion terminal de la
(—-)-epicatequina (~ 11%, p < 0.05).

Con respecto a las subunidades de extension, la (-)-epicatequina fue el
componente mayoritario, representando entre el 84 y el 93% del total. La participacion
de la (+)-catequina fue mucho menor, limitandose al porcentaje restante de unidades de
extension (7 — 16%). Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre las
variedades con respecto al perfil de las subunidades de extension de las

proantocianidinas. Concretamente, destaco el bajo contenido de (+)-catequina como
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subunidad de extension en el raspon de Syrah y Tempranillo, en comparacion con el de

la variedad Premsal Blanc, ~ 2 veces mayor (p < 0.05).

El perfil de las proantocianidinas del raspén descrito en el presente estudio
puede compararse con los observados previamente en la bibliografia (Souquet et al.,
2000; Vivas et al., 2004), para las mismas o diferentes variedades. No obstante, cabe
indicar que aparte del raspon de las variedades Chardonnay, Merlot y Cabernet
Sauvignon, no se ha encontrado mencion alguna en la literatura sobre el perfil de

proantocianidinas del raspon de las otras siete variedades en estudio.

Al comparar los resultados experimentales sobre las caracteristicas de las
proantocianidinas de ambos residuos de vinificacion para una misma variedad, se
observaron, en general, valores de mDP mayores en el caso de los orujos, tal y como
propuso anteriormente Souquet et al. (2000). Las subunidades terminales y de extension
identificadas fueron exactamente las mismas para ambos residuos. En cuanto a la
fraccion de extension, orujos y raspones presentaron una composicion muy similar. No
obstante, se observaron importantes diferencias con respecto a sus fracciones
terminales: mientras que el raspon se constituye basicamente de (+)-catequina con una
limitada participacion de (-)-epicatequina y (-)-epicatequina-3-O-galato, el
correspondiente orujo de la misma variedad presentd una contribucién mas equilibrada
de (+)-catequina y (-)-epicatequina, presentando entre 2 — 4 veces mayor porcentaje de

(-)-epicatequina-3-O-galato.

4.2.3.5. Capacidad antioxidante

Debido a los mdltiples y muy variados mecanismos y compuestos quimicos
implicados en la capacidad antioxidante de una muestra de origen vegetal, ninguna
metodologia analitica es capaz de determinar dicho potencial en su totalidad
(Antolovich et al., 2002). Por ello, con el objeto de proporcionar una vision mas global
de la capacidad antioxidante de ambos subproductos de vinificacion, se utilizaron cuatro
técnicas analiticas para su evaluacion: ABTS, CUPRAC, FRAP y ORAC. Los
resultados experimentales derivados de su aplicacion a orujos y raspones se incluyen en
la Tabla 4.29.

La capacidad antioxidante del orujo segun el método ABTS presentd valores
entre 71.6 + 1.6 mg trolox/g bs y 181.1 + 4.0 mg trolox/g bs, correspondiendo los

valores minimo y maximo a las variedades Macabeu y Tempranillo, respectivamente.
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Cabe apuntar que se observé el mismo orden y diferencias significativas (p < 0.05) entre
variedades, indicados previamente en el analisis de fenolicos totales del orujo
(Tabla 4.18).

Tabla 4.29. Capacidad antioxidante ® del orujo y raspén.

ABTS CUPRAC FRAP ORAC
Orujo
Ca 1534 + 44a 2256 £ 90a 1281 £ 75a 1318 £ 7.7a
Te 1811 + 40b 2726 + 13.7b 1414 + 7.1b 116.4 + 13.4b
Ch 924 + 10c 1242 + 98¢ 76.1 + 48¢c 93.7 = 90c
Ma 716 = 16d 106.3 £ 5.1d 49.0 = 5.0d 58.1 =+ 7.6d
Pa 1340 £+ 43e 209.1 = 128e 1248 + 10.7a 1222 + 7.3ab
PB 938 + 40c 139.7 = 9.7f 68.3 + 6.2¢C 62.8 + 6.2d
Raspon
CS 1689 = 59a 2269 £ 148a 1148 £+ 35a 157.2 £ 20.7a
Ca 2532 + 148hb 3786 + 16.2b 170.1 + 16.8b 282.1 + 355b
MN 198.2 £ 3.7¢c 2742 * 53¢ 1346 £ 95¢ 1929 £+ 26.3c
Me 109.8 + 2.0d 160.6 + 5.1d 76.6 £ 25d 1019 + 85d
Sy 203.1 = 118¢c 2805 = 7.7e 1553 + 76¢e 2435 + 181e
Te 186.8 £ 11.3e 2549 = 17.2f 1274 + 111c 1739 £ 18.3ac
Ch 99.7 = 46f 1454 + 7.2¢ 654 = 5.0f 125.1 + 11.5f
Ma 131.7 £ 199¢ 229.2 £ 35a 855 + 749 146.6 £ 153a
Pa 2234 + 2.3h 3099 + 11.4h 159.1 £+ 43e 2246 + 334e
PB 2185 + 9.0h 2985 + 15.8h 169.1 + 134D 1432 + 19.6 af

? Todos los resultados se expresan en mg trolox/g bs. Variedades: CS, Cabernet Sauvignon; Ca, Callet;
MN, Manto Negro; Me, Merlot; Sy, Syrah; Te, Tempranillo; Ch, Chardonnay; Ma, Macabeu; Pa,
Parellada; PB, Premsal Blanc. Para cada residuo de vinificacién, dentro de cada columna las letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre variedades.

Se observé un mismo patron de comportamiento en los resultados de capacidad
antioxidante segun los meétodos CUPRAC y FRAP, seguramente debido a que,
conjuntamente con el ABTS, estas dos técnicas tienen el mismo mecanismo de accion
basado en la transferencia de electrones. Mientras el orujo de la variedad Tempranillo
alcanz6 de nuevo los valores mas altos (272.6 + 13.7 mg trolox/g bs y
141.4 £ 7.1 mg trolox/g bs, respectivamente para CUPRAC y FRAP), el de la variedad
Macabeu presenté el menor potencial antioxidante de entre las variedades en estudio
(p < 0.05), siendo del orden de ~ 2.7 veces menor que para el Tempranillo, segin ambos

métodos.
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Al tratar los resultados del ORAC se detectaron algunas diferencias con respecto
a la tendencia general descrita por el ABTS, CUPRAC y/o FRAP. Dicha discrepancia
puede deberse precisamente al diferente mecanismo quimico del ORAC, basado en la
capacidad de los antioxidantes de la muestra a actuar como donadores de hidrogeno,
en lugar de electrones. Los valores ORAC del orujo oscilaron entre
58.1 + 7.6 mg trolox/g bs y 131.8 + 7.7 mg trolox/g bs. En este anélisis, fueron los
orujos de las variedades Callet y Parellada, los que mostraron una mayor capacidad
antioxidante, mientras que los de Macabeu y Premsal Blanc presentaron el potencial
mas bajo (p < 0.05).

En general, al igual que en el analisis de fendlicos totales, independientemente
de la técnica analitica utilizada, el orujo de las variedades tintas presentd una mayor
capacidad antioxidante que el de las blancas (p < 0.05). No obstante, cabe exceptuar el
caso de la variedad Parellada, cuyo potencial antioxidante fue significativamente
elevado al compararlo con el resto de variedades blancas (p < 0.05). De hecho, segln
los métodos FRAP y ORAC, la variedad Parellada no presentd diferencias
significativas (p > 0.05) con respecto a la capacidad antioxidante del orujo de las

variedades tintas Callet y/o Tempranillo.

Un anélisis de la bibliografia sobre la capacidad antioxidante de los residuos de
vinificacion, pone de manifiesto la dificultad para comparar los diversos estudios,
principalmente debido al uso de diferente metodologia en su evaluacién (ABTS,
CUPRAC, DPPH, FRAP, ORAC, TRAP, entre otros) y a la falta de estandarizacién de
la misma en lo que respecta al estandar de calibracion utilizado (trolox, vitamina C,
vitamina E), las unidades de referencia (extracto polifen6lico o materia prima, base
himeda o base seca) y/o la materia prima de referencia (uva, orujo o pieles y pepitas por
separado). Adicionalmente, la diferente variedad, afiada y origen geografico de las
muestras, asi como la metodologia de extraccion aplicada, son factores determinantes en
los resultados de capacidad antioxidante. Pese a todo ello e independientemente de la
variedad de uva y técnica analitica considerada, los resultados experimentales de
capacidad antioxidante del orujo fueron del mismo orden de magnitud que los descritos

previamente en la literatura (Tabla 4.30).

Alonso et al. (2002) mostro intervalos de capacidad antioxidante para el orujo de
variedades blancas y tintas que concuerdan con los resultados experimentales del

presente estudio, pese a que el valor de ABTS indicado por dichos autores para el orujo
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de la variedad Tempranillo fuese ~ 1.4 veces menor. En el caso del orujo de
Chardonnay, los resultados experimentales del ORAC fueron, tal y como cabria
esperar, intermedios entre los valores de capacidad antioxidante citados por Yilmaz et
al. (2004) para la piel y pepitas de la misma variedad. Por su parte, Rockenbach et al.
(2011) publicaron valores de ABTS y FRAP para el orujo de Cabernet Sauvignon y
Merlot, entre 1.3 — 3.3 veces menores que los observados para las dos variedades tintas
contempladas en este estudio.

Tabla 4.30. Capacidad antioxidante del orujo. Revision bibliografica.

Capacidad Técnica . Observaciones e e
antioxidante * analitica Variedad (origen geogréfico, afiada) Referencia bibliografica
50.1-187.7 C. Sauvignon
125.1 Syrah B
125.1 - 137.7 ABTS Tempranillo  Jtrezdela Fzrgg(t)era’ Espana, Alonso et al. (2002)
62.6 Moscatell
50.1-62.6 Palomino Fino
25.7+18"° Chardonnay
112.8+185° . :
b ORAC Georgia, EE.UU. Yilmaz et al. (2004)
175+8.3 Merlot
68.3+10.8°¢
162.0 DPPH Manto Negro Mallorca, Espafia Llobera et al. (2007)
203+1.6¢ Couderc ) ]
d ABTS ] ) Santa Catarina, Brasil Cataneo et al. (2008)
89.9+17 Pinot Gris
173.0 DPPH Premsal Blanc Mallorca, Espafia Llobera et al. (2008)
16.5-101.0 ABTS Ancelota
54.7 - 186.9 FRAP ] ]
Santa Catarina, Brasil, 2006 Rockenbach et al. (2008)
9.3-119.2 ABTS Tannat
505-171.4 FRAP
131.4+7.0 FRAP Vitis vinifera Ciudad Real, Espafia Sanchez-Alonso et al. (2008a)
71.1+6.0 ABTS ) . . ]
Airén Ciudad Real, Espafia. Sanchez-Alonso et al. (2008b)
116.6 £ 10.8 FRAP
250.3 ORAC Sunbelt © Arkansas, EE.UU., 2006 Monrad et al. (2010)
121.5+£0.9 ABTS C. Sauvignon
62.4+05 FRAP
1265+ 1.2 DPPH Santa Catarina, Brasil, 2008 Rockenbach et al. (2011)
79.6 £ 0.5 ABTS Merlot
42.4+0.2 FRAP
82.2+0.8 DPPH

? Los resultados se expresan en mg trolox/g bs; ® resultados para pieles; © resultados para pepitas; % los resultados se
expresan en mg trolox/g extracto; © Vitis labrusca.

194



Resultados y Discusion

Aunque el método DPPH no se considerd en la evaluacion de la capacidad
antioxidante del orujo, su mecanismo de accion es el mismo que el utilizado por el
ABTS, CUPRAC y FRAP, con lo que puede resultar de interés establecer las
comparaciones oportunas con los resultados descritos por otros autores. Por ejemplo, el
valor de DPPH publicado para el orujo de Premsal Blanc (173 mg trolox/g bs) (Llobera
and Canellas, 2008) fue 1.8, 1.2 y 2.5 veces mayor que los correspondientes resultados
experimentales de ABTS, CUPRAC y FRAP, respectivamente, para el orujo de la
misma variedad. Por otra parte, al considerar los trabajos de Llobera et al. (2007) y
Rockenbach et al. (2011) sobre el potencial antioxidante de los orujos de variedades
tintas segun el método DPPH, sus resultados coinciden con los valores experimentales
de ABTS y FRAP de las variedades Callet y Tempranillo.

Los resultados experimentales de capacidad antioxidante del raspon se indican
en la Tabla 4.29. Con respecto al método ABTS, fue la variedad Callet la que mostro el
mayor potencial antioxidante (253.2 + 14.8 mg trolox/g bs), concretamente ~ 2.5 veces
superior al del raspon de la variedad Chardonnay, que present6 el valor ABTS mas bajo
(99.7 £ 4.6 mg trolox/g bs). Se detectaron diferencias significativas (p < 0.05) entre
variedades. Sin embargo, no se observaron (p > 0.05) al considerar las blancas y tintas
de forma independiente. Cabe destacar que, del mismo modo que para los analisis de
fendlicos y taninos totales, cuatro de las cinco variedades cuyos raspones presentaron
las mayores capacidades antioxidantes determinadas por el método ABTS fueron
variedades autdctonas. Unicamente el raspon de Syrah se entremezcld entre sus valores,
siguiendo el conjunto la secuencia Callet > Parellada = Premsal Blanc > Syrah =
Manto Negro. Por su parte, el raspon de las variedades Cabernet Sauvignon, Macabeu,
Merlot y Tempranillo, presentd valores intermedios de capacidad antioxidante segln el
método ABTS.

