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Flavonol content of Chilean wine grapes grown in Casablanca Valley, Chile’

Claudio Ciudad B.2 y Jorge Valenzuela B.}

ABSTRACT

Antioxidants in plants and their by-products are becoming of increasing relevance, given their
detrimental effect on oxidative stress and the ailments therein derived, such as cardiovascular
disorders and cancer. Wine, especially red wine, contains flavonols, and moreover, recently
foreign literature has recognized the comparatively high levels that Chilean wines possess. As a
consequence, it is of interest to classify and evaluate the potential productive concentrations of the
flavonols: myricetin and quercetin in Chilean grapes, which pass into the must during the produc-
tion process. To meet this objective, wine grape samples of Carmenére, Pinot noir, Cabernet
Sauvignon, Merlot and Chardonnay were collected in the Casablanca Valley in the 1999 harvest,
using a completely randomized design with four repetitions, where each repetition corresponded
to a bunch. The proportion of berry skin was determined, and the skins were lyophilised and
processed using hydrolysis in the Biochemistry and Vegetable Physiology Laboratory of the La
Platina Regional Research Center. Flavonols were measured by high performance liquid chroma-
tography (HPLC) and expressed as mg kg™' of fruit. According to the results of the study, Cabernet
Sauvignon and Carmenére varieties had the highest concentrations of flavonols in the fruit;
followed sequentially by Merlot, Chardonnay and Pinot noir. These values are consistent with
those reported by other authors in the same wine varieties.
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RESUMEN

Los antioxidantes en vegetales y sus subproductos estdn tomando dia a dia mayor relevancia, dada
la influencia detrimental sobre el estrés oxidativo y las dolencias que de €l derivan, como
enfermedades cardiovasculares y cancer. El vino, especialmente el tinto, contiene flavonoles, y ain
mas, recientemente la literatura extranjera ha dado a conocer los altos niveles comparativos que
posee el vino chileno. En consecuencia, interesa tipificar y evaluar el potencial productivo varietal
de los flavonoles: quercetina y miricetina en la uva chilena, los cuales pasan al mosto durante la
vinificacion de las variedades tintas. Para cumplir este objetivo, en el valle de Casablanca, durante
la vendimia de afio 1999, se recolectaron muestras de uvas para vino en madurez de cosecha, de
las variedades: Chardonnay, Pinot noir, Merlot, Cabernet Sauvignon y Carmenére, en un muestreo
completamente al azar con cuatro repeticiones, en donde cada repeticién correspondié a un racimo.
En el Laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Vegetal del Centro Regional de Investigacién La
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Platina, se determiné la proporcién de piel que posee cada uva, las que fueron liofilizadas y
procesadas mediante hidrélisis. Utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se
cuantificé quercetina y miricetina, y se expresé como miligramos de flavonoles por kilogramo de
uva (mg flavonoles kg' uva). De acuerdo a los resultados de este estudio, las uvas de las variedades
Cabernet Sauvignon y Carmenere tienen el mas alto contenido de flavonoles por kilogramo de uva;
la siguen secuencialmente, Merlot, Chardonnay y Pinot noir. Estos valores son consecuentes con
aquellos encontrados en vino por otros autores en las mismas variedades.

Palabras clave: quercetina, miricetina, vino, estrés oxidativo.

INTRODUCCION

Existe mucho interés, principalmente en organi-
zaciones internacionales de salud, por las propie-
dadesterapéuticas que puedan tener los alimentos
de consumo habitual, especialmente por el aporte
de moléculas protectoras (nutracéuticos) conte-
nidas en frutas y hortalizas, y que son el resultado
del metabolismo secundario que poseen todos
los vegetales (Kinsellaetal., 1993). Algunas de
estas sustancias, como los polifenoles del tipo
C,C.C,, ademas de otras propiedades bioquimi-
cas, son potentes antioxidantes en las células
animales.

Con relacion a esto ultimo, estudios epidemio-
légicos en la poblacion mundial (Chance et al.,
1979) han revelado que el mayor porcentaje de
mortalidad se debe a desordenes metabdlicos en
lacélula, principalmente estrés oxidativo, el que
esinducido, bajo ciertas circunstancias, por una
pequefia proporcidn del volumen de oxigeno que
se respira (aproximadamente 2%), provocando
cancer (Verma et al., 1988; Wattenburg, 1985,
1990; Weietal., 1990)y/o enfermedades cardio-
vasculares (Gregory et al., 1990; Hertog et al.,
1993). En condiciones normales este efecto dele-
téreo es neutralizado naturalmente por sistemas
enzimaticos y substratos que posee la célula,
como superoxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa, vitamina C, vitamina E y urato.

