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RESUMEN

La actividad antioxidante de determinados componentes, como podrian ser los
compuestos fendlicos presentes en un vino, permiten prevenir reacciones
oxidativas de degradacion, y por tanto, tienen un efecto positivo contra
determinadas enfermedades, gracias a la inhibicion del proceso de
envejecimiento celular. El objeto de este estudio se centrd en la evaluacion del
potencial antioxidante y del contenido en polifenoles de vinos blancos y tintos
procedentes de variedades minoritarias de vid de las Islas Baleares. Para ello,
se determiné el contenido en polifenoles mediante el método Folin-Ciocalteau y
la actividad antioxidante con los métodos DPPH, FRAP y CUPRAC, asi como
su correlacion con la intensidad de color de los vinos. Los resultados obtenidos
mostraron que las variedades tintas, especialmente la variedad Sabater, fue la
que presentdé un mayor contenido en polifenoles y por tanto, una mayor
actividad antioxidante e intensidad de color. Las variedades blancas
presentaron valores de éstos parametros notablemente inferiores a los
obtenidos para las tintas.
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1. INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos fendlicos que inhiben o retrasan el proceso
oxidativo de otras moléculas. La mayoria de antioxidantes naturales se
obtienen a partir de plantas y son mayoritariamente compuestos fendlicos o
polifendlicos (Llobera, 2004).

Esta demostrado el efecto protector de los antioxidantes biolégicos contra el
cancer y sobre enfermedades coronarias, arterioesclerosis, diabetes, artritis
reumatica, Parkinson y Alzheimer, entre otros. Igualmente retardan el proceso
de envejecimiento celular (Rupasinghe & Clegg, 2007; Garewall, 1997).

Asi pues, el uso de antioxidantes naturales ha sido promovido debido a los
efectos positivos que tienen sobre la salud, pero también debido a la creciente
preocupacion de que algunos antioxidantes sintéticos pueden tener efectos



secundarios no deseables sobre la salud (Majo et al., 2008; Okonogi et al.,
2007).

En los ultimos afos se ha despertado el interés en buscar alternativas
naturales, como por ejemplo los biofenoles de plantas, que tengan una
actividad antioxidante similar o incluso superior a los antioxidantes sintéticos.
Este es el motivo por el cual, el estudio de antioxidantes naturales ha
aumentado de forma considerable (Beutner, 2001).

Se ha demostrado que el vino es una de las fuentes mas importantes en cuanto
al contenido en antioxidantes (Fernandez-Pachoén et al., 2006; Monagas et al.,
2006). Desde entonces, se ha mostrado un gran interés en la evaluacion de la
composicién fendlica y de la actividad antioxidante de los vinos, ya que los
polifenoles ayudan a prevenir el estrés oxidativo, y con ello todas las
enfermedades anteriormente mencionadas.

La determinacion de polifenoles en vinos se centra principalmente en dos
métodos: el indice de polifenoles totales (IPT), que es una magnitud
adimensional que sirve para evaluar de forma conjunta la presencia de
polifenoles en los vinos, y el indice de Folin-Ciocalteau, que determina la
concentracion de polifenoles totales de los vinos expresado en miligramos de
acido galico equivalente por litro. El perfil polifendlico de los vinos tintos se
diferencia de los blancos principalmente por la distinta composicién de las uvas
tintas y blancas, ademas de la tecnologia de vinificacion utilizada.

La actividad antioxidante en el vino puede ser evaluada de distintas maneras.
Los métodos mas utilizados son: DPPH, FRAP y CUPRAC. En ellos, a partir de
la formacién de radicales, se determina la capacidad que tiene la muestra de
vino para reducir estos radicales, que sera proporcional a la cantidad de
antioxidantes contenidos en la muestra de vino (Kondrashov et al., 2009).

2. OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio fue determinar la composicién fendlica y la
capacidad antioxidante de cinco vinos monovarietales, procedentes de
variedades minoritarias de vid de las Islas Baleares.

