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RESUMEN

Chile es un importante productor y exportador de vino a nivel mundial. Sin embargo, la oferta
varietal de vinos chilenos se encuentra limitada a variedades tradicionales, entre ellas
Carménére, Cabernet Sauvignon y Merlot. Durante los ultimos afios, ciertas variedades de
Vitis vinifera L. han experimentado un crecimiento importante, pero no existe informacion
acerca de la composicion quimica de estas variedades bajo las condiciones medioambientales
nacionales. El objetivo de este estudio fue comparar la concentracion de las fracciones de
flavan-3-ol y de fenoles de bajo peso molecular en semillas de las variedades Carménere,
Cabernet Franc, Petit Verdot, Sangiovese, Tempranillo y Malbec durante la maduracién. Para
ello, fueron muestreadas las bayas en 3 momentos durante la maduracién y se realiz6 una
extraccion total de polifenoles con las semillas trituradas, mediante maceracion con mezclas
de solventes organicos y agua por un periodo de dos horas. Posteriormente estos extractos
fueron analizados mediante técnicas espectrofotométricas y de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-DAD). Los resultados demostraron que estos extractos presentan una
concentracion diferencial de polifenoles durante la madurez. No obstante, existe una gran
similitud composicional entre los cultivares estudiados, que no permite detectar un caracter
fendlico especifico y diferenciador entre las variedades. Finalmente, se reporta que las
variedades utilizadas en este estudio presentan un patrén fenolico similar a Carménere, lo
que implicaria su potencial uso extensivo en el terrufio nacional.

Palabras clave: HPLC-DAD, flavonoides, fraccionamiento de flavan-3-oles, Vitis vinifera
L.



ABSTRACT

Chile is an important producer and exporter of wine worldwide. However, the varietal offer
of Chilean wines is limited to traditional varieties, including Carmeénere, Cabernet Sauvignon
and Merlot. During the last years, certain varieties of Vitis vinifera L. have experienced
significant growth, but there is no information about the chemical composition of these
varieties under national environmental conditions. The objective of this study was to compare
the concentration of the flavan-3-ol and low molecular weight phenol fractions in seeds of
the Carménere, Cabernet Franc, Petit Verdot, Sangiovese, Tempranillo and Malbec varieties
during ripening. For this, the berries were sampled at 3 moments during ripening and a total
extraction of polyphenols was carried out with the crushed seeds, by maceration with
mixtures of organic solvents and water for a period of two hours. These extracts were
subsequently analyzed wusing spectrophotometric and high-performance liquid
chromatography (HPLC-DAD) techniques. The results showed that these extracts present a
differential concentration of polyphenols during maturity. However, there is a great
compositional similarity between the cultivars studied, which does not allow detecting a
specific and differentiating phenolic character between the varieties. Finally, it is reported
that the varieties used in this study present a phenolic pattern similar to Carménére, which
would imply their potential extensive use in the national terroir.

Keywords: HPLC-DAD, flavonoids, flavanol fractionation, Vitis vinifera L.



INTRODUCCION

Los compuestos polifendlicos son metabolitos secundarios presentes en diversas especies
vegetales y ampliamente distribuidos en los tejidos de las bayas de Vitis vinifera L.
(Dohadwala y Vita, 2009). Estos compuestos cumplen un rol relevante en las cualidades
sensoriales de los vinos y otros productos derivados de la vid (Somers y Vérette, 1988;
Flanzy, 2003). Los polifenoles se clasifican generalmente en dos familias: No flavonoides y
flavonoides. En el caso de los flavonoides, los componentes de mayor concentracion
presentes en los vinos son los flavonoles, antocianos y flavan-3-oles (Zamora, 2003). Entre
estos Ultimos se encuentran los mondmeros de (+)-catequina, (-)-epicatequina y sus posibles
formas isoméricas, galoiladas y polimerizadas (Cheynier et al., 2000; Zamora, 2003).

Las semillas poseen principalmente mondmeros de (+)-catequina y (-)-epicatequina, los
cuales forman parte de la familia de compuestos mas abundantes reportados en las bayas y
el vino (Prieur et al., 1994; Waterhouse, 2002; Cadot et al., 2006). Estos compuestos se
encuentran mayoritariamente presentes en las capas superficiales de las semillas, el
integumento externo y las primeras capas de la membrana interna de las semillas, y en menor
medida en racimos, tallos y pieles de las bayas (Thorngate y Singleton, 1994; Zoeckelin et
al., 2001; Braidot et al., 2008). El caracter principal que aportan los polimeros de flavan-3-
oles (taninos condensados o proantocianidinas) se vincula con la sensacion de astringencia,
los cuales, al combinarse con las glicoproteinas de la saliva, provocan una pérdida de su
propiedad lubricante (Watrelot et al., 2020). Ademas, se les ha asociado al gusto amargo y
se ha estudiado su participacion en la textura o cuerpo relacionado con la sensacion en boca
del vino y la estabilizacion del color a través del proceso de copigmentacion (Pérez y
Gonzélez, 2004; Chira et al., 2009; Ma et al., 2014).

Uno de los factores que afectan significativamente la concentracion fendlica en las bayas es
el proceso de maduracion. En particular, los taninos son sintetizados durante las primeras
etapas del desarrollo de la baya hasta fechas cercanas a envero. Luego, se ha observado un
cambio en la expresion de los genes que codifican para enzimas en la ruta de sintesis, dando
paso a la formacion de otros compuestos (Downey et al., 2003). Flanzy (2003), expone que,
en el transcurso de la maduracion, las capas de la semilla refuerzan su estructura, a diferencia
de las paredes de la piel, la cual sufre un proceso de hidrélisis de compuestos estructurales,
como las pectinas. Del mismo modo, los taninos condensados de las semillas, compuestos
que carecen de color, sufren un proceso de oxidaciéon a medida que avanza la maduracion,
otorgandole un color café oscuro a las semillas conforme se lignifican (Cadot et al., 2006;
Braidot et al., 2008).

Otro factor importante que influye en la disponibilidad de polifenoles corresponde a la
variedad de uva vinifera. Dado que, entre las distintas variedades de uva difiere
sustancialmente su capacidad de acumulacion de fenoles, existen diferencias varietales
importantes en los perfiles polifendlicos (Rodriguez et al., 2006). Particularmente, se han
observado que las distintas variedades tintas presentarian distinta concentracion de taninos
totales, grado medio de polimerizacion y de galoilacién, asi como una conformacion
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diferencial de sus procianidinas durante la maduracion (NUfez et al., 2006; Fanzone et al.,
2011; Rockenback et al., 2011; Obreque-Slier et al., 2012; Panteli¢ et al., 2016).