Ambas enfermedades degenerativas son el resul-
tado de la pérdida de control del proceso oxidativo
iniciandose en compuestos idnicos altamente
agresivos, derivados de esta fraccion de oxigeno.

Cuando el ataque es sobre los dcidos nucleicos
se hace posible el cancer; si es sobre lipoproteinas
de baja densidad ocurre depdsito de placas de
colesterol en el aparato circulatorio, con la con-
siguiente obstruccion de las vias circulatorias.
Estas especies del oxigeno son los llamados
EROs (especiesreactivas del oxigeno) entre los
que se cuentan: superdxido (O, e), agua oxi-
genada (H,0,), hidroxilo (HO e), e hipernitrito
(ONOQ ).

Varios investigadores (St. Leger ef al., 1979;
Renaud y De Lorgeril, 1992; Criqui y Ringel,
1994; Renaud, 1996) dieron a conocer lo que se
hadado en llamar la “paradoja francesa”. Obser-
varon que en los franceses a pesar de consumir
grasas saturadas en mayor proporcion que en
otros paises, como Estados Unidos y el Reino
Unido, lamortalidad por enfermedades corona-
riasera solo un tercio de las de aquellos. Ladife-
rencia estaba principalmente en el consumo de
vino tinto que hacian los galos.

Esta situacidén ha motivado numerosos estudios
paradilucidar las propiedades reductoras de los
vinos, y es asi que se han implementado técnicas
redox para medir el potencial antioxidante de los
vinos chilenos, tintos y blancos. Camposy Lissi
(1996) y Campos et al. (1996) utilizando el pro-
cedimiento del blanqueamiento de los radicales
cationicos, ayudado por un reductor sintético,
acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS), pudieron cuantificar el indice
TRAP opoder antioxidante total, siendo 8 veces
superior el vino tinto con respecto al blanco.
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Frankel et al. (1995) detectaron compuestos fe-
nblicos en el vino tinto, identificando flavonoles
libres y glicosilados, principalmente quercetina
(3,3, 4,5, 7-pentahidroxiflavona) y miricetina
(3,3, 4,5, 5', 7-hexahidroxiflavona) los cuales
son capaces de neutralizar laaccién deletérea de
los EROs. En Chile, Leighton et al. (1997) estu-
diaron también los efectos protectores del vino en
elestrés oxidativoy surelacion con las catequinas.

McDonald et al. (1998), en un estudio de pros-
peccién de flavonoles en 65 muestras de vino
provenientes de todo el mundo, pudieron com-
probar que comparativamente los vinos tintos de
Chile tenian las mas altas concentraciones de
estos compuestos fendlicos.

Obviamente la fuente originaria de estas molé-
culas en el vino es la uva, por tanto cualquier in-
vestigacion sobre la conducta de estas substan-
cias en el proceso de vinificacion y su presencia
en el subproducto se debe iniciar en la uva, co-
tejando en primera instancia su efecto varietal,
sobre todo si se pretende controlar la concen-
tracion de flavonoles. En consecuencia, el obje-
tivo primordial de esta investigacion fue determi-
nar la concentracion de flavonoles en uvas pro-
venientes del Valle de Casablanca (V Region),
para lo cual se seleccionaron las variedades:
Pinot noir, Merlot, Cabernet Sauvignon, Carme-
nére y Chardonnay, en las que se cuantifico
quercetina y miricetina.

MATERIALES Y METODOS

En el Valle de Casablanca (33°18’ lat. Sur,
71°23" long. Oeste), se colectaron muestras de
uva en madurez de cosecha (22 °Brix) de cinco
variedades: Chardonnay, Cabernet Sauvignon,
Carmenére, Pinot noir y Merlot, en las vifias
Veramonte, Tapihue y El Ensuefio. Las plantas
de 5 afios estaban conducidas en sistema de es-
paldera vertical de 3 alambres, en un marco de
plantacién de 2,5 x 2,5 m. La poda fue en Doble
Guyot con pitones de reemplazo. El sistema de
riego en todos estos cuarteles es tecnificado por
goteo con agua de pozo profundo.

Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de
Bioquimicay Fisiologia Vegetal del Centro Re-
gional de Investigacién (CRI) La Platina, perte-
neciente al Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias (INIA), y procesadas para cuantificar
los flavonoles quercetinay miricetina. El disefio
experimental usado fue completamente al azar
con4 repeticiones, donde cadarepeticion corres-
pondid a un racimo de la respectiva variedad.
Losdatos se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA)y luego las medias fueron separadas
utilizando la Prueba de Comparacién Miltiple
de Duncan (P < 0,05).

Unavezcosechados losracimos, las bayas fueron
inmediatamente aisladas, separadas de sus pieles,
y pesadas para el calculo de porcentaje de piel
fresca de la baya (% PF), y desecadas a 100 °C
en estufa hasta peso constante parael calculo de
porcentaje de materia seca de las pieles (% MS
P), con el fin de obtener la proporcidn de piel
seca de la uva fresca, dato que es crucial para el
calculo enrendimiento de flavonoles totales por
kilogramo de uva fresca (mg flavonoles kg uva
fresca). Aproximadamente 3 g del material so-
brante de las pieles fue congelado a -65 °C y
guardado hasta su procesamiento. Posterior-
mente fue humedecidoy homogeneizadoa20.000
rpm por | min en un equipo homogenizador
(Omni Mixer, Sorvall, EE.UU.). Esta pasta
congelada fue rapidamente colocada en frascos
especiales para ser liofilizadas por 12 h, en un
equipo de deshidratacion en frio (Freeze Dry
System, Freezone 18, Labconco, EE.UU.). Una
vez deshidratadas las pieles fueron envasadas
inmediatamente en frascos de vidriode 15 mL y
selladas bajo atmdsfera de nitrégeno, a presion
normal, hasta su posterior extracciény analisis.

Extraccion y andlisis de quercetina y
miricetina en pieles de uva liofilizadas

De acuerdo alatécnica de cuantificacion de mi-
ricetina y quercetina en vino usando croma-
tografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
propuesta por Crozier et al. (1997), se desarrollo
un método ad hoc modificado para extraer y
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cuantificar estos flavonoles en material sélido
deshidratado proveniente de las pieles. Este
consistié sustancialmente en reemplazar la
muestra de vino liquida de la técnica original por
un equivalente sélido de material liofilizado,
pieles de baya de uva. En conformidad con los
calculos estequiométricos parael vino, fue nece-
sario igualar el aporte en flavonoles que hacen
300 mL de vino, basandose en los antecedentes
disponibles: % PF y % MS P y en conocimiento
que aproximadamente se requieren 1,5 kgdeuva
para producir un litro de vino. Después de las
diluciones efectuadas, resulta que 6 mg de piel
liofilizada entregarian 12.000 ng de flavonoles,
que es el aporte de un vino que contiene 40 mg
flavonol L. Esto representa una inyeccion neta
en el cromatografo de 240 ng de flavonol.

Técnica analitica para evaluar miricetina y
quercetinaenuva

Puesto que los flavonoles se encuentran en la
piel de la uva, libres y conjugados a monosa-
caridos, para distinguirlos y cuantificarlos fue

- necesario realizar previo al analisis propiamente
tal, una hidroélisis dcida en los liofilizados, pro-
ceso llevado a cabo en frasco de reaccion de 3
mL sellado con tapa rosca (V-vial, Pierce,
EE.UU.) en un equipo calefactor (Reactitherm,
EE.UU.)a 90 °C por 2 h, ayudado por agitacion
magnética y acido clorhidrico 1,2 M en la solu-
cion acuosa de metanol al 50% que contiene 5
mg morina (2', 3, 4', 5, 7-pentahidroxiflavona)
como estandar interno y 20 mM de sodio dietil
ditio carbamato, como antioxidante.

De acuerdo a estas consideraciones, se coloc6 en
el interior del frasco de reaccion: 15 mg de piel
liofilizada, 400 mL de HC1 6 M (solucién stock),
600 mL de H,O, y 1 mL de metanol que contiene
sodio dietil ditio carbamato 40 mM y 5 mg de
morina (solucion stock).

