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Abstract

Wine production generates the grape pomace which is known for its high antioxidant activity.
The aim of this field of research is to obtain a high content of phenols and the highest
antioxidant activity. Nevertheless, some of the studied techniques have a limited application in
food industry. This work studies the extraction at high temperatures in water as green
extraction technique. The effect of drying, temperature and time on total phenols, flavonoids,
anthocyanins, tannins and antioxidant activity is discussed. Drying increases total phenol
content and decreases antioxidant activity, while increasing temperature or time increases
both parameters. In conclusion, the extraction in water at high temperature is an easy
technique to applicate in food industry and it allows obtaining extracts with a similar
antioxidant activity to other techniques which use solvents that are not Generally Recognized

As Safe (GRAS) or equipment that raises the price of the process.
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Resumen

La producciéon de vino genera el orujo de la uva conocido por su elevada actividad
antioxidante. El objetivo en este ambito de investigacién es obtener extractos con un alto
contenido polifendlico y la mayor actividad antioxidante. Sin embargo, algunas de las técnicas
estudiadas tienen una aplicacion limitada en la industria. En el presente trabajo se estudia la
extraccidon a altas temperaturas en medio acuoso como técnica de extraccidn sostenible. Se
discute el efecto del secado, la temperatura y tiempo en el contenido de fenoles, flavonoides,
antocianos, taninos y actividad antioxidante. El secado aumenta el contenido en fenoles y

disminuye la actividad antioxidante, mientras que al aumentar la temperatura o el tiempo,
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ambos pardametros aumentan. En conclusidn, la extraccion en medio acuoso a altas
temperaturas es una técnica facilmente aplicable y que permite obtener una actividad
antioxidante comparable a la obtenida mediante otras técnicas que requieren el uso de
disolventes no reconocidos como seguros (GRAS) o la utilizacién de equipos de elevado precio

que encarecen el proceso.

Palabras clave: Antioxidante; polifenol; orujo de uva; extracto acuoso; subproducto

1. Introduccion
La elevada cantidad de residuos que se genera en la produccidon ha llevado a la industria
alimentaria a buscar alternativas mas sostenibles donde se busca otra utilidad a los
subproductos ddndoles un valor anadido. La industria vitivinicola, que centra el 45% de la
produccién mundial en Europa, genera 20-30% de subproductos o residuos [1]. Actualmente
los subproductos generados en la vinificacién (semillas, pieles y hollejos) se utilizan para la
obtencidon de alcohol, acido tartarico, colorantes alimentarios, aceite de las semillas, para
alimentacién animal o como compost. Sin embargo, se ha observado que cuentan con
compuestos fendlicos conocidos por su capacidad antioxidante, lo que podria suponer un

aumento de su valor [2].

Los compuestos fendlicos son los responsables del color y el sabor del vino, lo que tengan un
papel muy importante en la produccién. Estos compuestos tienen propiedades bactericidas,
antioxidantes y vitaminicas por lo que se les ha atribuido un efecto preventivo sobre
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y algunos tipos de cancer asi como un
efecto beneficioso sobre la flora intestinal o la presién arterial [3]—[8]. Estas propiedades han
llevado a la aplicacion de estos subproductos en alimentos para crear nutraceuticos, evitar la

oxidacion lipidica, la proliferacion microbiana o mejorar las propiedades fisicas o sensoriales de



productos como pan, galletas, magdalenas, pasta, leche fermentada, yogurt, queso, productos

carnicos o aceites de pescado [2].

Existen dos grandes grupos de compuestos fendlicos, flavonoides y no flavonoides. Los
primeros, como los flavonoles, los flavanoles y antocianos, se encuentran en los hollejos, las
semillas y los raspones de la uva mientras que los compuestos no flavonoides, como los acidos
fendlicos y estilbenos, se encuentran en la pulpa. Por lo que en el subproducto de la uva,
predominaran los compuestos flavonoides a los no flavonoides. El orujo de vino tinto tiene un
contenido total de fenoles de aproximadamente 271,1 mg equivalentes de acido gdlico
(GAE)/g de extracto seco (ES), mientras que los flavonoles alcanzan los 39,29 umol/g ES, los

antocianos 8,88 mg/g ESy 19,78 umol/g ES de 3-flavanoles. [9].