Especificamente, se ha observado que las semillas de uva de Carménere muestran un
contenido menor de flavan-3-oles monoméricos y (+)-catequina, y un mayor contenido de (-
)-epicatequina y &cido galico, con respecto a Cabernet Sauvignon (Obreque-Slier et al.,
2010). Esta ultima variedad presentaria un menor grado de polimerizacion de los flavan-3-
oles de las semillas que su simil Carménére. En otro estudio complementario realizado en
semillas, se observo que las variedades Carménére, Merlot, Cabernet Franc y Cabernet
Sauvignon presentaron marcadas diferencias polifendlicas, siendo Cabernet Franc la
variedad que resalté por una mayor concentracién de &cido galico y galatos de procianidina
(Obreque-Slier et al., 2012). Otros estudios internacionales han respaldado esta
diferenciacion fenolica entre las semillas de bayas de Vitis vinifera. De este modo, Lacopini
et al. (2008) reportan contenidos diferenciales de flavan-3-oles, especificamente en la
fraccion polimérica, asi como de fenoles totales en semillas de 7 variedades, entre ellas
Cabernet Sauvignon y 4 clones distintos de Sangiovese. Por su parte, Torchio et al. (2016),
destacaron la diferencia cuantitativa en los fenoles de bajo peso molecular en las semillas de
algunas variedades, entre ellas, Cabernet Sauvignon, Petit Verdot y Sangiovese. Por otro
lado, Ramhari et al. (2019) analizaron las concentraciones de fenoles totales y taninos
presentes en las semillas de diversas variedades y encontraron que las semillas de la variedad
Cabernet Franc mostraban un mayor contenido en ambos parametros en comparacion a
Tempranillo (Rambhari et al., 2019). Por otro lado, Pérez-Navarro et al. (2019) encontraron
importantes similitudes composicionales entre las semillas de Tempranillo y Tinto Fragoso
y Moribel. Segin estos autores, estas variedades se diferenciaban especificamente en la
proporcion de compuestos fendlicos. Esta observacion es reforzada por un estudio reciente,
en el cual se encontraron diferencias sustanciales en las concentraciones de taninos totales en
semillas para todas las variedades analizadas, entre ellas Tempranillo, Cabernet Sauvignon y
Merlot (Gombau et al., 2020). En conjunto, estos antecedentes acentlian la idea del efecto
sustancial de la variedad como uno de los factores con alta incidencia en la concentracion y
composicion fendlica de las bayas.

A partir de lo mencionado anteriormente, es posible observar que en Chile los estudios de
polifenoles en semillas se han desarrollado principalmente en variedades ampliamente
distribuidas en territorio nacional. La oferta chilena de variedades se centra en Cabernet
Sauvignon (41.098,6 ha), Merlot (11.843,8 ha), Pais (10.236,5 ha) y Carménére (10.646,8
ha), las cuales representan en conjunto un 73,1% de la superficie cultivada de variedades
tintas (SAG, 2018). No obstante, algunas variedades tintas cultivadas en Chile han presentado
un crecimiento importante en el Gltimo periodo. Asi, Sangiovese, Tempranillo, Petit Verdot,
Malbec y Cabernet Franc han presentado una tasa de crecimiento del 10,8; 33,6; 20,8; 18,2
y 7,4% entre los afios 2012 y 2018, respectivamente. Actualmente, estas variedades alcanzan
una superficie cultivada de 135,3; 130,0; 871,8; 2.340,2; 1.646,3 hectareas, respectivamente.
A pesar de la importancia internacional de estas Ultimas variedades, existe limitada
informacidén acerca del comportamiento fenoldgico de las semillas de variedades menos
extendidas en el territorio nacional. Es por ello, que el propoésito de este estudio es aportar
informacién actualizada sobre el comportamiento de los polifenoles de las semillas
provenientes de estas variedades cultivadas en condiciones edafocliméticas propias de Chile.
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HIPOTESIS

Las semillas de las variedades Malbec, Tempranillo, Sangiovese, Petit Verdot, Cabernet
Franc y Carménére cultivadas en Chile, presentan una composicion y concentracion fenolica
diferenciadora durante la maduracion.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la fraccion fendlica total de semillas de las variedades Sangiovese, Tempranillo,
Petit Verdot, Malbec, Cabernet Franc y Carménere (Vitis vinifera L.) en distintas etapas
fenoldgicas de la maduracion y hallar alguna caracteristica propia de cada una de ellas.

Objetivos especificos

Describir la evolucion de los compuestos fendlicos totales de las semillas de las bayas de
Sangiovese, Tempranillo, Petit Verdot, Malbec, Cabernet Franc y Carménére durante la
maduracion.

Comparar la concentracion y composicion fendlica total de las semillas de las bayas de
Sangiovese, Tempranillo, Petit Verdot, Malbec, Cabernet Franc y Carménére en distintos
estados fenologicos para hallar algin rasgo o compuesto diferenciador entre las variedades.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

El estudio se realiz6 en las dependencias de la empresa Agricola Teno Ltda., ubicada en la
Region del Libertador Bernardo O’Higgins, Valle de Cachapoal, especificamente en el
kilometro 69 de la Ruta 5 Sur (coordenadas 34°09°57,87° Sy 70°46°10,51°” O). Los analisis
se realizaron en los laboratorios de Analisis Enoldgico y de Analisis Cromatografico del
Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la
Universidad de Chile.

Material bioldgico

En el estudio se utilizaron semillas provenientes de las uvas de seis cultivares de Vitis vinifera
L.: Sangiovese, Tempranillo, Petit Verdot, Malbec, Cabernet Franc y Carménere de la
temporada 2019. Las semillas fueron obtenidas de los racimos de plantas de 8 afios,
establecidas en un marco de plantacion de 2 metros entre hilera'y 1 metro sobre hilera, bajo
un sistema de conduccion en espaldera.

Los vifiedos se encontraron bajo similares condiciones hidricas, ambientales y agronomicas.
Las plantas estaban cultivadas en suelos pertenecientes a la serie Graneros, los cuales son de
origen aluvial, estratificados, constituidos por gravas y piedras con matriz arenosa y con una
profundidad efectiva variable entre 70-120 cm. Ademas, son suelos de baja pendiente (0-
1%), con una capacidad de drenaje moderado y de permeabilidad moderadamente rapida con
un lento escurrimiento superficial. El riego se suministré mediante mangueras con goteros
de 4 litros/hora y se aplicaron alrededor de 650 litros de agua/planta entre octubre y abril.
Durante la temporada 2018 la precipitacion media fue de 96,2 mm concentrados
principalmente en invierno (mes de junio). Las temperaturas medias parciales fluctuaron
entre 1,8 a 23,6 °C, con una acumulacion de horas frio (T° < 7°C) de 940 UF, sin heladas en
brotacion (5 de septiembre) y una evapotranspiracion total de 4,4 mm/dia promedio a lo largo
del afio.

El terreno presentd una extension de 24 hectéareas (4 ha cada variedad) y la produccién de
uva vario entre 12 y 14 ton/ha. Las plantas fueron manejadas con un protocolo fitosanitario
estandar que considero la aplicacion temprana a principios de brotacion (10 cm de brote) del
ingrediente activo Topas (Syngenta) de modo preventivo y segun instrucciones de la etiqueta.
Posteriormente, se realizaron aplicaciones de azufre en polvo cada 7 a 10 dias, dependiendo
de las condiciones de humedad, entre brotacion y cuaja para el control de enfermedades
producidas por especies de hongos pertenecientes a los géneros Oidium. No fueron necesarias
otro tipo de controles para Botrytis cinerea. A las plantas del ensayo no se les aplico ningln
manejo de canopia (deshojes o desbrotes). Para cada una de las variedades se selecciond un
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grupo de 200 bayas por planta en cada muestreo; 100 de ellas utilizadas para los analisis
bésicos y las 100 bayas restantes utilizadas para realizar los analisis de polifenoles.

