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DETERMINATION OF TOTAL POLYPHENOLS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
IN POMACE GRAPE OF THE MALBEC AND TORRONTES RIOJANO VARIETIES

SUMMARY

It is important to move forward in the search for sources of phenolic compounds with antioxidant
activity in abundant and renewable materials, such as the residues of the wine industry. According to
statistical data from the OIV (International Organization of Vine and Wine) Argentina is currently the
fifth world producer of wines. In the province of Catamarca this crop is located mainly in the western
region, due to its climatic and edaphic conditions suitable for its production. According to the National
Institute of Viticulture, in 2015 in the province of Catamarca, 14,746,900 kg of grapes were produced,
almost all of this production was destined for the production of wines and musts. The winemaking
process generates between 25 and 30% of waste from the total production. In this work the phenolic
content and the antioxidant activity of extracts obtained from pomace of the Malbec and Torrontés
Riojano grape varieties (Vitis vinifera L.) were determined. The pomace extracted during the
winemaking process was studied after being pressed in the municipal winery “Vinos de Hualfin”
belonging to the 2017 and 2018 campaigns. Hydrothermal extracts were prepared from the two
varieties. The PFT concentration was determined by the Folin-Ciocalteau method and DPPH, FRAP
and TEAC were evaluated for antioxidant activity. The data were analyzed using ANAVA (p = 0.05)
considering campaign and variety factors. The PFT means varied between 57800 and 15008ug of
gallic acid g* of sample, for Malbec and Torrontés Riojano respectively. Malbec extracts were
significantly higher in PFT, DPPH and FRAP than in Torrontés Riojano. Only the antioxidant activity
measured by TEAC showed no difference between Malbec extracts and Torrontés extract from the

2018 campaign.
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RESUMEN

Resulta importante avanzar en la busqueda de fuentes de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante en materiales abundantes y renovables, tales como los residuos de la industria
vitivinicola. Segun datos estadisticos de la OIV (Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino)
Argentina es actualmente el quinto productor mundial de vinos. En la provincia de Catamarca este
cultivo se localiza principalmente en la region oeste, debido a las condiciones climaticas y edaficas
adecuadas para su produccion. Segun el Instituto Nacional de Vitivinicultura, en el afio 2015 en la
provincia de Catamarca se produjeron 14.746.900 kg de uva, casi la totalidad de esta produccion fue
destinada para la elaboracion de vinos y mostos. El proceso de vinificacion genera entre 25 a 30 % de
residuos del total de la produccién. En este trabajo se determiné el contenido fendlico y la actividad
antioxidante de extractos obtenidos a partir de orujo de las variedades Malbec y Torrontés Riojano de
vid (Vitis vinifera L.). Se estudi6 el orujo extraido del proceso de vinificacion en la bodega Municipal
Vinos de Hualfin, durante las campafias 2017 y 2018. Se prepararon extractos hidrotérmicos a partir
de los orujos de las dos variedades. Se determind la concentracion polifenoles totales (PFT) por el
método de Folin—Ciocalteau. La actividad antioxidante se evalué por los ensayos de DPPH, FRAP y
TEAC. Los datos se analizaron mediante ANAVA (p=0,05) considerando como factores campafia y
variedad. Las medias de PFT variaron entre 57800 y 15008 de acido galico g™ de muestra seca, para
Malbec y Torrontés Riojano respectivamente. Los extractos de Malbec resultaron significativamente
superiores en PFT, DPPH y FRAP a los de Torrontés Riojano. Unicamente la actividad antioxidante
medida por TEAC no mostré diferencia entre los extractos de Malbec y el extracto de Torrontés de la

campafia 2018.

PALABRAS CLAVES: Orujo de vid, Torrontés Riojano, Malbec, polifenoles, actividad antioxidante.