Dado que cada técnica de capacidad antioxidante se basa en un sistema quimico
y/o reaccion diferentes, el valor del potencial antioxidante de cada muestra cambia en
funcién de la técnica aplicada (Pellegrini et al., 2003). La capacidad antioxidante del
raspén de las 10 variedades consideradas oscil6 entre 1454 + 7.2 vy
378.6 = 16.2 mg trolox/g bs para el andlisis CUPRAC, y entre 65.4 + 50 y
170.1 + 16.8 mg trolox/g bs para el FRAP. Del mismo modo que para el ABTS, para los
métodos CUPRAC y FRAP, los raspones de Callet y Chardonnay mostraron,

respectivamente, el mayor y menor potencial antioxidante de entre las variedades en
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estudio (p < 0.05). Incluso, a pesar de observarse algunas diferencias en el orden de los
valores, los raspones de las cuatro variedades autdctonas mantuvieron su posicion
dentro de las cinco variedades con mayor capacidad antioxidante segun las técnicas
CUPRAC y FRAP. Asi pues, al igual que para el orujo, se observo un patron de
comportamiento similar para la capacidad antioxidante del raspon, al determinarla
indistintamente por los métodos ABTS, CUPRAC y/o FRAP.

De nuevo, al tratar los resultados del ORAC, se detectaron algunas diferencias
con respecto a la tendencia general descrita por los tres analisis anteriores. En este caso,
fue el raspén de la variedad Merlot el que presentd la menor capacidad antioxidante
(101.9 £ 8.5 mg trolox/g bs), mientras que el de la variedad Callet destacé de nuevo
significativamente por su mayor potencial (282.1 + 35.5 mg trolox/g bs) (p < 0.05).

La investigacion desarrollada sobre la capacidad antioxidante de los residuos de
raspén es escasa (Tabla 4.31). Entre dichos estudios, Alonso et al. (2002) propuso
intervalos del potencial antioxidante del raspon para las variedades Cabernet
Sauvignon, Syrah y Tempranillo utilizando el método ABTS, que concuerdan con los
valores obtenidos en el presente estudio para las mismas variedades y utilizando la

misma técnica analitica.

Entre los trabajos que aplican el método DPPH para la evaluacion de la
capacidad antioxidante, cabe destacar el de Llobera et al. (2007), que observo un
potencial antioxidante de 495 mg trolox/g bs para el raspon de la variedad Manto
Negro: un valor 2.5, 1.8 y 3.7 veces mayor que los resultados experimentales
correspondientes al ABTS, CUPRAC y FRAP, respectivamente, para el raspon de la
misma variedad. Por su parte, el valor DPPH descrito por los mismos autores (Llobera
and Cafiellas, 2008) para el raspén de Premsal Blanc fue muy similar a la capacidad
antioxidante segin el método CUPRAC indicada en la Tabla 4.29 para la misma

variedad.

En general, pese a que ambos subproductos de vinificacion mostraron una
capacidad antioxidante importante, al comparar los resultados experimentales se
observo un mayor potencial en el caso del raspon, independientemente de la técnica
analitica utilizada (Tabla 4.29). Concretamente, para las variedades Callet, Macabeu,
Parellada y Premsal Blanc, la capacidad antioxidante del raspon fue entre un
28 — 148% mayor que la de sus orujos. Cabe destacar principalmente el caso del

Premsal Blanc, variedad cuyo raspon fue un 133%, 114%, 148% y 128% mas activo
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que el correspondiente orujo, al evaluar su capacidad antioxidante mediante los métodos
ABTS, CUPRAC, FRAP y ORAC, respectivamente. Se trata de un fenémeno observado
previamente en la bibliografia por varios autores. Por ejemplo, Makris et al. (2007a) y
Llobera et al. (2008) caracterizaron los residuos de vinificacion de las variedades
blancas Roditis y Premsal Blanc, respectivamente, indicando que los correspondientes
raspones presentaban un potencial antioxidante alrededor del 43% y 68% mayor que los
orujos. Se han publicado resultados similares para algunas variedades tintas, tales como
Tempranillo, Cabernet Sauvignon, Syrah y Manto Negro, cuyos raspones mostraron del
orden del 30%, 115%, 150% y 200% mayor potencial antioxidante que Sus orujos
(Alonso et al., 2002; Llobera and Cafiellas, 2007).

Tabla 4.31. Capacidad antioxidante del raspén. Revision bibliografica.

Capacidad Técnica Variedad Observaciones Referencia
antioxidante 2 analitica (origen geogréfico, afiada) bibliografica
87.6-212.8 C. Sauvignon
Jerez de la Frontera,
87.6-312.9 ABTS Syrah Espafia, 2000 Alonso et al. (2002)
62.6 — 162.7 Tempranillo
495 DPPH Manto Negro Mallorca, Espafia Llobera et al. (2007)
3154 +25 DPPH Roditis Attica, Grecia Makris et al. (2007a)
290 DPPH Premsal Blanc Mallorca, Espafia Llobera et al. (2008)
530.6 - 610.7° Mandilaria
510.6 — 605.7° Mavrotragano
372.4—4575" Voidomato Santorini, Grecia, 2009 y Anastasiadi et al.
FRAP 2010 2012
372.4 - 535.6" Asyrtiko (2012)
420.5-600.7° Aidani
441.5-4505"° Athiri

3 Los resultados se expresan en mg trolox/g bs; ° los resultados se expresan en mg trolox/g extracto.

Con el objeto de evaluar la uniformidad de la expresion de la capacidad
antioxidante de ambos residuos de vinificacion en funcion de las cuatro técnicas
analiticas aplicadas, se calcularon los correspondientes coeficientes de correlacion de
Pearson. Todas las posibles combinaciones entre las diferentes metodologias indicaron
una correlacién positiva, alta y significativa (r > 0.78, p < 0.05), apuntando a que todas
ellas proporcionan valores comparables e intercambiables en la caracterizacion de la
capacidad antioxidante de orujos y raspones. Los mejores coeficientes de correlacion se
observaron entre el ABTS y las técnicas CUPRAC (r = 0.98) y FRAP (r = 0.96), aunque

entre las dos Ultimas también se manifesto una fuerte correlacion (r = 0.94). En cuanto
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al ORAC, la correlacion con el resto de metodologias antioxidantes fue ligeramente
inferior (0.78 <r <0.87, p < 0.05). Como ya se ha indicado anteriormente, el hecho de
que el ABTS, CUPRAC y FRAP utilicen el mismo mecanismo de accion basado en la
transferencia de electrones, y el ORAC, un mecanismo diferente fundamentado en la
cesion de hidrogeno, justificaria los distintos niveles de correlacion entre sus datos

experimentales.

Son diversos los autores que han descrito la correlacion existente entre los
resultados de capacidad antioxidante evaluados con diferentes metodologias
(Tabla 4.32). En general, las técnicas ABTS y FRAP se describen como las mas
altamente correlacionadas (r > 0.92, p < 0.05) en un amplio abanico de extractos de
origen vegetal (Pellegrini et al., 2003; Thaipong et al., 2006; Dudonné et al., 2009;
Maier et al., 2009; Rockenbach et al., 2011).

En cuanto al método CUPRAC, Li et al. (2008a) indicaron un coeficiente de
correlacion con el ABTS para la capacidad antioxidante de pepitas de uva
(r > 0.87, p < 0.05), menor que el observado en el presente estudio. Por su parte, al
comparar los resultados experimentales de capacidad antioxidante segin ABTS vy
ORAUC, el grado de correlacion entre los mismos coincidio con la fraccion superior de
un amplio rango bibliografico de coeficientes de correlacién, que varié de r < 0.10
(Tabart et al., 2009) a r = 0.90 (Zulueta et al., 2009) en funcién del producto evaluado.
Con respecto al FRAP, la correlacidon experimental observada con el ORAC fue mayor
que la descrita por Thaipong et al. (2006) y Dudonné et al. (2009) para el mismo par de
métodos antioxidantes. Zulueta et al. (2009) justifican dicha variabilidad en la
bibliografia en base a la complejidad de la muestra, dado que ésta puede contener
antioxidantes de caracter tanto hidrofilico como lipofilico, afines en un mayor o menor
grado a los reactivos de las diferentes metodologias y cuyas cinéticas de reaccion

pueden ser muy diversas.

Un estudio més detallado de la correlacion entre los resultados obtenidos en la
caracterizacion de la fraccion fendlica de orujos y raspones, pone de manifiesto una
correlacion elevada y estadisticamente significativa (0.87 < r < 0.97, p < 0.05) entre el
contenido de fendlicos totales y la capacidad antioxidante de las muestras,
independientemente de la técnica utilizada para su evaluacion. De hecho, al comparar
los resultados experimentales de la Tabla 4.18 y la Tabla 4.29, se observa que las

muestras con mayor contenido de fendlicos totales también presentan los valores mas
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altos de capacidad antioxidante. Estos resultados se corresponden con la afirmacion de

que el contenido de fendlicos totales de los extractos de origen vegetal contribuye de

forma sustancial a la expresion de su capacidad antioxidante (Alonso et al., 2002;
Makris et al., 2007a; Dudonné et al., 2009; Rockenbach et al., 2011).

Tabla 4.32. Correlacion entre capacidad antioxidante y contenido de fendlicos totales. Revision

bibliogréafica.
ré corl!\éllitcoiggZdOS Materia prima Referencia bibliografica
0.84-0.91 TP"— ABTS Subproductos de vinificacion Alonso et al. (2002)
0.92-1.00 ABTS - FRAP Frutas, verduras y bebidas Pellegrini et al. (2003)
0.94 TP - ABTS
Alimentos de origen vegetal Saura-Calixto et al. (2006)
0.99 TP — FRAP
0.97 ABTS - FRAP
0.82 ABTS — ORAC Extractos de guayaba Thaipong et al. (2006)
0.74 FRAP — ORAC
0.99 TP - ORAC Piel y pepitas de uva Yilmaz et al. (2006)
0.93 TP — FRAP Subproductos de vinificacién Makris et al. (2007a)
0.55 ABTS - ORAC Extractos de 15 plantas Silva et al. (2007)
0.65 TP — ABTS
0.50 TP - CUPRAC Pepitas de uva Li et al. (2008a)
0.87 ABTS — CUPRAC
0.97 TP - ABTS
0.91 TP — FRAP
0.83 TP - ORAC )
0.95 ABTS  FRAP Extractos de 30 plantas Dudonné et al. (2009)
0.76 ABTS - ORAC
0.62 FRAP — ORAC
0.92 TP - ABTS
Pepitas de uva Maier et al. (2009)
0.93 TP — FRAP
<0.10 ABTS - ORAC Vino y otras bebidas Tabart et al. (2009)
0.96 ABTS — ORAC Zumo de naranja Zulueta et al. (2009)
0.95 TP - ABTS
Subproductos de soja Tyug et al. (2010)
0.85 TP — FRAP
0.70 TP - ABTS Piel y pepitas de fruta Babbar et al. (2011)
0.97 TP - ABTS
1.00 TP - FRAP Orujos de vinificacion Rockenbach et al. (2011)
0.98 ABTS - FRAP
0.88 TP - ORAC Vino Johnson et al. (2012)

2 Coeficiente de correlacién a p < 0.05; ° TP, contenido de fendlicos totales.
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Finalmente, cabe indicar que también se observo un coeficiente de correlacion
positivo entre los resultados experimentales del contenido de taninos totales y capacidad
antioxidante de los residuos de vinificacion (r > 0.93, p < 0.05), siendo ligeramente
menor en el caso del método ORAC (r = 0.85, p < 0.05).
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4.3. EXTRACCION ACUOSA DE COMPUESTOS BIOACTIVOS ASISTIDA
ACUSTICAMENTE

En este tercer y altimo bloque de resultados de la presente tesis doctoral se
presentan los resultados experimentales obtenidos en el proceso de extraccion acuosa de
los compuestos fenolicos del orujo asistida mediante ultrasonidos de potencia (US), asi

como su modelizacion.

Esta linea de investigacion se subdividid en dos fases: en la primera se estimo el
efecto de las variables ultrasonicas sobre el proceso de extraccion acuosa de orujo
fresco (muestra O2) haciendo uso de un plato transductor de ultrasonidos, utilizando la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) para la modelizacién; y en la segunda
fase, se evaluo la cinética y el efecto de la temperatura en el proceso de extraccion
acuosa de orujo fermentado (muestra O3) asistido por una sonda de ultrasonidos,
utilizando el modelo de Weibull para la identificacion paramétrica y simulacion

matematica.

4.3.1. Experimentos de extraccion asistidos mediante un plato transductor de
ultrasonidos. Estudio del efecto de la frecuencia y de la potencia de

ultrasonidos sobre el proceso

Con el objeto de evaluar el efecto de la frecuencia y la potencia ultrasénica, asi
como del tiempo de operacion, en la extraccion acustica de los compuestos fendlicos y
flavonoles del orujo, y en la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos, se aplico
la metodologia de superficie de respuesta (RSM). Para ello, se utilizd6 un disefio
experimental tipo Box-Behnken (BBD) de tres variables, con tres niveles
experimentales para cada una de ellas, realizando un total de 17 experimentos con cinco

réplicas del punto central.

De acuerdo con el disefio Box-Behnken propuesto (Tabla 3.13), en la
Tabla 4.33 se presentan los valores experimentales y calculados del contenido de
fenolicos y flavonoles totales de los extractos obtenidos para cada experimento, asi
como de la capacidad antioxidante de los mismos analizada por los métodos CUPRAC
y FRAP.