Equipamiento

El equipamiento utilizado fue un potenciémetro (Thermo Scientific, modelo Orion Star
A211, Massachusetts, EE. UU.), un vértex (Mixer, modelo VM-2000, Taiwan), una
centrifuga (Hettich, modelo Universal 320, Alemania), un equipo de ultrasonido (Tecnigen
modelo, YJ5120-1), un rotavapor (Buchi, modelo R-300, Suiza). Para el fraccionamiento se
utilizaron cartuchos de 400 y 900 mg de sorbente (marca Waters Sep-Pak® tC18, Dublin,
Irlanda), adquiridos en Merck (Darmstad, Alemania). Para las mediciones
espectrofotométricas se utilizé un espectrofotometro marca Shimadzu (modelo UV-1800
Pharma Spec, Kioto, Japon). Para el andlisis de los fenoles de bajo peso molecular se utilizé
un cromatédgrafo liquido de alta eficiencia (HPLC-DAD) marca Agilent Technologies
modelo 1200, constituido por un detector de arreglo de fotodiodos alineados (DAD) modelo
G1315B, una bomba cuaternaria modelo G1311A, un inyector automatico modelo AL1329A
y una columna Nova—-Pak C18 (tamafio de particula 4 um, 300 x 3,9 mm). Los reactivos
grado pro-analisis y grado HPLC fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Alemania),
mientras que los estandares de compuestos de bajo peso molecular se adquirieron en Sigma-
Aldrich (St. Louis, EE. UU.).

Tratamientos y disefio experimental

Este estudio fue realizado con un disefio completamente aleatorizado (DCA) con estructura
de parcelas divididas, en donde los factores correspondieron a la variedad y al estado
fenoldgico de cosecha. Se realizaron 18 tratamientos que constaron del factor variedad, con
6 niveles, correspondientes a cada una de las cepas (Carménére, Cabernet Franc, Malbec
Tempranillo, Petit Verdot y Sangiovese). EI factor tiempo presentd 3 niveles
correspondientes a los 3 momentos de la maduracién en los cuales fueron colectadas las
bayas: Carméneére, Cabernet Franc y Petit Verdot (15, 43 y 64 dias después de plena pinta);
Sangiovese, Tempranillo y Malbec (15, 50 y 68 dias después de plena pinta). Ademas, se
efectuaron 3 repeticiones por tratamiento correspondientes a una hilera cada una, con una
hilera de separacion entre repeticion (20 plantas/repeticion). La unidad experimental
correspondid a un grupo de 20 plantas y la unidad muestral a las semillas de 100 bayas.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente: Yijk = p + Vi + Tj + (VT)ij + Pi + &ijk.
Donde Yijk correspondié a la variable de respuesta medida en la ijk-ésima unidad
experimental; p a la media general; Vi al efecto de la variedad (tratamiento de parcela
grande); Tj al efecto del estado fenoldgico (tratamiento de parcela pequefia); (VT)ij al efecto
de la interaccion variedad y estado fenologico; Pi al error de parcela grande; €ijk al error de
parcela pequefiai=1,2,3,4,56j=1,2,3.
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Manejo del experimento

Para cada una de las variedades, fueron seleccionados de forma aleatorizada 5 racimos por
planta, a partir de los cuales se apartaron 2 bayas de distintas partes del racimo, con un total
de 10 bayas por cada 20 plantas (200 bayas por repeticion). Las bayas fueron cosechadas con
su pedicelo, seleccionadas manualmente y depositadas inmediatamente en un depdsito
refrigerado de modo de mantenerlas en condiciones adecuadas. Luego de su transporte al
laboratorio, las muestras destinadas a los analisis de polifenoles fueron almacenadas a -4 °C,
mientras las muestras para los analisis basicos fueron analizadas inmediatamente. Una vez
cosechadas la totalidad de las muestras del estudio, las bayas para los andlisis de polifenoles
fueron descongeladas. A continuacion, se extrajeron manualmente las semillas con la ayuda
de pinzas, para luego ser secadas con un papel y pesadas. Posteriormente, fueron preparados
los extractos necesarios para realizar las evaluaciones.

Variables a medir
Andlisis quimico general

Los analisis globales fueron realizados segun lo descrito por Bordeau y Scarpa (1998):

a. pH, mediante potenciometria.
b. Acidez de titulacion, mediante titulacion con NaOH 0,1N.
C. Sélidos solubles, mediante refractometria.

Anélisis de polifenoles

Los polifenoles fueron extraidos desde las semillas segiin la metodologia propuesta por
Izquierdo-Hernandez et al. (2015), la cual es descrita como altamente eficiente en la
extraccion y se ha utilizado para estudiar la cantidad total de polifenoles en semillas y
hollejos. Para ello, se utilizé un matraz Erlenmeyer en el cual fueron mezclados 5 gramos de
semillas previamente trituradas con 100 mL de solucién metanol/agua 1/1 (v/v) ajustada a
pH 3.0 con HCI. Se dej6 macerar durante 1 hora a 20°C mediante agitacion mecanica, y luego
de apartar este primer extracto en un vaso precipitado, el mismo material vegetal se mezcl6
con 100 mL de una solucién de acetona/agua 4/1 (v/v) ajustada a pH 3.0 con HCI y se macero
durante una hora a 20 °C, igualmente mediante agitacion mecanica. Se mezclaron ambos
extractos (200 mL) y se centrifug6 la muestra compuesta a 800 g durante 10 minutos. El
sobrenadante obtenido se filtré a través de una membrana de tamarfio de poro de 0,45 pm.
Finalmente, el extracto obtenido se evapord bajo presion reducida a 30°C, para
posteriormente ser reconstituido a 200 mL con agua destilada. Los analisis realizados con
este extracto fueron los siguientes:

1. Analisis espectrofotométricos:
a. Fenoles totales. Se realizé por espectrofotometria a una longitud de onda 280 nm

(Garcia-Barcel6, 1990).
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b. Taninos totales. Esta determinacion se realizd mediante el uso de metilcelulosa
(Mercurio et al., 2007).

c. Intensidad colorante. Se realiz6 por espectrofotometria midiendo las absorbancias a
420 nm, 520 nm, 620 nm (Glories, 1978).

d. Matiz del color. Se realizd por espectrofotometria estimando la relacion entre las
absorbancias a 420 nm/520 nm (Glories, 1978).

e. Coordenadas crométicas (Espacio CIElab). Se realizd por analisis
espectrofotométrico a distintas longitudes de onda para determinar los pardmetros L*
(luminosidad), a* (de rojo a verde), b* (de amarillo a azul) (OIV, 2006).

f. Fraccionamiento de taninos. Se realizo mediante la separacion flavanica en columnas
y posterior reaccion con vainillina en medio acido, de acuerdo el método descrito por
Sun et al. (1998) y Monagas et al. (2003).

2. Anélisis por HPLC-DAD:
a. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular. La evaluacion se realizé mediante el
método utilizado por Obreque-Slier et al. (2010).

