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@Resumen:

Extracto de uva blanca y usos del mismo.

La presente invencion se relaciona con un extracto de
uva blanca rico en polifenoles y un procedimiento
para la obtenciéon de dicho extracto. El extracto
presenta actividad antimicrobiana y antioxidante, por
lo que la invencion se relaciona ademas con un
aditivo conservante para la industria alimentaria que
comprende dicho extracto.
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DESCRIPCION
EXTRACTO DE UVA BLANCA Y USOS DEL MISMO
Campo de la invencién

La presente invencidn se encuadra dentro del campo de conservantes, en particular

antioxidantes y antimicrobianos utiles en la conservacion de alimentos.

Antecedentes de la invencion

Mas del 20% de todos los alimentos producidos en el mundo se pierden por accion de
microorganismos. Los alimentos en mal estado pueden llegar a ser extremadamente
venenosos y perjudiciales para la salud de los consumidores, un ejemplo de esto es la toxina
botulinica generada por la bacteria Clostridium botulinum que se encuentra presente en las

conservas mal esterilizadas y embutidos, asi como en otros productos envasados.

Los conservantes utilizados como aditivos alimentarios ayudan a mantener los alimentos en
buen estado de conservacion. Entre los conservantes existen los antimicrobianos y los
antioxidantes. Los antimicrobianos inhiben el crecimiento de bacterias, levaduras o mohos,
alteran la permeabilidad de las membranas o paredes celulares, o directamente destruyen el
material genético. Los conservantes antioxidantes retardan la oxidacion de grasas por el aire,
o inhiben los procesos enzimaticos que continuan ocurriendo en los alimentos después de la

cosecha, procesado o envasado.

Ejemplos de antimicrobianos incluyen el acido propionico, los benzoatos, los parabenos, y los
nitritos y nitratos. El acido propiénico se encuentra de manera natural, entre otras fuentes, en
las fresas, las manzanas, las hojas de violeta, los cereales o el queso. Este acido es eficaz
contra los mohos del pan y las esporas de la bacteria Bacillus mesentericus. Los benzoatos
se encuentran de manera natural, entre otras fuentes, en los arandanos. No obstante, estos
compuestos funcionan mejor a un pH bajo, en un rango que excluye el crecimiento bacteriano,
y por eso se usan principalmente como antifingicos. Los ésteres del acido p-hidroxibenzoico,
también conocidos como parabenos, son similares al acido benzoico pero eficaces a un pH
mas alto. Por esta razén, muchas bebidas, mermeladas, productos encurtidos, ensaladas,
quesos, carnes y margarinas contienen benzoatos o sorbatos. Los nitritos y nitratos son la
principal defensa quimica de la industria alimentaria contra la bacteria Clostridium botulinum.
Sin embargo, los nitritos reaccionan con los aminoacidos para formar agentes cancerigenos,

las nitrosaminas.
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El diéxido de azufre es un conservante de uso comun. Sus compuestos relacionados, los
sulfitos, se encuentran en alimentos, bebidas alcohdlicas (especialmente vinos) e incluso en
medicamentos. Ademas de su accion antimicrobiana, el didxido de azufre inhibe las
reacciones de degradaciéon en las frutas, al bloquear tanto reacciones enzimaticas (p.e.,
polifenol oxidasa, responsable del color oscuro en la superficie recién cortada de una
manzana) como reacciones no enzimaticas entre los azucares reductores y los aminoacidos.
Sin embargo, aproximadamente entre el 1% y el 2% de las personas tendran una reaccién
alérgica a los sulfitos, que puede consistir en congestion nasal y estornudos, urticaria o
sibilancias y dificultad para respirar. Las personas que tienen asma y/o alergias a la aspirina
son particularmente sensibles a los sulfitos e incluso podrian tener una reaccién anafilactica

grave.

Acidos como el &cido citrico y el acido ascérbico (vitamina C) y el &cido eritérbico también
inhiben la polifenol oxidasa al hacer que el pH sea demasiado bajo para la enzima. Por otro
lado, existen agentes quelantes de metales como el AEDT que pueden eliminar los cofactores
metalicos que muchas enzimas necesitan. Los quelantes también dificultan el funcionamiento

de las enzimas bacterianas y fungicas de las plantas.

Las grasas y aceites en contacto con el aire, humedad y a cierta temperatura sufren cambios
con el tiempo en su naturaleza quimica y en sus caracteristicas organolépticas. La
peroxidacion lipidica es una forma de deterioro de los alimentos en general y se debe a la

degradacién oxidativa de los lipidos, conocida también como enranciamiento.

Dichos procesos de degradacién oxidativa son causados por la interaccién entre radicales
libres y los lipidos presentes en los alimentos. Esto desencadena una reaccion en cadena que
conduce al proceso de oxidacion en las grasas. Este proceso es acelerado en presencia de
la luz, calor, humedad, otros acidos grasos libres y ciertos catalizadores inorganicos como las
sales de hierro y cobre. Las grasas que han experimentado oxidacion son de sabor y olor
desagradable y parecen ser ligeramente toxicas para algunas personas. El enranciamiento
oxidativo, ademas destruye las vitaminas liposolubles, particularmente las vitaminas Ay E
(tocoferoles). El uso de antioxidantes en productos susceptibles a la peroxidacion lipidica
permite la interrupcion o el control de este proceso. Al estabilizar los radicales libres, los
antioxidantes detienen o reducen el proceso de peroxidacion lipidica. La adicion de
antioxidantes a un sustrato susceptible de oxidaciéon es un procedimiento eficaz para

interrumpir o reducir considerablemente el proceso de peroxidacion lipidica.

Otros antioxidantes que pueden afiadirse incluyen hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), tert-butilhidroquinona (TBHQ) y galato de propilo (PG). Sin embargo, la

legislacion reguladora de los aditivos alimentarios ha establecido limites estrictos del uso de
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dichos antioxidantes; ademas, existe un debate acerca de su seguridad, ya que parece que

pueden ser cancerigenos, por ejemplo.

Por este motivo, el desarrollo de productos conservantes para alimentos con principios activos
de origen natural se presenta como un enfoque de gran interés. Asi, el uso de antioxidantes
como los polifenoles (metabolitos secundarios de las plantas) para mejorar la conservacion y
la calidad de los alimentos es deseable y, por consiguiente, existe la necesidad de identificar
fuentes baratas de polifenoles que puedan aplicarse a escala industrial. Concretamente, el
orujo o bagazo de uva, el prensado de uvas que comprende principalmente la piel, pulpa
residual, semillas y tallos, es una fuente importante de fitoquimicos naturales
(WO2014013122A1). Estos fitoquimicos son metabolitos secundarios que juegan un
importante papel en los mecanismos de defensa de las plantas, entre los que se incluyen los
polifenoles. Los polifenoles tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antimicrobianas, resultando utiles en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica.
Ademas, el cultivo de uva es uno de los mas abundantes en el mundo, generando gran

cantidad de residuos que deben ser tratados, eliminados o reutilizados.

Como puede verse, existe una necesidad en la técnica de otros conservantes de alimentos,
preferiblemente aquellos que derivan de productos naturales. Un objeto de la presente
invencién es proporcionar un conservante natural eficaz y seguro que sea estable y no afecte
negativamente al sabor de los productos alimenticios, a base de extractos naturales de
fuentes abundantes y sostenibles como las de origen vitivinicola, de seguridad alimentaria

contrastada.

Breve descripcion de la invencién

Los inventores de la presente invencién han descubierto de manera sorprendente que es
posible obtener, de manera sencilla, extractos de orujo de uva blanca empleando acetona
como disolvente de extraccidon que, tras volatilizacion de la acetona, pueden emplearse como
extractos acuosos que exhiben actividad conservante. Los inventores han desarrollado asi

formulaciones para aditivos alimentarios que comprenden extractos de uva blanca.