INTRODUCCION

Resulta importante avanzar en la busqueda de fuentes de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante en materiales abundantes y renovables, tales como los residuos de la industria
vitivinicola. Segin OIV (Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino) en su comunicado de
prensa (2017), Argentina es actualmente el sexto productor mundial de vinos. En la provincia de
Catamarca este cultivo se localiza principalmente en la region oeste, debido a condiciones climaticas y
edaficas favorables para su produccién. Robinson y Gutiérrez Rivas (2008) sefialaron la presencia de
dieciocho establecimientos de procesamiento de uva en la provincia, distribuidos en los departamentos
de Tinogasta (nueve bodegas y tres elaboradores de mosto sulfitado), uno en Belén, uno en Poman
(Sijan), tres en Santa Maria y uno en ciudad Capital. Segin datos del Instituto Nacional de

Vitivinicultura, en el afio 2015, en la provincia de Catamarca se produjeron 14.746.900 kg de uva, casi
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la totalidad de esta produccion fue destinada para la elaboracién de vinos y mostos. En Belén la
produccion anual de uva es de 1.806.000 kg, siendo Hualfin la principal productora viticola del
departamento. En esta zona predominan las variedades Malbec con una superficie implantada de
aproximadamente 60 has y la variedad Torrontés Riojano con alrededor de 50 has segun datos
proporcionados por la Asociacion de Productores Vifiateros Cepas de Hualfin.

A principios del 2011, en Hualfin, entré en produccion la bodega “Vinos de Hualfin”, actualmente
administrada por el Municipio de dicha localidad. En las campafias 2016/2017 y 2017/2018, se
molieron en promedio 59.980 y 39.280 kg de uva respectivamente, principalmente de la variedad tinta
Malbec y en menor medida de la variedad blanca Torrontés Riojano. El proceso de vinificacion de
vinos tintos y blancos es diferente. En el primer caso después de la cosecha se produce el
despalillado/estrujado/sulfitado del racimo, eliminando el raspon, para luego someter a una
fermentacion alcoholica a toda la pasta. Posteriormente se realiza el prensado para separar la parte
liquida de la parte sélida, el orujo, constituido por piel, pulpa y semillas. La fase liquida es sometida a
una fermentacién malolactica donde se realizaron los trasiegos para eliminar borras y producir la
clarificacion y estabilizacion de los vinos. En el proceso de vinificacion para vinos blancos, el
prensado se produce inmediatamente después de haber realizado el despalillado/estrujado/sulfitado.
Solo el mosto se somete a fermentacion alcohdlica. Los pasos siguientes son similares a los de
elaboracion de vinos tintos (Salgado Seara, 2014). El proceso de vinificacion genera entre 25 a 30 %
de residuos del total de la produccidn. De ese residuo un 62 % corresponde a orujos, un 14 % a lias, un
12% a raspon y un 12 % a lodos depurados (Ruggieri et al., 2009). Considerando la produccion total
de uva en la provincia de Catamarca, podemos estimar que esta agroindustria genera alrededor de
4.424 toneladas de residuos, gque se distribuyen tanto dentro de la provincia como en provincias

vecinas, ya gue gran parte de la uva es vendida a Chilecito (La Rioja) y Cafayate (Salta).

Existen trabajos en los que se menciona el aprovechamiento del orujo en la obtencién de alcohol
etilico, acido tartarico, aceite de semilla y la produccion de biogas (Céaceres et al., 2011). Otras
investigaciones estan referidas a la obtencion de harinas (Rodriguez, 2017) y a la elaboracion de
galletas a partir de orujo (Pitre et al., 2010). Por su composicién quimica el orujo puede emplearse
como fertilizante organico, abono organico y alimentos para rumiantes menores (lglesias, 2016).
Numerosos antecedentes realizan estudios de los compuestos bioactivos presentes en los residuos de la
industria vitivinicola (Paladino & Zuritz 2011, Fontana et al. 2013, Lingua, 2016l), resaltando la
presencia de taninos y polifenoles, que son atractivos por su poder antioxidante en las industrias

farmacéutica, cosmética y alimentaria principalmente (Guntero et al., 2015). Sin embargo, por lo