Analisis estadistico

Los resultados de las evaluaciones fueron sometidos a un analisis de “modelos lineales
mixtos” (MLM) con un p <0,05 para detectar diferencias significativas entre los tratamientos.
En el caso de encontrarse diferencias significativas estadisticas entre los tratamientos se llevd
a cabo una prueba de comparaciones maltiples LSD de Fisher, con un nivel de significancia
del 5%, para determinar diferencias entre los tratamientos. Todos los analisis estadisticos
fueron realizados con el software InfoStat.
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RESULTADOS

Analisis generales

En el Cuadro 1 se muestran los valores y la evolucion de distintos parametros estudiados de
las bayas de las variedades Carménére, Cabernet Franc, Malbec, Petit Verdot, Sangiovese y

Tempranillo.

Cuadro 1. Parametros analiticos generales en bayas de durante la maduracion.

Andlisis basicos

1° Muestreo

2° Muestreo

3° Muestreo

Peso de baya
(9/50 bayas)

Didmetro
(promedio en
50 bayas)

pH

Sélidos
solubles (°Brix)

Acidez de
titulacion (g
AT/L)

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carméneére
Cabernet Franc
Malbec

Petit \erdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménere
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménere
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

88,6 +
51,8 +
511+ 62B
464+ 65A
733+ 114 A
820+ 40B

40 A
29 AB

133 +
1,09 £
112 +
1,05 +
123 £
131 +

00 A
0,0 A
01A
01A
01A
0,0 A

3,57 +
3,24 +
2,89 +
297
2,88
3,25

00C
00C
00C
01B
00B
00C

205 *
22,0 +
16,5 +
214 +
179 +
185 +

06 C
02C
04 B
05C
06 C
04C

95+
13,8 +
171 +
219 +
141 +
130 +

08 A
04 A
05 A
49 A
06 A
25 A

o O O o0 @

O 0 v O 9 T T Qo o0 o T o

® T O

bc
c

91,1 +
52,8
41+ 77 A
467+ 38A
747+ 101 A
830+ 38B

40 A
31A

133 +
1,06
117 +
102 +
116 +
127 +

01A
0,0 A
01A
01A
00 A
0,0 A

393
3,69 +
3,60 +
330 +
341 +
3,86 +

01B
00B
0,0B
02 A
01A
00B

250 *
27,5 +
238
26,7 +
26,3 +
236 +

04 B
01B
05 A
05B
03B
05B

6,7 +
6,6 +
82 +
143 £
134 +
6,0 +

10B
08B
04 B
11B
19 A
018B

a
c
b
c
b

ab

D T O T O D

L O O T T D

bc
bc
b
a
a
c

880 +
46,1 +
80,3 +
444 +
751 +
929 +

133 +
1,09 +

26,6
293 +
244 +
279 +
282 +
275 +

56 *
60 +
73 *
108 +
12,7 +
54 *

73 A
33B
54 A
0,7 A
81A
44 A

00 A
0,0 A
01A
01A
00 A
01A

00 A
01A
01A
00 A
0,0 A
01A

05A
07 A
05A
03 A
06 A
03 A

06 B
14 B
08B
05B
28 A
01B

ab

bc

abc

T o T Qo 2 o0 o ® O O T 9

L Y T T T

b

Promedios * desviacién estandar (n=3). Letras minUsculas distintas en sentido vertical indican diferencias
estadisticamente significativas entre las variedades en cada muestreo. Letras mayusculas distintas en sentido
horizontal indican diferencias significativas para una misma variedad en los distintos tiempos de muestreo
(Test LSD Fisher, p <0,05). AT: 4cido tartarico.
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Durante la maduracién, el diametro de las bayas no varié entre las variedades, ni se
observaron diferencias en el peso de las bayas a excepcion de las variedades Tempranillo y
Malbec, en las cuales este Ultimo parametro aumentd hacia el tercer muestreo. De cualquier
modo, los mayores valores en el peso y didmetro de baya fueron registrados para la variedad
Carménere y Tempranillo. Por otro lado, el pH y °Brix de las bayas de todas las variedades
estudiadas aumentd durante el estudio, mientras que la acidez de titulacion disminuyd, a
excepcién de Sangiovese que se mostré inalterable. Comparativamente, Carménere presento
los mayores valores de pH y Sangiovese los menores valores durante la maduracion, mientras
que esta Ultima variedad junto a Petit Verdot presentaron los mayores valores de acidez en el
ultimo muestreo. Por Gltimo, las bayas de Cabernet Franc y Malbec presentaron los mayores
y menores contenidos de solidos solubles, respectivamente.

Composicion fendlica de las semillas de uva durante la maduracion

En la Figura 1, se muestra la evolucion de la concentracidn de fenoles y taninos totales de las
semillas estudiadas. Durante la maduracion las variedades Carménére, Cabernet Franc, Petit
Verdot, Sangiovese y Tempranillo presentaron un comportamiento decreciente en la
concentracion de fenoles, mientras que, en el caso del contenido de taninos totales, no se
observaron diferencias cuantitativas entre el primer y tercer muestreo, a excepcién de Petit
Verdot. Al realizar un andlisis comparativo entre las variedades, se observo que, en los
ultimos dos muestreos, las semillas de Cabernet Franc y Petit Verdot presentaron los mayores
contenidos de fenoles totales, mientras que Sangiovese los menores contenidos de estos
metabolitos. Asimismo, las semillas de Cabernet Franc presentaron el mayor contenido de
taninos totales en los Gltimos muestreos, mientras que Sangiovese presentd los menores
contenidos de estos compuestos durante todo el estudio.



18

[a] Fenoles totales
A
a
::} B B B
gy a a
B A
¢ B B
= 3 A
% - b b b
g —
o dB B
% c
—
o
| H\
1° 2° 3
Muestreos
. Cabernet Franc . Petit Verdot E Tempranillo D Carménére ‘ Malbec |:| Sangiovese
b] Taninos totales
60 A
2 B
48 | B A A I: A a
a AR A b be A
ab AA AB
Z 2 Sl B be b A ¢
A [ < =
“ [ A A A
o 4
2 ¢ d d
e L
£
12
0
1° 2° 3
Muestreos
B cabernet Fr:nr. Petit Verdot E Tempranillo D('arménérl' E Malbee |:| Sangiovese

Figura 1. Evolucién de la concentracion de fenoles totales (a) y taninos totales (b) en semillas de los cultivares
Cabernet Franc, Petit Verdot, Tempranillo, Carménere, Malbec y Sangiovese durante la maduracién. Letras
minuGsculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre las variedades en cada muestreo.
Letras mayUsculas distintas indican diferencias significativas para una misma variedad en los distintos tiempos
de muestreo (Test LSD Fisher, p < 0,05). EAG, equivalentes de acido galico; EC, equivalente de (+)-catequina.
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Identificacion de parametros CIElab y variables colorimétricas

La Figura 2, muestra la evolucion de los pardmetros de intensidad colorante, matiz y
parametros CIElab, L* [luminosidad (100: blanco perfecto y 0: negro)], a* [varia entre el
color rojo (+) al verde (-)] y b* [varia entre el color amarillo (+) al azul (-)], determinados en
los extractos de semillas de los cultivares del estudio.