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion se dirige a un extracto de uva blanca,
caracterizado porque comprende acido galico, acido 2-4-6-trihidrobenzoico, acido caftarico,
procianidina B1, procianidina B2, procianidina C1, catequina, galato de epigalocatequina,
epicatequina, galato de epicatequina, quercetina-3-glucurénido, quercetina-3-rutindsido,

quercetina-3-glucosido, kaempferol y quercetina.
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Un segundo aspecto de la presente invencién se dirige a un procedimiento para la obtencion

de un extracto de uva blanca caracterizado porque comprende las etapas de:

a) Proporcionar una mezcla que comprende orujo de uva blanca y opcionalmente un

dispersante;
b) Someter la mezcla a una elucién con acetona;
c) Recoger el extracto de uva blanca obtenido tras la elucion; y
d) Eliminar la acetona.

Un tercer aspecto de la presente invencion se dirige a un extracto de uva blanca caracterizado

porque es un extracto obtenible segun el procedimiento de la invencién.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se dirige a un aditivo alimentario caracterizado

porque comprende el extracto de uva blanca de la invencion.

Un quinto aspecto de la presente invencion se dirige a un alimento que comprende el extracto

de uva blanca de la invencion, o que comprende el aditivo alimentario de la invencién.

Un sexto aspecto de la presente invencion se dirige al uso del extracto de uva blanca de la

invencidon como conservante alimentario.

Descripcion detallada de la invencién

Extracto de uva blanca

Los extractos de orujo de uva blanca son ricos en polifenoles, presentando propiedades
antimicrobianas y antioxidantes que pueden utilizarse como conservantes en la industria

alimentaria. El principio activo de la invencion es por tanto un extracto de uva blanca.

Asi, un primer aspecto de la presente invencién se dirige a un extracto de uva blanca,
caracterizado porque comprende acido galico, acido 2-4-6-trihidrobenzoico, acido caftarico,
procianidina B1, procianidina B2, procianidina C1, catequina, galato de epigalocatequina,
epicatequina, galato de epicatequina, quercetina-3-glucurénido, quercetina-3-rutindsido,

quercetina-3-glucosido, kaempferol y quercetina.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca es un extracto de orujo de uva blanca.
El orujo de uva, o bagazo de uva, es el principal subproducto de la vinificacion: el prensado
de uvas que comprende principalmente la piel, pulpa residual, semillas y tallos. El extracto
empleado en la presente invencion se obtiene sometiendo el orujo (y opcionalmente orujos

agotados) a un procedimiento de extraccion, que es el procedimiento de la invencion.
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En una realizacién particular, la uva blanca se selecciona del grupo que consiste en albarifio,
albillo, arinto, chardonnay, chenin blanc, garnacha blanca, gewlrztraminer, godello o gouveio,
loureira, macabeo (o viura), malvasia, moscatel, muller-thurgau, riesling, roussanne,
palomino, parellada, pedro ximénez, pinot blanc, sauvignon blanc, silvaner, semillon, tocai,
trebbiano, treixadura, verdejo, viognier, xarel-lo, 0 mezclas. En una realizacion preferida, la
uva se selecciona del grupo que consiste en albarifio, arinto, godello o gouveio, loureira,

treixadura, o mezclas. En una realizacién aun mas preferida, la uva es albarifio.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende un indice de polifenoles
totales de entre 7000 y 45000 miligramos equivalentes de acido galico por litro de extracto
(mgGAE/L), preferiblemente entre 10000 y 45000 miligramos equivalentes de acido galico por
litro de extracto (MgGAEI/L).

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende al menos una de las

siguientes:

una concentracion de acido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto;

- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto;

- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,05y 1,20 mg/L de extracto;
- una concentracién de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucosido de entre 25 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto; y/o

- una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido
galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto, preferiblemente entre 10 y 20 mg/L de extracto. En
una realizacién preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de acido galico igual o superior a 11, mas preferiblemente igual o superior a 13
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de acido galico igual o inferior a 19, mas

preferiblemente igual o inferior a 17 mg/L de extracto.
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En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido
2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1y 35 mg/L de extracto, preferiblemente entre 2 y 30 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico igual o superior a 3, mas preferiblemente igual
o superior a 4 mg/L de extracto. En otra realizacién preferida, compatible con las anteriores,
el extracto de uva blanca comprende una concentracién de acido 2-4-6-trihidrobenzoico igual

o inferior a 10, mas preferiblemente igual o inferior a 8 mg/L de extracto.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido
caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,10 y 3,50 mg/L de
extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de acido caftarico igual o superior a 0,20, mas preferiblemente igual o superior
a 0,40 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el
extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido caftarico igual o inferior a 3,00,

mas preferiblemente igual o inferior a 2,00 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto, preferiblemente entre 100 y 270
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 igual o superior a 105, mas
preferiblemente igual o superior a 110 mg/L de extracto. En otra realizacién preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
procianidinas B1+B2+C1 igual o inferior a 230, mas preferiblemente igual o inferior a 200 mg/L

de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto, preferiblemente entre 50 y 125 mg/L de extracto.
En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de catequina igual o superior a 55, mas preferiblemente igual o superior a 60
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de catequina igual o inferior a 120, mas

preferiblemente igual o inferior a 115 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epigalocatequina de entre 0,05y 1,20 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,05
y 1,00 mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de galato de epigalocatequina igual o superior a 0,10, mas
preferiblemente igual o superior a 0,20 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,

compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
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galato de epigalocatequina igual o inferior a 0,70, mas preferiblemente igual o inferior a 0,50

mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto, preferiblemente entre 10 y 140 mg/L de
extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de epicatequina igual o superior a 30, mas preferiblemente igual o superior a
60 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto
de uva blanca comprende una concentracion de epicatequina igual o inferior a 130, mas

preferiblemente igual o inferior a 125 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epicatequina de entre 5y 50 mg/L de extracto, preferiblemente entre 5 y 45 mg/L de
extracto. En una realizacién preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de galato de epicatequina igual o superior a 10, mas preferiblemente igual o
superior a 13 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el
extracto de uva blanca comprende una concentracion de galato de epicatequina igual o inferior

a 40, mas preferiblemente igual o inferior a 35 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto, preferiblemente entre 28 y 60
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de quercetina-3-glucurénido igual o superior a 30, mas
preferiblemente igual o superior a 32 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucurénido igual o inferior a 55, mas preferiblemente igual o inferior a 45 mg/L

de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto, preferiblemente entre 2 y 5 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de quercetina-3-rutinésido igual o superior a 3 mg/L de extracto. En otra
realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una

concentracion de quercetina-3-rutinésido igual o inferior a 4 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucosido de entre 25 y 130 mg/L de extracto, preferiblemente entre 30 y 120
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca

comprende una concentracidon de quercetina-3-glucésido igual o superior a 35, mas
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preferiblemente igual o superior a 40 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucdsido igual o inferior a 100, mas preferiblemente igual o inferior a 60 mg/L

de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,2 y 2,0 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de kaempferol igual o superior a 0,3, mas preferiblemente igual o superior a 0,5
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de kaempferol igual o inferior a 1,5, mas

preferiblemente igual o inferior a 1,0 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,3 y 15,0 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de quercetina igual o superior a 0,4, mas preferiblemente igual o superior a 0,5
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de quercetina igual o inferior a 12, mas
preferiblemente igual o inferior a 5 mg/L de extracto, aun mas preferiblemente igual o inferior

a 2 mg/L de extracto.