Los valores experimentales obtenidos oscilaron entre 1537 vy
31.87 mg GA/100 g bh para los fendlicos totales, y entre 0.96 y 1.84 mg QE/100 g bh
para los flavonoles totales. En cuanto a la capacidad antioxidante de los extractos, los
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Tabla 4.33. Valores experimentales y calculados del contenido de fendlicos y flavonoles totales, y de la capacidad antioxidante de los extractos Te
obtenidos a partir de la extraccion acuosa de orujo asistida por ultrasonidos de potencia. SDIZ
_ Fendlicos totales ? Flavonoles totales ° CUPRAC® FRAP ¢ ?:I)
Experimento
Experimental Calculado Experimental  Calculado Experimental Calculado Experimental Calculado -
1 17.29 + 0.63 17.56 1.01 £ 0.00 1.04 3245 £ 0.77 32.09 21.22 £ 1.79 21.33 :\Q/I
2 2410 £ 147 2411 155 = 0.00 1.62 40.80 + 4.20 40.64 33.85 + 243 34.84 GQ
3 26.22 £ 1.07 24.78 1.68 + 0.01 1.59 4544 + 2.0 43.14 3793 + 1.73 34.65 Fezza
4 18.28 £ 0.52 19.50 1.16 = 0.02 1.18 32.00 £ 2.92 33.78 2483 = 1.79 24.81 -
5 20.67 = 1.21 19.50 1.31 + 0.04 1.18 39.51 + 1.33 33.78 27.30 £ 2.96 24.81 r?tee
6 17.23 £ 0.63 17.51 096 = 0.01 1.06 3221 £ 281 31.70 1948 + 2.63 20.59 no
7 2182 £ 048 21.54 1.16 £ 0.03 1.06 3290 £ 4.28 3341 2396 + 3.44 22.85
8 2093 £ 0.71 19.50 1.18 £ 0.00 1.18 32.36 £ 2.96 33.78 2633 £ 1.22 24.81
9 2168 £ 140 23.12 1.24 + 0.00 1.33 33.74 £ 043 36.04 2338 £ 1.76 26.66
10 2542 + 167 25.16 159 + 0.00 157 43.35 + 2.68 43.71 33.01 + 3.99 32.90
11 1790 £ 1.37 19.07 1.33 + 0.00 1.32 3175 £ 1.20 34.56 23.01 + 1.68 25.18
12 21.03 £ 1.74 19.50 1.21 + 0.02 1.18 3484 + 199 33.78 2590 = 2.07 24.81
13 1844 + 1.27 18.43 1.44 + 0.00 1.37 31.68 = 2.47 31.83 2558 + 1.38 24.59
14 16.59 + 1.26 19.50 1.01 £ 0.00 1.18 30.19 £ 1.63 33.78 19.68 + 2.22 24.81
15 3187 £ 195 30.70 1.84 £ 0.01 1.85 50.69 £ 1.72 47.88 4117 £ 3.73 39.01
16 2579 £ 232 27.22 1.72 £ 0.02 1.74 43.46 = 3.58 45,91 3580 = 1.56 38.08
17 15.37 £ 0.82 13.94 098 = 0.04 0.95 2794 £ 1.18 25.49 1854 + 3.07 16.26

2 Los resultados se expresan en mg GA/100 g bh; ° los resultados se expresan en mg QE/100 g bh; © los resultados se expresan en mg trolox/100 g bh.
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resultados comprendieron valores desde 27.94 hasta 50.69 mg trolox/100 g bh y desde
18.54 hasta 41.17 mg trolox/100 g bh, para los anélisis CUPRAC y FRAP,

respectivamente.

De entre los 17 experimentos realizados, los extractos con mayor contenido de
fenolicos y flavonoles totales, asi como mayor capacidad antioxidante determinada por
ambas técnicas, fueron los obtenidos bajo las condiciones de 40 kHz de frecuencia, 100
WI/L de potencia y 25 min de extraccion (experimento 15).

4.3.1.1. Modelizacion mediante metodologia de superficie de respuesta

A partir de los resultados experimentales obtenidos se construyo la base de datos
para el analisis por RSM. Los coeficientes de regresion de los modelos matematicos
correspondientes a la extraccion de fenolicos totales, flavonoles totales y capacidad
antioxidante del orujo, en funcion de la frecuencia de US (X1), la potencia de US (X;) y
el tiempo de extraccion (X3) se recogen en la Tabla 4.34. Con la finalidad de evaluar el
grado de significacion y la bondad del ajuste de los modelos de regresién lineal multiple
generados por la RSM, también se incluyen en la Tabla 4.34 los resultados del

correspondiente analisis de varianza (ANOVA).

Tal y como puede observarse, en general, los modelos obtenidos para la
extraccion de compuestos fendlicos, flavonoles y capacidad antioxidante fueron
significativos (p < 0.05) (Tabla 4.34, p-value de Fisher). Los modelos de regresion
lineal multiple generados por aplicacion de la RSM estdn constituidos por tres
componentes que determinan el orden de los mismos: un componente lineal, un
componente cuadratico y un componente de interaccion lineal. A excepcién del caso de
los flavonoles, unicamente el componente lineal de los modelos formulados en el
presente estudio fue significativo (p < 0.01). En base a ello, cabria esperar que el
modelo desarrollado para cada respuesta fuera una funcién lineal o de primer orden. No
obstante, a partir del analisis del test de Fisher aplicado a los coeficientes de regresion y
de la representacion de las superficies de respuesta, se observé que el término
cuadratico de la frecuencia era significativo (p < 0.05) en todos los casos. De modo que
los modelos desarrollados para todas y cada una de las cuatro respuestas en estudio
pueden considerarse funciones cuadraticas o bien modelos de segundo orden (ecuacion
[4.1]) del tipo:

[4.1]
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Se considera que un modelo se ajusta a los datos experimentales, cuando
presenta un coeficiente de correlacién (r’) préximo a la unidad y una falta de ajuste
(LOF) no significativa (p > 0.05) (Bezerra et al., 2008). Los coeficientes de regresion de
los cuatro modelos formulados tomaron valores r* > 0.861, pudiendo afirmarse que
explican més del 86% de la varianza. En cuanto al analisis de la falta de ajuste (LOF),
tal y como puede observarse en la Tabla 4.34, ésta no fue significativa (p > 0.05) para
ninguno de los modelos matematicos formulados, indicando su capacidad e idoneidad

para predecir la variacion de las respuestas en el sistema considerado.

Tabla 4.34. Coeficientes de regresion y parametros estadisticos de los modelos matematicos
obtenidos por RSM correspondientes a la extraccion de compuestos fendlicos, flavonoles y

capacidad antioxidante del orujo con aplicacion de ultrasonidos de potencia.

Coeficientes de regresion del modelo *

Término
Fendlicos totales  Flavonoles totales CUPRAC FRAP
8o 19.50250 1.17532 77 33.78076 ~  24.80796
81X, -1.48607 ™ -0.06829 ™ -1.12831 ™ -0.89322 ™
8, X, 2.31367 0.19721 467847 489127
83 X3 432863 0.19347 ™ 5.53193 6.02099
811 X4° 3.08883 ° 0.27151 478462 ° 5.26561
822 X5° 0.06288 ™ -0.06588 ™ 0.18091 ™ -1.18949 "™
833 X5 0.48568 ™ 0.09326 ™ 0.16503 ™ 0.82880 ™
812 X1 X5 1.29619 0.07972 0.84579 1.76997
813 X1 X3 -1.80693 -0.04432 -2.49259 -1.18902
823 X2 X3 0.52832 0.14253 1.57258 2.72428
Idoneidad del modelo
p (valor de Fisher) 0.006 0.004 0.025 0.012
r’ 0.910 0.922 0.861 0.890
p (LOF) " 0.493 0.356 0.477 0.306

? Diferencias significativas a * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; ® LOF, falta de ajuste; ns,
diferencias no significativas. Coeficientes de regresién: d;, del componente lineal; d;;, del componente
cuadratico; d;, del componente de interaccion. Variables: X, frecuencia acUstica; X,, potencia
acustica; Xs, tiempo de extraccion.

Para una mejor validacion de los modelos propuestos, se compararon los valores
experimentales (Xexp) Yy los calculados (Xcac) en base a los parametros estadisticos
‘adequate precision’ (AP, ecuacion [3.17]) y error relativo medio (ERM, ecuacion

[3.18]). El pardametro AP determina la relacion existente entre las respuestas calculadas
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y el error residual del disefio experimental. Cuando toma valores superiores a 4 se
considera que el error residual del conjunto de datos es lo suficientemente pequefio con
respecto a los valores calculados, como para que el modelo pueda predecir
satisfactoriamente las respuestas en la zona experimental o de operacion (Noordin et al.,
2004). En el presente estudio, los valores de AP fueron 13.3, 11.8, 9.7 y 10.4 para los
resultados de contenido en compuestos fenolicos, flavonoles y capacidad antioxidante
(CUPRAC y FRAP), respectivamente, denotando en todos los casos un ratio sefial/ruido

superior a 4.

Por su parte, el parametro ERM permite evaluar la precision del modelo,
debiendo presentar valores lo menores posible (Bas and Boyaci, 2007). En el presente
estudio, el ERM fue 5.1%, 4.8%, 5.1% y 7.0% para los resultados de contenido de
compuestos fendlicos, flavonoles y capacidad antioxidante (CUPRAC y FRAP),

respectivamente, confirmando nuevamente la bondad de los modelos propuestos.

En base a los resultados obtenidos en el ANOVA y para el coeficiente de
correlacion, la falta de ajuste, el AP y el ERM, puede concluirse que los modelos
formulados para la extraccién acuosa asistida por US de compuestos fenolicos,
flavonoles y capacidad antioxidante del orujo, explican satisfactoriamente el
comportamiento del sistema, presentan un buen ajuste de los resultados experimentales
a la ecuacion de segundo orden [4.1] y pueden, en definitiva, utilizarse para la

prediccidn de las respuestas por interpolacion en el dominio experimental considerado.

Los términos de cada uno de los componentes de los modelos de regresion
fueron analizados estadisticamente, para determinar aquéllos que afectan de forma
significativa a las respuestas. De acuerdo con el test de Fisher, las variables potencia y
tiempo de extraccién manifestaron un efecto lineal sobre los cuatro factores de respuesta
(p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente), mientras que la frecuencia de US mostré un
efecto cuadratico (p < 0.05) (Tabla 4.34). Sin embargo, el resto de términos lineales,
cuadraticos y de interaccion de la ecuacion [4.1] no fueron significativos (p > 0.05).
Contrariamente a los resultados obtenidos, Ghafoor et al. (2009b) y Yang et al. (2010)
indicaron que ambos términos del tiempo de extraccion, lineal y cuadratico, eran
significativos en la EAU de fendlicos de pepitas de uva y de flavonoides de flores
Citrus aurantium, respectivamente. Ademas, Chen et al. (2011) indicaron un impacto
significativo (p < 0.01) del término cuadratico de la potencia sobre la EAU de

polisacaridos de las pepitas de lichi (Litchi chinensis Sonn.). Se deduce asi que el papel
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que juega cada variable independiente en el proceso de transferencia de materia depende

del sistema de extraccion y respuestas en estudio (Pinelo et al., 2005).

Con el objeto de evaluar la jerarquia de influencia de los diferentes términos del
modelo sobre las respuestas, se hizo uso de los diagramas de Pareto (Figura 4.17). En
base al grado de significacion de los coeficientes de regresion, se observé que el tiempo
de extraccion es la variable con mayor influencia en la EAU de los compuestos
fendlicos del orujo (p < 0.001), mientras que los tres términos significativos (término
cuadratico de la frecuencia y términos lineales de la potencia y tiempo de extraccion)
del modelo impactaron de forma equivalente en la EAU de flavonoles (p < 0.01). Con
respecto a la capacidad antioxidante, el tiempo de extraccién fue nuevamente la variable
con mayor impacto sobre los resultados de CUPRAC y FRAP, seguida muy de cerca
por la potencia ultrasénica (p < 0.01). Ello coincide con las observaciones de Ghafoor et
al. (2009a; 2009b), quienes indicaron que el efecto ejercido por el tiempo de extraccion
es el més significativo en la EAU de fendlicos y en la capacidad antioxidante de los
extractos de piel y pepitas de uva.

Una vez descartados los términos no significativos, se utilizaron el resto de
coeficientes de regresion recogidos en la Tabla 4.34 para la construccion de las
ecuaciones matematicas de los modelos, asumiendo que éstas son las que mejor
describen el efecto de las variables del proceso (Xi, frecuencia acustica; X,, potencia

acustica; X3, tiempo de extraccion) sobre los factores de respuesta considerados ().

[4.2] Fendlicos totales:
[4.3] Flavonoles:

[4.4] Capacidad antioxidante (ABTS):

[4.5] Capacidad antioxidante (FRAP):

Para ilustrar el comportamiento de las respuestas en funcion de las variables
experimentales, se representaron a partir de dichas ecuaciones ([4.2] a [4.5]) los
correspondientes graficos de contorno (2D) y superficies de respuesta (3D) de los
modelos. Ambas representaciones muestran la variacion de la respuesta en funcion de

dos de las tres variables consideradas, manteniendo la tercera en el nivel cero o punto
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intermedio, siendo éste 80 kHz, 100 W/L y 15 min para la frecuencia, potencia y tiempo

de extraccion, respectivamente.

Tiempo (min) (L) 6.23 Potencia (W/L) (L) /
Pot (W/L) (L) 3.33 Frecuencia (kHz) (C) j 4.75
eeeeeeeee (kHiz) (1) :/ ia * tiemp |
Frecuencia + potenci / | Tiempo (min) (C)
mpo (uin) ()| Potencia (W/L) (C)
Potencia (W/L) (C) // A Fre * tiemp B

'l A,
p=005 p=005

Figura 4.17. Diagramas de Pareto para la extraccion de compuestos fendlicos (A),

flavonoles (B) y capacidad antioxidante, segin los métodos CUPRAC (C) y FRAP (D) en

funcidn de las variables del proceso. L, término lineal; C, término cuadratico.

Efecto de las variables de extraccion sobre los fenolicos totales

En la Figura 4.18 se representa el efecto de la frecuencia y potencia acusticas,
asi como del tiempo de procesado sobre la extraccion asistida por US de compuestos
fenolicos del orujo. Con respecto al efecto simultdneo de los dos parametros acusticos
(Figura 4.18A), se observd un pequefio pero progresivo incremento del rendimiento de
extraccion al aumentar la potencia de US desde 50 hasta 150 W/L a frecuencias bajas.