Estos compuestos fendlicos presentan actividad antioxidante, es decir, tienen capacidad de
captar radicales libres. La uva de la variedad cabernet sauvignon es conocida por su capacidad
antioxidante. Xu et al. [10] determinaron que el contenido en fenoles de esta variedad de uva
es de 236,26 mg GAE/L, el contenido en antocianos (TAC) de 131,87 mg malvidin-3-O-
glucoside/L, una cantidad de flavanoles (TFC) de 1,12 mg quercitina/L y un contenido en 3-
flavanoles (TTC) de 112,5 mg equivalentes catequina/L. Los resultados obtenidos para los
diferentes grupos de compuestos fendlicos muestran una correlaciéon positiva con el resultado
de actividad antioxidante, es decir, el aumento de estos compuestos hace que la capacidad

antioxidante de la muestra sea mayor.

Debido al interés por los subproductos de la vinificacidn, se estdn estudiando técnicas que
permitan obtener extractos fendlicos con el mayor rendimiento y la mayor actividad
antioxidante. La extraccion sélido-liquido ha sido la mas estudiada siendo los factores mas
importantes el tipo de solvente y la relacién muestra/solvente. Los mas utilizados son metanol,
acteona, etanol y agua. El metanol es efectivo en la extraccion de catequinas, epicatequinas y

epigalocatequinas. Para la obtencidn de procianidinas a partir de las semillas de la uva el



solvente mas eficaz es la acetona en medio acuoso. Aunque el uso Unico de acetona como
solvente muestra resultados de fenoles y flavonoides totales menores que la extraccidon acuosa
[11]. Por otro lado, en la combinacién de etanol con agua se observan altos rendimientos de
fenoles totales donde predominan las catequinas y antocianidinas [12]. El etanol como Unico
solvente da lugar a extractos con valores de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante
(DPPH) significativamente superiores a la extraccién con agua utilizando temperaturas bajas

(50°C) [11], [23].

Sin embargo, la extraccién en medio acuoso a altas temperaturas (100 °C) muestra un mayor
contenido en polifenoles que el medio alcohélico mientras que no se observan diferencias con
el medio hidroalcohdlico [14]. Ademas, la actividad antioxidante de los extractos acuosos son

comparables o ligeramente superiores a los alcohdlicos o hidroalcohdlicos [14], [15].

El aumento de la relacion muestra/solvente y la temperatura de extraccidn consigue extractos
con mayor rendimiento. Sin embargo, un aumento excesivo de la temperatura podria afectar a
la estabilidad de los fenoles [16]. Por otro lado, al prolongar el tiempo de extraccion el
rendimiento también es mayor si el solvente utilizado es hidroalcohdlico, en cambio, la

influencia del tiempo de extraccién en medio acuoso es menor [12], [17].

El tratamiento previo de las muestras también influye en la composicién y la actividad
antioxidante del producto final ya que al reducir el contenido de humedad la relacién entre el
peso seco y el solvente es mayor. Rajha et al. [18] compararon el orujo de uva sin y con
tratamiento de secado a 40 °C durante 24 h utilizando posteriormente etanol /agua al 70%
(v/v) como solvente. Estos autores concluyeron que el contenido total de fenoles es mayor en
la muestra sin tratar, mientras que la muestra tratada tiene una mayor capacidad antioxidante.
Drosou et al. [15] observaron que en las extracciones acuosas el efecto del tratamiento previo
es el contrario, el contenido total de fenoles es superior en la muestra seca, pero esta tiene

una menor capacidad antioxidante respecto a la humeda.



La extraccion sélido-liquido es una técnica facilmente aplicable y accesible en la industria. Sin
embargo, el tiempo y la cantidad de solvente necesaria para obtener un rendimiento
adecuado son muy elevados, por lo que durante los uUltimos afos se han aplicado otras
técnicas, como los ultrasonidos, los fluidos supercriticos, las altas presiones, las microondas,

los campos eléctricos pulsados o las descargas de alto voltaje.

