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Resumen

En los ultimos afios ha aumentado el interés por el desarrollo de alimentos mas seguros
(inocuos) y saludables, impulsado por una mayor conciencia de los consumidores. Al mismo
tiempo, esta tendencia se encuentra potenciada por el desarrollo de procesos productivos
sostenibles que minimicen el impacto ambiental y aporten valor agregado. La industria
vitivinicola produce un volumen importante de subproductos lefiosos, como escobajos y restos
de poda, que constituyen potenciales fuentes de bajo costo de una amplia gama de
compuestos fendlicos con importantes aplicaciones biotecnologicas, escasamente
explotadas. El objetivo de este trabajo fue la extraccidén y caracterizacibn de compuestos
fendlicos presentes en los extractos de escobajo y restos de poda de diferentes variedades
implantadas en Mendoza, Argentina. Los extractos se obtuvieron a partir de las muestras
secas pulverizadas de escobajo y restos de poda por extraccién sélido-liquido utilizando una
mezcla etanol:agua (50:50 v/v) y acetona:agua (50:50 v/v), respectivamente, con ultrasonido
a 60 °C durante 60 min. La caracterizacién cualitativa y cuantitativa de los compuestos
fendlicos de bajo peso molecular (LMW-PPs) se llevé a cabo por cromatografia de liquidos
acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Se identificaron y cuantificaron 17
compuestos fendlicos, resaltando la presencia de derivados estilbenoides (trans-resveratrol)
y (trans-e-viniferin), de &cidos hidroxicinAmicos (4cido caftarico) y de flavanoles ((+)-
catequina). Este trabajo permitié conocer el perfil fendlico de los extractos de ambas matrices,
proporcionando una base de datos valiosa previo al desarrollo de futuras aplicaciones
biotecnoldgicas como ingredientes funcionales.

Palabras clave: subproductos de la vid, escobajo, restos de poda, compuestos fendlicos,

perfilado quimico.
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Introduccién

En los ultimos afios se ha incrementado el
interés de los consumidores por el
consumo de alimentos mas seguros y
saludables, impulsando la necesidad de
desarrollar alternativas mas naturales en el
campo de los aditivos alimentarios y los
alimentos funcionales (Pawlus et al., 2013;
Pifeiro, Marrufo-Curtido, Vela, & Palma,
2017). A suvez, las industrias son cada vez
mas conscientes de la sostenibilidad de
sus procesos productivos, por lo que

tienden a reducir el impacto ambiental de

los residuos generados, buscando
desarrollar procesos mas limpios vy
aumentar el valor agregado de sus

productos (Lambert et al., 2013; Zhang et
al., 2011).

La uva es uno de los cultivos fruticolas mas
grandes del mundo con una produccién
anual de 75 millones de toneladas, donde
alrededor del 50%
produccion de vino (FAO-OIV FOCUS,

2016). Actualmente, Argentina cuenta con

se destina a la

el 3% del area total cultivada por uva en el
&

Bottini, 2015), resaltando la importancia de

mundo (Antoniolli, Fontana, Piccoli,
ésta actividad en la region. La industria del
vino produce voliumenes importantes de
subproductos lefiosos, como escobajos vy
restos de poda, que en los Ultimos afios se
vienen fuentes

investigando  como

alternativas de compuestos fitoquimicos
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con alto valor (Ewald, Delker, &
Winterhalter, 2017; A. R. Fontana,
Antoniolli, & Bottini, 2013; Rodriguez-

Cabo, Rodriguez, Ramil, & Cela, 2018;
Spigno & De Faveri, 2007). Los escobajos
se acumulan durante el despalillado de los
racimos, teniendo que ser eliminados antes
del proceso de vinificacion y representan el
25 % del total de subproductos generados
por la industria vitivinicola (Bustamante et
al., 2008). En tanto los restos de material
generados durante la poda anual de las
vides, representan el 14 % de dichos
2017). La

componentes

subproductos  (Galanakis,

posibilidad de recuperar
bioactivos (estilbenos y otros compuestos
fendlicos) (Cetin, &
Gokturk Baydar, 2011; Makris, Boskou,

