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ACTI VI DAD ANTI OXI DANTE Y CONTENI DO EN FENOLES TOTA-
LES EN VI NOS DE ORI GEN NACI ONAL

Karina R. AVALOs LLANO®M); Sonia C. SGROPPO®) y Jorge R. AVANZA®)

ABSTRACT: Twelve red wines, five rosé wines and seven white w nes of
argentinian production were studied. Total antioxidant activity
were determined wth chrombgen radical DPPH (2, 2-di phenyl-1-
pi cryl hidrazyl) test and total phenolics by two metods: with Folin-
Ciocal teau reagent using gallic acid standard and Absorbance at 280
nm Besi des, t ot al ant hcyani ns wer e esti mat ed by a
spectrophotonetric pH differential method. There was a linear
correl ation between antioxidant activity and total phenolics (r? =
0.981), but not w th anthocyanins.

RESUMEN: Se anal i zaron 12 nmuestras de vinos tintos, 5 vinos rosados y
7 vinos blancos de producci 6n nacional, consuni dos habitual mrente en
la regi 6n de Nordeste argentino. Se determnd la actividad antioxi-
dante total utilizando el test del radical cromgeno DPPH® (2, 2-
difenil-1-picrilhidracilo) y el contenido en fenoles por dos neto-
dos: con el reactivo de Folin-Cocalteau utilizando un patron de
acido galico y lecturas de Absorbancia a 280 nm Ademas, se cuanti-
fico el nivel de antocianinas totales por espectrofotonetria a pH
diferencial. Se encontrdé una correlacion lineal entre la actividad
antioxidante y el contenido en fenoles total es determ nado por am
bos métodos (r? = 0,981), no asi con el nivel de antocianinas.

Palabras claves: actividad antioxidante total, fenoles totales, vinos argentinos, DPPH".
Key words: total antioxidant activity, total phenols, argentine wine, radical DPPH®.

| NTRODUCCI ON

En los dltinbs afos han surgi do nunerosos estudios,
que denuestran que el consunp noderado de vino es benefi-
cioso para la salud, principalnente en |la prevenci6n de
enf er medades croéni cas asoci adas al estrés oxidativo, tales
cono, aterosclerosis, artritis, denencia, céncer. Es asi
que, |os conpuestos antioxidantes ingeridos en la dieta
serian fundanmentales para |la prevencién de este tipo de
enf ermedades. Los antioxidantes son esencial nente inpor-
tantes para el organisnb por |a capacidad que tienen de
proteger a |las nacronol écul as biol 6gicas contra el dafio
oxidativo. Entre los mas conocidos figuran |os tocofero-
les, el &cido asco6rbico, |os flavonoides, antocioaninas,
car ot enoi des, acidos fenélicos (Larson, 1997).

Se han propuesto diversos métodos para evaluar |la ac-
tividad antioxidante en alinmentos. En general, estos néto-
dos se basan en la capacidad de |os antioxidantes para
captar radicales libres (Arnao et al., 1998, Robards et
al., 1999). Se utilizan métodos de detecci6n en fase |ipi-
dica, generando enzimaticanente el radical ABTS, o bien

con el test del radical DPPH; en fase acuosa, test TAA y
del Status Antioxidante total; en sistenmas de nenbrana,
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peroxi daci 6n del linoleato, LH LUV test; actividad anti-
oxi dante del o6xido nitroso y otros (Cano et al., 2000; Ar-
nao, et al., 2001; Brand-WIllians et al.
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1995; Arnao et al., 1998; Rapisarda et al., 1999; Azuma et
al., 1999). Ademas, l|las deterninaciones de |a capacidad
antioxidante realizadas in vitro dan idea aproxinmada de |o
que ocurre en situaciones conplejas in vivo. Por otra par-
te, por lo general, la actividad antioxidante total esta
dada por la sumatoria de las actividades antioxi dantes de
| os conponentes individuales del producto, nodificada a
veces por el efecto sinergista o inhibidor de cada uno de
el | os.

En vinos, los principales conpuestos fendlicos son el
aci do cafeico, epicatequina, catequina, acido galico, cia-
ni di na, mal vidina-3-glucésido, rutina, mricetina, querce-
tina, resveratrol (Frankel et al., 1995; Sinonetti et al.
1997; Ghiselli et al., 1998). Estos fenoles, ademas de
contribuir a las caracteristicas organol épticas del vino,
poseen en mayor O en nenor grado propi edades anti oxidan-
tes. Generalnente, la conposicion fenbélica de |os vinos
depende de varios factores conb ser la variedad de |as
uvas, suelo, clima, practicas agroném cas, proceso de el a-
boraci 6n, y afej am ento.