Fontana & Antoniolli [12] y Paini et al. [12], [19] observaron que la incorporacion de
ultrasonidos a la extraccidn sélido-liquido aumenta la cantidad de fenoles y de flavonoides de
los extractos obtenidos, y ademas, la aplicacién en medio acuoso da lugar a mejores resultados
que el medio alcohdlico. Segln Fontana & Antoniolli [12] y Pinelo et al. [13], el uso de fluidos
supercriticos permite la extraccion de algunos compuestos no polares y muestra un mayor
rendimiento del contenido total de fenoles y de la capacidad antioxidante segun el método
DPPH. Barba & Brianceu [20] concluyeron que la incorporacidn de descargas de alto voltaje a la
extraccion sélido-liquido supone un aumento del rendimiento de extraccién, mientras que los

campos eléctricos pulsados y los ultrasonidos dan lugar a niveles de antocianinas mayores.

Aunque estas técnicas mas avanzadas se traducen en un mayor rendimiento de la extraccidn
de compuestos fendlicos, la inversion inicial asi como la necesidad de personal formado para
su aplicacion hace que estas técnicas no sean facilmente accesibles para la industria. Por otro
lado, la utilizacién de solventes como el metanol o la acetona, ademds de encarecer el proceso
supone un problema para la posterior aplicacién de estos extractos en la industria
agroalimentaria al no estar reconocidos como GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA

(Food and Drug Administration).

La tendencia en esta linea de investigacion es la reduccidn de los tiempos de extraccion asi
como la simplificacién de los procesos para dar lugar a técnicas aplicables en la industria
agroalimentaria. Por otro lado, se buscan procesos sostenibles con solventes GRAS para

facilitar la aplicacidn directa en alimentos consiguiendo una revalorizacidn del subproducto. La



EFSA reconoce el etanol y agua como solventes GRAS, sin embargo, aunque la eliminacién del
agua presente en el extracto requiere de temperaturas mas elevadas que la eliminacién del
etanol, el residuo que podria dejar el agua es preferible frente al que podria estar presente en

un extracto alcohdlico.

Atendiendo a los antecedentes y las tendencias que se han estudiado en este apartado, el
objetivo principal de este trabajo es estudiar el producto obtenido a partir de una extraccion
solido-liquido a altas temperaturas en medio acuoso como técnica de extraccion sostenible,
facilmente aplicable en la industria y que facilitaria la posterior aplicacion del extracto en la
industria alimentaria. Se estudia el efecto del tiempo, la temperatura de extraccién vy el
tratamiento previo de la muestra mediante la determinacion del contenido total de
flavonoides (TFC), el total de antocianos (TAC), el total de taninos (TTC), el total de fenoles

(TPC), y la actividad antioxidante (DPPH).

2. Material y métodos

2.1.  Muestra

Se utilizaron los orujos obtenidos en la elaboracidn del vino producido en la planta piloto del
Departamento de Tecnologia de Alimentos de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrénomos (ETSIA) de la Universidad Publica de Navarra (UPNA). El vino se elabord a partir de
la uva (Vitis vinifera) de la variedad cabernet sauvignon obtenidos de la finca de la Escuela
Técnica Superior de Ingenieros Agronomos (ETSIA) de la Universidad Publica de Navarra

(UPNA).

2.2. Determinacioén de la humedad

La humedad de las muestras se determind mediante una balanza con cdmara de desecacion

GRAM ST-H50 en la que se trataron 2 g de muestra. La medida se realizé a 105 °C por



triplicado y los resultados se expresaron como el porcentaje de la pérdida de peso respecto al

peso inicial.

2.3.  Tratamiento de secado
El secado de la muestra se realizd en una estufa BINDER a 50 °C y bajo condiciones de vacio
(200 mbar) durante 72 h hasta alcanzar una humedad aproximada del 8%. La muestra hiumeda
fue triturada en el vaso de una batidora convencional durante 10 s mientras que la muestra
seca fue triturada hasta conseguir un polvo con un tamafio de particula aproximado de 0,7-1

mm.