3. METODOLOGIA
3.1. Muestra

Se recolectaron cinco variedades autéctonas minoritarias de las Islas Baleares,
y mediante la elaboracion de microvinificaciones se obtuvieron sus
correspondientes vinos monovarietales. Las variedades estudiadas fueron:
Sabater, Gorgollassa y Escursac como variedades tintas, y Gir6 Ros y Quigat
como variedades blancas. Las variedades Gorgollassa y Gir6 Ros son de
reciente autorizacién en la comunidad auténoma, mientras que el resto han
mostrado tener aptitudes enoldgicas suficientes para empezar con el proceso
de autorizacion.



3.1.1. Elaboracién de vinos blancos

Para la vinificacion de los vinos blancos se utilizé una prensa hidraulica de 30 L
de capacidad con una presion de 1 a 2 atm. El mosto obtenido tras el prensado
se sulfitd con 50 mg SO,/L y se desfangé a una temperatura de 8 °C.
Finalmente, se hicieron las rectificaciones necesarias hasta obtener una acidez
total de 5 g acido tartarico/L y 12° de alcohol potencial.

La fermentacion se realizé en depdsitos de acero inoxidable a una temperatura
de 17 °C y tras inocular 0.25 g/L de levaduras comerciales liofilizadas
Saccharomyces cerevisiae (Lalleman, Rhone 2226). Diariamente, se
efectuaron controles de densidad y temperatura del mosto para determinar el
momento de finalizacion de la fermentacion. Una vez terminada la fermentacion
y tras una adicion de sulfuroso, el vino fue trasegado en varias ocasiones hasta
su embotellamiento.

3.1.2. Elaboracién de vinos tintos

La uva, una vez despalillada y sulfitada (50 mg SO,/L), se incorpord en
depdsitos de vinificacion de acero inoxidable. Se hicieron las mismas
correcciones que en los vinos blancos para obtener la acidez y contenido en
azucares deseado. La fermentacion alcohdlica se controlé a una temperatura
de 25 °C y con la misma levadura que en los vinos blancos. Para evitar
acetificaciones de las partes sélidas se realizaron bazuqueos diarios. Una vez
terminada la fermentacion alcohdlica, el vino fue descubado y corregido
mediante la aplicacion de sulfuroso. Se afiadié 0.01 g levaduras/L al depdsito
para iniciar la fermentacién malolactica. Una vez terminada la fermentacion, se
realizaron varios trasiegos hasta su posterior embotellado.

3.2. Composicién fendlica

3.2.1. indice de polifenoles totales (IPT)

La determinacion del indice de polifenoles totales (IPT) del vino se realizd
mediante la medida de la absorbancia a una longitud de onda 280 nm por
espectrofotometria (espectrofotometro Beckman serie U).

3.2.2. Contenido en polifenoles totales

La cuantificacion polifendlica de los vinos fue determinada con el método oficial
UE, denominado indice de Folin-Ciocalteu, usando acido galico como patron.
En un matraz de 25 mL se colocé una alicuota de muestra (200 uL para los
vinos tintos y 500 pL para los vinos blancos), 0.5 mL del reactivo de Foliny 10
mL de carbonato sddico anhidro al 20%. La absorbancia de las muestras fue
medida a 750 nm transcurridos 30 minutos.

Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de acido galico
por litro de vino (GAE/L).

3.3. Intensidad de color y matiz

Las absorbancias de los vinos se determinaron en muestras diluidas de vino a
420, 520 y 620 nm. La intensidad colorante es la suma de las tres absorbancias



y el matiz la relacion entre la absorbancia a 420 nm y a 520 nm multiplicada por
el factor de correccion 100.

3.4. Capacidad antioxidante

Para realizar las analiticas se us6 una dilucion 1:20 para los vinos tintos y 1:1
para los vinos blancos. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado en
un lector de placas.