Durante la maduracion solo las variedades Carménere, Cabernet Franc y Sangiovese
mostraron incrementos en los valores de luminosidad (L*). Asimismo, los valores de la
coordenada a* disminuyeron solo en Cabernet Franc, Malbec y Sangiovese mientras que se
observo que el valor de b* disminuy6 gradualmente en los extractos de Carménere, Cabernet
Franc y Sangiovese. En el resto de las variedades de uva no se observaron cambios
significativos en los pardmetros CIElab.

El andlisis comparativo entre las variedades demostrd que los extractos no presentaron
valores diferenciales de luminosidad durante los distintos muestreos. Por otro lado, los
extractos de las semillas de Carménere, Cabernet Franc, y Tempranillo mantuvieron los
valores més altos de a*, mientras que Malbec y Petit Verdot los menores de este parametro
en los muestreos extremos. Finalmente, Sangiovese presentd los valores més altos de b*,
mientras que los extractos de Malbec y Tempranillo los valores mas bajos en esta coordenada.

En el caso de otras variables colorimétricas, se observd que los valores de intensidad
colorante de los extractos de Carmeénere, Cabernet Franc, Malbec y Sangiovese disminuyeron
gradualmente hacia el final del estudio, mientras que en los extractos de Petit Verdot y
Tempranillo no se observaron cambios. Por el contrario, los valores de matiz detectados en
los extractos de Cabernet Franc y Sangiovese aumentaron significativamente durante el
estudio y en el resto de las variedades no se observo variacion alguna. Al comparar ambos
parametros entre las variedades, se detectd que los extractos de Sangiovese y Malbec
presentaron una mayor y menor intensidad de color respectivamente en la tercera fecha de
muestreo. Del mismo modo, los extractos de Sangiovese presentaron el mayor matiz,
mientras que las semillas de Tempranillo y Carménére los menores valores en el ultimo
muestreo.
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Figura 2. Evolucion de los parametros del color en extractos de semillas de cultivar Cabernet Franc, Carménere,
Malbec, Petit Verdot, Sangiovese y Tempranillo durante la maduracion. (a) coordenada cromatica L*,
luminosidad; (b) coordenada cromética a*; (c) coordenada cromatica b*; (d) intensidad colorante y (d) matiz.
Letras minGsculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre las variedades en cada
muestreo. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas para una misma variedad en los
distintos tiempos de muestreo (Test LSD Fisher, p < 0,05). UA, Unidades de absorbancia.
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Concentracién de fenoles de bajo peso molecular cuantificados por HPLC-DAD

El Cuadro 2 muestra la concentracion de los distintos compuestos fendlicos de bajo peso
molecular identificados y cuantificados por HPLC-DAD. En general, se observd que la
concentracion de la mayoria de los fenoles identificados disminuy6 durante el estudio, con
excepcion del dimero de proantocianidina B2 (epicatequina-(4p—8)-epicatequina) el cual
mostré un aumento en las variedades Cabernet Franc, Malbec, Petit Verdot, y Sangiovese.
Sin embargo, diversos fenoles de bajo peso se mantuvieron inalterables durante la
maduracion, para algunas variedades tales como, Sangiovese en &cido galico; Cabernet
Franc, Carménere y Petit Verdot en dimeros B1, B3 y B4, trimero C1, B4-3’-O-galato y
procianidinas galoiladas; Carménére, Petit VVerdot y Malbec en las concentraciones de galatos
de procianidina dimérica; Tempranillo y Carménere en el contenido del dimero B2;
Carménere y Petit Verdot en (-)-epicatequina, y B1-3’-O-Galato en esta Gltima variedad.

Cuadro 2. Contenido de fenoles de bajo peso molecular durante la maduracion (mg/kg).

1° Muestreo 2° Muestreo 3° Muestreo
Carméneére 474+ 44A ¢ 372+ 29B d 405+ 57AB d
Cabernet Franc 798+ 67A b 678+ 34B b 813+ 43A b
GA Malbec 1145+ 187 A a 621+ 38B b 572+ 45B ¢
Petit Verdot 1064+ 108 A a %6+ 47A a 1038+ 102A a
Sangiovese 671+ 57A b 649+ B80A b 61,7 63A ¢
Tempranillo 1003+ 38A a 470+ 56B ¢ 359 + 6,0 C d
Carméneére 5896 + 1465 A d 3388+ 504B d 2832 + 1190B d
Cabernet Franc 21838 + 1493 A b 13078+ 814B b 1272,7 £+ 1299 B b
C Malbec 50405 + 4418 A a 14502 + 1855B b 12325 + 1933 B b
Petit Verdot 5092,7 + 4168 A a 42735+ 2343 B a 39957 + 4572B a
Sangiovese 26952 + 2424 A b 7732+ 1270B ¢ 7048 + 101,7B ¢
Tempranillo 13326 £+ 1723 A ¢ 3264+ 353B d 1951+ 706B d
Carménere 7819+ 1336 A e 5977+ 698 A ¢ 5686 + 1923 A ¢
Cabernet Franc 18389 + 1913 A ¢ 13943+ 799B b 14392 + 404 B b
EC Malbec 36512+ 2119 A a 14115+ 1763B b 1296,3 + 1080 B b
Petit Verdot 25319+ 2244 A b 24553 + 535 A a 2300,3 + 4476 A a
Sangiovese 36589 + 1387 A a 15393+ 2292B b 1500,3 + 220,2 B b
Tempranillo 12086 + 1204 A d 3716+ 454B ¢ 2672 + 706 B c
Carménere 4014+ 490A ¢ 2075+ 192B b 1238 + 6,2 C bc
Cabernet Franc 8286 + 1148 A b 2325+ 294B b 1472 + 402 B b
ECG Malbec 9242+ 909A b 1296+ 38B «cd 844 + 314B cd
Petit Verdot 10348 + 2698 A b 4957+ 769B a 3912+ 252B a
Sangiovese 1564,1 + 4068 A a 1924+ 157B bc 1133+ 81B bc
Tempranillo 4417+ 410A ¢ 1216+ 131B d 646 + 110C d
Carméneére 787+ 58A ¢ 626+ 94A ¢ 615+ 261 A «cd
Cabernet Franc %7+ 20A bc 833+ 98A b %4+ 121A
Bl Malbec 1497+ 63 A a 765+ 40B bc 644 + 128B
Petit Verdot 1696+ 198 A a 1703+ 149 A a 1900+ 61A
Sangiovese 1155+ 102A b 21+ 47B d %9+ 14B e