2.4.  Extraccion solido-liquido
La extraccion se llevd a cabo en un medio acuoso con una relacién 1:8 (m/v) a tres
temperaturas (50, 70 y 90 °C) durante tres tiempos (10, 20 y 30 min) en un bafio P-SELECTA
UNITRONIC OR con una agitacion de 36 rpm. La extraccion para cada tiempo y temperatura se
realizé por triplicado y las muestras fueron centrifugadas en una centrifuga SIGMA 3K30 con
un rotor n2 12156. Las condiciones para las muestras sin secado fueron de 8000 rpm durante
15 min, mientras que las muestras secas se trataron a 12000 rpm durante 30 min, ambas a 4
°C. Tras este tratamiento se retird el sobrenadante de las muestras y se almacenaron en

refrigeracion en una atmaésfera de nitrégeno, para evitar la oxidacion.

2.5. Determinacion del contenido total de flavonoides (TFC)
Los flavonoides totales se determinaron mediante el método descrito por Bosso et al. [11]. Se
mezclaron 0,1 mL del extracto diluido 1:10 (v/v) con 5 mL de etanol hidroalcohdlico
(etanol:H,0:HCI 70:30:1) y se midi6 la absorbancia a 280 nm en cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso 6ptico en un espectrofotémetro de doble haz UH5300 UV/VIS Spectrophotometer
HITACHI. Para expresar los resultados se realizé una recta de calibrado con (+)-catequina (50-

800 mg/L). Los resultados se expresaron como equivalentes de catequina por gramo de



extracto seco (ES). La determinacion se realizé por duplicado y se hicieron tres medidas

espectrofotométricas.

2.6.  Determinacion del contenido total de antocianos (TAC)
La determinaciéon del contenido de antocianos se realizd segun el método basado en la
decoloracién mediante bisulfito de sodio descrito por Ribéreau-Gayon & Stonestreest [21]. Se
prepard una solucién madre en la que se mezcld 1 mL de muestra, 1 mL de etanol y 20 mL de
HCl al 2% (v/v). En un tubo “A” se vertieron 5 mL de la solucién madre y 2 mL de agua
destilada. En el tubo “B” se afadieron 5 mL de la solucién madre y 2 mL de Na,SO; al 16%
(m/v). Pasados 15 min se midié la absorbancia de ambos tubos a 520 nm utilizando cubetas de
vidrio de 1 cm de paso optico en un espectrofotémetro de doble haz UH5300 UV/VIS
Spectrophotometer HITACHI. EIl método se llevd a cabo por duplicado y se realizaron tres
medidas espectrofotométricas. Los resultados fueron expresados como mg/g extracto seco

(ES) segun la ecuacioén 1.

Contenido antocianos totales (mg/L) = 875 X (Abs A — Abs B) (1)

2.7. Determinacion del contenido total de taninos (TTC)
Para cuantificar el contenido en taninos condensados se utilizé el método descrito por Bate-
Smith [22] que se basa en la hidrodlisis de estas estructuras poliméricas en medio acido y
temperaturas elevadas, dando lugar a sus unidades monomeéricas, las antocianidinas. En cada
tubo “A” y “B” se mezclaron 1 mL de muestra, 0,5 mL de agua destilada y 3 mL de HCI 37%. El
tubo “A” se llevd a 90 °C durante 30 min, mientras que el tubo B se guardd en oscuridad a
temperatura ambiente. Después de atemperar el tubo “A” en oscuridad, se afiadieron a ambos
tubos 0,5 mL de etanol y se midid la absorbancia a 550 nm en cubetas de vidrio de 1 cm de
paso dptico utilizando un espectrofotémetro de doble haz UH5300 UV/VIS Spectrophotometer

HITACHI. El método se realizé por duplicado y las medidas espectrofotométricas por triplicado.



Los resultados se expresaron como mg de taninos/g de extracto seco (ES) que se calculd a

partir de la ecuacion 2.
Contenido taninos totales (%) = 19,33 X (Abs A— Abs B)/5 (2)

2.8. Determinacién del contenido total de fenoles (TPC)
El contenido total de fenoles se determind mediante el método Folin-Ciocalteu ajustado al
lector de microplacas Thermo Scientific Multiskan GO desarrollado por Bobo-Garcia et al. [23].
En los pocillos de las placas NUNC f-bottom se mezclaron 20 uL del extracto diluido y 100 pL
del reactivo Folin-Ciocalteu diluido 1:4 (v/v). Se agité durante 1 min y se incubd a 25 °C
durante 4 min. Después, se afiadieron 75 plL de carbonato sddico al 10% (m/v) y se agitd
durante 1 min. Tras dos horas en oscuridad y a temperatura ambiente se midié la absorbancia
a 750 nm. Los resultados se expresaron como mg de acido galico/g de extracto seco (ES)
utilizando una recta patrén de acido galico (10-200 mg/L). Las muestras se analizaron por

duplicado y se realizaron ocho medidas espectrofotométricas de cada repeticion.