Andrikopoulos, & Kefalas, 2008; Rayne,

Altindz, Tarcan,

Karacabey, & Mazza, 2008) a partir de
éstos subproductos subutilizados de bajo
costo que se generan de forma inevitable,
se transforma en una alternativa
prometedora para el desarrollo de nuevos
productos o ingredientes funcionales con
efectos beneficiosos para la salud (A.
Fontana, Antoniolli, D’Amario Fernandez, &
Bottini, 2017; Pifieiro et al., 2017).
de

subproductos, pero todos demuestran la

Existen pocos estudios estos

presencia de elevadas concentraciones de

compuestos fendlicos, tanto en restos de

poda (Cetin et al., 2011; Guerrero et al.,
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2016; Lambert et al., 2013; Pawlus et al.,
2013; Vergara et al., 2012; Xiao et al.,
2008) como en escobajos (Anastasiadi,
Pratsinis, Kletsas,  Skaltsounis, &
Haroutounian, 2012; Pifeiro, Guerrero,
Fernandez-Marin, Cantos-Villar, & Palma,
2013; Spigno & De Faveri, 2007). Los
componentes bioactivos que los

constituyen reportan propiedades
antioxidantes (Lachman et al.,, 2013),
cardioprotectoras (Otero-Pareja, Casas,
Fernandez-Ponce, Mantell, & Ossa, 2015),
antiinflamatorias (Manca et al, 2016),
antimicrobianas (Oliveira et al., 2013),
antimicéticas (Schnee et al., 2013) y
anticancerigenas (Jara-Palacios et al.,
2015), entre otras.

En este trabajo se presentan los resultados
del perfil y concentracion de compuestos
fendlicos presentes en extractos obtenidos
a partir de escobajos y restos de poda de
diferentes variedades de vid implantadas
en Argentina. El objetivo es brindar una
caracterizacion de dichas muestras como
etapa inicial previa al desarrollo de futuras

aplicaciones biotecnolégicas que tengan

Cras o0 )

MOLIENDA

LICAILIZACION

un soporte de conocimiento relacionado a
los compuestos bioactivos especificos.
Conocer los perfiles quimicos de estos
subproductos brindar4d la informacién
necesaria para elegir un subproducto de
acuerdo a un uso particular, permitiendo
explotar de una forma sustentable estos
materiales actualmente descartados por la

industria.

Objetivos

1) Extraer los compuestos fendlicos
presentes en los extractos de escobajo y
restos de poda de las variedades Malbec,
Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc,
Chardonnay, Sauvignon Blanc, Pinot Noir,
Merlot y Viognier.

2) Determinar los perfiles y las
cantidades individuales de compuestos
fenolicos de las diferentes familias
(flavanoles, flavonoles, estilbenos y acidos
fendlicos) presentes en los extractos de
mediante

cada material lefioso

cromatografia liquida de alto rendimiento

con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD).

Figura 1. Metodologia de extraccién y andlisis de extractos de escobajo y restos de poda.
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Materiales y Métodos

Estandares, solventes y quimicos

Los estandares de &cido galico (99%), 3-

hidroxitirosol (299.5%), (-)-galocatequina

(298%), acido caftarico (297%), (-)-

(295%), ()-
(299%), (-

epicatequina galato (298%), (-)-galato de

epigalocatequina

galocatequina  galato

epigalocatequina (295%), procianidina B1
(290%), (+)-catequina (=99) %),
procianidina B2 (290%), (-)-epicatequina
(295%), acido cafeico (99%), acido
siringico (295%), acido p-cumarico (98%),
acido ferulico (299%), polidatina (295%),
piceatanol (99%), trans-resveratrol (299%),
acido cinamico (99%), quercetina 3-B3-D-
glucésido (290%), quercetina 3-B-D-
galactésido (297%), quercetina (95%),
(299%),

(+)-&-viniferina

kaepferol-3-glucésido

pteroestilbbeno  (98%),
(295%) y astilbina ( 298%) se adquirieron
de Sigma-Aldrich. El estandar de 2-(4-
hidroxifenil) etanol (tirosol) (= 99.5%) se
obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza). Las
soluciones madre de los compuestos se
prepararon en metanol a un nivel de
concentracion de 1000 mg L% Los
estandares de calibracion se disolvieron en
la fase movil inicial. El acetonitrilo de grado
HPLC (MeCN) y el acido férmico (FA) se
adquirieron en Mallinckrodt Baker (Inc.
Phillipsburg, NJ, EE. UU.. ElI agua
ultrapura se obtuvo de un sistema Milli-Q
(Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Se

adquirieron acetona, etanol y metanol de
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grado HPLC de Mallinckrodt Baker (Inc.
Phillipsburg, NJ, EE. UU.).