En una realizacion preferida, el extracto de uva blanca comprende:

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;

una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;

una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto; y

una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto.

En otra realizacion preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca comprende:

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;

una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;

una concentracion de quercetina-3-rutinésido de entre 1 y 5 mg/L de extracto; y

una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto.
En una realizacién mas preferida, el extracto de uva blanca comprende:

- una concentracion de 4cido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto;

- una concentracion de acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto;
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- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;

- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,05 y 1,20 mg/L de extracto;
- una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto; y

- una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

En la presente invencioén, la expresion de transicion “comprende” se emplea como expresion
de tipo abierto, cuya interpretacion es mas amplia que cuando se emplea la expresion de tipo
cerrado “consiste en”. Una reivindicacion que incluya la expresion “consiste en” se limita
unicamente a los elementos técnicos definidos en dicha reivindicacion y no cabe interpretarla
como englobando cualquier otro elemento. Por otro lado, una reivindicacion que contiene la
expresion de tipo abierto “comprende”, debe interpretarse en el sentido mas amplio, y puede
incluir (o no) otros elementos técnicos que no se mencionen explicitamente, ademas de los

definidos explicitamente, que son los elementos técnicos esenciales de la invencion.

En una realizacion particular de todos los aspectos descritos en la presente memoria, y salvo
indicacion expresa en contrario, el término “comprende” puede sustituirse por “consiste en”,

en cuyo caso aplicarian las consideraciones del parrafo anterior.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca se caracteriza por la ausencia de
antocianos. “Antocianos” se refiere a un grupo de polifenoles flavonoides que comprende el
conjunto formado por antocianinas y antocianidinas, que también incluye las combinaciones
osidicas de una antocianidina con un azucar. Son los responsables del color rojo azulado de

la piel de las uvas tintas.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca se caracteriza por un pH de entre 2 y
8 medido en disolucion acuosa, preferiblemente entre 2 y 6, mas preferiblemente entre 3y 5

y aun mas preferiblemente entre 4 y 5.

El extracto de uva de la invencién tiene aplicacién como conservante, preferiblemente como
conservante alimentario debido a sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Asi, en
una realizacién particular, el extracto se encuentra en disolucion, en suspension, en emulsion,
o en forma sdlida, como un polvo o una pasta (obtenible por ejemplo mediante liofilizado o

secado por pulverizacion).
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En una realizacion particular, el extracto exhibe una actividad antioxidante (mmol TE/L) igual
o superior a 40, preferiblemente igual o superior a 50. En otra realizacion particular,
compatible con la anterior, el extracto exhibe una actividad antioxidante (mmol TE/L) igual o
inferior a 100, preferiblemente igual o inferior a 95. En una realizacion preferida, el extracto
exhibe una actividad antioxidante (mmol TE/L) comprendida entre 40 y 100, preferiblemente
entre 45 y 95, mas preferiblemente entre 50 y 90, y aun mas preferiblemente entre 55 y 85.
En el contexto de la presente invencion “TE” significa equivalentes del reactivo “Trolox”, y la
actividad expresada en mmol TE/L se determina utilizando el reactivo DPPH siguiendo el
método descrito en la bibliografia (Symes, A.; Shavandi, A.; Zhang, H.; Ahmed, I. A. M.; Al-
Juhaimi, F. Y.; Bekhit, A. E. D. A. Antioxidant Activities and Caffeic Acid Content in New
Zealand Asparagus (Asparagus Officinalis) Roots Extracts. Antioxidants (Basel, Switzerland)
2018, 7 (4)).

En el procedimiento de extraccién con acetona se puede afiadir opcionalmente agua, pero el
bagazo de uva empleado como materia prima para la extraccion ya contiene humedad
residual. Asi, en una realizacién preferida, el extracto de uva de la invencion es un extracto
acuoso. El disolvente organico empleado en la extraccion puede evaporarse, dejando como
resultado un extracto de uva blanca que comprende agua. El experto en la materia entendera
que el disolvente organico puede evaporarse en su totalidad o parcialmente. En este contexto,
en una realizacion particular de la anterior, el extracto comprende no mas de un 20% de
disolvente organico, no mas de un 10% de disolvente organico, no mas de un 5% de disolvente
organico, no mas de un 1% de disolvente organico, y preferiblemente no mas de un 0,5% de
disolvente organico. En una realizacion mas preferida, el extracto de uva de la invencion es
un extracto que no contiene disolventes organicos. En una realizacién aun mas preferida, el
extracto de uva de la invencién es un extracto que solo contiene agua como disolvente. En el
caso de que no se afiada agua durante el proceso, el extracto acuoso comprende agua que

procede de la humedad residual del propio bagazo.

Procedimiento de obtencion

El segundo aspecto de la presente invencion se dirige a un procedimiento para la obtencion
de un extracto de uva blanca caracterizado porque comprende las etapas de:
a) Proporcionar una mezcla que comprende orujo de uva blanca y opcionalmente un
dispersante;
b) Someter la mezcla a una elucién con acetona;
c) Recoger el extracto de uva blanca obtenido tras la elucion; y

d) Eliminar la acetona.
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El procedimiento de extraccion que permite la obtencion del extracto de la invencién se lleva
a cabo a partir del método descrito en WO 2014013122 A1, pero empleando acetona. Esta
adaptacion exhibe dos ventajas principales. Por un lado, el extracto obtenido comprende una
composicion polifendlica distinta, de gran utilidad como conservante. Por otro lado, el extracto
obtenido puede ser facilmente volatilizado, resultando en un extracto acuoso que puede

emplearse directamente como aditivo alimentario.

En la presente invencion, “dispersante” es un material solido que puede mezclarse
opcionalmente con el bagazo. El mezclado con una muestra biolégica (como el bagazo)
permite su disrupcion y su dispersion en su superficie, de modo que la mezcla mecanica
perturba la arquitectura de la muestra, rompiendo el material en pedazos de menor tamafio e
incrementando la liberacion de los compuestos quimicos presentes en el interior de las células

vegetales de la muestra.

En una realizacion particular de la etapa (a), el orujo de uva blanca se proporciona

previamente triturado.

En una realizacion particular, la etapa (a) del procedimiento comprende proporcionar una
mezcla que comprende orujo de uva blanca y un dispersante. Preferiblemente, el dispersante
se selecciona de entre el grupo constituido por arena, florisil, C18, alumina y silica gel. Mas
preferiblemente, el dispersante es arena, aun mas preferiblemente arena de origen natural.
En una realizacion particular el tamafio del grano del dispersante se selecciona de entre 100

umy 1 mm, preferiblemente de entre 250 yum y 320 pm.

En una realizacion particular, la etapa (a) del procedimiento comprende proporcionar una
mezcla que comprende orujo de uva blanca y un dispersante, en donde la proporcion (en
masa) de dispersante:orujo esta comprendida entre 0,5:1 y 1:10, preferiblemente entre 0,5:1

y 1:7, mas preferiblemente entre 0,5:1 y 1:5 y aun mas preferiblemente entre 0,8:1 y 1:5.

En el caso de comprender un dispersante, la preparacion de la mezcla en la etapa (a), que
comprende residuo de uva blanca y un dispersante, se puede llevar a cabo utilizando un
mortero (vidrio, porcelana, agata), un disruptor de cuchillas, un equipo de molienda, un
triturador, un tambor rotatorio o cualquier otro dispositivo que permita triturar y homogeneizar

la mezcla mecanicamente.

En una realizacién particular, la etapa (a) transcurre en un rango de temperaturas de entre 10
°C y 40 °C. En otra realizacion particular, la etapa (a) transcurre a presioén atmosférica. Estas

realizaciones permiten evitar riesgos de degradacion de los compuestos a extraer.