Tempranillo 951+ 205A bc 688+ 64B bc 38,6 + 75 C de



B2

B3

B1G

B4G

GPs

C1

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

Carménére
Cabernet Franc
Malbec

Petit Verdot
Sangiovese
Tempranillo

2591 +
260,3 =
2511 +
2656 *
2171 £
1247 +

821 +
128,6 +
1734 +
2746 +

812
1428 +

1036 +
156,7 =
2775 +
269,3
1591 +
1659 *

1895
2678
2849
3889 +
2543 +
1839 +

76,2 £
91,9 +
733
1114 +
523 +
749 £

17,6 £
328

53 %
205
151 +
26,2 +

428 +
64,6 £
852
107,9
54,6 +
549 +

215 A
178 C
128 B
442 B
276 B
150 A

6,7 A
42 A
150 A
218 A
40 A
260 A

148 A
113 A
108 A
50,7 A

58 A
372 A

140 A
241 A
184 A
852 A

74 A
252 A

49 A
26 A
45 A
234 A
28 A
145 A

04 A
13 A
12 A
10 A
01A
47 A

47 A
39 A
44 A

151 A
21A

105 A

ab
ab
ab

(]

O o 9 T O Qo

o T 29 v T O

22

3254 +
3386 =
3741 +
380,1 =
2653
1854 +

715 +
1188 +
1342 +
307,5 =

575 %

67,5 +

107,0 £
1547 +
2333
3233
1392
1147 +

1301
1951 +
851 +
3930
100,0 £
69,8 +

711 +
89,6 +
64,8 +
1377 £
49,0 £
465 +

16,7 £
223 +

00+
20,0 +
159 +
220 +

408
573 +
59,8 +
1079 +
39,7
403 £

201 A
269 B
643 A
139 A
213 A
281 A

93 A
10,0 A
80B
246 A
84 B
93 B

69 A
156 A
20,6 AB
21A
191 A

90 AB

223 B
16,9 B
378B
253 A
113 B
112 B

32 A
45 A
22 AB
78 A
26 A
52B

14 A
20B
00A
07 A
08 A
13 AB

42 A
74 A
79 B
60 A
30B
30B

o T 9 0 9

o 0O 9 T T O

®» T O @D

de

o o ®» O T O D

O T o o o0

o o0 9 T T O

3465 £ 1305 A

39%,1 +
3718 +
4239 *
2651 +
1657 *

62,5 +
1315 +
116,7 +
3139 +

532 +
451 +

1036 *
1782 +
2120 +
3385 *
108,0 +
86,2 +

1162 +
1911 +
735 +
3928 +
925 +
468 +

64,6 +
91,0 +
56,9 +
1380 +
418 +
349 +

155 *
234 +
00 %
209 +
00 %
172 +

351 +
61,7
539 +
1192 +
335 +
288 +

230 A
445 A
484 A

95 A
432 A

261 A
10,1 A
245 B
212 A

45B
157 B

443 A
101 A
328B
387 A

64 B
255B

259 B
142 B
19,7 B
353 A
34B
43 B

10,7 A
121 A
132 B
64 A
24 B
61B

27 A
37B
00 A
15A
00B
25B
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Carménére 5344+ 289A b 5105+ 696 A b 4104 + 1287A b
Cabernet Franc 7415+ HS0A a 6976+ 872A a 7383+ 6l5A a
Ps Malbec 865+ 236A d 320+ 41B f 557+ 341AB d
Petit Verdot 3385+ 1263 A ¢ 391+ 211A ¢ 3672+ 886A b
Sangiovese 1943+ B86A d 13%2+ 111B e 1270+ 84B «cd
Tempranillo 5034+ 85A b 3022+ 390B d 288+ 54B ¢

Promedios + desviacion estandar (n=3). Letras mindsculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente
significativas entre las variedades en cada muestreo. Letras maydsculas distintas en sentido horizontal indican diferencias
significativas para una misma variedad en los distintos tiempos de muestreo (Test LSD Fisher, p <0,05). GA, &cido gélico; C,
(+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; ECG, (-)-epicatequina 3-O-galato; B, epicatequina-(4p—8)-catequina; B2, epicatequina-
(4p—98)-epicatequina; B3, catequina-(4o—8)-catequina; B4, catequina-(4a—8)-epicatequina; BIG, epicatequina 3-O -galato-
(4p—8)-catequina; BAG, catequina-(4o—8)-epicatequina 3"-0-galato; GPs, galatos de procianidina dimérica; C1, epicatequina-
(4p—8)-epicatequina-(4f—8)-epicatequina; Ps, otras proantocianidinas galoiladas.

Con respecto a las diferencias cuantitativas entre variedades, se observo que, en los dos
ultimos muestreos, Petit Verdot present6 las concentraciones mas altas de acido galico, (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina 3’-O-galato y proantocianidinas B1, B4 y B4G,
B1G, B3 y C1 a lo largo de toda la maduracion. Por su parte, Cabernet Franc presentd los
mayores contenidos de galatos de procianidinas y otras procianidinas galoiladas en a lo
menos dos muestreos. Contrariamente, algunas variedades destacaron por sus bajas
concentraciones en ciertos fenoles de bajo peso molecular. Asi, en la variedad Malbec, se
registraron las menores concentraciones de estos Ultimos compuestos (galatos de
procianidinas y procianidinas galoiladas) en toda la maduracién. Asimismo, se observo que
las semillas de Carménére mantuvieron las concentraciones mas bajas de &cido galico y (+)-
catequina en todos los muestreos respecto a las demas variedades. Del mismo modo, las
semillas de Tempranillo destacaron por las concentraciones mas bajas de (-)-epicatequina 3’-
O-galato y procianidinas B2 y B1G durante los 3 muestreos. En Tempranillo y Carménere,
los compuestos de (-)-epicatequina y dimero B4 fueron los méas bajos en dos y tres muestreos,
respectivamente. En cuanto a las semillas de la variedad Sangiovese, estas solo se
distinguieron por presentar bajas concentraciones durante la maduracion en algunos
compuestos, tales como B3, C1 y B4G. Sin embargo, esta tendencia también se observo en
otras variedades, como Carméneére (B3 y C1) y Tempranillo (C1 y B4G). Puntualmente, los
galatos de procianidina dimérica desaparecieron abruptamente en el segundo y tercer
muestreo en las variedades Malbec y Sangiovese respectivamente. Nétese que las semillas
de Carménére, Cabernet Franc, Malbec y Petit Verdot presentaron similares contenidos de
procianidina B2 durante todo el estudio.
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Concentracion de las fracciones mono, oligo y poliméricas de flavan-3-oles

En la Figura 3, se muestra la concentracion de las distintas fracciones flavanicas de los
extractos de semillas de las variedades estudiadas. Cuantitativamente, se observo que la
fraccion polimérica fue la mas abundante, seguida de la oligomérica y monomérica en todos
los extractos de semillas.

En la mayoria de las variedades se observé una disminucion de todas las fracciones de flavan-
3-oles a lo largo del estudio. Excepcionalmente, las semillas de la variedad Tempranillo
presentaron un aumento de la fraccion polimérica hacia el final del estudio. Por otro lado, las
semillas de Carménére no mostraron diferencias significativas en el contenido de la fraccion
oligomérica de proantocianidinas, mientras que las semillas de las variedades Malbec y Petit
Verdot mantuvieron concentraciones homogéneas de polimeros de proantocianidinas durante
la maduracion.