2.9. Determinacion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante de los extractos se determind mediante el método de DPPH para el
lector de microplacas Thermo Scientific Multiskan GO desarrollado por Bobo-Garcia et al. [23] .
Se mezclaron en una placa NUNC F-bottom 20 pL de la muestra diluida con en 180 pL del
reactivo DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de 150 uM que fue preparado en metanol al
80%. Se agitd durante 5 s y se midid la absorbancia a 515 nm después de 40 min de incubacién
en oscuridad y a temperatura ambiente. Los resultados se expresaron como umol equivalentes
de Trolox/g de extracto seco (ES) a partir de una recta de calibrado de 50-500 umol/L de Trolox
en etanol:agua 50:50 (v/v). Las muestras se analizaron por duplicado y se realizaron ocho

medidas espectrofotométricas por cada repeticion.
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2.10. Analisis estadistico
El efecto de los factores (tratamiento, tiempo y temperatura) sobre los parametros de
contenido total de fenoles, flavonoides, antocianos, taninos y actividad antioxidante se estudié
mediante el andlisis de la varianza y el andlisis de la regresidn lineal multiple. La relacién entre
los pardmetros estudiados se establecid segun sus correlaciones calculadas por el método

Pearson. Todos los analisis se realizaron con la version 22 del programa IBM SPSS Statistics.

3. Resultados y discusion
Segun el analisis de la varianza multifactorial la interaccién de los factores estudiados
(tratamiento de secado, temperatura y tiempo) es significativa (p < 0,05; a = 95%), por lo que
el efecto de cada uno de los factores en las determinaciones realizadas se ha estudiado por

separado.

3.1. Contenido en humedad
El contenido en humedad de los orujos sin secar es de 59,50 + 3,99% mientras que la humedad
de los orujos secos es de 8,15 + 0,10%. La humedad de los orujos utilizados es la habitual de

este tipo de subproductos segun otros autores [2], [13], [15], [18].

3.2.  Efecto del tratamiento previo
Segun el anadlisis de la varianza, el tratamiento previo de la muestra influye significativamente
(p < 0,05; a = 95%) en todos los grupos de fenoles estudiados asi como en la actividad
antioxidante. El contenido en fenoles totales (figura 1) y flavonoides (tabla 1) es mayor en la
muestra seca. El contenido de antocianos y taninos (tabla 1), en cambio, es mayor en la

muestra sin secar, al igual que la actividad antioxidante (figura 1).
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Figura 1. TPC muestra sin secar (1), TPC muestra seca (2), AA (DPPH) muestra sin secar (3), AA (DPPH) muestra
seca (4) para diferentes temperaturas y tiempos.
ABC Diferencias significativas entre la temperatura (p < 0,05; Test de Tukey)

2P piferencias significativas entre el tiempo (p < 0,05; Test de Tukey)

Sélyom et al. [16] concluye que el 10% del contenido total de antocianos puede degradarse a
50 °C si el tiempo de exposicidn es superior a 100 min, lo que explicaria la pérdida de estos
compuestos durante el tratamiento de secado que se ha realizado en el presente trabajo. Sin
embargo, segun estos mismos autores el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante
no disminuye de manera significativa hasta alcanzar temperaturas de secado de 150 °C cuando
el solvente utilizado para realizar la extraccion es etanol/agua. Drosou et al. [15], que
trabajaron con extracciones en medio acuoso, coinciden con Sélyom et al. [16] en el efecto
positivo del secado sobre el contenido total de fenoles, por lo contrario, concluye que el
tratamiento de secado tiene un efecto negativo sobre la actividad antioxidante, lo que

coincide con los resultados de este trabajo.
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Tabla 1. Contenido total de flavonoides (TFC), antocianos (TAC) y taninos (TTC) para los diferentes tratamientos,
temperaturas y tiempos.