Este efecto lineal se hizo méas notable a medida que la frecuencia aumentaba.
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Por su parte, el efecto cuadratico de la frecuencia cambié considerablemente en
funcion de las condiciones de potencia aplicadas. Al trabajar a bajas potencias, se
observd una reduccion importante de la cantidad de fendlicos totales en el extracto a
medida que la frecuencia de US se incrementaba. Por otro lado, al considerar 150 W/L
de potencia, la extraccion de compuestos fenolicos disminuyd hasta un cierto nivel

(40 < frecuencia < 80 kHz), para volver a aumentar hasta practicamente los mismos
valores de recuperacion de compuestos fenolicos.
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Figura 4.18. Superficies de respuesta para la extraccion con asistencia acustica de los
compuestos fenolicos del orujo en funcién de la frecuencia y potencia acusticas (tiempo de
extraccion = 15 min, A); de la frecuencia acUstica y tiempo de extraccion (potencia de US = 100

WIL, B); y de la potencia acustica y tiempo de extraccion (frecuencia de US = 80 kHz, C).
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En base a ello, la mayor extraccion de compuestos fenolicos del orujo se observa
con la aplicacion de ultrasonidos de baja frecuencia a medida que la potencia aumenta.
Estos resultados coinciden con las observaciones de Cravotto et al. (2008) y Shirsath et
al. (2012), quienes indicaron que la aplicacion de frecuencias acusticas comprendidas
en el rango 18 — 40 kHz provocan una cavitacion mas intensa y, consecuentemente, una
mayor transferencia de materia como consecuencia de sus efectos mecénicos sobre el

sistema de extraccion.

En la Figura 4.18B se muestra el comportamiento de la EAU de compuestos
fenolicos del orujo cuando se varia simultaneamente la frecuencia y el tiempo de
extraccion. El efecto de la frecuencia de los US sobre el proceso de extracciéon de los
compuestos fenolicos se modificé considerablemente al incrementar el tiempo de
extraccion de 5 a 25 min. Mientras que a tiempos largos, el contenido de fendlicos
totales de los extractos disminuye progresivamente a medida que se aumenta la
frecuencia acustica; a tiempos cortos, los compuestos fendlicos extraidos alcanzan un
valor minimo a 70 — 80 kHz, para volver a incrementarse de forma directamente
proporcional con la frecuencia. Dado que el efecto lineal del tiempo de extraccion es
mayor a 40 kHz que a 120 kHz, las condiciones experimentales para lograr una mayor
extraccion de compuestos fendlicos del orujo comprenden la aplicacion de US a la
frecuencia mas baja durante tiempos moderado-largos.

En cuanto a la representacion del contenido de compuestos fendlicos extraidos
en funcidn de la potencia acustica y del tiempo de extraccion, la Figura 4.18C indica el
maximo rendimiento para los niveles mas altos en estudio de ambas variables. Tal y
como puede observarse, a 150 W/L de potencia acustica, un incremento del tiempo de
extraccion provocé un aumento lineal del contenido de fendlicos totales de los extractos
desde 19 hasta 28 mg GA/100 g bh.

A partir de las superficies de respuesta de la Figura 4.18, puede concluirse que
la aplicacion de una baja frecuencia en combinacion con una potencia acustica y un
tiempo de operacién de moderado a elevado, serian las condiciones mas favorables para

la extraccion acustica de compuestos fenolicos del orujo.

Los resultados experimentales obtenidos pueden compararse con los publicados
en la literatura para la extraccion acustica (bafio de US, 40 kHz) de compuestos
fenolicos a partir de piel (Ghafoor and Choi, 2009a) y pepitas de uva (Ghafoor et al.,

2009b), variando la concentracion de EtOH del disolvente (40 — 60%), la temperatura
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de trabajo (30 — 60 °C) y el tiempo de operacion (15 — 30 min). Concretamente, en el
presente estudio se obtuvo entre un 25 y un 38% de la cantidad de compuestos fendlicos
extraidos por Ghafoor et al. (2009a; 2009b) a partir de piel y pepitas de uva, utilizando
tiempos de extraccion muy similares, pero agua como disolvente y una temperatura
considerablemente menor. Al comparar los resultados experimentales con los descritos
por Casazza et al. (2010) para la EAU (21.5 kHz, 60 W) de compuestos fendlicos de
piel de uva tinta durante un total de 60 min, usando metanol como disolvente de
extraccion y trabajando a 25 °C, se observd que el sistema de extraccion acustica
propuesto en el presente estudio es capaz de extraer ~ 12% del total indicado por dichos
autores, sin utilizar disolventes organicos y trabajando a menor temperatura y durante

menos tiempo.

Desde un punto de vista medioambiental y econdémico, estas comparaciones
ponen de manifiesto la posibilidad e interés de introducir en la industria alimentaria
sistemas de extraccion acustica de compuestos fendlicos de origen vegetal utilizando
agua como disolvente, dados los aceptables porcentajes de extraccion obtenidos con
respecto a las extracciones organicas trabajando a menor temperatura y con tratamientos
mas cortos, evitando asi la necesidad de costosos post-tratamientos para la eliminacion

de los disolventes orgénicos.

Efecto de las variables de extraccion sobre los flavonoles totales

La extraccion acustica de flavonoles del orujo presenté un comportamiento
similar al observado para los compuestos fendlicos, aunque mostrando ciertas
peculiaridades (Figura 4.19). Contrariamente al modelo propuesto para la extraccion de
los compuestos fendlicos, la componente cuadratica del modelo desarrollado para el
contenido de flavonoles fue significativa (p < 0.01). Por esta razén, aunque los términos
cuadraticos de la potencia acustica y del tiempo de extraccion no fueran significativos,

ambas variables no presentaron un efecto completamente lineal.

Los resultados correspondientes al estudio del efecto de la frecuencia y potencia
acusticas indicaron que, a baja potencia, un incremento de la frecuencia de los US
aplicados incidia menos negativamente sobre la extraccion de flavonoles que de
fenolicos totales, dado que la disminucion del rendimiento de extraccion de los
flavonoles bajo dichas condiciones no fue tan brusca (Figura 4.19A). No obstante, al
aumentar la potencia, se observd el mismo efecto cuadratico de la frecuencia

previamente explicado en el caso de los fendlicos totales. Por su parte, para cualquier
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frecuencia acustica considerada, el contenido de flavonoles de los extractos aumentd

progresivamente con la potencia de US.
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Figura 4.19. Superficies de respuesta para la extraccion con asistencia acustica de los flavonoles
del orujo en funcion de la frecuencia y potencia acusticas (tiempo de extraccion = 15 min, A); de la
frecuencia acustica y tiempo de extraccion (potencia de US = 100 W/L, B); y de la potencia

acustica y tiempo de extraccion (frecuencia de US = 80 kHz, C).

En la Figura 4.19B se representa el efecto combinado de la frecuencia

ultrasonica y del tiempo de operacion sobre la extraccién acustica de flavonoles del

orujo. Tal y como puede observarse, un incremento gradual de la frecuencia provoco

una disminucion del contenido de flavonoles de los extractos hasta un minimo a

frecuencias de 80 — 90 kHz, seguida de un aumento moderado del rendimiento de
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extraccion a frecuencias superiores. Por otro lado, el tiempo de operacion presentd una
relacion directamente proporcional con la extraccion de flavonoles del orujo,

independientemente de la frecuencia acustica considerada.

La superficie de respuesta que representa el efecto de la potencia y del tiempo
sobre la extraccion acustica del contenido de flavonoles del orujo mostro, al igual que
en el caso de los compuestos fenolicos totales, mayores rendimientos al incrementar
ambas variables (Figura 4.19C), manifestando, no obstante, un cierto efecto cuadrético.
Conjuntamente, las condiciones experimentales para una mayor extraccion acuosa de
los flavonoles del orujo en un sistema asistido por US fueron las mismas propuestas en

el caso de los fendlicos totales.

Efecto de las variables de extraccién sobre la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos de origen vegetal esta altamente
asociada con su contenido en compuestos fendlicos (Gonzéalez-Centeno et al., 2012). De
hecho, los coeficientes de correlacion de Pearson entre el contenido de fenolicos totales
de los extractos obtenidos en el presente estudio y su capacidad antioxidante segun los
métodos CUPRAC y FRAP fueron 0.94 y 0.95 (p < 0.05), respectivamente. Por dicha
razon, las superficies de respuesta que representan el efecto de las variables
experimentales sobre la capacidad antioxidante de los extractos son similares a las

obtenidas para la extraccion acustica de los compuestos fenolicos.

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos, segin el método
CUPRAC, aumentd linealmente con la potencia acustica aplicada, independiente de la
frecuencia de US (Figura 4.20A). Al mismo tiempo, se pone de manifiesto el efecto
cuadrético de la frecuencia con un minimo en la capacidad antioxidante a 90 kHz.

Atendiendo a la Figura 4.20B, se observo un incremento lineal y progresivo de
la capacidad antioxidante con el tiempo de extraccion, dado que un mayor tiempo de
contacto entre el solido y el disolvente mejora la difusion de los compuestos de interés

(Corrales et al., 2009). Este efecto fue mas significativo a bajas frecuencias.

En funcidn del tiempo de extraccion, el efecto cuadratico de la frecuencia mostro
dos comportamientos totalmente distintos: a tiempos cortos, la capacidad antioxidante
de los extractos aumentaron ligeramente (de 33 a 36 mg trolox/100 g bh) al variar la
frecuencia desde 40 hasta 120 kHz, mientras que al considerar tiempos de extraccion
mas largos los valores CUPRAC disminuyeron (de 48 a 40 mg trolox/100 g bh)
(Figura 4.20B).
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Figura 4.20. Superficies de respuesta para la extraccién con asistencia acustica de la capacidad

antioxidante del orujo en funcién de la frecuencia y potencia acusticas (tiempo de extraccion = 15 min,
A); de la frecuencia acustica y tiempo de extraccion (potencia de US = 100 W/L, B); y de la potencia
acustica y tiempo de extraccion (frecuencia de US = 80 kHz, C).

En la Figura 4.20C se muestra el efecto de la potencia acustica y del tiempo de
extraccion sobre la capacidad antioxidante de los extractos evaluada segun el método

CUPRAC, observandose claramente un incremento de la misma con ambas variables.

Las superficies de respuesta obtenidas para la capacidad antioxidante de los
extractos segun los métodos CUPRAC y FRAP presentaron un comportamiento muy
similar, seguramente debido a la elevada correlacion de los correspondientes datos
experimentales (r = 0.96, p < 0.05). Es por ello que Unicamente se incluyen las

superficies de respuesta correspondientes al método CUPRAC. No obstante, cabe
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indicar que en el caso del método FRAP, las variables de potencia acustica y tiempo de
extraccion mostraron un efecto ligeramente cuadratico sobre la capacidad antioxidante

de los extractos.

Tal y como se observa en los graficos de superficie de respuesta (Figura 4.18,
Figura 4.19 y Figura 4.20), existe un incremento lineal y progresivo del rendimiento
de extraccion con la potencia acustica aplicada y el tiempo de operacion. Por lo que, en
proximos trabajos, seria interesante evaluar el comportamiento del sistema para valores
mas elevados de ambos parametros. En cualquier caso, el presente estudio pone de
manifiesto y materializa la importancia y necesidad de optimizar los parametros
acusticos para mejorar la eficiencia del proceso de extraccion, dada su notable

influencia sobre el mismo.

4.3.1.2. Optimizacion de las condiciones de extraccion

Cuando son varias las respuestas evaluadas en un mismo proceso, es necesario
alcanzar un compromiso de condiciones dptimas para todas ellas (Krishnaswamy et al.,
2013). La funcion de deseabilidad es una de las mas utilizadas en la optimizacion
estadistica de procesos multi-respuesta. Esta herramienta permite calcular las
condiciones dptimas del proceso para una maxima expresion de todas las respuestas
consideradas, asi como sus valores bajo dichas condiciones. La funcién de deseabilidad
toma valores en una escala de 0 a 1, en la que el cero indica una respuesta totalmente
disconforme con la meta deseada y la unidad manifiesta una conformidad total
alcanzando la mejor respuesta conjunta posible (Strati and Oreopoulou, 2011). En el
presente estudio, se obtuvo un valor global de deseabilidad de 0.92 para la EAU de
fenolicos y flavonoles totales y capacidad antioxidante del orujo, aplicando una
frecuencia acustica de 40 kHz y una potencia de ultrasonidos de 150 W/L durante un
periodo de 25 min. Bajo estas condiciones optimas, el sistema de extraccion utilizado
seria capaz de alcanzar una maxima extraccion de compuestos fenolicos y flavonoles,
valorada en 32.31 mg GA/100 g bh y 2.04 mg QE/100 g bh, respectivamente. En lo que
respecta a la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos bajo dichas condiciones,
los valores maximos estimados fueron 53.47 and 43.66 mg trolox/100 g bh, segun los
métodos CUPRAC y FRAP, respectivamente. Cabe indicar que al considerar los
factores de respuesta individualmente, las condiciones Optimas de extraccion fueron

exactamente las mismas.
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El nivel de frecuencia optimo estimado es similar a las condiciones acusticas
propuestas en la bibliografia para la extracciéon asistida por US de compuestos
bioactivos a partir de subproductos de origen vegetal. Novak et al. (2008) aplicaron
energia acustica a la extraccion de flavonoides de la piel de uva tinta utilizando un bafio
de ultrasonidos a 35 kHz de frecuencia durante 1h. Por otro lado, Cho et al. (2006)
llevaron a cabo la extraccion de resveratrol del raspon aplicando US de 47 kHz de
frecuencia, a una potencia de 14 W/L (volumen total no especificado) durante 15 min. Y
Ghafoor et al. (2009a) optimizaron la extraccion acUstica de compuestos fendlicos y
antioxidantes de la piel de uva tinta, utilizando un bafio de ultrasonidos a la frecuencia
de 40 kHz hasta un tiempo méximo de 25 min. En cuanto al tiempo de extraccion,
segun Shirsath et al. (2012), valores comprendidos entre 15 y 25 min se encuentran
dentro del rango recomendado en la bibliografia para procesos de extraccion asistidos
por US, al ser tiempos considerablemente menores que los necesarios en una extraccion

convencional para alcanzar un rendimiento similar.