Unavezterminado el proceso anteriormente in-
dicado, se filtro el sobrenadante a través de mi-
croembudos (Swinex, Millipore, EE.UU.) con
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filtros de membrana hidrofilicos GV (Durapore,
EE.UU.), en polivinilo fluorado (PVDF) de 0,2
mm. Del producto filtrado de la hidrélisis se
tomo una alicuota equivalente a 100 mL que se
llevéa 250 mL con agua destilada ajustada a pH
2,5 con acido fosférico (2 mL H,PO, L™ agua).
De esta ultima dilucidn se inyectaron 50 a 100
mL en el cromatografo, dependiendo de la con-
centracion de flavonol presente.

Se utiliz6 un cromatografo modular automatico
(MERCK-HITACHI, Alemania), conformado
por las siguientes partes: detector de arreglo de
diodos L-7450, bomba cuaternaria L-7100,
muestreador automatico L-7250, interfase D-
7000, HPLC System Manager Software, desga-
sificador L-7612, horno de columna L-7350,
columna (Symmetry C-18 250 * 3, 4 mm
WATERS, EE.UU.), y precolumna (Symmetry
C-18 10*4, 4 mm WATERS, EE.UU.).

Condiciones cromatograficas:

Temperatura: 35 °C; fase movil: acetonitrilo/
agua pH 2,5 ajustada con acido fosférico 85%
(2 mL H,PO, L' agua); gradiente: acetonitrilo
202a40% en 20 min; flujo: 1 mL min™'; inyeccion:
50a 100 mL; detector espectrofotométrico: longi-
tud de onda (1) visible a 370 nm (220 - 450 nm).

Estandares: miricetina, quercetina y morina
(estandar interno).

Se prepar6 una solucién stock estandar que con-
tenia 50 mL de metanol y SO0 mL de acido fosfé-
rico al 2%o més 900 mg de sodio dietil carbamato
de sodio. En 100 mL de esta solucion se disolvid
en forma conjunta miricetina, quercetina y mo-
rina, 3,5 mgde cada uno. Esta fue mantenida en
refrigeracion y libre de luz hasta su utilizacion.
Las soluciones de trabajo para la curva de cali-
bracion se hicieron sobre la base de diluciones
del stock e inyecciones de 50 mL en el croma-
tégrafo, en un rango de 18 ng hasta 350 ng de
cada flavonol por inyeccidn.
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Reactivos y Solventes

Aguadestilada HPLC, 4cido fosférico 85% PA,
acido clorhidrico 37% PA, dietil ditio carbamato
desodio PA, acetonitrilo HPLC, metanol HPLC,
todos productos Merck, en tanto que quercetina
patron, miricetina patrén, y morina patrdn, eran
productos SIGMA.

Todos los solventes fueron sometidos a un pro-
ceso de eliminacion de gases residuales en un
aparato de ultrasonido (Balsonic, Bauch &
Lomb, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cromatograma

En la Figura 1, a modo de ejemplo, se presenta
un cromatograma de la separacidény evaluacion
del contenido total de flavonoles en la piel de una
muestra de uva, mediante cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) en gradiente y fase
inversa, para la cuantificacion de quercetina y
miricetina, después de hidrolizar pieles liofili-

zadas de uva en presencia de sodio dietil ditio
carbamato y morina coma estandar interno.

Proporciony contenido

Lainformacion de las 20 muestras analizadas (5
variedades x 4 repeticiones) aparece en el Cuadro
1 yFigura2, representada por valores promedios
de los resultados obtenidos de las variedades de
uva en estudio: Pinot noir, Merlot, Cabernet
Sauvignon, Carmenérey Chardonnay. Para obte-
ner el contenido de flavonoles porkilogramo de
uva, objetivo principal de este trabajo, se deter-
miné la proporcion porcentual de piel seca (%
PS) de cada variedad de uva para vino.

La matriz portadora de los flavonoles en la uva
es la piel de la baya. Por tal razdn, fue determi-
nante calcular la proporcién en peso, en forma
porcentual, de este constituyente en sus formas:
humeda (% PF) y seca (% PS). Es asi, que el
mayor % PF y % PS se .obtuvo en Cabernet
Sauvignon, y el menor en Carmenére. Pinot noir,
Merlot y Chardonnay fueron similares entre si,
con valores intermedios. Este resultado es una
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Figura 1. Cromatograma de separacién y cuantificacién de miricetina y quercetina en extracto de piel de uva,
usando morina como estindar interno.