En una realizacion particular, el dispersante y el orujo se mezclan a una temperatura de entre

10 y 40 °C y/o a una presion de entre 0,8-1,2 atm.
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En una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) esta en una proporcién de entre 0,2
y 10 volumenes de disolvente respecto al peso de la mezcla que comprende orujo de uva

blanca vy, si esta presente, el dispersante, preferiblemente de entre 0,2 y 6.

En una realizacion particular, la etapa (b) incluye mantener el disolvente en contacto con la
mezcla entre 1y 72 horas, preferiblemente entre 24 y 72 horas, mas preferiblemente entre 48
y 72 horas. En otra realizacién particular, esta etapa se lleva a cabo a una temperatura de
entre 10 °C y 40 °C.

En otra realizacion particular, el disolvente de extraccion que comprende acetona comprende
ademas un disolvente seleccionado del grupo que consiste en agua, alcohol alquilico, glicoles,

o sus mezclas, preferiblemente disolventes cuyo punto de ebullicion no sea superior a 80 °C.

En la presente invencion “alcohol alquilico” se refiere a una sustancia con una cadena
hidrocarbonada lineal o ramificada que contiene un grupo hidroxilo, de entre 1y 12 atomos de
carbono, preferiblemente de entre 1 y 6 atomos de carbono. En una realizacién particular el

alcohol alquilico se selecciona entre metanol, etanol, isopropanol, y sus mezclas.

En la presente invencion “glicoles” se refiere a una sustancia con una cadena hidrocarbonada
lineal o ramificada que contiene dos o mas grupos hidroxilo, de entre 2 y 12 atomos de
carbono, preferiblemente de entre 2 y 8 atomos de carbono, y opcionalmente puede contener
uno o mas grupos éter. En una realizacion particular, el glicol se selecciona de entre 1,2-
etanodiol (etilenglicol), propano-1,2-diol (propilenglicol), butano-1,4-diol (1,4-butilenglicol),
butano-1,3-diol, 1,5-pentanodiol (pentilenglicol), 2-metil-2,4-pentanodiol (hexilenglicol), 2-(2-
etoxietoxi)etanol (dietilenglicol monoetil éter), éter 2,2’-dihidroxidipropilo (dipropilenglicol) y

1,2-octanodiol (caprilil glicol).

En una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) puede tener un pH modificado de
entre 0,5 y 3. Asi, en una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) comprende
ademas un acido organico o inorganico, preferiblemente un acido seleccionado del grupo que
consiste en acido clorhidrico, acido acético, acido fosférico, acido formico y mezclas de los

mismos.

En otra realizacién particular, los eluatos recogidos en la etapa (c) se utilizan para repetir la
elucién del extracto. La recirculacion de los eluatos recogidos en la etapa (c) permite disminuir
el volumen total de disolvente utilizado en el proceso. Si bien no es una caracteristica
necesaria para el correcto funcionamiento de la invencién, una ventaja adicional asociada a
la recirculacién de los eluatos esta en el eventual aumento de la cantidad de polifenoles totales

extraidos de los orujos de uva blanca.
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Asi, en una realizacion particular la etapa (c) comprende, ademas de recoger los eluatos,
recircular dichos eluatos por la mezcla que comprende el orujo de uva blanca, repitiéndose la
elucion con el disolvente entre 1y 7 veces, preferiblemente 3, 4 o 5 veces. En otras palabras,
en una realizacion particular, el procedimiento de la invencién esta caracterizado porque, tras
recoger el extracto de uva blanca, la etapa (c) comprende ademas la recirculacion del eluato
obtenido, por la mezcla de la etapa (a). Esta realizacién se corresponde a la repeticion del
método de la etapa (b), pero en donde la mezcla de la etapa (a) comprende el orujo de uva
sometido previamente por lo menos una vez a una elucion con disolvente, y empleando un
disolvente que ya ha sido utilizado por lo menos una vez en la elucién. Esta realizacién se

repite de manera que el disolvente se recircula por la mezcla.

La combinacion de las etapas de maceracion y de recirculacion de los eluatos permite un
procedimiento mas optimizado en cuanto a rendimiento del extracto obtenido y el bajo

consumo de disolventes.

El procedimiento de extraccion comprende ademas una etapa (d), caracterizada por ser una
etapa de eliminacion de la acetona. Esta eliminacion puede ser parcial, o completa. En esta
etapa, el extracto de uva blanca obtenido tras la elucién, o las eluciones, se somete a una
concentracién, es decir, un procedimiento para reducir la cantidad de acetona. En una
realizacion particular, la etapa (d) comprende la eliminacion de acetona hasta una cantidad
final de no mas de un 20% de acetona, no mas de un 10% de acetona, no mas de un 5% de
acetona, preferiblemente no mas de un 1% de acetona, y aun mas preferiblemente no mas de
un 0,5% de acetona. En una realizacién preferida, la etapa (d) es una etapa de evaporacion
de acetona, preferiblemente una etapa de evaporacién completa de la acetona, de manera
gue la acetona se elimina en su totalidad o esencialmente en su totalidad. En el contexto de
la presente invencion, la evaporacion de acetona es sindnimo de volatilizacién de acetona. En
una realizacion aun mas preferida, en la etapa (d) se evapora la acetona en su totalidad,
obteniéndose asi como producto un extracto acuoso. El proceso para eliminar la acetona es
conocido por el experto en la materia, por ejemplo simplemente dejando el extracto a
temperatura ambiente y presion atmosférica, bajo una corriente de nitrégeno, con aporte de

temperatura, bajo vacio, en un rotavapor a vacio, en evaporador de pelicula fina, entre otros.

Los extractos también pueden obtenerse como un producto soélido. Asi, en otra realizacion
particular, el procedimiento de extraccion comprende ademas una etapa de liofilizacion o una
etapa de secado por pulverizacién (spray-drying). Esta etapa puede ser una etapa adicional
tras llevarse a cabo la etapa (d), es decir, la liofilizacion o el secado por pulverizacion requieren
como etapa previa la eliminacién de la acetona, o puede ser la propia etapa (d), en cuyo caso

la liofilizacion o el secado por pulverizacion eliminan directamente la acetona. En una
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realizacion preferida de la anterior, cuando el procedimiento comprende una etapa de
liofilizacion, esta se lleva a cabo tras la etapa (d), es decir, la liofilizacién requiere como etapa

previa la eliminacién de la acetona.

En la liofilizacion es posible congelar previamente los eluatos recogidos o bien los eluatos tras
la evaporacion del disolvente. En una realizacion particular la liofilizacion se lleva a cabo entre
-50 °C y -20 °C, preferiblemente entre -45 °C y -35 °C. En una realizacién particular la
liofilizacion se lleva a cabo entre 1,31 x 10° atm y 6,6 x 10 atm (0,001 a 0,005 mmHg),
preferiblemente entre 1,31 x 10 atm y 1,31 x 10® atm (0,001 a 0,01 mmHg). El extracto es
estable y no es necesaria la adicion de estabilizantes en la etapa de liofilizacion. Sin embargo,
es posible afadir pequefias cantidades de azucares a una concentracién que oscila desde un
1 hasta un 5% u otras moléculas que actuen como crioprotectores y/o lioprotectores. En una
realizacion particular, los azucares se seleccionan del grupo que consiste en glucosa,
sacarosa, trehalosa, maltodextrina, goma arabiga y goma xantana. El extracto de la invencion

después de la liofilizacidon no se altera de ningun modo.