Kanner et al. (1994) estudiaron el efecto antioxidante
de los fenoles del vino en | a peroxidacio6n lipidica utili-
zando diferentes catalizadores biol 6gicos. Vinson y Hontz
(1995), propusieron el uso de un indice de fenoles anti-
oxi dantes para fijar |la capacidad antioxidante en vinos
(contenido de fenoles/IC50 de |ipoproteinas). Por su par-
te, Frankel et al. (1995), evaluaron la capacidad de in-
hi bi ci6n de la oxidacién in vitro del LDL humano en vinos
californianos, analizando |a capacidad de los principales
conpuestos fenodlicos y del resveratrol. Oros autores, en-
tre ellos Sato et al. (1996), Sinonetti et al. (1997), Ar-

nao et al. (1998), Chiselli et al. (1998), estudiaron la
actividad antioxidante en vinos de diversos origenes (es-
pafiol, italiano y estadouni dense) por diferentes nétodos y

su rel aci 6n con el contenido de polifenoles.

El objetivo de este trabajo fue determnar la rel aci 6n
existente entre la actividad antioxi dante total determ na-
da por nedio de la reaccio6n con el reactivo DPPH en vinos
argentinos y el contenido en fenoles total es.

MATERI ALES Y METODOS
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Los ensayos se |levaron a cabo con vinos de origen na-
cional habitual mrente consum dos por el grueso de |a pobla-
cion de la regién, conercializados en la ciudad de Co-
rrientes durante el periodo agosto del 2001-nmyo del 2002
y correspondientes a un segnento de precios internmedi os,
Il os cuales general mente son elaborados con nezclas de
uvas. Se utilizaron 12 nmarcas de vino tinto, 5 de vino ro-
sado y 7 de vino blanco enbotell ados en el lugar de origen
(Tabla 1). El nuestreo se realizé separando 5 botellas de
cada marca y | as determ naciones se hicieron por triplica-
do tomando al icuotas de cada botella previo honbgenei zado
del vino.

Para caracterizar los vinos se efectuaron determ na-
ciones de extracto seco por evaporaci 6n de una alicuota
del vino y pesada del residuo (g/l) (AOAC-920.62-15" ed
1990), cenizas por calentamento en nufla a 550°C (g/l)
( AOAC-920. 67-15'"ed. 1990), dio6xido de azufre total, por ti-
tulaci on con 1,0.02N (ng/l) y pH por potencionetria.

Se determinaron | os espectros de las mnuestras de vino
en la zona del UV-visible con un espectrofoténetro
Metrolab 1700, utilizando una celda de 1cm de paso Optico
ternostatizada a 25°C. Los espectros de los vinos tintos y
rosados, dentro del rango de |ongitudes de onda de 400 a
700 nm se efectuaron sobre nuestras diluidas 10 veces con
agua destilada, ajustando el pH de las soluciones a 4.0 vy
1.0. En los vinos blancos las lecturas se hicieron sin
dilucion. Para determinar |os espectros en |la zona del
ultravioleta, se utilizaron diluciones de 1:25 para vinos
tintos y rosados y 1:10 para l|los blancos. Las nuestras
fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 nminutos, antes
de realizar |as mediciones.

Tabla 1: Identidad y origen de |os vinos analizados.

NP Est abl eci m ento Ti po Eti quet ado
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1 Cavas de Sta Miria S A Tinto Fino
2 (Mendoza) Tinto Fino. Bar ber a-
3 N eto Senetiner (Mendoza) Tinto Bonarda.
4 Santa Ana S. A (Mendoza) Tinto Fino
5 Aitor lder Balbo S.A A C. Tinto Fino.Borgofia. Bonarda-
6 (Mendoza) Tinto Mal bec
7 N eto Senetiner (Mendoza) Tinto Fino. Borgofia
8 Finca Flichman S. A (Mendo- Tinto Fino
9 za) Tinto Fino. Borgofia
10 N° INVG 72952 (Mendoza) Tinto Fi no. Bor gofia. Bonar da-
11 Esneralda S. A (Mendoza) Tinto Mal bec
12 A-71071 (Mendoza) Tinto Fino
13 Hunberto Canale S. A (Rio Rosado Fino. Borgofia
14 Negro) Rosado Fi no
15 Etchart de PR Argentina S. A Rosado Fino. Borgofia.
16 (Mendoza) Rosado De Mesa
17 Del Valle S. A (Mendoza) Rosado Fi no
18 FeCoVitA Coop. Ltda (Mendo- Blanco Fino. Prinavera.
19 za) Bl anco Fino. Rose.
20 FeCoVitA Coop. Ltda (Mendo- Blanco Fino
21 za) Bl anco Fino. Senillén.
22 Aitor lder Balbo S.A A C 1. Blanco Fino
23 (Mendoza) Bl anco Fi no
24 José Ofila Ltda (Mendoza) Bl anco Fino
G 71666 (Mendoza) Fi no
Lépez (Mendoza) Fi no
Santa Ana S. A (Mendoza) Fi no