Muestras y preparacion de muestras

Este estudio se realiz6 con muestras de
distintas variedades de restos de poda (cv.
Malbec, Cabernet Sauvignon, Cabernet
Franc, Chardonnay, Sauvignon Blanc,
Pinot Noir, Merlot y Viognier), y escobajos
(cv. Malbec, Cabernet Sauvignon vy
Cabernet Franc) de Vitis vinifera L.
temporada 2017 de vifiedos implantados
en la provincia de Mendoza, Argentina.
Cada muestra se cort6 en trozos con una
tijera de poda. Los restos de poda se
secaron en horno a 60 °C hasta peso
constante. Los escobajos se liofilizaron a -
43°C, 0,03 mBar durante 4 dias en sobres
de aluminio perforado. Las muestras secas
se pulverizaron en un molino analitico (IKA
All) y se almacenaron a temperatura
ambiente en bolsas de plastico herméticas
protegidas de la exposicion a la luz hasta la
extraccion.

Extraccion de compuestos fendlicos

La recuperacion de los compuestos
fendlicos se realizé por extraccion solido-
liqguido de acuerdo con reportes anteriores
(Lambert et al., 2013; Pawlus et al., 2013;
Pifieiro et al., 2013, 2017), con ligeras
modificaciones. Brevemente, se extrajo 1 g
de muestra de escobajo o restos de poda
en polvo con 50 mL de una mezcla
acetona/agua (50:50 v/v) y etanol/agua
(50:50 v/v), respectivamente, utilizando un

bafio ultrasénico con una frecuencia de 50
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Hz a 60 °C durante 60 min. La mezcla
extraida se centrifugé 10 minutos a 3.000
rpm y se filtr6 con papel de filtro. Luego, los
extractos obtenidos se almacenaron en
botellas selladas de vidrio color caramelo y
conservaron a -20 °C hasta su andlisis.
Finalmente, se filtraron alicuotas de cada
extracto a través de filter vials 0,2 um de
PTFE y se analizaron mediante HPLC-
DAD.

Método cromatografico

Los compuestos fendlicos se determinaron
usando un sistema Dionex Ultimate 3000
HPLC-DAD GmbH,

Thermo Fisher Scientific Inc., Germering,

(Dionex  Softron
Alemania) y una columna Kinetex Cig de
fase inversa (3,0 mm x 100 mm, 2,6 um)
(Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.).
Como fases moviles se usaron H>O
ultrapura con 0,1% de FA (A) y MeCN (B).
Los analitos se separaron utilizando un
método previamente informado (A. R.
Fontana, Antoniolli, & Bottini, 2016) con el
siguiente gradiente: 0-2.7 min, 5% B; 2.7-
11 min, 30% B; 11-14 min, 95% de B; 14-
15,5 min, 95% de B; 15,5-17 min, 5% de B;
17-20, 5% B. El flujo de fase mévil fue de
0,8 mL min. La temperatura de la columna
fue de 35 °C y el volumen de inyeccion fue
de 1 pL. Las longitudes de onda de
cuantificacién para diferentes familias de
analitos fueron 254 nm, 280 nm, 320 nmy
370 nm. Los analitos presentes en las
cuantificaron  utilizando

muestras se

calibracion externa con estandares puros.
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Las muestras fueron enriquecidas con
de

compuesto que permiten verificar

concentraciones conocidas cada
la
identificacion del pico y la ausencia de
interferencias en los analitos tR. El
software utilizado para controlar todos los
parametros del sistema HPLC-DAD y para
datos obtenidos fue

procesar los

Chromeleon 7.1.

Resultados y Discusion
HPLC-DAD
17

Por se identificaron 'y

cuantificaron compuestos no
flavonoides (acidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico, estilbenos y analogos del
feniletanol) y flavonoides (flavanoles y
flavonoles) en los extractos
correspondientes a los restos de poda. La
Tabla 1

individuales de cada compuesto fendlico

presenta las cantidades

por cultivar para éstos extractos. El cv.