Recibido 5/11/2019 Aceptado 22/11/2019



Segovia, Adridn F. et.al Revista del CIZAS 20 (1y 2):7:17. 2019

general, en la préctica estos residuos son quemados o0 usados para la alimentacion del ganado (Luque-
Rodriguez et al., 2005).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el contenido fendlico y la actividad
antioxidante de extractos hidrotérmicos obtenidos a partir de orujo de vid (Vitis vinifera L.) de las
variedades Malbec y Torrontés Riojano, procedentes de la localidad de Hualfin, Departamento Belén,
Catamarca, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de orujo fueron extraidas de la bodega Municipal Vinos de Hualfin. Se trabaj6 con el
orujo resultante del prensado posterior a la fermentacion alcohdlica en el caso del Malbec y antes de
dicha fermentacion para el caso del Torrontés Riojano. Se conservaron en freezer a -20°C y se
trasladaron al Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional de Catamarca (UNCA), para su posterior analisis. Se prepararon extractos acuosos por
triplicado, a 120°C durante 15 minutos a partir de orujo de Malbec 2017 (OVM2017) y 2018
(OMV2018) y de orujo de Torrontés Riojano 2017 (OVT2017) y 2018 (OVT2018). Sobre los
extractos se determiné la concentracion total de compuestos fenolicos (PFT) por el método de Folin—
Ciocalteau (Singleton et al., 1999). La actividad antioxidante in vitro se evaluo a través de los ensayos
DPPH y TEAC, para medir la capacidad de atrapar radicales libres y del ensayo FRAP para valorar el
poder reductos de los extractos. La metodologia utilizada para el ensayo del DPPH fue la descripta por
Brand Williams et al. (1995) y se leyé la absorbancia a 515 nm. Para el TEAC se utiliz6 una variante
del método original propuesto por Re et al. (1999), en la que el ABTS+" se genera directamente a
través de la reaccion con persulfato de potasio (K2S;Og) (Arts et al., 2003). En el método del FRAP
(poder antioxidante de reduccion del ion férrico) se realizd segun Benzie & Strain (1996) con algunas
modificaciones descriptas por Lingua (20161). Este método se basa en la capacidad para reducir, por
transferencia electronica, el ion férrico (Fe**) a ferroso (Fe?*) en medio acuoso acido (pH = 3,6). Para
cuantificar este poder reductor se utiliza una reaccién colorimétrica por agregado de TPTZ (2,4,6,-
tripiridil-s-triazina) que bajo estas condiciones forma un complejo coloreado con el hierro con un
maximo de absorbancia a 593 nm. En todos los casos, los resultados se expresaron en relacion a la
capacidad antioxidante del Trolox (mmoles de Trolox 100 g™* muestra). Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo a través del software InfoStat versién 2013. Los
resultados se expresaron como el valor medio + la desviacién estandar. Para evaluar las diferencias
entre variedades y campafias se aplic6 ANAVA con el test de comparaciones multiples Tukey,
considerandose significativos los valores de p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan las medias y desviacion estandar del contenido de polifenoles totales (PFT),
actividad antirradicalaria (DPPH y TEAC) y poder reductor (FRAP) de extractos de orujo de vid de las
variedades Malbec (OVM) y Torrontés Riojano (OVT) cosechas 2017 y 2018.

Tabla N° 1: Medias, desviacion estdndar del contenido de polifenoles totales y actividad
antioxidante de extractos de orujo de variedades Malbec y Torrontés Riojano, cosechas 2017 y
2018.

Extractos . . PFT DPPH FRAP TEAC
(Ug Acido galico g muestra seca) (mmoles Trolox / 100 g muestra)
OoVvM2017 57800,3 £ 8303,9 A 162+19A 42+x19A 11,9 0,7 A
0OovM2018 48234,4 £ 1291,3 B 18,325 A 42+0,7A 126+05A
OoVvT2017 15008,1 + 1800,8 C 3,4+ 0,6 B 2,2+05B 7,1+0,5B
0oVvT2018 18058,9 + 1128,2 C 2,3+x0,7B 2,8+0,3B 11,9 £ 0,6A

Letras distintas representan diferencias significativas (p<0,05); n=6. OVM2017 (orujo vid Malbec cosecha 2017), OVM2018 (orujo vid
Malbec cosecha 2018), OVT2017 (orujo vid Torrontés Riojano cosecha 2017), OVT2018 (orujo vid Torrontés Riojano cosecha 2018),
PFT (polifenoles totales), DPPH y TEAC (actividad antirradicalaria), FRAP (poder reductor).