N I NVG 72952 (Mendoza)
Etchart de PR Argentina S. A
(Mendoza)

A-72320, DI 2579 (Mendoza)
Tr;:lpi che S. A 1.CA (Mndo-
za

N I NVG 72952 (Mendoza)

Las antoci aninas fueron estinmadas en l|las nuestras de
vino tinto y rosado aplicando el nmétodo de pH diferencial
(Prior et al., 1998). Se realizaron las lecturas de |la ab-
sorbancia de las nmuestras a pH 4.0 y 1.0 a las |ongitudes

de onda 520 y 700 nmy utilizando la expresion: A = [(A, -

Ao o - Ay — A pwaos Yy se calculo el contenido de
antoci aninas total es expresandolas en ng de cianidina-3-
gl ucosi do equivalente/l (&% = 29600 |/mol x cm.

Los fenoles totales se cuantificaron por el nétodo de
Folin-Ciocalteau nodificacién de Sato et al. (1996). Se
utilizaron diluciones al 2% 5%y 10% para vinos tintos,
rosados y blancos respectivanente. Los resultados se
expresan en ng de acido galico /100m de vino.

Tambi én se calcul6 el valor de fenoles totales en
Vi nos que presentaron un nmaxi no de absorbancia a 280 nm a
partir de lecturas a esa longitud de onda, segun el método
rutinario sugerido por Somers y Evans (1977). Los
resultados se expresan en unidades de absorbancia,
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utilizando un factor de correcci6n de 4 (absorbancia de
conmpuestos no fendlicos presentes en vinos).
La actividad antioxidante fue determ nada por el test

del DPPH segin la técnica propuesta por Brand-WIlians
(1995) nodificada. Se preparé la nezcla de reacci6n con

100 wl de nuestra (dilucién 1:10) y 6 nml de soluci6n de

DPPH (3.107°/100m ) y cuando |a reacci6n al canzé el estado
estacionario se realizé la lectura espectrofotonétrica a
517nm Para todos los vinos se fij6 conb tienpo de reac-
cion los 40 minutos. Las determ naciones se efectuaron a
20°C. Se calcularon los ng de acido galico que presentan
una actividad antioxidante equivalente a la actividad en-
contrada en 100 m de vino, para lo cual se realizé una
curva de calibracion de la actividad antioxidante en fun-
ci6n de la concentraci 6n de acido gali co.

A los fines de obtener resultados conparables con |os
obteni dos por Sanchez-Mdreno et al. (1999) para vinos
espafiol es, se prepararon diluciones de las nuestras de
vino tinto en un rango de concentraciones de 5.93 x 107 a

35 x 10? expresados en g de materia seca/100nm . A 100pl de
la nuestra se le adicionaron 3.9m de DPPH en netanol
(0.03 g/l) y se leyeron las absorbancias a 517nm a
diferentes intervalos de tienpo hasta que |la nezcla de
reacci on al canzé el estado estacionario.

Se calcul6é la concentraci 6n de DPPH remanente wutili -
zando | a sigui ente expresion

A, =C . (9/1)*29.658 — 0.029 (r® = 0.999)

517

y se determind graficamente el valor de EC,correspondiente
a la concentraci on de vino capaz de reducir a la mtad |la
concentraci 6n inicial del reactivo DPPH.

Los resultados fueron analizados estadisticanente vy
las diferencias entre nuestras fueron calcul adas por un
Analisis de Varianza. Se utilizaron niveles de significan-

cia de a = 0.05

ANAL| SI S DE RESULTADCS

A nodo de ejenplo, se presentan |os valores de |os pa-
rametros de caracterizacion de |los vinos analizados en |la
Tabla 2. Varios autores, entre ellos Soners y Evans
(1977); Sato et al. (1996); Hurtado et al. (1997) y Alnela
et al. (1996) encontraron valores sinilares en estos para-
netros generales de caracterizacion para vinos de otros
origenes.