Ny . Tiempo Temperatura (°C)
Determinacion | Tratamiento .
(min) 50 70 90
10 8,01+3,63*  10,26+3,94™  20,196,28°°
Sin secar 20 6,91+2,31"  10,73+2,21**  23,41+8,89%°
TEC tmg CT/ 30 6,30£3,97*"  16,14+2,23%° 22 ,63+12,10“®
mg CT/g
ES) A A A
10 26,79+10,39%° 23,30+15,09"* 21,72+2,52*°
Seco 20 17,64+1,86™°  17,99+3,94"*  20,73+2,96°°
30 10,97+2,30"*  34,48+12,90°° 43,37+18,24°%°
10 1,41+0,20"° 1,79+0,35"" 3,27+0,99%°
Sin secar 20 1,05+0,29*° 1,31+0,35™° 3,32+0,39%°
30 1,06+0,32*° 2,21+0,23%¢ 2,85+1,16°
TAC (mg/g ES)
10 0,57+0,05"? 0,64+0,14"? 1,00+0,12%°
Seco 20 0,58+0,07"? 0,80+0,12°° 1,0240,07“*
30 0,65+0,12*°  0,84+0,08%" 0,95+0,10%
10 4,44+0,34*° 4,86+0,21"° 7,34+1,49%°
Sin secar 20 3,72+0,23"° 4,98+0,41%° 8,68+1,08“°
30 4,27+0,39*° 5,34+0,24"° 8,33+2,77°°
TTC (mg/g ES)
10 1,18+0,16™° 1,23+0,12*°  1,17+0,22**
Seco 20 1,29+0,09%° 1,04+0,21*° 1,09+0,16™°
30 1,31+0,11*° 1,20+0,12"° 1,32+0,19*°
A,B

a

4 ’C . . . g .
Diferencias significativas entre la temperatura (p < 0,05; Test de Tukey)

lbl . . . g . -
¢ Diferencias significativas entre el tiempo (p < 0,05; Test de Tukey)

El andlisis de la regresion refuerza la conclusion obtenida mediante el analisis de la varianza.

Tal y como se muestra en las ecuaciones (3-7) de la figura 2, los coeficientes del tratamiento

previo para el contenido total de fenoles y flavonoides son positivos, por lo que al aplicar el

tratamiento aumenta el resultado de estas determinaciones. Por el contrario, para el

contenido total de antocianos y taninos, asi como para la actividad antioxidante, los

coeficientes son negativos, lo que indica que al aplicar el tratamiento los resultados de estos

disminuyen.
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TPC = —14,23 + 8,03 Tratamiento + 2,75 Temperatura + 0,74 Tiempo (R* = 0,822) (3)
TFC = —12,94 + 10,27 Tratamiento + 6,28 Temperatura + 1,97 Tiempo (R? =10,358) (4)
TAC = 2,10 — 1,25 Tratamiento + 0,59 Temperatura (R2=10658) (5)
TTC = 8,40 — 4,57 Tratamiento + 0,98 Temperatura (R2=0,792) (6)

DPPH = 63,57 — 35,36 Tratamiento + 15,22 Temperatura + 4,76 Tiempo (R* =0,705) (7)

Figura 2. Rectas de regresion para las determinaciones seguin tratamiento, temperatura y tiempo (3-7)

La extraccidn a partir de la muestra seca se realizd con la misma relacion muestra/solvente
qgue la muestra himeda, por lo que la relacién peso seco/solvente en el caso de la muestra
seca fue mayor. Esto podria explicar los niveles mas altos de fenoles y flavonoides totales. Sin
embargo, la exposicidon de los orujos a altas temperaturas durante un tiempo prolongado,
como es el caso del tratamiento de secado realizado, podria llevar a la degradacién de algunos
de los compuestos fendlicos, como los antocianos o los taninos, que darian lugar a una
disminucién de actividad antioxidante. El tratamiento de secado contribuye al aumento del
contenido de fenoles totales aunque los compuestos extraidos muestran una menor actividad

antioxidante.