En la mayoria de referencias bibliogréaficas que estudian la EAU de materiales
de origen vegetal, el volumen total tratado no se especifica. Esta falta de informacién
hace que la densidad de potencia acustica que opera en el sistema no pueda ser
calculada, dificultando consecuentemente la comparacion entre resultados
experimentales. Por ejemplo, Virot et al. (2010) trabajaron con una frecuencia de
25 kHz y una potencia de 150 W para la extraccion acustica de compuestos fenolicos
del orujo de manzana, pero no especificaron el volumen de extraccién considerado. Y
Ghafoor et al. (2009b; 2011) llevaron a cabo la extraccion de compuestos fenolicos de
pepitas de uva y antocianos de piel de uva tinta utilizando un bafio de ultrasonidos con
una potencia fija de 250 W, sin hacer mencion alguna a la potencia realmente
transmitida al sistema de extraccién. En cualquier caso, Ye et al. (2011) concluyeron
que cuanto mayor es la potencia ultrasonica aplicada, mayor es el rendimiento de la
extraccion, dado que se intensifica el fendmeno de cavitacion y los efectos mecanicos
derivados del mismo. Dichos autores indicaron, no obstante, que el aumento de la
potencia de US incrementa la temperatura de extraccion, debiendo controlar ésta
durante la totalidad del proceso y optimizar ambas variables junto con el tiempo de
procesado, en el caso de la extraccion acustica de compuestos bioactivos termolabiles,

como en el presente estudio.
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Fendlicos totales (mg GA/100 g bs)

4.3.2. Extraccion de compuestos fenodlicos asistida mediante una sonda de
ultrasonidos. Estudio de la cinética y del efecto de la temperatura sobre

el proceso

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para las cinéticas de
extraccion acuosa de compuestos fendlicos del orujo y para la capacidad antioxidante de
los extractos, en ausencia/presencia de ultrasonidos de potencia (US), evaluando al
mismo tiempo el efecto de la temperatura sobre el proceso.

En la Figura 4.21 se representan los resultados experimentales correspondientes
a la extraccion realizada con agitacion mecéanica (control) y a la extraccion asistida por
US de compuestos fendlicos a partir del orujo fermentado, expresandose en forma de
concentracion de fenolicos totales con respecto al tiempo de extraccion para las
diferentes temperaturas de operacion (20, 35 y 50 °C). También se represento la
capacidad antioxidante de los extractos, evaluada mediante los métodos ABTS
(Figura 4.22) y FRAP (Figura 4.23).
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Figura 4.21. Contenido de fendlicos totales de los extractos de orujo fermentado tras su
extraccion a diferentes tiempos y temperaturas. Experimentos con agitacion (20 °C, 35 °C, 50 °C)
y con asistencia acustica (20 °C US, 35 °C US, 50 °C US).

En dichas figuras puede apreciarse un aumento progresivo y significativo del
contenido de fendlicos totales y de la capacidad antioxidante de los extractos a medida
gue se incrementa la temperatura, alcanzando los valores mas elevados cuando la
extraccion se realiza con asistencia acustica. Independientemente del tipo de extraccion

en estudio, este efecto de la temperatura se justifica en base a la mayor solubilidad de
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los analitos y al mayor coeficiente de difusion de los mismos desde la matriz solida

donde se encuentran hacia el medio liquido extractor, a medida que
temperatura (Ghafoor et al., 2009; Gonzélez-Montelongo et al., 2010).
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Figura 4.22. Capacidad antioxidante (método ABTS) de los extractos de orujo fermentado tras su

extraccion a diferentes tiempos y temperaturas. Experimentos con agitacion (20 °C
y con asistencia acustica (20 °C US, 35 °C US, 50 °C US).
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Figura 4.23. Capacidad antioxidante (método FRAP) de los extractos de orujo fermentado tras su

extraccion a diferentes tiempos y temperaturas. Experimentos con agitacion (20 °C, 35 °C, 50 °C)

y con asistencia acustica (20 °C US, 35 °C US, 50 °C US).

De este modo, al considerar el proceso de extraccion control (con agitacion

mecanica) a 20 °C, el contenido de fendlicos totales y la capacidad antioxi

dante de los

extractos de orujo fermentado fueron los mas bajos de entre todas las condiciones en

estudio (p < 0.05). Concretamente, tras 1 h de extraccion a dicha temperatura, el
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contenido de fenolicos totales fue 230.1 + 24.6 mg GA/100 g bs, y la capacidad
antioxidante, 278.7 £ 39.6 mg trolox/100 g bs y 180.3 £ 29.4 mg trolox/100 g bs,
evaluada segun los métodos ABTS y FRAP, respectivamente.

Por su parte, transcurrida 1 h de extraccion a 50 °C y con aplicacion de US, el
contenido de fenolicos totales del extracto fue ~ 3.3 veces mayor
(770.9 £ 77.5 mg GA/100 g bs) que en la extraccion control a 20 °C, y la capacidad
antioxidante fue del orden de ~ 2.5 (705.9 £ 41.7 mg trolox/100 g bs) y ~ 4.0 veces
superior (722.4 + 41.0 mg trolox/100 g bs), evaluada segun los métodos ABTS y FRAP,
respectivamente. Ello pone de manifiesto un posible efecto simultaneo de la temperatura

y de los US sobre el proceso de extraccion.

Al calcular la relacion existente entre la cantidad de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos en presencia de US y bajo
condiciones de extraccién control (con agitacion mecanica), se confirma que la
extraccion acustica permite obtener extractos con mayor contenido de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante que la extraccion control (relacion > 1.0),

independientemente de la temperatura y del tiempo de extraccion.

Si se comparan los resultados obtenidos en los experimentos control y asistidos
por US realizados a una misma temperatura, puede observarse que durante los primeros
minutos tuvo lugar una mayor extraccion con respecto al control (Figura 4.21,
Figura 4.22 y Figura 4.23). Concretamente, para el rango de 20 a 50 °C y t = 2.5 min,
el grado de extraccion acustica fue entre 2.3 y 3.0 veces superior a la control para la
concentracion de fendlicos totales, entre 2.1 y 2.4 veces mayor para la capacidad
antioxidante evaluada segun el método ABTS, y entre 2.2 y 3.4 veces mayor para la

capacidad antioxidante analizada segun el método FRAP.

En este contexto, Corrales et al. (2008) destacaron el efecto positivo de los US
(35 kHz) en la extraccion de antocianos y en la capacidad antioxidante de los extractos
de piel de uva tinta con respecto a la extraccion convencional (con agitacion,
condiciones no especificadas), indicando rendimientos 1.8 y 1.6 veces mayores,
respectivamente. Khan et al. (2010) observaron un incremento del 30 — 40% del
contenido de fenodlicos totales y actividad antioxidante de los extractos de piel de
naranja al trabajar con US (25 kHz, 90 W). Y Virot et al. (2010), al comparar la
extraccion asistida por US (25 kHz, 150 W) con la convencional (con agitacion),

indicaron un rendimiento de extraccién 1.2, 1.4 y 1.3 veces mayor para el contenido de
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fenolicos totales, procianidinas y flavan-3-oles en los extractos de orujo de manzana,

respectivamente.

Al comparar las curvas de extraccion obtenidas para los compuestos fendlicos,
no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre la extraccion control a 35 °C
y la de 20 °C asistida por US. Del mismo modo, las curvas correspondientes a la
extraccion control a 50 °C y a 35 °C asistida acUsticamente, no fueron
significativamente diferentes (p > 0.05) (Figura 4.21). Este comportamiento pone de
manifiesto que la extraccion asistida por US permite trabajar a temperaturas inferiores
sin disminuir el rendimiento de la extraccion o incluso mejorandolo (Mason et al., 2011;
Shirsath et al., 2012). En el caso de la capacidad antioxidante, se observo un
comportamiento similar. No obstante, las cinéticas de la extraccion control a 50 °C y las
de 35 °C con US presentaron diferencias significativas (p < 0.05) a tiempos superiores a
15 min y 30 min, respectivamente, para la capacidad antioxidante evaluada segun los
métodos ABTS y FRAP (Figura 4.22 y Figura 4.23). Al analizar la bibliografia se
observé que Cho et al. (2006) compararon la extraccién convencional sélido-liquido
(con agitacion) de resveratrol del raspon de uva con la asistida por US (47 kHz, 14
WI/L), indicando que en ~ 1 min a temperatura ambiente (no especificada) en presencia
de US se recuperaba la misma cantidad de resveratrol que a 60 °C con agitacion
(condiciones no especificadas) durante 30 min, utilizando EtOH:H,O al 80% (v/v)

como disolvente de extraccion.

Tal y como puede observarse en la Figura 4.21, Figura 4.22 y Figura 4.23, el
uso de US en el proceso de extraccion también permite reducir sustancialmente el
tiempo de operacion necesario para obtener extractos con las mismas caracteristicas. En
el presente estudio, se observo que la extraccion asistida por US necesitaba del orden de
20 min, 15 min y 7.5 min, respectivamente, a 20 °C (~ 230 mg GA/100 g bs), 35 °C
(~ 360 mg trolox/100 g bs) y 50 °C (~ 475 mg trolox/100 g bs), para extraer la misma
cantidad de compuestos fendlicos que tras 60 min de extraccion control a cada
temperatura dada. Aunque en menor medida, se observo un comportamiento semejante

para la capacidad antioxidante de los extractos.

Ye et al. (2011) observaron que tras 12 min de extraccion asistida por US
(20 kHz, 900 W), la recuperacion etanolica de carotenoides del maiz fue mayor que la
obtenida tras 300 min de extraccion con agitacion (condiciones no especificadas). Khan

et al. (2010) observaron que la extraccion de fendlicos totales de piel de naranja en
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presencia de US (25 kHz, 90 W) durante 10 min alcanzaba el mismo rendimiento que la
extraccion Soxhlet en 60 min, trabajando a 40 °C y utilizando EtOH:H,0 al 80% (v/v)
como disolvente. Mientras que Virot et al. (2010), en 20 min de extraccion asistida por
US (25 kHz, 150 W), obtuvieron la misma cantidad de compuestos fendlicos que tras
45 min de extraccion con agitacion (condiciones no especificadas) a partir de orujo de
manzana. Por su parte, Chittapalo et al. (2009) concluyeron que los US (20 kHz,
40 — 100 W) reducian de 120 min (extraccion control) a 10 min el tiempo necesario para

la extraccion de proteinas del salvado de arroz, utilizando agua destilada a pH = 11.

4.3.2.1. Modelizacion

Con el fin de describir mateméaticamente el proceso de extraccion acuosa de
compuestos fenolicos y capacidad antioxidante del orujo fermentado a diferentes
temperaturas, tanto bajo condiciones de agitacion como de asistencia acustica, se utilizé
el modelo de Weibull (ecuacion [3.15]).

En primer lugar, aceptando una concentracion inicial nula (Co = 0), se realiz la
identificacion de los pardmetros del modelo. Para ello se hizo uso de los resultados
obtenidos bajo las diferentes condiciones experimentales. Los parametros a identificar
para cada set de condiciones de operacién fueron no sélo o y B, sino también la

concentracion de equilibrio (Ceg).

Una vez identificados los tres parametros para cada experimento, se observé que
el pardmetro o variaba con la temperatura de extraccion segin una ecuacion tipo
Arrhenius, tal y como se ha propuesto previamente en la bibliografia (Eim et al., 2013).
También se observo que la Ceq variaba linealmente con la temperatura (K), tanto en los
experimentos asistidos acusticamente como en los realizados con agitacion. De modo
que para representar dicho efecto se propuso la ecuacion [4.6], donde a y Ceqo SON

constantes:

[4.6]

Por su parte, el pardmetro B presentd dos comportamientos distintos en funcion
de la presencia/ausencia de US durante el proceso de extraccion. En los experimentos de
extraccion control, B se mantuvo constante e independiente de la temperatura (K);
mientras que en los experimentos de extraccion acustica, el parametro B exhibié una

dependencia tanto con el tiempo de extraccion como con la temperatura, que pudo ser
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representada adecuadamente de acuerdo con las ecuaciones [4.7], [4.8] y [4.9], donde

Boa, Pob, B1a Y P1p SON constantes:

[4.7]
[4.8]
[4.9]

El hecho de que B varie durante el proceso de extraccion en los experimentos
con asistencia acustica podria ser indicativo de que no solo existe un claro efecto de los
US, sino también que éste depende del tiempo de aplicacion de los mismos en el

sistema.

A continuacion, se procedio a la identificacion simultinea de todo el conjunto de
parametros del modelo de Weibull modificado (ecuaciones [3.15], [3.16] y [4.6] a [4.9])
para la extracciéon de cada uno de los atributos objeto de estudio. Para ello se hizo uso
de los resultados experimentales obtenidos (compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante de los extractos) a diferentes tiempos de extraccion y temperaturas.

En los experimentos de extraccion control, se considerd B constante y, por tanto,
unicamente se identificaron cinco parametros (Ceqo, &, 0o, Ea, B). Por otro lado, debido a
la dependencia de la temperatura y del tiempo observada para el pardametro B en
presencia de US, se identificaron un total de ocho parametros (Ceqo, @, 0o, Ea, Boa, Bob,

B1a, P1p) €N los experimentos de extraccion acustica.