Malbec mostr6 el mayor numero de

compuestos presentes en el extracto, un
identificados,

total de 16 compuestos

comparado con el minimo identificado en

cv. Chardonnay, que fue de 12
compuestos. En términos de la
concentracion total de LMW-PPs, los

cultivares que presentaron las maximas
concentraciones fueron Malbec (15588 ug
gY) y Sauvignon Blanc (14917 ug g*). Se
pudo observar que la familia de estilbenos
los niveles mas altos,

presento con

concentraciones que oscilan entre 9157 y
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Tabla 1
Niveles de polifenoles en extractos de restos de poda (ug g* de subproducto)

“we | o | o | wm | v | v | s | o

ACIDOS HIDROXIBENZOICOS

_ 23+2 27+2 35+0.4 _ 3345 30+2 29+3
ACIDOS HIDROXICINAMICOS
Acido cindmico 18+3 17+1 _ 11 19+2 194 18+1 9+1
Acido caftdrico 910 + 88 682 £ 42 857 £49 1211+72 916 + 14 561 + 69 _ 644£24
Acido p-cumdrico n.d. n.d. n.d. nd n.d. n.d. nd
total 928 699 877 m 945 580 m 653
ESTILBENOS
trans-resveratrol 15+1 115+13 25+3 759 159 %2 415 6+1
e-viniferina | 7783 + 569 3128 +454 4547 +378 4554 + 496 5478 + 822 _ 4104 +383
FLAVANOLES
(+)-catequina 1478 +113 1274 + 100 1516 + 185 2173 £229 1095 + 120 2576 + 84 739 + 87
Procianidina B2 42+1 57+3 5242 84+2 46+ 4 753 43+3
(-)-epicatequina 442 £25 749 £ 41 970 +134 1051 + 125 390 + 70 865 £ 29 566 + 100
(-)-galocatequina 84+11 150 +28 196 +37 156 + 18 89+13 158 + 16 138 +15
(-)-epigalocatequina n.d. n.d. 27+3 n.d n.d n.d n.d.
(-)-epicatequina n.d. n.d. n.d n.d n.d n.d n.d.

_ 263 n.d n.d. n.d. n.d.
2046 2251 2787 m 1622 3674 1486

Astilbina 274 n.d.

total

T
FLAVONOLES
Quercetina-3-galactosido 90 +11 16+2 82+4 317 4 157 +£18 126 £ 11 134+10
Quercetina-3-glucosido - 36+0.3 172 +18 876 84+10 82+9 107 2 n.d.
Kaepferol-3-glucosido 59 +1 32+1 48+2 51+3 29+3 691 41+2
total 158 150 28 268 248 175

OTROS COMPUESTOS

OH-tirosol 34811 2925 309+2 309 +11 _ 291+3 342+4 315+0.2

TOTAL LMW-PPs

15588 6462 8187 9268 14427 8429 14917 6768

Identificacion de muestras: MB, Malbec; CS, Cabernet Sauvignon; CF, Cabernet Franc; ML, Merlot; V, Viognier; PN, Pinot Noir; SB, Sauvignon
Blanc; CH, Chardonnay n.d., no detectado. LMW -PPs, polifenoles de bajo peso molecular.

3244 ug g, consistente con estudios dimero de resveratrol ha reportado
previos (Guerrero et al., 2016; Pawlus et propiedades beneficiosas para la salud
al., 2013; Z. Pifeiro et al., 2017; Zulema como actividad quimiopreventiva del
Pifieiro, Marrufo-Curtido, Serrano, & cancer (Ozdemir et al., 2014), proteccién
Palma, 2016). La e-viniferina fue el de las funciones de las células endoteliales
compuesto  estilbenoide de  mayor vasculares y el corazon (Zghonda et al.,
concentracion en restos de poda, a niveles 2012), vy efecto anti-obesidad vy
superiores a los reportados (Ewald et al., antiinflamatorio in vitro e in vivo (Ohara et
2017; Z. Pifieiro et al., 2017; Rodriguez- al., 2015). Le siguen en importancia de
Cabo et al.,, 2018) y méaximo en el cv. concentraciones, la (+)-catequina (flavanol)
Sauvignon Blanc (9068 ug g*%). Este y el &cido caftérico (4cido hidroxicinamico),
0 o @
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cuyos valores maximos se encontraron en
cv. Malbec (3132 ug g?) y Sauvignon Blanc
(1495 ug g?), respectivamente.