Polifenoles totales

El contenido en PFT de los extractos de orujo de vid varié entre 57800 y 15008 g &cido galico g™

muestra seca, para las variedades Malbec y Torrontés Riojano respectivamente. Los extractos de
Malbec superaron significativamente el contenido fendlico de los extractos de Torrontés Riojano, en
ambas cosechas. El extracto OVM2017 present6 un contenido significativamente superior a los demas
extractos. El extracto OVM2018 mostro valores estadisticamente mayores a los extractos OVT2017 y
OVT2018, que no presentaron diferencias significativas entre si. Los resultados obtenidos con la
extraccion hidrotérmica fueron menores a los reportados por otros autores para extracciones
etandlicas. Venazi (2014), reportd para orujo de Malbec contenidos fendlicos desde 328,2 a 1628 mg
acido galico g* muestra, empleado diferentes condiciones de extraccion. D"Amario et al. (2018)

trabajo con extractos de orujo liofilizados en soluciones etanol-agua (1:10), con variedades Malbec,
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Merlot, Caberbet franc y Cabernet sauvignon en la provincia de Mendoza. Los resultados se
expresaron como miligramo de equivalente de &cido galico por gramo de extracto liofilizado; los
mayores valores se obtuvieron en Malbec (352,8) y los menores en Cabernet Sauvignon (182,1).
Zufiiga Morales (2005), trabajando con soluciones agua:etanol (88:12) sobre el hollejo de dos
variedades tintas (Cabernet Sauvignon y Merlot) y dos blancas (Chardonay y Sauvignon Blanc),
reportd rangos de fenoles totales entre 170,1 y 1020,7 mg de &cido gélico g* hollejo, correspondiendo
los mayores valores a las variedades tintas y los menores a las variedades blancas. Lingua (2016 I),
que trabajo con extractos metandlicos acidificados, mostrd en sus resultados un rango entre 9850 y
21220 g écido galico g™ orujo en variedades Sirah, Merlot y Cabernet. Sanchez (2005) trabajo con
orujo de var. Sauvignon blanc y reportd 483,3 mg L™ de extracto. No se encontraron antecedentes

sobre el contenido fendlico de los residuos industriales de la var. Torrontés Riojano.

Existen numerosos antecedentes sobre contenido fendlico de diferentes residuos agroindustriales.
Ordofiez Gomez et al. (2018) que estudiaron la cascara de doce citricos diferentes, reportaron valores
entre 9600 a 30800 pg acido galico g™ de muestra. Gomez et al. (2014) trabajaron en residuos de la
industria olivicola e informaron valores entre 8038,3 y 10626,6 mg acido cafeico kg™ de alperujo.
Toor y Savage (2005) reportaron un contenido de 347 pg acido galico g™ en céascara de tomate. Todos
estos autores afirman que la parte que se desecha es mas rica en compuestos fendlicos que la fraccién
comercializable. Por su parte, el caso concreto del proceso de la vinificacion Lingua (2016 1) afirma
que los compuestos fendlicos son extraidos de la uva, durante las etapas de maceracion y fermentacion
y se distribuyen entre el vino y el orujo. Los valores de compuestos fendlicos registrados en orujo var.
Malbec, en la presente investigacidn, resultaron superiores a todos antecedentes citados. Con respecto

a los de Torrontés Riojano, solo fueron superados por los de los residuos de citricos.

En la camparfia 2018, la bodega Municipal de Hualfin, que procesa solo el 5% de la uva producida en
la localidad, produjo alrededor de 16945 kg de residuo de Malbec y 10802 kg de residuo de Torrontés
Riojano, con un rendimiento fendlico de 48,2y 18,1 kg/tonelada de orujo seco, respectivamente. Esto
equivale a decir que con el residuo de Malbec se desaprovecharon alrededor de 816,7 kg de
compuestos fendlicos y 195,5 kg con el orujo de Torrontés Riojano. Aunque esta Ultima variedad
mostré rendimientos fendlicos mas bajos, es interesante remarcar que es uno de los cultivares con
mayor implantacion en la region NOA con 3500 ha implantadas y con altos rendimientos, 25000 kg/ha

INV (2017), por lo que genera una gran cantidad de biomasa residual.
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Actividad antioxidante