En la Tabla 4.35 se presentan los valores de los parametros identificados para
los modelos representativos de la extraccion de compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante del orujo fermentado, junto con sus intervalos de confianza (IC) y los
correspondientes errores estandar asociados (ES). Como puede observarse en dicha
tabla, algunos de los intervalos de confianza fueron amplios y los errores estandar
asociados ligeramente elevados, ambos aspectos como consecuencia directa de la
identificacion simultanea de un elevado nimero de parametros. En cualquier caso, los
valores simulados obtenidos al prescindir de alguno de ellos no fueron adecuados, por

lo que se decidié mantenerlos.

De acuerdo con los parametros identificados y en funcion de la temperatura para

el rango 20 — 50 °C, en los experimentos de extraccion control, los valores de a
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(ecuacion [3.16]) variaron entre 35.6 y 22.1 min para el contenido de fenolicos totales
de los extractos, y entre 56.7 y 13.5 min y entre 1066.7 y 169.4 min, para la capacidad
antioxidante, evaluada segun los métodos ABTS y FRAP, respectivamente. En el caso
de la extraccion acustica, los valores de a oscilaron entre 64.5 y 54.1 min, entre 109.1 y
78.8 min, y entre 58.9 y 38.0 min, para el contenido de fenolicos totales y la capacidad
antioxidante segin ABTS y FRAP, respectivamente. Dado que los modelos utilizados
para simular la extraccion convencional y la acUstica no son equivalentes, puesto que en
la ultima el efecto de la temperatura se tiene en cuenta tanto en o como en [, los valores

del parametro a. no son comparables entre ambos tipos de extraccion.

En cualquier caso, tal y como puede observarse, independientemente del tipo de
extraccion, los valores del parametro o disminuyeron con la temperatura, fenémeno
previamente observado en la modelizacion de la extraccién de saponinas de las pepitas
de quinoa (Quispe-Fuentes et al., 2013) y de p-caroteno del escaramujo (fruto del rosal
silvestre) (Sturzoiu et al., 2011), mediante el modelo de Weibull en el rango de
temperaturas 20 — 60 °C y 25 — 55 °C, respectivamente.

Segun Sturzoiu et al. (2011), el pardmetro o esta relacionado con la inversa de la
constante de velocidad (k). De modo que, teniendo en cuenta la relacion directamente
proporcional existente entre la temperatura y la velocidad de extraccion (Cacace and
Mazza, 2003), se justifica el comportamiento de o en el presente estudio, observandose
una mayor velocidad de extraccion cuanto menor es el valor de a. Asi pues, de entre las
tres temperaturas en estudio, puede afirmarse que a 50 °C la extraccién de los
compuestos fendlicos y de la capacidad antioxidante del orujo fermentado tuvo lugar
mas rapidamente, tanto en condiciones de agitacién como de asistencia acustica. Otros
autores también observaron un incremento de la velocidad de extraccion con la
temperatura, aunque los modelos matematicos propuestos para describir la cinética del
proceso fueron diferentes: Bucic-Kojic et al. (2007), en la extraccion de compuestos
fenolicos de pepitas de uva blanca a temperaturas comprendidas entre 20 y 80 °C,
utilizando el modelo de Peleg; Sant’Anna et al. (2012a; 2012b) en la extraccion de
compuestos fendlicos y antocianos del orujo de uva tinta entre 25 y 50 °C, haciendo uso
de un modelo de pseudo-primer orden; y Sturzoiu et al. (2011), en la extraccion de f-
caroteno del escaramujo en el intervalo de temperaturas 25 — 45 °C, aplicando los
modelos Power Law, Peleg y Weibull.



Tabla 4.35. Extraccion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante del orujo fermentado a diferentes temperaturas en ausencia/presencia de US.

Parametros identificados del modelo de Weibull modificado, intervalos de confianza (IC) y error estandar asociado a cada parametro (ES).

Fendlicos totales ABTS FRAP
Valor IC ES Valor IC ES Valor IC ES
0o (s)  12.430 [-32.732,57.592]  16.552 6.653.10" [-6.248:10% 7.578.10°] 2.534.10° 1.579-10* [-5.874-107° 6.189-10°] 2.221.10°

E. (kJ/mol)  12.536 [2.816 , 22.256] 3.563 37.634 [9.438 , 65.829] 10.334 48.286 [-53.372, 149.943] 37.437
Control ® Ceqo (Mg/100 gbs)  -2228 [-2630 , -1825] -148 -2331 [-3615, -1047] -471 -2221 [-17305, 12863] -5555
a(l/K)  8.658 [6.893, 10.422] 0.647 9.378 [3.515, 15.241] 2.149 10.939 [-58.177 , 80.055] 25.453
B 0.645 [0.577,0.712] 0.025 0.623 [0.507 , 0.738] 0.042 0.598 [0.482,0.715] 0.043
0o (s) 584.926  [123.701,1046.151] 169.855 196.960  [-737.290,1.131.210]  340.465 31.616 [-113.465 , 176.696] 52.871
E.(kJ/mol)  4.601 [2.615, 6.588] 0.731 8.536 [-3.871, 20.943] 4521 11.489 [-0.2224 , 23.202] 4.268

Ceqo (Mg/100 g bs)  -3371 [-3659 , -3083] -106 804 [-3227 , 4834] -1469 -4278 [-5.565, -3.301] -529
a(l/K) 13971 [12.734 ,15.207] 0.455 1.707 [-16.970 , 20.383] 6.806 17.591 [10.828 , 24.354] 2.465
VS Boa  3.081 [2.631,3.532] -0.165 4.173 [3.108 , 5.238] -0.388 3.529 [2.317 ,4.742] -0.442
Bos (10°) (1/K)  -8.679 [-10.640,-6.718]  0.720 -12.230 [-17.137 , -7.322] 1.788 -10.230 [-15.657 , -4.802] 1.978

B (10%)  2.082 [0.544 , 3.620] 0.565 -1.208 [-3.204, 0.788] 0.727 1.525 [-0.744 , 3.793] 0.827
B (10°) (1/K)  -5.758 [-10.815 , -0.701] 1.856 5.104 [-1.222 , 11.430] 2.305 -3.695 [-10.961 , 3.571] 2.648

& Extraccion bajo condiciones de agitacion mecanica.
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No obstante, cabe indicar que el incremento de la velocidad de extraccion con la
temperatura no se mantiene de forma indefinida, dado que la mayoria de compuestos
bioactivos son termol&biles, siendo susceptibles a sufrir degradacion a temperaturas mas
elevadas (Hojnik et al., 2008), disminuyendo en ese caso la constante de velocidad

observada.

La interpretacion del pardmetro o como constante de reaccion cinética
dependiente de la temperatura (K) de acuerdo con una ecuacion tipo Arrhenius
(ecuacion [3.16]), permite estimar la energia de activacion (E,) del proceso de
extraccion. Esta se entiende como la barrera energética que los compuestos bioactivos
del orujo fermentado deben superar con el fin de abandonar la matriz del residuo de
vinificacion. A partir de los resultados experimentales y de acuerdo con los parametros
cinéticos identificados, las E, estimadas fueron, respectivamente, en la extraccion
control y en la extraccion asistida por US: 12.5 kJ/mol y 4.6 kJ/mol para los compuestos
fendlicos, 37.6 kJ/mol y 8.5 kJ/mol para la capacidad antioxidante segin el método
ABTS vy, 48.3 kd/mol y 11.5 kJ/mol para la capacidad antioxidante segun el método
FRAP. Tal y como cabria esperar, la presencia de US disminuyo la E, del proceso de

extraccion acuosa del orujo para todos los atributos en estudio.

De acuerdo con la clasificacion descrita por Wang et al. (2002), si la
Ea es inferior a 20 kJ/mol, la extraccion esta controlada por el proceso de difusion y si la
E. es superior a 40 kJ/mol, esta gobernada por el proceso quimico de solubilizacion. Por
el contrario, para valores de E; comprendidos entre 20 y 40 kJ/mol, la extraccién denota
un control de régimen mixto. En base a ello, los valores estimados para la E, sugieren
un régimen difusivo como controlante del proceso de extraccion control de los
compuestos fendlicos, asi como de la extraccion acustica de todos los parametros en

estudio, para el rango de temperaturas de 20 a 50 °C.

Los valores estimados para la E, estan de acuerdo con los descritos en la
bibliografia para cinéticas de extraccion de diferentes compuestos bioactivos de
productos y/o subproductos de origen vegetal (Tabla 4.36). En cualquier caso, cabe
indicar que el intervalo de valores publicados es bastante amplio debido a que la E;
depende de diversos factores del proceso de extraccion, tales como la matriz del
material, el biocompuesto objeto de la extraccion, el pretratamiento de la muestra y el
disolvente utilizado, entre otros (Sant'/Anna et al., 2012a).



— ultrasonidos de potencia; RSM, metodologia de superficie de respuesta.
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Tabla 4.36. Evidencia bibliogréfica del orden de magnitud de la energia de activacion (E,) de procesos de extraccion de compuestos bioactivos de productos

. Res
de origen vegetal. ulta
- - dos
Material Biocompuestos E. (kJ/mol) Modelo utilizado Condiciones de extraccion Ref_erer]c!a y
a extraer bibliografica Dis
Fendlicos totales 75.3-76.7° o o cus
Grosellas negras Antoci 7079713 Modelo de difusion S-L con agitacion T2 = 25 — 60 °C Cacace et al. (2003) ion
ntocianos 7-97.
b c
Comino de prado Carvona 147y 4.1 : S-L con agitacion versus extraccion
(Carum carvi) Limoneno 120y 175 Modelo de primer orden asistida con US (T% = 20 — 55 °C) Chemat et al. (2004)
Pepitas de uva blanca Fendlicos totales 1.1-7.7° Modelo de Peleg S-L2 con agitacion T2 = 20 — 80 °C BUC'C(';)%J;(; etal
. S . a Modelo de pseudo-segundo i i o Rakotondramasy-
Fumaria officinalis L. Protopina 3.2-52 orden S-L con agitacion T2 =15 -75°C Rabesiaka et al. (2007)
. . b c Modelo de segundo orden S-L con agitacidn versus extraccion
Piel de naranja Flavanonas 34.2°y 6.3 (RSM) asistida con US (T° = 10 — 40 °C) Khan et al. (2010)
Hierbas de mate Solidos solubles en agua 143+15 Modelo de segundo orden S-L con agitaciéon T2 =40 -70°C Linares et al. (2010)
Piel de granada Fendlicos totales 145 Modelo de segundo orden S-L con agitacion T2 =25 -95°C Qu et al. (2010)
. . Extraccion asistida con US
Maiz Carotenoides 44.6 Ta =98 _389C Yeetal. (2011)
Orujo de uva tinta Antocianos 29.5 Modelo de pseudo-primer S-L con agitacion T2 =25 - 60 °C Sant’ Anna et al.
orden (2012a)
Orujo de uva tinta Fendlicos totales 23.0 Modelo de pseudo-primer S-L con agitacion T2 = 25 - 60 °C Sant’Anna et al.
orden (2012b)
Pepitas de uva tinta Fendlicos totales 24.2 Modelo de difusion S-L con agitacion T2 =25 -80°C BUC'C(;)Oljg): etal
. . . Modelos de Page, Weibull y i i o Quispe-Fuentes et al.
Pepitas de quinoa Saponinas 114 de Henderson-Pabis S-L con agitacion T2 = 20 — 60 °C (2013)

2 Segln diferentes disolventes; ® condiciones control S-L; ¢ extraccion asistida por US; ¢ segin diferentes tamafios de particula; S-L, extraccion sélido-liquido; US,
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Como se ha indicado previamente, en el modelo de Weibull, el exponente B es
un pardmetro de forma caracteristico del material, que se asimila como un indice de su
comportamiento durante el proceso de extraccion (Sturzoiu et al., 2011). Cuando este
parametro es igual a la unidad, el modelo se corresponde con una cinética de primer
orden, presentando una velocidad de extraccion constante a lo largo del proceso (Eim et
al., 2013). No obstante, cuando B < 1 la cinética de extraccion adquiere forma convexa,
presentando una velocidad que disminuye con el tiempo; y cuando B > 1, la cinética
asume una forma céncava y la velocidad de extraccion aumenta progresivamente con el
tiempo (Odriozola-Serrano et al., 2008). La concavidad y convexidad de las cinéticas de

extraccion seran tanto més acentuadas cuanto mas se aleje de la unidad el valor de .

En lo que respecta a los experimentos de extraccion control, B fue constante,
dado que no presenté diferencias significativas (p > 0.05) con la temperatura en el rango
de 20 a 50 °C para ninguno de los parametros en estudio. Los valores estimados de f
fueron 0.645, 0.623 y 0.598 para los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante,
segun los métodos ABTS y FRAP, respectivamente. Se trata de valores inferiores a la
unidad, similares a los observados previamente en la bibliografia para la extraccion de
saponinas de las pepitas de quinoa (B = 0.206 — 0.305) (Quispe-Fuentes et al., 2013) y
de B-caroteno del escaramujo (B = 0.424 — 0.644) (Sturzoiu et al., 2011).

En el presente estudio, el hecho de que B < I en la extraccion control de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del orujo fermentado es indicativo de
que la velocidad del proceso disminuyd con el tiempo para el intervalo de temperaturas
tratado. Este comportamiento ha sido previamente observado en la bibliografia para
diferentes sistemas de extraccion (Bucic-Kojic et al., 2007; Sturzoiu et al., 2011;
Sant'Anna et al., 2012a; Sant’Anna et al., 2012b; Quispe-Fuentes et al., 2013).

La substitucion de la agitacion mecanica por los US es la Unica diferencia entre
los experimentos de extraccion control y los de extraccion acustica. De modo que el
diferente comportamiento de B debe atribuirse al efecto de los US. Tal y como se ha
establecido en las ecuaciones [4.7], [4.8] y [4.9], se observo que B dependia del tiempo
de extraccion y de la temperatura de trabajo. Dado que el pardmetro P es una
caracteristica propia del material y los US se caracterizan por su capacidad de modificar
la estructura y caracteristicas del mismo, se justifica que el parametro B pueda sufrir

variacion a medida que avanza el proceso de extraccion acustica.