Comparativamente, se observdé que las semillas de Petit Verdot presentaron las
concentraciones mas altas de mondmeros y oligdbmeros de flavan-3-ol, mientras que
Tempranillo las concentraciones mas bajas de ambas fracciones. Por otro lado, la variedad
Cabernet Franc destacd por los valores méas altos de polimeros de proantocianidinas, al
contrario de las semillas de Sangiovese que se distinguieron por sus valores mas bajos de
estos compuestos.
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Figura 3. Evolucidn de la concentracion de las diversas fracciones de flavan-3-oles en los extractos de semillas
de los cultivares Cabernet Franc, Petit Verdot, Tempranillo, Carménére, Malbec y Sangiovese durante la
maduracion. Letras mindsculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre las variedades
en cada muestreo. Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas para una misma variedad en
los distintos tiempos de muestreo (Test LSD Fisher, p < 0,05).
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DISCUSION

En este estudio se realizé una caracterizacion fendlica de las semillas de uva vinifera de las
variedades Cabernet Franc, Petit Verdot, Tempranillo, Carménere, Malbec y Sangiovese
durante la maduracion. Actualmente, estas variedades de uva poseen una escasa superficie
cultivada en Chile, pero han sido histéricamente relevantes en los mercados internacionales.
Ademas, en los ultimos afios estas variedades han mostrado un crecimiento importante en
superficie de cultivo en Chile. El andlisis quimico de las semillas se realiz6 monitoreando su
comportamiento durante distintas etapas fenoldgicas, para asi reportar potenciales diferencias
entre las variedades del estudio. Las semillas se obtuvieron de bayas, cuyas plantas fueron
cultivadas bajo similares condiciones experimentales. Complementariamente, se incluyo la
variedad Carménére, la cual ha sido propuesta como la cepa emblematica de la vitivinicultura
chilena debido a su alta adaptabilidad al terrufio nacional.

Inicialmente, se estudio la evolucion general de la composicion de las bayas de las distintas
variedades del estudio durante la maduracion. Para ello, se evaluaron parametros globales
que han sido utilizados ampliamente como indicadores de madurez de cosecha, tales como
el contenido de sélidos solubles (°Brix), pH y acidez total. Segun la evolucién en el aumento
de solidos solubles las variedades Petit Verdot, Cabernet Franc y Carménere alcanzaron la
madurez comercial durante el primer muestreo, mientras que las variedades Sangiovese,
Tempranillo y Malbec alcanzaron este punto en el segundo muestreo. En el caso de la acidez,
se observd una disminucién progresiva de la acidez de titulacion de las bayas de todas las
variedades del estudio, mientras que el valor del pH y el contenido de solidos solubles
aumento significativamente hacia los ultimos muestreos. Estos resultados son coincidentes
con lo descrito en diversos estudios previos (Penso et al., 2014; Alegro et al., 2016;
Talaverano et al., 2016). Es interesante notar que, durante la maduracion, el diametro de las
bayas de las distintas variedades se mantuvo inalterable, lo que indicaria que este parametro
morfologico no es dependiente del proceso de maduracion ni de la variedad de uva.
Asimismo, se observo que el peso de las bayas aument6 solo en dos variedades de uva,
mientras que en el resto se mantuvo un peso invariable, lo que implicaria su estrecha relacion
con las caracteristicas intrinsecas de la cepa cultivada.

Una segunda observacién, con respecto del efecto de la maduracion en la composicion
qguimica de la semilla, esta relacionada con la potencial variacion en concentracion de los
compuestos fenolicos en la semilla de uva. Aunque no se observé un comportamiento
contundente y repetitivo en todas las variedades del estudio, se observd una tendencia
decreciente hacia el final del estudio en diversos parametros fenolicos en al menos 4
variedades, entre ellos, fenoles totales, intensidad colorante, fracciones monomérica y
oligomérica de flavanol, (+)-catequina, (-)-epicatequina, epicatequina-3’-O-galato y B1-3'-
O-galato. No obstante, algunos parametros no sufrieron variacion durante la maduracion en
al menos 4 variedades del estudio (taninos totales, matiz, h*, cido galico y procianidinas
galoiladas). Solo se observé una tendencia creciente durante la maduracion en el valor de L*
y el contenido de procianidina B2 en 3 y 4 variedades del estudio, respectivamente. Algunos
autores, han descrito comportamientos similares referente a los cambios en la composicion y
concentracion fendlica en semillas (Obreque-Slier et al., 2012; Talaverano et al., 2016;
Allegro et al., 2016).
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Los antecedentes anteriormente descritos revelarian que el comportamiento de algunos
parametros fenolicos serian dependientes del tiempo o proceso de maduracién, lo cual
concuerda con reportes previos, mientras que otros parametros fenolicos (en ciertas
variedades) no serian afectados de modo alguno por este proceso fisiologico (Fanzone et al.,
2011; Pifeiro et al., 2011; Obreque-Slier et al., 2012; Allegro et al., 2016; Talaverano et al.,
2016). Esto expondria que el proceso de maduracion seria algo selectivo para afectar a ciertos
polifenoles de las semillas de Vitis vinifera L., pero su efecto estaria fuertemente ligado a la
cepa de uva.

Tal como se ha indicado previamente, uno de los factores que ha demostrado afectar
significativamente la composicion fendlica y que ha sido ampliamente estudiado corresponde
a la variedad de uva vinifera (Rodriguez-Montealegre et al., 2006; Lacopini et al., 2008;
Pantelic et al., 2016). Por esta razén, en paralelo al estudio de polifenoles durante la
maduracion, se realizd un estudio comparativo de la concentracion y composicion de
polifenoles en semillas para estas seis variedades.

En primer lugar, los resultados de este estudio permiten demostrar que la composicion
fendlica de las semillas de las seis variedades estudiadas es idéntica, es decir, no se observé
una composicion diferencial de polifenoles entre las cepas del estudio. Esta observacion fue
respaldada por el analisis de HPLC-DAD, en donde los compuestos cuantificados fueron
identificados en todos y cada uno de los extractos de semillas. Esta afirmacion es respalda
por diversos estudios que demuestran que no existiria un fenol propio de una cepa de uva,
sino que las diferencias entre las variedades estarian vinculadas a la concentracion de estos
metabolitos (Rockenbach et al., 2011; Pantelic et al., 2016; Torchio et al., 2016; Pérez-
Navarro et al., 2019).