En el secado por pulverizacion, los eluatos recogidos o bien los eluatos tras la evaporacion
del disolvente se transforman en un polvo seco mediante secado rapido con aire, o0 un gas
inerte, caliente. Este método permite obtener materiales de tamafo de particula fino y
consistente. En una realizacién particular, el secado por pulverizacion se lleva a cabo con un
flujo de aire comprendido entre 15000 y 60000 L/h. En otra realizacién particular, el secado
por pulverizacion se lleva a cabo con un flujo de alimentacion comprendido entre 1 L/h 'y 500
L/h, preferiblemente entre 1 L/h y 100 L/h, mas preferiblemente entre 1 L/h y 20 L/h. En otra
realizacion particular, el secado por pulverizacion se lleva a cabo con una presion de aire
comprendida entra 2 y 10 bar. En otra realizacion particular, el secado por pulverizacién se
lleva a cabo a una temperatura de secado comprendida entre 150 y 200 °C y una temperatura

de entrada comprendida entre 15y 35 °C.

En una realizacion particular, la eliminacion de la acetona comprende recuperar el disolvente

para su posterior reutilizacion en la etapa (b), de extraccion.

El procedimiento de la invencion permite obtener un extracto de orujo de uva blanca que
comprende polifenoles. Asi, un tercer aspecto de la presente invencién se dirige a un extracto
de uva blanca caracterizado porque es un extracto obtenible segun el procedimiento de la
invencion. “Extracto obtenible” o “extracto obtenido”, significa el producto que se obtiene como
resultado de aplicar el procedimiento de la invencion, con los elementos técnicos inherentes

al procedimiento.
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El extracto se obtiene mediante empleo de acetona como disolvente de extraccion. Asi, en
una realizacion particular, el extracto de uva blanca obtenible segun el procedimiento de la
invencion es un extracto que comprende acetona. En una realizacion preferida de la anterior,
la acetona se evapora en su totalidad y el extracto de uva obtenible segun el procedimiento

de la invencién es un extracto acuoso.

Todas las realizaciones descritas arriba para el procedimiento, y también para el extracto, son

aplicables a este tercer aspecto de la invencion.

Aditivo alimentario

El procedimiento de la invencién permite la facil eliminacién del disolvente de extraccion, ya
que la acetona es un disolvente de bajo punto de ebullicion. Al evaporarse la acetona, el

extracto resultante es un extracto acuoso, compatible con la ingestion oral.

Asi, un cuarto aspecto de la presente invencion se dirige a un aditivo alimentario caracterizado
porque comprende el extracto de uva blanca de la invenciéon. En una realizacion preferida, el
aditivo alimentario es caracterizado porque comprende el extracto de uva blanca de la

invencidon como conservante alimentario.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca presente en el aditivo alimentario es
el extracto de uva blanca de la invencion, o el extracto de uva blanca obtenido segun el

procedimiento de la invencion.

En el contexto de la presente invencion, el término “conservante” ha de interpretarse como

una sustancia o composicion que exhiba actividad antioxidante y/o antimicrobiana.

En el contexto de la presente invencion, el término “conservante alimentario” se refiere a un
conservante que es compatible con cualquier tipo de alimento sdlido o liquido, para uso

humano y/o animal.

El término “alimento” se refiere normalmente a cualquier sustancia consumida oralmente para
proporcionar apoyo nutricional a un ser vivo. Los alimentos suelen ser de origen vegetal,
animal o fungico y contienen nutrientes esenciales, como carbohidratos, grasas, proteinas,
vitaminas o minerales. La sustancia es ingerida por un organismo y asimilada por las células

del organismo para proporcionar energia, mantener la vida o estimular el crecimiento.

No obstante, en la presente invencion, “alimento” ha de interpretarse de manera mas amplia
de modo que cubra también sustancias que se ingieren pero que no aportan un valor nutritivo.
Esto es asi porque, ademas de los fines nutricionales, la alimentacién humana se asocia a
aspectos sociales y culturales, de salud y psicologicos. Por ejemplo, las bebidas alcohdlicas

en la alimentacién humana no tienen interés nutricional, pero si tienen un interés fruitivo. Por
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ello, en el contexto de la presente invencion, también han de considerarse como alimento

aquellas sustancias que se ingieren pero que no aportan un valor nutritivo.

Asi, en una realizacion particular, alimento significa cualquier sustancia que se ingiera,
incluyendo de manera general cualquier comida y/o bebida. En una realizacion preferida, el

extracto de la invencion se emplea como aditivo alimentario en vinos.

Como se menciona arriba, el extracto puede proporcionarse como un extracto acuoso o como
un solido. Asi, el aditivo alimentario del cuarto aspecto de la invencién, que comprende el
extracto de la invencion, puede proporcionarse como un aditivo alimentario liquido o sélido.
En el contexto de la presente invencion, tal como se describe arriba, el extracto acuoso puede
comprender trazas de disolvente organico, preferiblemente acetona. En una realizaciéon
particular de la anterior, el extracto comprende no mas de un 20% de disolvente organico, no
mas de un 10% de disolvente organico, no mas de un 5% de disolvente organico, no mas de

un 1% de disolvente organico, y preferiblemente no mas de un 0,5% de disolvente organico.

Dependiendo del producto final deseado, el experto en la materia sabra qué forma sera la mas
conveniente. Ejemplos no limitantes de la forma en la cual se puede proporcionar el aditivo
alimentario de la invencion serian liquida, gel, sdlido, pasta, comprimido, polvo, entre otros.
Ademas, también esta contemplado que el aditivo alimentario pueda formularse como
disolucién, emulsién, suspension, dispersién, o cualquier otra forma adecuada para usarse

como aditivo alimentario.

El extracto de la invencién es estable, y también lo es si formulado como aditivo alimentario,
al menos durante 6 meses, preferiblemente al menos durante 12 meses. Estable significa que
el principio activo (el extracto) y los excipientes (si estan presentes) no sufren degradacion
significativa y el efecto conservante se mantiene, al menos en un 80% del efecto en el
momento de preparacion del aditivo, preferiblemente al menos en un 90% del efecto en el
momento de preparacion del aditivo, y mas preferiblemente al menos en un 95% del efecto

en el momento de preparacion del aditivo.

En una realizacién particular, el aditivo alimentario comprende conservantes adicionales.
Ejemplos no limitantes de conservantes, antimicrobianos y/o antioxidantes, son cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio, acido benzoico, clorobutanol, m-cresol, metilparabeno (E-
218), propilparabeno (E-216), butilparabeno, nisina, natamicina, BHA, sulfito de sodio, bisulfito
de sodio, otras sales de acido sulfuroso (bisulfito, metabisulfito), Vitamina E, BHT,
Terbutilhidroquinona (TBHQ), Galato de propilo, acido ascérbico, acetilcisteina, palmitato de
ascorbilo, ascorbato de sodio, hidroxitolueno butilado, butilhidroxianisol, acido citrico,

monotioglicerol, metionina, metabisulfito de sodio, metabisulfito de potasio, clorhidrato de
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cisteina, ditionito de sodio, acido gentisico, glutamato de sodio, glutation, tioglicerol,
formaldehido sulfoxilato de sodio, tiourea, alfa tocoferol y mezclas de los mismos. Un
conservante adicional preferido es el dioxido de azufre, que al disolverse en agua da lugar a
sulfitos (que comprenden SOs%). En el contexto de la presente invencion, salvo indicacion
contraria, cualquier referencia a didéxido de azufre ha de entenderse como sinénimo de los

sulfitos empleados como conservantes en la industria alimentaria.

En una realizacion preferida, el aditivo alimentario de la invencidén no comprende otros

conservantes adicionales.