3.3.  Efecto de la temperatura
Después del tratamiento previo de la muestra la temperatura es el factor que mas influye en el
contenido de los diferentes grupos de fenoles, asi como en la actividad antioxidante. El analisis
de la varianza permite concluir que existen diferencias significativas entre las tres
temperaturas estudiadas (p < 0,05; a = 95%). El aumento de la temperatura de extraccion lleva
a un aumento del contenido de todos los grupos de fenoles estudiados y de la actividad
antioxidante de los extractos tal y como se puede observar en los coeficientes de las

ecuaciones de regresion (figura 2).
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De forma general, para todos los parametros estudiados las diferencias entre 50 °Cy 70 °C son
cuantitativamente menores que las diferencias encontradas cuando la temperatura se
aumenta de 70 °C a 90 °C. El contenido total de fenoles de los extractos acuosos estudiados
por Drosou et al. [15] es mayor que el obtenido en el presente trabajo. Esto puede deberse a
un mayor rendimiento de la extraccion soxhlet o a las propias caracteristicas de la variedad de
uva (argiorgitiko) estudiada. Los resultados del contenido total de fenoles obtenido por Brahim
et al. [17] en medio acuoso y altas temperaturas (100 °C), en cambio, son menores a los que se
consiguen en este trabajo para los extractos de la muestra seca. Sin embargo, para la muestra
seca, se obtienen niveles de polifenoles totales semejantes a los que estos autores consiguen

al aplicar microondas.

La actividad antioxidante de los extractos también es significativamente superior cuando la
extraccién se hace a temperaturas mayores. Esta tendencia estd mas presente en la muestra
sin tratamiento de secado teniendo en cuenta, ademds, que en la muestra seca los valores de

actividad antioxidante son menores.

El contenido en flavonoides, antocianos y taninos aumenta significativamente cuando la
extraccidon se realiza a altas temperaturas (tabla 1). Los resultados de flavonoides totales
obtenidos en este trabajo, tanto para la muestra sin secar como para la seca, son superiores a
los descritos por Bosso et al. [11] tanto para la extraccidon con agua, etanol o acetona. El
contenido en antocianos del orujo de uva publicado por Brahim et al. [17] es comparable al
obtenido en la muestra sin secar a 50 °C. Pero al aumentar la temperatura de extraccién, los
resultados obtenidos para la muestra hiumeda son superiores a los del citado autor. El
contenido en taninos de los extractos secos estudiados son comparables a los obtenidos por
Brahim et al. [17]. Sin embargo, los extractos obtenidos a partir de la muestra sin tratamiento
previo tienen un contenido en taninos superior que alcanza los niveles conseguidos por Bosso

et al. [11] al utilizar etanol/agua 50%.
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Por lo tanto, en este trabajo se ha podido observar que la aplicacion de altas temperaturas (90
°C) en medio acuoso puede dar lugar a extractos con un contenido en fenoles comparable al
obtenido con otro tipo de solventes o técnicas. Ademas, la extraccién a 90 °C aumenta
significativamente la actividad antioxidante de los extractos que se han obtenido a partir de la

muestra humeda.

3.4. Efecto del tiempo
La influencia del tiempo en la actividad antioxidante y el contenido en los diferentes grupos de
polifenoles no tiene una tendencia tan clara como el tratamiento de secado o la temperatura.
Existen diferencias significativas entre los tiempos de extraccion pero no hay evidencias
suficientes para establecer una relacién clara. Se observa una tendencia al aumento del
contenido de fenoles totales y de la actividad antioxidante cuando el tiempo de extraccién es
mayor. El contenido en antocianos y los taninos, en cambio, no muestra esta misma tendencia,
de hecho, el andlisis de la regresién (figura 2) muestra que el tiempo no influye de manera

significativa en el contenido de estos grupos fendlicos.

El andlisis de la varianza también permite concluir que el contenido de antocianos y taninos no
aumenta cuando el tiempo de extraccion es mayor (tabla 1). Ademas, aunque se observan
diferencias significativas en el contenido de flavonoides, no se observa una relacién clara entre
el tiempo y el pardametro estudiado. El contenido total de fenoles (figura 1) muestra una
tendencia al aumento cuando los tiempos de extraccion son en la muestra seca, mientras que

en la muestra humeda este efecto tan sélo es claro al trabajar a 90 °C.