3.4.1. Método DPPH

La capacidad de captacion de radicales de los vinos fue determinada usando el
radical 1,10-diphenyl-2-picryl-hydrazyl radical (DPPH) descrito por Brand-
Williams et al. (1995) y modificado por Roussis et al. (2008). La decoloracién
del radical se determind a 515 nm y la cuantificacion se determiné usando una
solucion patron de trolox (25-300 pM).

Los volumenes utilizados fueron 190 yL de DPPH y 10 uL de muestra diluida.
Las lecturas de absorbancia se hicieron cada minuto durante 30 minutos.

Los resultados fueron expresados como capacidad antioxidante en
equivalentes de trolox (TEAC).

3.4.2. Método FRAP

El ensayo FRAP mide la capacidad de los antioxidantes contenidos en la
muestra para reducir el complejo tripiridyltriazine férrico a una forma ferrosa
Fe?*, que absorbe luz a 593 nm (Ozgen et al., 2006).

El reactivo FRAP fue preparado mediante una disolucion TPTZ 0.01 M,
afiadiendo FeCls.6H,O 0.02 M y tampdn de acetato sodico 0.3 M. Tras una
incubacion a 25 °C se efectuaron las lecturas a 593 nm. Los volumenes
utilizados fueron 190 pL de reactivo FRAP y 10 pL de muestra diluida.

El trolox fue utilizado como recta patrén, y los resultados se expresaron como
capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (TEAC).

3.4.3. Método CUPRAC

Finalmente, se valoré el método CUPRAC, basado en una reduccién cuprica,
usando el reactivo cobre (ll)-neocuproina [Cu (II)-NC] como agente oxidante
cromogénico.

A la mezcla del reactivo cuprico se le afadieron 25 pyL de muestra y 30 pL de
agua, para obtener un volumen total de 195 uL. Tras una incubacion a 25 °C se
leyé la absorbancia a 450 nm.

4. RESULTADOS
4.1. Composicion fendlica

Los métodos usados para determinar la composicion fendlica de los vinos
fueron el indice de polifenoles totales (IPT) y el método oficial Folin-Ciocalteau.



La determinacion del IPT permite hacer un analisis comparativo entre las
variedades objeto de estudio, ya que debido a su caracter adimensional no
permite una cuantificacion directa de la variedad. Segun los resultados
obtenidos, las variedades tintas mostraron valores muy altos con respecto a las
variedades blancas. La variedad que presenté mayor IPT fue Sabater con un
valor de 32.53, seguida de Escurcac y Gorgollassa con valores de 28.52 y
22.93 respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. indice de Polifenoles Totales (IPT) e indice de Folin para cada una de las

variedades. ]

Variedad IPT |n(dn.]<;eg§|5<z|)m
Sabater (t) 32.53 £ 0.03 1169.14 + 2.06
Escursac (t) 28.52 +0.10 971.40 + 2.81

Gorgollassa (t) 22.93+£0.10 869.59 + 3.58
Giré Ros (b) 4.95 + 0.09 214.86 + 0.94
Quigat (b) 3.58 £ 0.08 128.02 £ 0.31

t, vino tinto; b, vino blanco; (n=3)

Al igual que con el IPT, el indice de Folin-Ciocalteau de los vinos blancos
mostré valores muy bajos. El valor maximo fue alcanzado por el vino Sabater,
con 1169.14 mg acido galicol/L.

4.2. Intensidad de color y matiz

La caracterizacion del color de las variedades se hizo mediante dos variables,
la intensidad y el matiz. La primera da una idea de la cantidad de color que
posee el vino y la segunda representa la importancia relativa del color amarillo
sobre el rojo expresado en tanto por cien (Zamora, 2003).