En una realizacion particular, el aditivo alimentario es para alimentacion humana. En otra

realizacion particular, el aditivo alimentario es para alimentacion animal.

En otra realizacion particular, el aditivo alimentario es caracterizado porque es un conservante
para vinos. El proceso de elaboracion del vino requiere la adicion de conservantes. Un ejemplo
es el uso de diéxido de azufre como agente antimicrobiano (para reducir el crecimiento de

levaduras y bacterias) y como antioxidante.

En una realizacion particular, el aditivo alimentario de la invencion puede emplearse para
sustituir la totalidad, o una parte, de los conservantes presentes en el vino, por ejemplo el

dioxido de azufre.

Aspectos adicionales

Un quinto aspecto de la presente invencion se dirige a un alimento que comprende el extracto
de uva blanca de la invencion, o que comprende el aditivo alimentario de la invencion. En una
realizacion preferida, dicho alimento es un vino. El experto en la materia sabra que todas las

realizaciones anteriores son compatibles con este quinto aspecto de la invencion.

Un sexto aspecto de la presente invencion se dirige al uso del extracto de uva blanca de la
invencién como conservante alimentario. Un redactado alternativo de este aspecto es: Método
para conservar un alimento que comprende la adicién del extracto de uva blanca de la

invencion a dicho alimento.

En una realizacién particular, el uso segun la invencién es caracterizado porque es un uso
como conservante en un proceso de vinificacion de un vino, o para conservar un vino en
botella. En una realizacién preferida, el uso segun la invencion es caracterizado porque es un
uso como conservante en un proceso de vinificaciéon de un vino, en donde el extracto no se
encuentra en combinacién con otros conservantes adicionales. En otra realizacion preferida,
el uso segun la invencion es caracterizado porque es un uso para conservar un vino en botella,

en donde el extracto sustituye al menos una parte de los sulfitos presentes en un vino.
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La expresion “sulfitos presentes en un vino” debe interpretarse como los sulfitos que
normalmente estan presentes debido a una adicion de este conservante durante el proceso

de vinificacion, o antes del embotellamiento.

En una realizacién particular, el uso segun la invencién es caracterizado porque dicho extracto

es antioxidante.

En otra realizacion particular, el uso segun la invencion es caracterizado porque dicho extracto

es antimicrobiano.

En otra realizacion particular, el uso segun la invencion es caracterizado porque dicho extracto

no comprende polifenoles sintéticos.

En otra realizacion particular, el uso segun la invencién es caracterizado porque sustituye al

menos una parte de los sulfitos presentes en un vino.

El experto en la materia sabra que todas las realizaciones anteriores para los aspectos

anteriores también son compatibles con este aspecto de la invencion.

Parte experimental

Estos ejemplos sirven para ilustrar realizaciones de la invencion, pero que en ningun caso se

deben considerar limitativos.

Ejemplo 1. Preparacion y analisis de los extractos.

En este ejemplo, se llevé a cabo una extraccion de los residuos de uva blanca de la variedad
Albariio mediante una adaptacion a mayor escala del procedimiento descrito en
WO02014013122A1. Se utilizé acetona como disolvente y se sometid el extracto liquido

obtenido a un proceso de volatilizacién de la acetona, para obtenerse asi un extracto acuoso.

Utilizando arena como dispersante, se mezclo y tritur6 con bagazo de uva blanca de la
variedad Albarifio en una relacion 1:5. Esta mezcla se introdujo en una columna de acero
inoxidable de dimensiones apropiadas con una capa de dispersante en el fondo, que actua a
modo de filtro, y se compacté ligeramente. La cantidad de acetona utilizada como disolvente
de extraccion fue de 0,75 volumenes respecto al volumen de mezcla extractiva. Tras 48 h de
maceracion, se procede a la obtencion del eluato correspondiente. Posteriormente, dicho

eluato se concentré a vacio hasta tener un valor de acetona residual inferior al 0,5%.

Ejemplo 2. Caracterizacion analitica

indice de polifenoles totales (IPT)
El contenido polifendlico total de varios extractos de orujo de uva blanca obtenidos segun el
método descrito en el Ejemplo 1 se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu

siguiendo el protocolo para la microtitulacion en placas de 96 pocillos adaptado de Zhang et
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al. (Zhang Q, Zhang J, Shen J, Silva A, Dennis DA, Barrow CJ. A simple 96-well microplate
method for estimation of total polyphenol content in seaweeds. J Appl Phycol. (2006) 18:445—
50). Asi, 20 pL de extracto diluido se mezclaron con 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu
(1:10) y 80 pL de una disolucion de carbonato de sodio (7,5% p/p). La mezcla se agité en
oscuridad durante 30 minutos, para ser posteriormente medida a 760 nm en el lector de
microplacas SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Germany), que realiza
mediciones de absorbancia en el rango de longitudes de onda 220-1000 nm. Las mediciones
se realizaron en microplacas de polipropileno de 96 pocillos con un volumen de 300 uL. Para
expresar el indice polifendlico total se utilizé el acido galico como patrén, en un rango de
concentracion con 12 niveles comprendidos entre 30 y 200 mg/L (0,2-0,8 UA). EI contenido
en polifenoles totales de las muestras se expresa asi como miligramos equivalentes de acido
galico por litro de extracto (mgGAEI/L).

Se realiz6 el analisis y el rango obtenido de IPT fue de entre 7000 y 10000 mgGAE/L en el
caso de los extractos sin volatilizar (12 muestras, promedio de 8699 mgGAE/L), y de entre
11000 y 43000 mgGAE/L en el caso de los extractos volatilizados (33 muestras, promedio de
27866 mgGAE/L).

Identificacion de polifenoles objetivo por Cromatografia Liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

El extracto volatilizado se filtré a través de filtros de jeringa de PTFE de 0,22 uym sobre un vial
de vidrio de 2 mL para realizar los analisis correspondientes.

Se identificaron los principales polifenoles presentes en el extracto del Ejemplo 1 mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem, triple cuadrupolo (LC-
MS/MS_QqQ). Las condiciones instrumentales 6ptimas para la deteccion de los polifenoles
objetivo se adaptaron de Celeiro, M.; Lamas, J.P.; Arcas, R.; Lores, M. Antioxidants Profiling
of By-Products from Eucalyptus Greenboards Manufacture, Antioxidants. 2019, 8(8), 263. El
analisis LC-MS/MS se realizé empleando un instrumento Thermo Scientific (San José, CA,
EE.UU.) basado en un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo TSQ Quantum UltraTM
equipado con una fuente HESI-II (ionizacion por electrospray calentado) y un automuestreador
Accela Open con un bucle de 20 uL. La separacion cromatografica se logré en una columna
Kinetex C18 (2,6 yum, 100 x 2,1 mm) con una precolumna (SecurityGuardTM ULTRA Holder)
obtenida de Phenomenex (Torrance, CA, EE.UU.). El volumen de inyeccion fue de 10 yL y la
temperatura de la columna se fijé en 50 °C. La fase maovil consistio en agua (A) y metanol (B),
ambas con un 0,1 % de acido férmico. El gradiente cromatografico fue del 5% B al 90% B en
11 min y se mantuvo constante durante 3 min. Las condiciones iniciales se alcanzaron en 6

min. El caudal de fase movil fue de 200 uL min™'. El tiempo total de ejecucion de cada inyeccién
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fue de 20 min. El espectrémetro de masas y la fuente HESI-II trabajaron simultaneamente en

modo positivo y negativo (véase el modo de ionizacion para cada compuesto objetivo en la

Tabla 1). Se implementé el modo de adquisicion Selected Reaction Monitoring (SRM)

monitorizando 2 o 3 transiciones por compuesto (ver Tabla 1), para una identificacion

inequivoca de los compuestos objetivo. El sistema se gestiond con los programas informaticos
Xcalibur 2.2 y Trace FinderTM 3.2.