Figure 1. Separation and quantification chromatogram of myricetin and quercetin in grape skin extracts, using
morine as an internal standard.
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Cuadro 1. Porcentaje de piel fresca y seca en baya, y contenido de quercetina, miricetina y flavonoles
por kilogramo de piel seca, y por kilogramo de uva, en cinco cultivares de vid para vino del Valle de
Casablanca, Chile. Vendimia 1999

Table 1. Percentage of fresh and dry skin in berries, and content of quercetin, myricetin and flavonols
per kilogram of dry skin and per kilogram of grape, of five wine varieties from Casablanca Valley,
Chile. 1999 harvest

Cultivar Proporcién Contenido
Piel fresca Piel seca Quercetina Miricetina  Flavonoles Flavonoles
% % mgkg'PS mgkg!'PS mgkg'PS mgkg! uva

Pinot noir 11,5 b* 3,9b 555¢ 49 ¢ 604 d 24 d
Merlot 11,7b 3,6 be 1.105b 381b 1.486 b 54 b
Cabernet Sauvignon 15,5a 45a 1.189b 482 b 1.671b 76 a
Carmenére 10,0 ¢ 2,8d 1.565 a 916 a 2482 a 71 a
Chardonnay 12,0b 3,4c 1.055b 58 ¢ 1.114 ¢ 38 ¢

*Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes Duncan (P < 0,05)

PS = piel seca.
Flavonoles = quercetina + miricetina.
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Figura 2. Contenido promedio de flavonoles en 5 variedades de uva del Valle de Casablanca. Vendimia 1999.
Figure 2. Average flavonol content in 5 grape varieties of the Casablanca Valley. 1999 harvest.

clara expresion varietal en la proporcion de la
matriz piel con respecto a la uva.

En todas las variedades estudiadas, sobre la
base de piel seca, los niveles de quercetina estan
sobre los de miricetina, sefialando la abundancia
relativa de este componente en la uva. En el mis-
mo sentido, el mayor contenido de quercetina se

obtuvo en Carmenére, seguido conjuntamente
por Cabernet Sauvignon, Merlot y Chardonnay,
con 75% de lo que contiene Carmenére. Pinot
noir contiene la mitad de estos tres ultimos.

Con respecto a miricetina, el nivel mas alto lo
presento la variedad Carmencre, bajando casi a
~ la mitad en Cabernet Sauvignon y Merlot. Las
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variedades Pinot noiry Chardonnay presentaron
valores notoriamente bajos.

En relacién al contenido total de flavonoles
(quercetina + miricetina) por kilogramo de piel
seca, se puede observar que Carmenére presento
lamas alta concentracion. Cabernet Sauvignon
y Merlot tuvieron valores relativamente altos.
Lossiguen secuencialmente, Chardonnay y Pinot
noir, siendo este Gltimo el mas bajo de todos.

Lasituacién cambia cuando la concentracién se
expresa sobre la base de flavonoles por kilogramo
de uva fresca, y es asi que Cabernet Sauvignon
y Carmenére no presentaron diferencias signifi-
cativas, siendo estas dos variedades poseedoras
de los valores mas altos. Les siguen secuencial-
mente, Merlot, Chardonnay y Pinot noir, que
son diferentes entre si. Curiosamente, Char-
donnay tuvo mayor contenido de flavonoles que
su variedad hermana, Pinot noir. Pero ambas
variedades poseen niveles bajos y similares de
miricetina.

Es interesante sefialar que si bien es cierto que la
uvade la variedad Chardonnay presenta valores

de flavonoles incluso més altos que Pinot noir,
esta propiedad no aparece significativa(P>0,05)
en los vinos que origina, basandose en el hecho
queel procesode vinificacion del vino blanco no
contemplael contacto del mosto con las pieles de
labayadonde se produce lixiviacion de traspaso
de flavonoles.

Losvalores presentados en uvas concuerdan con
los valores encontrados por Mc Donald ef al.
(1998)en los vinos de Chile, sobre todo Cabernet
Sauvignon y Merlot, ya que ambos resultados
guardan perfecta proporcionalidad.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de este estudio, las
uvas de las variedades Cabernet Sauvignon y
Carmenére tienen el mas alto contenido de flavo-
noles por kilogramo de uva. Lo siguen secuen-
cialmente, Merlot, Chardonnay y Pinot noir,
todas provenientes del Valle de Casablanca.

Estos valores son consecuentes con aquellos
encontrados por otros autores en vinos de las
mismas variedades tintas.
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