Los conteni dos de antoci ani nas total es expresados conp
ci ani di na-3-gl ucé6sido para |l os vinos tintos analizados es-

tan conprendidos en el rango de 27.4 + 3.0 ng/l a 116.8
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1.7 nmg/l. En los vinos rosados, |os niveles encontrados

son mas reducidos, 1.07+1.02 ngy/l y 38.06 + 2.04 ng/l. En
la Tabla 3, se presentan | os val ores de antocianinas tota-
les para los vinos tintos y rosados analizados, siendo |as
di ferencias encontradas estadisticanmente significativas (P
< 0.05). Esta anplitud en el rango de antociani nas es de-
bida, en gran parte, a la variedad de |las uvas, |las técni-
cas agroném cas utilizadas, el proceso de el aboraci én y el
tienmpo de al macenam ento. Aplicando diversas técnicas de
separaci 6n y cuantificacion por HPLC, Frankel et al.
(1995) encontraron en vinos tintos californianos conteni-
dos de mal vidina-3-glucésido de 0.9 a 90.2 ng/l ycianidi-
na- 3-glucésido de 0 a 9.5 ng/l, y, por su parte, Ghisell
et al. (1998) informaron para un vino italiano niveles de
ant oci ani nas del orden de 191 ng/l.

Tabl a 2: Valores de extracto seco (g/l), cenizas (g/l), SO total
(my/1) y pH de vinos tintos, rosados y bl ancos naci onal es.

N extracto se- ceni zas SO, total pH
co(g/l) (g/l) (mg/ 1)

1 25,67+ 0.04 4.61#0.10 55.94+0.01 3.75#0.0
2 19.75+0.78  3.71#0.16 120.38%1.22 3.86;0.0
3 20.55+0.23  3.26%0.04 58.37+1.22 3.75&0.0
4 24.99+0.26  3.61%0.13 101.66x0. 64 3.7§io.o
13 32.61#0.13  3.35#0.07 141.4443.08 3.7§;o.o
14 16.43#0.32  3.20#0.04 112.06%1.54 3.86;0.0
15 26.19+0. 14 1.92+0.11  69.63+3.08 3.2620.0
17 50.83#0.04  3.18%0.01  97.92+1.06 3.85&0.0
19  18.66+0.25  4.07+0.04  98. 46+3.85 3.9#&0.0
20 20.2140.11 2.36+0.04  59.30+0. 77 3.4§10.o
22 15.36#0.43  1.87+0.00 104.45%3.08 3.3610.0
24 17.37+0.10  2.67+0.01 148.64%2.49 3.5%%0.0

Tabl a 3: Contenidos de antocianinas totales en vinos tintos y
rosados.

NP Ant oci ani nas total es (ng de cianidi n- 3-
gl ucédsi do equivalentel/l)




Actividad antioxidante y contenido en fenol es..Karina R AvALcs LLANOS et al . 17

2 91.6 #1.3
3 27.4%3.0
4 116. 8+1.7
9 71.3 +3.1
13 10.2+1. 3
14 12.1+1. 4

%5 12.2+1. 4
16 ® Azg0 1.07+0. 2
17 V¥ mg de dcido galico380 ba+2. 4

El ¢Bntenido de fenoles taqferes expresados en ng de
acido @alijco/100mM, estuvo wopgprendido en el ango de
85.33 a5 180. 33 para vinos twnids, 57.41 a 67.47 para rosa-
dos y X5.73 a 31.80 en vinos %l ancos (P < 0.05). Estos re-
sul t adas'°%g encuentran demro del rango de val oregs halla-
dos pof vafrios autores para otros vinos (Vinson |y Hontz,

1995; %l gnetti et ., 1997; Sanchez-Mreno |et al.,
1999) QL

Los vajores de& fenoles totales, en vires tintaos, obte-
ni dos por was de |a abgor a a 280 nm flueron de
22.72 a 40. 3" para V|n ados entre 11.85 y| 13.65 vy

val ores proxi -
, 1d $ $e encon-
tré una rehaci 6n |4gneal en(bre | os gyal oresg(de f enolgs tota-

| es determ nados por gbnmég%ugg,dgmel n-Ciocalteau y |as
| ecturas de absorbancia a 280 nm de la form:

FT,, = 9.785 + 3.534*FT,, r2 = 0.993

670

La actividad antioxi dante expresada en ng de aci do ga-
lico equival entes/100m de vino tond valores de 38.4 a
77.8 para los vinos tintos, entre 12.2 y 25.74 para |os
rosados y 3.80 a 9.96 para | os blancos (P< 0.05).
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Fig. 1. Relacidén entre el contenido de fenol es total es expresa-
dos conp ng de acido galico equival entes/100m de vino (FT.) Yy
en uni dades de absorbancia (FT,, en funciodn de |la activi dad an-
tioxidante de los vinos (AAO) para los vinos tintos, rosados y
bl ancos anal i zados.