Tabla 1. Compuestos estudiados por cromatografia. Modo de ionizacion, numero CAS, tiempo

de retencion y transiciones MS/MS.

Modo de
ionizacion

Compuesto

Tiempo Transiciones MS/MS

CAS
(min)

retencion

(energia colision,
eV)

Acido galico

149-91-7 2.25

169.02 — 125.04 (17)
169.02 — 153.1 (15)

+

Acido 2-4-6-trihidrobenzoico

487-70-7 3.23

168.98 — 150.99 (17)
168.98 — 83.02 (23)
168.98 — 107.02 (22)

Acido caftarico

67879-58-7 4.21

310.96— 178.97 (17)
310.96 — 148.96 (14)

Procianidina B1

20315-25-7 4.76

577.03 — 407.06 (26)
577.03 — 288.93 (25)
577.03 — 424.97 (26)

Catequina

225937-10-0 5.02

289.00 — 245.02 (17)
289.00 — 203.11 (22)

Procianidina B2

29106-49-8 5.50

577.03 — 407.06 (26)
577.03 — 288.93 (25)
577.03 — 424.97 (26)

+

Galato de epigalocatequina

989-51-5 6.00

457.15 — 169.05 (21)
457.15 — 125.09 (42)
457.15 — 305.09 (21)

Procianidina C1

37064-30-5 6.01

577.03 — 288.93 (25)
577.03 — 407.06 (26)
577.03 — 424.97 (26)

Epicatequina

490-46-0 6.11

289.00 — 245.02 (17)
289.00 — 203.11 (22)

Galato de epicatequina

1257-08-5 7.13

441.13 — 289.13 (30)
441.13 — 125.08 (42)
441.13 — 169.05 (24)

Quercetina-3-glucuronido

22688-79-5 9.21

479.09 — 461.50 (14)
479.09 — 302.96 (18)

Quercetina-3-rutindsido

207671-50-9 9.39

609.18 — 270.92 (96)
609.18 — 178.87 (44)
609.18 — 300.01 (37)

Quercetina-3-glucésido

482-35-9 9.41

465.07 — 256.90 (41)
465.07 — 302.97 (14)

Kaempferol

520-18-3 12.27

285.07 — 184.91 (30)
285.07 — 239.12 (35)
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Se han determinado los principales polifenoles presentes en los extractos por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem, triple cuadrupolo (LC-MS/MS_QqQ)

mediante el método descrito arriba. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Rangos de polifenoles presentes en extractos de uva blanca obtenidos tras

extraccion de 12 muestras con acetona. Valores expresados en ppm (mg/L).

Polifenoles Extracto de acetona
Acido galico 8-30
Acido 2-4-6-trihidrobenzoico 1-30
Acido caftarico 0,14
Procianidinas B1+B2+C1 100-280
Catequina 60-130
Galato de epigalocatequina 0,1-1,2
Epicatequina 10-150
Galato de epicatequina 15-50
Quercetina-3-glucuronido 30-65
Quercetina-3-rutindsido 2-5
Quercetina-3-glucésido 30-120
Kaempferol 0,1-2,5
Quercetina 0,115

Ejemplo 3. Actividad Antioxidante

Metodologia

La actividad antioxidante (AA) de extractos de orujo de uva blanca obtenidos segun el Ejemplo
1, asi como su concentracion inhibitoria media IC50 (cantidad de extracto necesaria para
neutralizar la mitad de los radicales libres presentes), se determinaron utilizando el reactivo
DPPH siguiendo el método descrito en la bibliografia (Symes, A.; Shavandi, A.; Zhang, H.;
Ahmed, I. A. M.; Al-Juhaimi, F. Y.; Bekhit, A. E. D. A. Antioxidant Activities and Caffeic Acid
Content in New Zealand Asparagus (Asparagus Officinalis) Roots Extracts. Antioxidants
(Basel, Switzerland) 2018, 7 (4)).

En breve, el extracto volatilizado del Ejemplo 1 fue filtrado (filtro PTFE de 0.22 ym) y diluido
con agua ultrapura (MiliQ®) de manera secuencial en una placa de micropozos. Este

procedimiento de diluciones seriadas, genera diluciones de entre 40 y 5120.

Asimismo, para la elaboracion de la curva trolox patrén, se prepararon puntos de

concentracion de trolox entre 3 y 31 mg/L. En la determinacion del blanco de DPPH, se

22



10

15

20

25

30

ES304149 Al

afiadieron 100 pL de agua ultrapura en una columna de 8 pozos. Posteriormente, en cada
pozo (muestra, patron y blanco), se agregaron 100 uyL del reactivo de DPPH a una
concentracion de 140 mg/L en metanol. La placa se agitd y se resguardd en la oscuridad
durante 10 minutos, luego se midié su absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro de

microplacas.
Resultados

La actividad antioxidante obtenida para un promedio de 23 extractos fue de 67 mmolITE-L™,
para un rango de valores comprendido entre 49 y 95 mmoITE-L"'. Como comparacién, los
antioxidantes habituales BHA, bisulfito, Vitamina E y BHT exhiben esta misma actividad

antioxidante a una concentracion (en mg/L) de 9,8, 17,5, 27,6 y 257,5, respectivamente.

También se midio la concentracion inhibitoria media (IC50) de las muestras y se refirio al
contenido polifendlico total (MgGAE-L") presente en el extracto. El IC50 obtenido para el
extracto del Ejemplo 1 fue de 7,75 mg/L (valor referido al contenido polifendlico, por lo que se
expresa en mgGAE-L"). Como comparacion, los antioxidantes BHA, bisulfito, Vitamina E y
BHT exhiben el IC50 a una concentracion (en mg/L) de 13, 28, 41 y 345, respectivamente.
Los datos indican que el extracto acuoso de la invencion neutraliza el 50% de los radicales
libres de DPPH con una concentracion polifendlica de 7,75 mgGAE/L. Para el caso del bisulfito
se obtiene el IC50 a una concentracién de 28 mg/L. Si se compara el contenido global del
extracto, para una inhibicién del 50% de los radicales libres es necesaria una concentracion
de 480 mg/L de extracto. La densidad del extracto es muy proxima a la del agua (1 g/mL), por
lo que aproximadamente, con afiadir 0,48 mL de extracto de la invencion en un litro de agua

se consigue el IC50.

Ejemplo 4. Actividad antimicrobiana

El objetivo de este ensayo fue evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto de
bagazo de uva de la invencion descrito en el Ejemplo 1, rico en polifenoles, frente a 4 grupos
de microorganismos presentes en el proceso de vinificacion, compararlo con la capacidad
antimicrobiana del bisulfito sddico y evaluar la sinergia entre dicho extracto y la concentracion
de bisulfito habitualmente utilizada por la bodega, para reducir o eliminar las cantidades de

esta sustancia quimica en el proceso de elaboracion de los vinos.
Metodologia

Las pruebas antimicrobianas se realizaron de acuerdo con las recomendaciones EUCAST,

utilizando el meétodo colorimétrico/fluorométrico Alamar-Blue y leyendo las placas por
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fluorometria. La metodologia implica la incubacion de las células en caldo Miiller-Hinton
suplementado con diferentes concentraciones (que van del 0,625 al 20%) de la sustancia
antimicrobiana que se desea evaluar y la cantidad adecuada de resazurina. Esta molécula no
fluorescente se convierte en la molécula fluorescente resorufina en presencia de células
metabodlicamente activas. Esta reaccion permite cuantificar la cantidad de células vivas

midiendo la fluorescencia liberada por la resorufina producida durante el proceso.