Resultados y Discusion

En la Figura 4.24 se representan los valores del parametro  estimados para los
experimentos de extraccion acustica. En dicha figura se observa que B cambia de forma
significativa con el tiempo y la temperatura de extraccion, presentando dos
comportamientos distintos al variar desde valores menores hasta mayores a la unidad a

lo largo del proceso de extraccion a cada temperatura dada.
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Figura 4.24. Representacion del parametro B en funcién de la temperatura (20 — 50 °C) y del
tiempo, para el proceso de extraccion acustica de compuestos fendlicos (A) y capacidad

antioxidante, segun los métodos ABTS (B) y FRAP (C), del orujo fermentado.
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Si comparamos la representacion del comportamiento de B (Figura 4.24) con la
forma de las curvas de extraccion acustica de los compuestos fendlicos (Figura 4.21) y
de la capacidad antioxidante segun los métodos ABTS (Figura 4.22) y FRAP
(Figura 4.23), se observa que: en el momento en que 3 pasa de valores inferiores a 1 a
valores superiores a 1, la cinética de extraccion empieza a adquirir una forma
ligeramente concava. Todo ello hace que la velocidad de extraccion, que hasta el

momento disminuia con el tiempo, empiece a incrementarse con el mismo.

Cabe apuntar que Odriozola-Serrano et al. (2008) ya observaron una
dependencia exponencial para el parametro B del modelo de Weibull, concretamente
con el campo eléctrico aplicado a zumo de tomate para evitar la degradacion de sus
compuestos bioactivos y de su capacidad antioxidante durante el almacenamiento.

4.3.2.2. Simulacion de las curvas de extraccion

Haciendo uso de los pardmetros identificados para el modelo de Weibull
modificado (Tabla 4.35), se simularon las curvas de extraccion de los compuestos
fenolicos del orujo fermentado y la capacidad antioxidante de los extractos a diferentes
temperaturas en ausencia/presencia de US. En la Figura 4.25 a Figura 4.27, se
representan los valores simulados por el modelo de Weibull modificado frente a los
resultados experimentales para los tres atributos en estudio, asi como el ajuste del
modelo, y los correspondientes intervalos de confianza (p < 0.05) y limites de

prediccién (p < 0.05).

Independientemente de la variabilidad experimental, principalmente atribuible a
la heterogeneidad de la materia prima y al error asociado a las determinaciones
analiticas, se obtuvo una elevada correlacion entre ambos grupos de datos,
experimentales y calculados, para todos los atributos en estudio, presentando un elevado

ajuste en todos los casos (r* > 0.992).

Con el objeto de evaluar estadisticamente la precision de los modelos
matematicos propuestos y, por tanto, su capacidad para representar los resultados
experimentales y predecir variaciones en el sistema, se estimaron el porcentaje de error
relativo medio (ERM) y el porcentaje de varianza explicada por el modelo (VAR) para
las diferentes condiciones de extraccion. Cuanto menor es el ERM y mas cercano a 100
el porcentaje de VAR, mejor es la bondad de la simulacién proporcionada por el modelo
(Bas and Boyaci, 2007).
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Figura 4.25. Comparacion entre los valores del contenido de fenolicos totales simulados
por el modelo de Weibull modificado y los obtenidos experimentalmente durante el
proceso de extraccion acuosa del orujo fermentado a diferentes temperaturas.

Experimentos de extraccion control (A) y de extraccion acustica (B).
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Figura 4.26. Comparacion entre los valores de capacidad antioxidante (método ABTS)
simulados por el modelo de Weibull modificado y los obtenidos experimentalmente durante el
proceso de extraccion acuosa del orujo fermentado a diferentes temperaturas. Experimentos de

extraccion control (A) y de extraccion acustica (B).
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Figura 4.27. Comparacion entre los valores de capacidad antioxidante (método FRAP)
simulados por el modelo de Weibull modificado y los obtenidos experimentalmente durante el

proceso de extraccion acuosa del orujo fermentado a diferentes temperaturas. Experimentos de
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extraccion control (A) y de extraccién acustica (B).
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Tal y como puede observarse en la Tabla 4.37, los valores de ERM
fueron < 7.0% vy los porcentajes de VAR > 97.9%, indicando la validez de los modelos
matematicos propuestos. Atendiendo a los valores medios de ambos pardmetros
estadisticos (Tabla 4.37), puede afirmarse que los modelos propuestos simularon
satisfactoriamente la extraccion de los compuestos fenolicos y de la capacidad
antioxidante del orujo fermentado para todas las temperaturas en estudio, tanto bajo

condiciones de agitacion mecénica (control) como de asistencia acustica.

Tabla 4.37. Error relativo medio (ERM) y varianza explicada (VAR). Comparacion entre los
valores experimentales y simulados mediante el modelo de Weibull modificado. Extraccion de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del orujo fermentado a diferentes temperaturas

en ausencia/presencia de US.

Fendlicos totales ABTS FRAP
T2 (°C)
ERM (%) VAR (%) ERM (%) VAR (%) ERM (%) VAR (%)
20 2.4 99.6 7.2 97.5 8.1 97.2
35 1.4 99.9 5.0 98.3 8.7 97.6
Control 2
50 25 99.5 2.6 99.2 4.4 99.0
Media 21+0.6 99.7+0.2 49+23 98.3+0.9 70+23 97910
20 5.1 98.6 4.6 98.5 6.9 98.0
35 3.8 98.9 2.7 99.0 4.2 98.3
us
50 1.7 99.4 1.6 99.4 2.2 99.2

Media 35+17 99.0%x04 30+15 99.0%+05 44+24 985%0.6

& Extraccion bajo condiciones de agitacion mecanica; US, ultrasonidos de potencia.

Adicionalmente, la validez de los modelos propuestos se evalud en base a la
distribucion de los residuos. En la Figura 4.28 se representan los residuos frente a los
valores calculados en base normalizada. La normalizacion de los datos se realizo
dividiendo cada uno de ellos por la concentracion final calculada mediante el modelo de
Weibull modificado para cada temperatura en estudio (t = 1 h). Tal y como se observa,
los residuos presentaron una distribucion aleatoria y proxima a cero (-0.10 <y < 0.10).
Asi mismo, el test de Shapiro confirmd que la distribucion de los residuos puede
considerarse normal (p < 0.05) para las tres temperaturas y los dos tipos de extraccién

considerados.
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Figura 4.28. Representacion de los residuos frente a los valores calculados mediante el modelo
de Weibull modificado en base normalizada. Distribucion de los residuos de la extraccion de
fendlicos totales y capacidad antioxidante del orujo fermentado a diferentes temperaturas y en
ausencia/presencia de US.

De acuerdo con la elevada concordancia entre los valores experimentales y los
simulados, y con la distribucion normal y aleatoria de los residuos, puede concluirse que
el modelo de Weibull modificado permite predecir con elevada precision las curvas de
extraccion de los compuestos fendlicos y de la capacidad antioxidante del orujo

fermentado, asistida o no por US, en el rango de temperaturas comprendido
entre 20 y 50 °C.
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5. CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado, se detallan a continuacion las conclusiones mas

relevantes que pueden extraerse a partir de la experimentacion realizada:

Diferenciacion de la calidad vitivinicola ligada al origen geografico

= Se ha propuesto una metodologia para discriminar entre indicaciones vitivinicolas
de calidad, en base a las caracteristicas de la uva y de los atributos agroclimaticos
del terroir, sin incluir el factor humano.

= La metodologia propuesta se ha validado en el caso de las IGPs y DOs
vitivinicolas de las Islas Baleares, corroborando asi su existencia historica.
Asimismo, con este estudio se ha proporcionado a sus consejos reguladores el
aval cientifico necesario para justificar, frente al Reglamento Europeo (CE)
n° 479/2008, la vinculacién geografica de dichas indicaciones vitivinicolas de
calidad a su zona de produccion.

= Se ha justificado la importancia/necesidad de conocer el origen geografico de un
vino como producto final y/o de los residuos de vinificacion como subproductos

del proceso, como punto de partida para su caracterizacion fisico-quimica.

Estudio del terroir. Indicaciones Geograficas Protegidas de las Islas Baleares

o Independientemente de la variedad de uva considerada, Merlot o Cabernet
Sauvignon, los vifiedos-muestra de las cuatro IGPs de las Islas Baleares se
distribuyeron en cuatro grupos diferenciados como resultado de la aplicacion
del ACP sobre las caracteristicas fisico-quimicas de la uva, la textura y
fertilidad del suelo, y las condiciones climaticas y de paisaje de sus vifiedos.

= Los tres primeros componentes principales que resultan de la aplicacion del
ACP identificaron conjuntamente los diferentes patrones de comportamiento
de los vifiedos-muestra en base a su origen geogréafico, explicando el 68% vy
70% de la varianza total de la base de datos correspondiente a las variedades
Cabernet Sauvignon y Merlot respectivamente.

s De acuerdo con los resultados del ACP, se atribuye un rol especifico a cada
uno de los tres primeros componentes principales: dos representativos del
medio natural del vifiedo o de los descriptores agroclimaticos, y un tercero,

especifico de los atributos de la materia prima.

237



Tesis Doctoral — M.R. Gonzalez-Centeno

o La temperatura maxima y el contenido de limos del suelo del vifiedo fueron
los descriptores mas importantes del patron de distribucion de los vifiedos-
muestra en el plano ACP.

Estudio del efecto de la afiada y de la variedad de uva. Denominaciones de Origen

de las Islas Baleares

o Al considerar las tres variables en estudio sobre la diferenciacion de la
calidad vitivinicola ligada al origen geogréfico, el efecto de la afiada fue el
que presentd una mayor capacidad de discriminacion entre los vifiedos-
muestra, seqguido del correspondiente al origen de produccién, y finalmente
del efecto de la variedad.

o Al analizar de forma conjunta el efecto de la afiada y del origen de
produccidén sobre la clasificacion de los vifiedos-muestra de cada una de las
variedades de uva objeto de estudio, Merlot y Cabernet Sauvignon, el 100%
de los vifiedos-muestra considerados se clasificaron correctamente en funcion
de la afiada para ambas variedades por aplicacion del analisis discriminante.
Un papel especifico pudo atribuirse a cada una de las dos primeras funciones
discriminantes: la FD1 representd la diferenciacion de los vifiedos-muestra
segun la afiada, y la FD2, segun el origen de produccion.

o Al considerar por separado los vifiedos-muestra de 2009 y 2010 y evaluar su
agrupacion en funcion de la variedad de uva y del origen de produccién, la
aplicacion del andlisis discriminante permitio la correcta clasificacion del
100% de los vifiedos-muestras de acuerdo con la denominacién de origen a la
que pertenecen. En este caso, el papel especifico atribuido a las dos primeras
funciones discriminantes fue la separacion de los vifiedos-muestra en funcion
del origen de produccion para la FD1, y en funcion de la variedad de uva,
para la FD2.

o Los resultados del analisis discriminante corroboraron los obtenidos de forma
preliminar a partir del analisis de clisters, sobre la asociacién natural de los
vifiedos-muestra de cada DO para dos afiadas consecutivas y dos variedades

de uva.

Caracterizacion de los residuos de vinificacion

= El orujo y el raspdn constituyen fuentes potenciales de fibra dietética de calidad y

compuestos fenolicos con elevada capacidad antioxidante, destacandose una
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importante variabilidad cualitativa y cuantitativa de acuerdo con el tipo de

subproducto y la variedad de uva considerada.

Fraccion de fibra dietética

s Ambos subproductos de vinificacion, orujo y raspon, resultaron ser fuentes
equilibradas de fibra de alta calidad, dado su alto contenido en fibra dietética
(53 — 94 %, bs), sus adecuadas propiedades funcionales (capacidad de
retencion de agua: 3.8 — 10.7 g agua/g AIR; capacidad de retencion de
lipidos: 3.8 — 6.6 g aceite/g AIR) y su ratio FI/FS comprendido entre 1.0 y
2.3, que permite beneficiarse de los efectos fisiologicos, nutricionales y
tecnoldgicos asociados a ambas fracciones de fibra, soluble e insoluble.

o Las pectinas fueron el principal polisacérido de las paredes celulares del orujo
(33 — 54% CWP), mientras que en el raspon la celulosa fue el componente
mayoritario (40 — 49% CWP), si bien este ultimo subproducto también
constituye una importante fuente de pectinas (27 — 41% CWP).

s En ambos subproductos, las pectinas presentaron un bajo grado de
metil-esterificacion (DME < 40%).