Una segunda deduccion, derivada de los resultados de este estudio, refuerza la idea de que la
semilla es la fuente mas relevante de proantocianidinas en la uva. Los flavan-3-oles (+)-
catequina y (-)-epicatequina representaron alrededor de un 35 y 30% de la totalidad de
compuestos detectados por HPLC-DAD, respectivamente. Asimismo, el acido gélico
correspondio al inico compuesto de tipo no flavonoide identificado coincidiendo con otros
estudios (Fanzone et al., 2011; Kotseridis et al., 2012). Una investigacion paralela, que
analizo los hollejos de las bayas de estas variedades, mostré contenidos de (+)-catequina, y
acido galico significativamente mas bajos (cercano a 95%) que los encontrados en la presente
investigacion (Rojas, 2020). La (-)-epicatequina ni siquiera fue detectada en los hollejos de
estas variedades. Esto Gltimo reforzaria la nocion de que la participacion fundamental de
compuestos fenolicos provenientes de la semilla se trata de compuestos flavonoides de tipo
flavan-3-oles, los cuales son aportados en proporciones mucho mayores de lo que permiten
los hollejos y que consecuentemente podrian participar en propiedades sensoriales como el
amargor, astringencia y estabilizacion del color en vinos (Downey et al., 2003; Rodriguez-
Montealegre et al., 2006; Obreque et al., 2012; Ma et al., 2014). Sin embargo, el método de
extraccion utilizado en este estudio no permite asegurar esta Gltima idea, ya que se trata de
una metodologia altamente eficaz en la extraccion de polifenoles, que no es realizada en un
medio similar al vino, por lo cual no podria reflejar lo que ocurriria durante la vinificacion,
sino mas bien, es una caracterizacion del contenido total de polifenoles de las semillas.
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Una tercera observacion, y algo que ha sido reportado largamente en la bibliografia reciente,
corresponde a la evidente concentracion fenolica diferencial entre las semillas de distintas
cepas de uva vinifera. Diversos estudios han mencionado que algunas cepas de uvas tendrian
una concentracion destacada de algunos polifenoles que le permitirian diferenciarse del resto
(Fernandez et al., 2007; Boido et al., 2011; Pantelic et al., 2016; Huaman-Castilla et al.,
2017; Gombau et al., 2020). Los resultados de este estudio avalan esa idea, puesto que, por
ejemplo, las semillas de Cabernet Franc presentaron los mayores contenidos de fenoles
totales, taninos totales, galatos de procianidina dimérica y polimeros de flavan-3-ol con
respecto del resto de las variedades (Obreque et al., 2012; Ramhari et al., 2019). Por su parte,
en las semillas de las bayas de Petit Verdot se observaron las mayores concentraciones de
diez de los trece fenoles de bajo peso molecular cuantificados por HPLC-DAD y los mayores
contenidos de las fracciones mono y oligoméricas de flavan-3-oles en comparacion del resto
de variedades (Torchio et al., 2016; Somkuwar et al., 2018). Asimismo, los extractos de
semillas de Sangiovese presentaron altos niveles en los distintos parametros de color
evaluados (CIElab, intensidad colorante y matiz) y bajas cantidades de la fraccidn polimérica
de flavan-3-oles, fenoles y taninos totales (Lacopini et al., 2008; Torchio et al., 2016).
Finalmente, los extractos de semillas de Tempranillo destacaron por presentar los valores y
contenidos mas bajos en 15 de los 25 parametros fenolicos analizados (Monagas et al., 2003;
Pifieiro et al., 2011; Baca-Bocanegra et al., 2018). No6tese que los extractos de semillas de
Tempranillo, Malbec y Carménere, no destacaron por una concentracion o valor distintivo
de algin parametro fendlico evaluado, sino mas bien algunas de ellas destacaron por sus
exiguos contenidos de algunos fenoles de bajo peso molecular.

Una cuarta observacion que se desprende de la anterior esta relacionada con la coherencia de
estos resultados con los descritos en estudios previos. Asi, existen fuertes concordancias con
los contenidos sobresalientes registrados en las semillas de Cabernet Franc, Petit Verdot y
Sangiovese con aquellos reportados por otros autores (Lacopini et al., 2008; Obreque et al.,
2012; Torchio et al., 2016; Rambhari et al., 2019). No obstante, algunos resultados de este
estudio no coinciden con lo observado en bibliografia reciente. Por ejemplo, Pantelic et al.
(2016) observaron algunas diferencias sobre lo descrito para Cabernet Franc y Sangiovese
en oposicién con el presente estudio, por ejemplo, mayores concentraciones de acido galico
y concentraciones sustancialmente mas bajas de (+)-catequina, (-)-epicatequina y (-)-
epicatequina galato. Ademas, a diferencia del reciente estudio, estos autores reportaron un
contenido de fenoles totales en las semillas de Cabernet Franc muy por debajo de las
variedades Cabernet Sauvignon, Merlot y Sangiovese. Por otra parte, Talaverano et al.
(2016), caracterizaron el comportamiento de Tempranillo durante la maduracion y reportan
contenidos significativamente mayores de procianidinas B1 y B2 que los declarados en este
estudio. Del mismo modo, Torchio et al. (2016) determinaron concentraciones en la variedad
Petit Verdot que contrastan cuantitativamente con lo determinado en este escrito, como es el
caso de los menores contenidos de flavan-3-oles (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-
epicatequina-3-O’-galato y dimeros de procianidina B1 y B2. No obstante, lo anterior, esta
ultima investigacion muestras algunas altas concentraciones en fenoles particulares ((-)-
epicatequina, dimero B1 y B2) en Petit Verdot, de la misma manera que fueron reportados
en este estudio. Finalmente, Pifieiro et al. (2011), obtienen concentraciones
significativamente mayores que las reportadas en este estudio en la variedad Tempranillo.
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Un aspecto no menor, que aporta a la incongruencia entre los resultados de este estudio con
investigaciones previas, esta vinculado a aspectos metodoldgicos, pues no existe un método
estandarizado de extraccion de polifenoles ni tampoco metodologias estrictas para
identificacion y cuantificacion de estos compuestos, lo cual provoca una distorsion cuando
se desea comparar los resultados de distintos estudios. De cualquier modo, la discordancia
descrita previamente, responderia ademas a la gran diversidad de factores que influyen en la
composicion fendlica de semillas, donde las caracteristicas intrinsecas serian solo una méas
de las infinitas relaciones que pudiesen permitir la mayor o menor sintesis de estos
compuestos en la semilla (Barnuud et al., 2013; Gutiérrez-Gamboa y Moreno-Simunovic,
2018; Wei et al., 2020).

En conjunto, las observaciones descritas anteriormente demuestran que la disponibilidad
especifica de ciertos polifenoles en semillas, de determinadas variedades de uva vinifera,
estaria relacionada no tan solo con las caracteristicas intrinsecas de las variedades, sino que
a un gran numero de factores que impediria definir un estandar fendlico para cada cepa de
uva. Asi, los efectos de los innumerables manejos vitivinicolas e infinitas condiciones edafo-
medio ambientales propias de cada terrufio, permitirian una diversidad tal que imposibilitaria
la expresion de marcadores fendlicos propios de cada variedad de uva vinifera, lo que
nuevamente aportaria a la incongruencia de los resultados presentados en este estudio con
otros mencionados anteriormente, ya que todas estas diferencias dificultarian realizar una
comparacion objetiva y eficaz de los resultados.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio permiten aceptar parcialmente la hipotesis planteada, puesto
que las semillas de las variedades Malbec, Tempranillo, Sangiovese, Petit VVerdot, Cabernet
Franc y Carménere, presentan una concentracion fenolica diferencial durante el proceso de
maduracion. Sin embargo, la matriz fendlica de las semillas del estudio fue similar, lo que
impidio detectar un compuesto fenélico especifico y Gnico en cada una de las variedades del
estudio.

Una vez finalizada la tesis, como recomendacion para una futura investigacion se considera
interesante replicar este estudio con una metodologia de extraccion diferente, que se asemeje
mas a la sintética de extraccion durante una vinificacion y de esta forma conocer su posible
influencia en el vino. También seria interesante estudiar como se comportan estas variedades
en otras localidades en Chile.
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