Ensayo DPPH:

La capacidad antioxidante de los extractos de orujo de Torrontés Riojano y Malbec, medida por
DPPH, oscil6 entre 2,3y 18,3 mmoles de trolox/100 g de muestra. Los valores mas altos
correspondieron al extracto OVM de ambos afios, mientas que los valores de los extractos OVT de
ambas campafias solo representaron alrededor del 20% de los resultados obtenidos en los OVM. Los
extractos OVM de ambas cosechas presentaron una actividad antirradicalaria significativamente
superior a los extractos OVT. Los valores obtenidos fueron menores a los descriptos por Lingua (2016
I1) quien presento un promedio de 20,0 mmol de Trolox/100 g de muestra, estudio realizado en tres
variedades tintas (Sirah, Merlot y Cabernet Sauvignon) con metanol acidificado. Garcia Becerra et al.
(2010) reportaron en un ensayo con orujo de vid de la variedad Ruby Cabernet un valor promedio de
95,88 mmoles de Trolox/L de extracto.

Ensayo TEAC:

Los valores obtenidos en este ensayo presentaron una variacion entre 7,1 mmoles de Trolox/100 g de
muestra seca para OVT2017 y 12,6 para el extracto OMV2018. La actividad TEAC de los extractos no
presento diferencias significativas entre variedades ni entre camparfias, con excepcion del extracto
OVT2017 que resultd significativamente menor. No se encontraron antecedentes para las variedades
en estudio. Lingua (2016 1) report6 valores superiores a los encontrados en este estudio para extractos
etandlicos de orujos de uvas tintas (Cabernet Sauvignon y Merlot). Perez-Jimenez et al. (2008)
inform6 valores de 12,4 mmol Trolox/100 g para uvas tintas variedad Cencibel. Un estudio realizado
por Avifia et al. (2016) que trabajé con uvas blancas, sin especificar variedad, encontré valores
similares a los de los extractos OVT de ambas campafias. Franco-Bafiuelos et al.(2017) trabajando en
uvas blancas variedades Furmint, Palomino, Semillon y Sauvignon Vert y tintas variedades Cabernet
Sauvignon, Merlot, Rubired y Petite Syrah mostraron, valores menores a los extractos analizados en
este ensayo.

Ensayo FRAP:

La tendencia del poder reductor de los extractos (FRAP) fue similar a la observado para la actividad
antirradicalaria (DPPH). Los valores obtenidos para los extractos OVM resultaron con mayor poder
reductor que los OVT. La diferencia entre variedades resulté estadisticamente significativa, mientras
gue entre campafia no se registro diferencia. Los estudios realizados por Lingua (20161) en extractos
etandlicos de variedades tintas mostraron valores superiores a los obtenidos en este ensayo.
Rockenbach et al. (2011) reportaron mayor actividad en extractos de orujo de diferentes variedades de

dos especies del género Vitis.
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CONCLUSIONES

En general, los extractos originados a partir de orujo de la variedad Malbec presentaron mayor
contenido fendlico y actividad antioxidante que los de Torrontés Riojano, en ambas campafias, con
excepcion del ensayo de TEAC para el extracto de orujo de Torrontés Riojano 2018 que no presentd
diferencias significativas con respecto a los extractos de Malbec.

En base a los rendimientos en compuestos fendlicos obtenidos para la variedad Malbec y Torrontés
Riojano, estimamos que, por tonelada de orujo seco, podrian obtenerse alrededor de 48 kg de
compuestos fendlicos para Malbec y 18kg para Torrontés. Haciendo la proyeccion al orujo generado
en la bodega de Hualfin durante la campafia 2018, podrian haberse obtenido de 816,7 kg de biofenoles
antioxidantes en el orujo de Malbec y 195,5 kg en el de Torrontés Riojano.

Los residuos de la industria vitivinicola pueden ser considerados como potenciales fuentes de
compuestos fendlicos con actividad antioxidante. A partir de los resultados obtenidos resulta
interesante trabajar en la optimizacion de un método de extraccion transferible al sector productivo y

evaluar potenciales aplicaciones del extracto generado en el campo de los bioinsumos de uso agricola.
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