En la tabla 2 se puede observar que el vino monovarietal que obtuvo mas
intensidad de color fue Sabater, y la de menor color fue Quigat, con una
absorbancia de 0.06. Ademas, se aprecia que existe una relacién inversa entre
la intensidad colorante y el matiz, ya que a mayor valor de intensidad menor
valor de matiz, y por tanto menor importancia del color amarillo sobre el rojo, y
viceversa. Se puede decir pues, que cuanta menor cantidad de color tiene un
vino adquiere tonalidades mas amarillas (de aqui que los vinos blancos
presenten una intensidad colorante tan baja).

Tabla 2. Intensidad de color y matiz en vinos de variedades minoritarias.

Variedad Inesle sl e Matiz
color
Sabater (t) 4.05+0.03 482.71 £ 2.80
Escursac (t) 3.61+£0.05 316.39 £ 0.83
Gorgollassa (t) 2.28 £ 0.09 386.44 + 1.90
Gir6 Ros (b) 0.10 £ 0.01 1289.59 + 243.17
Quigat (b) 0.06 £ 0.01 7300.01 + 141.42

t, vino tinto; b, vino blanco; (n=3)



4.3. Capacidad antioxidante

Los métodos DPPH, FRAP y CUPRAC estan entre los métodos mas utilizados
para determinar la capacidad antioxidante. Se recomienda que al menos dos
de estos ensayos se combinen para proporcionar una imagen fiable de la
capacidad antioxidante total de un producto alimenticio (Pérez - Jiménez et al.,
2008).

Independientemente del método utilizado (FRAP, CUPRAC o DPPH), los
valores antioxidantes para todos los vinos estudiados fueron mas altos con
CUPRAC, intermedios con FRAP, y los mas bajos con el ensayo DPPH. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.

Sin embargo, si analizamos las muestras por separado, el vino elaborado a
partir de la variedad Sabater volvié a presentar los valores mas elevados para
cada uno de los ensayos. Y nuevamente, los vinos blancos fueron las muestras
que obtuvieron los valores mas bajos, demostrando que la cantidad de
polifenoles totales esta relacionado con la capacidad antioxidante de la
muestra.

Tabla 3. Capacidad antioxidante total para los ensayos DPPH, FRAP y CUPRAC.

Variedad Ensayo DPPH Ensayo FRAP CUPRAC
(mmol Trolox/L) | (mmol Trolox/L) | (mmol Trolox/L)

Sabater (t) 4.22 £ 0.65 5.38 +£0.79 9.21+0.23

Escursac (t) 3.27 £ 0.29 4.51 + 0.66 8.15+0.24

Gorgollassa (t) 3.42 £ 0.51 4.45+0.73 7.64 £0.27

Gir6 Ros (b) 0.33 £ 0.06 0.71+£0.14 1.50 £ 0.07

Quigat (b) 0.31 £ 0.07 0.45+£0.05 1.07 £ 0.02

t, vino tinto; b, vino blanco; (n=5)

Los valores de actividad antioxidante determinados por el método DPPH para
vinos son similares a los obtenidos por Villano et al. (2006) y Alén-Ruiz et al.
(2009).

5. CONCLUSIONES

La caracterizacion de los compuestos fendlicos de las variedades de vid
minoritarias de las Islas Baleares mostré una elevada presencia de estos
compuestos en las variedades tintas. Cabe destacar que la variedad Sabater
exhibié la mayor intensidad de color, mientras que la variedad blanca Quigat
presentd los menores valores tanto en composicion fendlica como en tonalidad
de color. En general, se observéo una elevada correlacion entre ambos
parametros.

Los resultados de la capacidad antioxidante de las muestras mostraron una
elevada correlacion con el contenido en fendlicos e intensidad colorante. Todos
los métodos evaluados (DPPH, FRAP y CUPRAC) indicaron la mayor actividad
antioxidante en el vino tinto Sabater y la menor en Quigat.



Tal y como era de esperar, las variedades blancas obtuvieron un menor
contenido en fenoles y una menor actividad antioxidante que las variedades
negras.
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