En el caso de la actividad antioxidante el efecto del tiempo estd presente tanto en los extractos
obtenidos de la muestra humeda como de la muestra seca, aunque en los orujos hiumedos las
diferencias son mayores (figura 1). El efecto del tiempo es todavia mas claro cuando se aplican
altas temperaturas (90 °C), obteniéndose una actividad antioxidante mayor en estos extractos.

Los resultados de este trabajo no coinciden con los obtenidos por Brahim et al. [17], ya que
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segln estos autores el tiempo de extraccidn no es un parametro decisivo al utilizar agua como
solvente, mientras que la influencia del tiempo en extracciones hidroalcohdlicas ha sido

demostrada [12], al igual que en el trabajo que se presenta.

La decision del aumento del tiempo de extraccién dependera del objetivo que se quiera
alcanzar. Es decir, si se busca la obtencidn de un extracto con la mayor actividad antioxidante
el tiempo de extraccién recomendable seria el mayor (30 min), ya que se ha observado que
este pardmetro aumenta de manera significativa, sobre todo al trabajar a altas temperaturas.
En cambio, si el objetivo es la obtencién de extractos con un alto contenido en taninos,
antocianos o flavonoides, atendiendo a los resultados de este trabajo, el tiempo mas corto (10

min) seria suficiente.

3.5. Relacion entre los parametros estudiados
Durante la discusiéon del efecto de los factores estudiados en este trabajo (secado,
temperatura y tiempo) se ha hecho referencia a la relacidén entre los parametros que se han
determinado en los extractos. Estos resultados se refuerzan en este apartado mediante el

analisis de las correlaciones entre los parametros.

El contenido total de fenoles tiene una correlacidn positiva con el contenido de flavonoides (r =
0,512). Esta correlacion se muestra de forma mas clara al comparar los resultados entre la
muestra himeda y la seca. El aumento del contenido en flavonoides al realizar las extracciones
con la muestra seca, se ve reflejado en el correspondiente aumento del contenido en fenoles
totales. El contenido en antocianos (r = -0,400) y en taninos (r = -0,638), en cambio, tienen una
correlacién negativa con el contenido total de fenoles. Esto parece indicar que cuando el
contenido en polifenoles y flavonoides aumenta al secar la muestra los compuestos que se
extraen no son antocianos o taninos. Por otro lado, los antocianos (r = 0,833) y los taninos (r =
0,859) contribuyen en mayor medida a la actividad antioxidante de los extractos ya que su

correlacién respecto a esta es positiva.
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La correlacién negativa entre el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante (r = -
0,456) observada en este trabajo permite concluir que los compuestos fendlicos que llevan al
aumento del contenido total de fenoles al secar la muestra no contribuyen de manera
importante a la actividad antioxidante. De esta manera, cuando el contenido total de fenoles
aumenta la actividad antioxidante de los extractos disminuye, ya que se extrae una mayor
cantidad de polifenoles pero su actividad antioxidante es menor. Generalmente la relacién del
contenido total de fenoles y la actividad antioxidante es directamente proporcional [10], pero
otros autores ya han observado antes el efecto contrario entre estos parametros que se

obtiene también en este trabajo [15], [24].

6. Conclusiones
La extraccion de orujos de uva humedos a altas temperaturas y durante tiempos cortos en
medio acuoso permite obtener extractos fendlicos con una actividad antioxidante comparable
a la obtenida mediante otros solventes y técnicas. El aumento del tiempo y la temperatura da
lugar a extractos con mayor actividad antioxidante. El tratamiento de secado de la muestra se
traduce en la obtencién de extractos con un mayor contenido de fenoles, pero una menor
actividad antioxidante. Por lo tanto, el secado de los orujos no seria interesante desde el punto
de vista industrial, ya que ademas de encarecer el proceso, los extractos obtenidos tendrian

una menor actividad antioxidante.

Aunque se requiere una caracterizacion mas especifica de los extractos obtenidos, los
resultados de este trabajo ofrecen una alternativa facilmente aplicable en la industria
alimentaria que permitiria obtener extractos del orujo de uva con una alta actividad

antioxidante y sin los residuos que podrian dejar otro tipo de solventes.
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