Fraccion fendlica

o En general, pese a que ambos subproductos de vinificacién mostraron un alto
contenido en fendlicos totales, el del raspén fue entre 1.5 y 2.5 veces mayor
que el correspondiente al orujo de la misma variedad. EI mismo
comportamiento se observd para la capacidad antioxidante, pues al comparar
los resultados experimentales el raspdn presentd un mayor potencial,
independientemente de la técnica analitica utilizada (ABTS, CUPRAC,
FRAP, ORAC). Concretamente, para las variedades Callet, Macabeu,
Parellada y Premsal Blanc, la capacidad antioxidante del raspon fue entre 1.3
y 2.5 veces mayor que la de sus orujos.

o Se ha realizado una comparacion y descripcion detallada de la composicion
flavan-3-olica de ambos residuos para diferentes variedades de uva (Vitis
vinifera L.), observandose un perfil propio y caracteristico en cada caso. En
general, los orujos presentaron un mayor contenido de monémeros (43 — 71%
del total de flavan-3-oles) y trimeros (5 — 9% del total de flavan-3-oles), pero
menor cantidad de dimeros (23 — 48% del total de flavan-3-oles), que los
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correspondientes raspones (monomeros: 30 — 50%, y dimeros: 50 — 70% del
total de flavan-3-oles).

s En general, los valores del grado medio de polimerizacion (mDP) de las
proantocianidinas o taninos condensados fueron mayores para los orujos
(MDPorjo = 4.5 — 10.1) que para el correspondiente raspon de la misma
variedad (MDPyaspen = 4.6 — 8.5). Las subunidades terminales y de extension
identificadas fueron exactamente las mismas para ambos residuos. En cuanto
a la proporcion de las diferentes subunidades de extension, orujo y raspon
presentaron una composicion muy similar. No obstante, se observaron
importantes diferencias en la composicion de la fraccion de subunidades
terminales: mientras que el raspdn estd principalmente constituido
por (+)-catequina con una limitada participacion de (-)-epicatequina
y  (-)-epicatequina-3-O-galato, el correspondiente orujo de |la
misma variedad presentd una contribucibn mas equilibrada de
(+)-catequina y (-)-epicatequina, presentando entre 2 — 4 veces mayor
porcentaje de (—)-epicatequina-3-0O-galato.

o El raspon de las variedades autdctonas destacd, de entre las 10 variedades en
estudio, por su mayor contenido en fendlicos totales (TP) y mayor capacidad
antioxidante, especialmente en el caso de la variedad Callet
(TP = 11525 + 886 mg GA/100 g bs).

Extraccién acuosa de compuestos bioactivos asistida acusticamente

= Se ha validado el uso de los ultrasonidos de potencia como técnica para mejorar el
proceso de extraccion acuosa de compuestos fendlicos a partir de orujo fresco y
fermentado. La aplicacion de los ultrasonidos de potencia mejora el rendimiento
y/o eficiencia del proceso con respecto a la extraccién convencional (con
agitacion mecanica).

= El uso de los ultrasonidos de potencia ha permitido utilizar el agua como
disolvente de extraccion, obteniendo porcentajes de extraccion adecuados con

respecto a los reportados en la literatura utilizando disolventes organicos.

Experimentos con un plato transductor de ultrasonidos de potencia

o Se ha estudiado el efecto de la frecuencia y potencia de ultrasonidos sobre el
proceso de extraccion, aplicando para ello la metodologia de superficie de

respuesta. Se ha observado que ambas variables acusticas condicionan de
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forma significativa el proceso de extraccion, siendo necesaria su optimizacion
para incrementar el rendimiento del proceso.

o Los datos experimentales de la extraccion de compuestos fendlicos y
flavonoles asistida acusticamente, y de la capacidad antioxidante de los
extractos, determinada mediante las técnicas CUPRAC y FRAP, se ajustaron
de forma significativa a un modelo cuadratico (p < 0.05), capaz de explicar
satisfactoriamente el comportamiento del sistema y de predecir por
interpolacion las respuestas en el dominio experimental considerado.

o Se observo un incremento lineal y progresivo del rendimiento de extraccion
con la potencia acustica aplicada y el tiempo de operacion. De modo que, en
proximos trabajos, seria interesante evaluar el comportamiento del sistema
para valores mas elevados de ambos parametros.

s Mediante la aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta, se
estimaron las condiciones éptimas para la maxima extraccién acUstica de
compuestos fendlicos, flavonoles y capacidad antioxidante del orujo,
utilizando agua como disolvente. Los valores oOptimos obtenidos fueron

40 kHz de frecuencia, 150 W/L de potencia y un tratamiento de 25 min.

Experimentos con una sonda de ultrasonidos de potencia

= Se ha estudiado la cinética del proceso de extraccion acustica, asi como el
efecto de la temperatura sobre las mismas, utilizando como control un
proceso convencional de extraccion con agitacion mecanica. Se observo un
aumento progresivo Y significativo del contenido de fendlicos totales y de la
capacidad antioxidante de los extractos a medida que aumentaba la
temperatura, alcanzando los valores mas altos en el caso de la extraccion
asistida acusticamente.

= La aplicacién de ultrasonidos de potencia mejord el proceso de extraccion.
Asi, segin los resultados experimentales obtenidos, las extracciones
convencionales de compuestos fenodlicos a 35 y 50 °C no presentaron
diferencias significativas (p > 0.05) con las asistidas por ultrasonidos a 20 y
35 °C, respectivamente. En cuanto al tiempo de extraccién, la extraccion
acustica necesito del orden de 3, 4 y 8 veces menos tiempo, a 20, 35y 50 °C,
que la extraccion control para obtener extractos con las mismas

caracteristicas.
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o Las curvas de extraccion obtenidas para el contenido de fenolicos totales y

capacidad antioxidante, segin los métodos ABTS y FRAP, del orujo fueron
representadas adecuadamente mediante el modelo de Weibull modificado
(valores medios de la varianza explicada > 97.9%, y del error relativo medio,
< 7.0%), tanto para procesos de extraccion control como de extraccion
acustica, dentro del rango de temperaturas 20 — 50 °C. Se observo una elevada
correlacion (r* > 0.992) entre los valores experimentales y los calculados para
todos los atributos en estudio.

La aplicacion del modelo de Weibull modificado indicé que el pardmetro o se
ajusta adecuadamente a una ecuacion tipo Arrhenius para los tres atributos en
estudio, siendo las E; estimadas de 12.5, 37.6 y 48.3 kJ/mol para la extraccion
convencional de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante segun los
métodos ABTS y FRAP, respectivamente; y de 4.6, 8.5 y 11.5 kJ/mol para las
correspondientes extracciones acusticas. Tal y como cabia esperar, la
presencia de los ultrasonidos disminuyd la E, del proceso.

El parametro B del modelo de Weibull mostré dos comportamientos distintos
en funcidn del tipo de extraccidn: mientras que en la extraccion control, B fue
constante e independiente de la temperatura; en la extraccion asistida por
ultrasonidos, B varié significativamente no sélo con la temperatura sino

también con el tiempo.
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Recomendaciones

6. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se plantean a

continuacion una serie de aspectos del mismo por donde podria continuar la

investigacion:

Validacion con otras regiones vitivinicolas de la metodologia propuesta para
evaluar la calidad ligada al origen geografico.

. Estudio del efecto de la variedad sobre la fraccidén de antocianos y flavonoles del

orujo y del raspon.

Estudio del efecto de la afiada sobre la composicion fendlica del orujo y raspon de
diferentes variedades Vitis vinifera L.

Estudio de viabilidad de la incorporacion en alimentos de extractos de fibra

antioxidante, procedente del orujo y del raspon, como ingrediente funcional.

IV.a. Andlisis de la influencia del ingrediente funcional sobre la matriz del
alimento: modificaciones fisicas, quimicas y microbiol6gicas que tienen

lugar como consecuencia de la adicion.
IV.b. Estudio de aceptacion por parte del consumidor.

Estudio del proceso de extraccion acuosa de compuestos fendlicos del raspon

asistida acusticamente.
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7. NOMENCLATURA

Ao

ABTS
AC
ACP
AD
AIR

ANOVA
AP

Ara
AUC
BBD

CP
CUPRAC
CWP
DME

DO

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.6])
Absorbancia inicial o del blanco

Absorbancia final

Acido 2,2’-Azinobis(3-etilBenzoTiazolina-6-Sulfonico)
Analisis de Clusters

Anaélisis de Componentes Principales

Anélisis Discriminante

Residuo insoluble en alcohol (concentrado de fibra, del inglés Alcohol Insoluble
Residue)

Anélisis de varianza (del inglés ANalysis Of VAriance)

Adequate Precision

Arabinosa (monosacarido)

Area bajo la curva (del inglés Area Under the Curve)

Disefio Box-Behnken (del inglés Box-Behnken Design)

NUmero de variables independientes del sistema (Tabla 1.8)

Base humeda

Base seca

NUmero de repeticiones del punto central del disefio (Tabla 1.8)
(+)-catequina

Aducto (+)-catequina-fluoroglucinol

Callet (Vitis vinifera L.)

Calor especifico del disolvente (J/(kg-K), ecuacion [3.12])
Concentracion de equilibrio (modelo de Weibull, ecuacién [3.15])
Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.6])
Concentracion inicial (modelo de Weibull, ecuacion [3.15])
Chardonnay (Vitis vinifera L.)

Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.)

Componente Principal

CUPric Reducing Antioxidant Capacity

Polisacaridos de la pared celular (del inglés Cell Wall Polysaccharides)
Grado de metil-esterificacion (del inglés Degree of Methyl-Esterification)

Denominacion de Origen
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DOBI Denominacion de Origen Binissalem

DOPL Denominacion de Origen Pla i Llevant

E. Energia de activacion (J/mol, ecuacion [3.16])

EAU Extraccién Asistida por Ultrasonidos

EC (-)-epicatequina

EC-P Aducto (-)-epicatequina-fluoroglucinol

ECG (-)-epicatequina-3-galato

ECG-P Aducto (-)-epicatequina-3-galato-fluoroglucinol

EGC (-)-epigalocatequina

EGC-P Aducto (-)-epigalocatequina-fluoroglucinol

ERM Error Relativo Medio (%)

ES Error estandar asociado

FAC Capacidad de retencion de lipidos (propiedad funcional de la fibra, del inglés
Fat Adsorption Capacity)

FD Funcion Discriminante

FI Fibra Insoluble

FI/FS Ratio Fibra Insoluble/Fibra Soluble

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

FS Fibra Soluble

Fuc Fucosa (monosacarido)

GA Acido galico

Gal Galactosa (monosacérido)

GC Cromatografia de gases (del inglés Gas Chromatography)

Glc Glucosa (monosacarido)

Glc (1 M) Glucosa no celulésica

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia (del inglés High-Performance Liquid
Chromatography)

| Intensidad colorante

IB Islas Baleares

IC Intervalos de Confianza

IGP Indicacion Geografica Protegida

k Constante de velocidad

LOF Falta de ajuste (del inglés Lack Of Fit)
m Masa de disolvente (kg, ecuacion [3.12])
Ma Macabeu (Vitis vinifera L.)
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Man
mDP
Me
MN
n
Ntotal
nd
ns

ORAC

Pa
PB

QE

RE
Rha
RSM

Scalc
Sexp
SIG

Sw

Sy

TC

Te

TP

tr

US
UV/Vis

viv

Manosa (monosacéarido)

Grado medio de polimerizacion (del inglés Mean Degree of Polymerization)
Merlot (Vitis vinifera L.)

Manto Negre (Vitis vinifera L.)

NUmero de experimentos (ecuacion [3.18])

Nitrogeno total

No detectado

No significativo

Oxygen Radical Absorbance Capacity

NUmero de términos estadisticamente significativos del modelo matematico
(ecuacion [3.17])

Parellada (Vitis vinifera L.)

Premsal Blanc (Vitis vinifera L.)

Quercetina

Constante universal de los gases ideales (8.314 J/(mol-K), ecuacion [3.16])
Coeficiente de correlacion

Rendimiento de Extraccion

Ramnosa (monosacarido)

Metodologia de Superficie de Respuesta (del inglés Response Surface
Methodology)

Desviacion estandar de los valores calculados por el modelo (ecuacién [3.19])
Desviacion estandar de los valores experimentales (ecuacion [3.19])
Sistemas de Informacion Geogréafica

Hinchamiento (propiedad funcional de la fibra, del inglés Swelling)
Syrah (Vitis vinifera L.)

Tiempo

Temperatura

Tonalidad de Color

Tempranillo (Vitis vinifera L.)

Fendlicos totales (del inglés Total Phenolics)

Trazas

Ultrasonidos de potencia

Ultravioleta/Visible

Volumen

relacion volumen/volumen
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VAR
VT
wiv
w/w

WRC

Xy

X;

X3

Xyl

0o

Bo
Boa
Boo
B1
Bia
Bio
)
0i

Varianza explicada (%)

Vide la Terra

relacion peso/volumen (del inglés weight/volume)
relacién peso/peso (del inglés weight/weight)

Capacidad de retencion de agua (propiedad funcional de la fibra, del inglés
Water Retention Capacity)

Valores calculados por un modelo matematico
Valores experimentales

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM
(ecuacion [1.8])

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM
(ecuacion [1.8])

Valor experimental de la variable independiente del modelo cuadrético utilizado
en la RSM para el punto central (ecuacion [3.13])

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM
correspondiente a la frecuencia de ultrasonidos

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM
correspondiente a la potencia de ultrasonidos

Variable independiente del modelo cuadratico utilizado en la RSM
correspondiente al tiempo de extraccién

Xilosa (monosacérido)

Respuesta predicha por el modelo (ecuacion [1.8])

Parametro cinético del modelo de Weibull (s*, ecuacion [3.15])

Factor pre-exponencial de la ecuacion de Arrhenius (s™, ecuacion [3.16])
Parametro de forma del modelo de Weibull (ecuacion [3.15])

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.7])

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.8])

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.8])

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.7])

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.9])

Parametro del modelo de Weibull modificado (ecuacion [4.9])

Constante del modelo cuadrético obtenido a partir de la RSM (ecuacion [1.8])

Coeficiente de regresion lineal del modelo cuadratico obtenido a partir de la
RSM (ecuacion [1.8])



Nomenclatura

ﬁij

AX
At
AT

;vmax

% G
%P
2-dGlc

Coeficiente de regresién cuadratica del modelo cuadratico obtenido a partir de
la RSM (ecuacion [1.8])

Coeficiente de interaccion del modelo cuadratico obtenido a partir de la RSM
(ecuacion [1.8])

Distancia entre valores experimentales (ecuacion [3.13])
Incremento de tiempo (ecuacién [3.12])
Incremento de temperatura (ecuacion [3.12])

Longitud de onda de maxima absorcién (nm)

Porcentaje de galoilacion
Porcentaje de prodelfinidinas

2-deoxyglucosa (patrdn interno para el analisis de azUcares neutros)
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