En la Fig. 1 se puede observar la correlacién que
existe entre los contenidos en fenoles total es expresados
cono ng de acido galico equival entes/100m de vino (FT.) vy
en uni dades de absorbancia (FT,,) en funcion de |a activi-
dad antioxidante de los vinos (AAO . La expresi6n natena-
tica que rel aci ona anbas vari abl es es:

FTag = -0.142+0.643 * AAO 1*=0.987
FTe = 3.935+2.289 * AAO 1’ =0.981

Vinson y Hontz (1995) y Frankel et al. (1995) encon-
traron una correlaci on directa entre los polifenoles tota-
les y la actividad antioxi dante determ nada por el porcen-
taje de inhibicion de |la oxidacién de |ipoproteinas huna-
nas de baja densidad (LDL). Sato et al. (1996) analizando
vinos de diversos origenes y afios de vendinma, informaron
acerca de una relacion lineal entre los polifenoles tota-
les y el valor de la capacidad de captar radical es super-
6xido (SCSA). Sinonetti et al. (1997), en vinos italianos,
obtuvieron resultados sinmilares al nedir la actividad an-

tioxi dante total mediante el radical ABTS'. Sanchez-Moreno

et al. (1999), aplicaron el test del DPPH para cuantificar
| a capacidad antioxidante en vinos espafioles, y encontra-
ron una relacién lineal entre el contenido en fenoles to-
tales y la eficiencia antirradical (AE) que es igual a la
inversa de |a EC por el tienpo.

Los valores de EC, de los vinos tintos argentinos es-
tuvi eron conprendi dos dentro del nmisno rango que los in-
formados por Sanchez-Mreno et al. (1999).

Para | os vinos analizados encontranps que |a actividad
anti oxi dante puede ser determ nada por lectura de la ab-
sorbancia de la nezcla de reaccién al tienmpo en que se al-
canz6 el estado estacionario, con o que se logra una sim
plificacion al nétodo de la Eficiencia Antirradical (AE)
Por otra parte, en los vinos que tienen un maxino en el
espectro para longitudes de onda de 280 nm se puede cuan-
tificar el contenido total de polifenoles por lectura di-
recta de la absorbancia. A partir de las nediciones de
contenido de polifenoles totales por el nmétodo de Folin-
Ciocalteau o por l|ecturas de absorbancia a 280 nm se pue-
de predecir la actividad antioxidante de los vinos con |a
rel aci 6n matemati ca encontrada.
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Con respecto a |las antociani nas, no se observd una re-
|l aci 6n directa con la actividad antioxidante en |os vinos
rosados y tintos analizados, al igual que |o infornmado por
Frankel et al. (1995); sin enbargo, Ghiselli et al. (1998)
al estudiar |la capacidad antioxidante de las distintas
fracciones polifenélicas del vino sugirieron que |as anto-
cianinas tendrian un papel inportante en la actividad an-
tioxidante total

CONCLUSI ONES

Se puede usar el radical DPPH conpb reactivo para la
determ naci 6n de |la actividad antioxidante en vinos, rea-
lizando las |ecturas de absorbancia cuando |a nezcla de
reacci 6n al canza el estado estacionario.

Se encontré una relacioén lineal entre |a actividad an-
tioxidante de |os vinos argentinos, determ nada por el ne-
todo propuesto, y el contenido en polifenoles totales (ne-
todo de Folin-GCiocalteau).

Para vinos tintos y rosados, que presentan un maxino
en su espectro W a 280 nm se propone cono nétodo alterna-
tivo de cuantificacion de fenoles totales, lecturas direc-
tas de absorbancia a 280 nm

Los niveles de antocianinas totales en vinos tintos y
rosados no presentaron una correlacién directa con la ac-
tividad antioxidante de |os vinos analizados, |la cual re-
sulta de la contribucidén que realizan |las diferentes frac-
ciones polifendlicas.
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