Por otro lado, en los extractos de escobajo
se determiné un total de 16 compuestos no
flavonoides y flavonoides. En la Tabla 2 se
observa que en el cv. Malbec se
identificaron 15 compuestos individuales y
13 compuestos en Cabernet Sauvignon,
de
compuestos individuales por muestra. La

Tabla 2

gue correspondi6 al minimo

concentracion méaxima total de LMW-PPs,
la present6 el cv. Malbec con 15013 ug g*
de muestra seca. En contraste con los
resultados obtenidos en los extractos de
restos de poda, en los extractos de
escobajo se encontraron mayores niveles
de concentracion en la familia de
flavanoles, con un rango de 9563 a 3371
ug g, destacandose la (+)-catequina como
el flavanoide mas abundante. A su vez, el

acido caftarico es quién le sigue en

Niveles de polifenoles en extractos de escobajo (ug g de subproducto + DE)

v | s | ¢

ACIDOS HIDROXIBENZOICOS

Acido gdlico 147 + 25 139+5
Acido siringico 109 +5 81+1
267 220
ACIDOS HIDROXICINAMICOS
Acido caftdrico || 3124%247 1846 + 211 1467 + 19
ESTILBENOS
g-viniferina _ n.d. 12+1
FLAVANOLES
Procianidina B1 507 + 96 93+5
(+)-catequina 3104 + 250 2279 + 56
Procianidina B2 39+1 83+2
(-)-epicatequina 428 + 69 2812
(-)-galocatequina 33016
(-)-epigalocatequina galato 323+ 25 30517
(-)-galocatequina galato n.d. n.d.
Astilbina n.d.
tota! | 5148 3371
FLAVONOLES
Quercetina-3-galactosido _ n.d. 41+ 6
Quercetina-3-glucosido 278 + 35 400 + 29 _
Kaepferol-3-glucosido _ 105+ 11 98 +0.1
total 505 693
OTROS COMPUESTOS
OH-tirosol [ 30447 154+5 217+1
TOTAL LMW-PPs
7920 5980

Identificacion de muestras: MB, Malbec; CS, Cabernet Sauvignon; CF, Cabernet Franc. n.d., no detectado. LMW-PPs, polifenoles de bajo

peso molecular.
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importancia de concentracibn con una
cantidad maxima de 3124 ug g* (cv.
Malbec).

Por ultimo, se pudo observar que las
muestras obtenidas a partir del cv. Malbec
se destacan de los otros cultivares por su
alto contenido en la mayoria de los
compuestos individuales, especialmente
en la familia de flavonoides y estilbenos,
para ambas matrices. Es el primer estudio
de caracterizacion de extractos de resto de
poda y escobajo de cultivares implantados
en Argentina, siendo el Malbec la variedad
mas cultivada en del pais (37% de la
superficie total de variedades tintas)
(Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2017),
potenciando su utilizacibn como una fuente
importante de compuestos bioactivos para
futuras aplicaciones biotecnoldgicas. Sin
embargo, el contenido de polifenoles vario
entre los diferentes cultivares, pudiendo ser
influenciado por los lugares, la cosecha y
las condiciones de crecimiento (F. Berli et
al.,, 2008; F. J. Berli, Alonso, Bressan-

Smith, & Bottini, 2013). Otro factor a

destacar en este estudio fue la
cuantificacibn y  caracterizacion  de
compuestos fendlicos diferentes de la

familia de estilbenos, como &cido siringico

(hidroxibenzoico), acido caftarico

(hidroxicinamico), (+)-catequina
(flavonoides) y quercetina-3-galactésido
y OH-tirosol de

importancia fitoquimica para la industria

(flavonoles) gran

alimentaria y farmacéutica.
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Conclusiones

Se identificaron y cuantificaron un maximo
de 17 compuestos fendlicos, resaltando la
de derivados

presencia algunos

estilbenoides monomeéricos (trans-

resveratrol) 'y oligoméricos (trans-e-

viniferin), de &cidos hidroxicinAmicos
(acido caftarico) y de flavanoles ((+)-
catequina) para los cuales no existen
reportes en nuestro pais. Es el primer
estudio de caracterizacion de extractos de
resto de poda y escobajo de cultivares
implantados en Argentina, destacando la
potencialidad del Malbec como fuente
importante de compuestos bioactivos y el
cultivar de mayor extension en el pais. Este
de

compuestos fendlicos de los extractos

trabajo permiti6 obtener el perfil
obtenidos a partir de matrices diferentes

como etapa inicial de caracterizacion
previa al desarrollo de futuras aplicaciones
biotecnoldgicas y su uso como ingredientes

funcionales.
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