Este protocolo ofrece valores de Concentraciones Bactericidas Minimas (Minimum
Bactericidal Concentrations (MBC)), por lo que se calcula la Concentracion Inhibitoria Minima
(Minimum Inhibitory Concentration (MIC)) como el valor medio entre la MBC y la concentracion
inmediatamente anterior ensayada. Los valores de IC50 (la concentracion de extracto que
inhibe el crecimiento de la mitad de un inéculo de la bacteria ensayada) se han obtenido

utilizando el programa IC50 calculator (AAT Bioquest).
Los tres grupos de microorganismos utilizados fueron:
- Saccharomyces cerevisiae, cepa utilizada para iniciar la fermentacion;

- Levaduras no Saccharomyces: Lachancea thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima

y Debaromyces hansenii; y

- Bacterias acido lacticas: Lactiplantibacillus plantarum ATCC 14917 y Lacticaseibacillus
rhamnosus CECT 275.

Para fines comparativos, se ha ensayado también la actividad antimicrobiana del bisulfito

sodico, como referencia del aditivo alimentario que se pretende sustituir o complementar.

Ademas, la actividad antimicrobiana del extracto de la invencion, combinado con 50 ppm de
sulfito, también fue evaluada. Los valores se han comparado con los valores de CMI del
extracto solo (*M. pulcherrima necesitd concentraciones de 250 ppm de sulfito combinadas

con el extracto para lograr la CMI).
Resultados

La actividad antimicrobiana del extracto de la invencién comparada con la del bisulfito sédico
se resume en la Tabla 3. Esta tabla también describe la actividad antimicrobiana de una

formulacién que comprende el extracto de la invencidon en combinacién con bisulfito sodico.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana (valores expresados en ppm) del extracto de la invencion,
del bisulfito sddico, y de la combinacion de los mismos frente a diferentes microorganismos.
IC50 es la concentracion de extracto responsable del 50% de la inhibicién bacteriana. MIC
(concentracién inhibitoria minima) es la concentracion mas baja de extracto que inhibe el

crecimiento de las bacterias, después de su incubacion.
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- o Extracto de la Extracto de la invencion
Bisulfito sodico invencion (E) + Bisulfito sédico (S)
IC50 MIC  IC50 MIC MIC
Saccharomyces  g1751 52000 <6250 <6250 12500 (E) + 50 (S)
cerevisiae
Lachancea 360,52 <2000 <6250 <6250 6250 (E) + 50 (S)
thermotolerans
Metschnikowia 415 09 <2000 40800 <50000 50000 (E) + 250 (S)
pulcherrima
Debaromyces hansenii 635,28 >2000 <6250 <6250 12500 (E) + 50 (S)
Lactiplantibacillus 564 33 <2000 11600 12500 6250 (E) + 50 (S)
plantarum
Lacticaseibacillus — 5y5 67 <2000 <6250 <6250 6250 (E) + 50 (S)
rhamnosus

La levadura M. pulcherrima no responde bien al tratamiento con el extracto ni con el bisulfito,
pero este dato es favorable ya que su actividad es deseable en el proceso de vinificacion.
Aunque las cantidades de extracto necesarias para controlar las poblaciones de bacterias y
levaduras de la vinificacién son superiores a las de sulfito, la columna de la derecha ensefa
que el empleo del extracto de la invencién permite disminuir significativamente la cantidad de
bisulfito sddico (o incluso la eliminacion del mismo, como se desprende de la Tabla 3).

Estos resultados ponen de manifiesto que el extracto de la invencién permite reducir los
efectos negativos asociados al uso de bisulfitos, por ejemplo su efecto en la salud, como

aditivo en la vinificacion.

Ejemplo 5. Vinificacién a partir de uva de variedad Tempranillo

El objetivo de este ensayo fue evaluar la capacidad del extracto de la invencién para sustituir
los sulfitos como conservante en el proceso de vinificacion de un vino obtenido empleando

uva de vinificacion de la variedad Tempranillo.

Tras controles semanales de maduracion, se vendimiaron las uvas de la variedad Tempranillo
con un grado probable de 11,24. La vendimia se realizé en cajas en la Finca de Valdegén
(Agoncillo, La Rioja) del Gobierno de la Rioja y se transportaron a la Bodega Experimental del
ICVV (Logroio, La Rioja). Una vez en bodega, se descargaron y pesaron cada una de las

cajas, siendo el peso total de unos 300 Kg de uva de la variedad Tempranillo.

Las uvas se despalillaron y estrujaron, y posteriormente se repartieron en 9 depdsitos de 30

L cada uno, para llevar a cabo cada uno de los tres ensayos por triplicado. Una vez
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homogéneo el mosto, se sembré la levadura Saccharomyces cerevisiae, SafCEno™ SC-22,

en la dosis recomendada por el fabricante de 20 g/hL, por siembra directa sobre el mosto.

Una hora después se afiadieron los aditivos a ensayar: SO, y el extracto liquido (EL) segun

la invencion. Se llevaron a cabo 3 ensayos, todos ellos por triplicado:
- Control (anadiendo SO,, 50 mg/L)
- Extracto liquido (EL) (adicionando 1,7 mL/L)
- SO.+EL (ahadiendo 25 mg/L de SO, + 0,85 mL/L de EL)

Los depdsitos se dejaron fermentando en bodega a una temperatura constante de unos 21-
22 °C.

Diariamente se realizdé un control de fermentacion para seguir la fermentacion alcohdlica,
registrando el valor de densidad y temperatura de cada depdsito. Tras siete dias, con una
concentracion menor de 2,5 g/L de glucosa + fructosa, se prensaron los vinos. Al dia siguiente,
se volvio a analizar el contenido de glucosa + fructosa, y una vez secos, se dio por terminada

la fermentacion alcohdlica.

A continuacion, los vinos se trasvasaron a 9 depésitos de 12 L para realizar la fermentacién
malolactica, inoculandose la bacteria Oenococcus oeni, Viniflora CH11, a una dosis de 1 g/hL.
Los depdsitos se metieron en camara a una temperatura de 20 °C. Semanalmente se fueron
controlando las fermentaciones, analizando el acido malico y el acido lactico de los vinos. Dos
semanas después, los vinos terminaron la fermentacion malolactica (concentracion de acido
malico < 0,25 g/L), y se tomaron muestras para el analisis de los parametros generales de los

vinos.

Para cada uno de ellos se han tomado muestras a 5 tiempos a lo largo del proceso de
vinificaciéon. Al inicio tras inoculacion del mosto (T0), a las 24h de fermentacion (T1), a la
semana de fermentacion (T2), al inicio de la fermentacion malolactica (T3) y al final de la

fermentacion malolactica (T4).

El ADN genomico de las muestras a estudiar ha sido obtenido empleando el Kit E.Z.N.A.®
Stool DNA siguiendo las instrucciones del fabricante (volumen final de elucién 100 pL).

Volumen procesado por muestra 1 mL.

En la determinacion por grupos de los microorganismos se han empleado las parejas AAB
(para acetobacterias), SC (para S. cerevisiae), Lac (para Lactobacillus) y WLAB (para

bacterias lacticas, principalmente Oenococcus oeni).
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Tabla 4. Secuencias y condiciones de PCR empleadas (annealing a 60 °C).

Nombre Secuencia Ciclo
AAB-F TGAGAGGATGATCAGCCACACT

AAB-R TCACACACGCGGCATTG

SC1 GAAAACTCCACAGTGTGTTG 95°C 5s,
SC2 GCTTAAGTGCGCGGTCTTG 60°C 15s,
Lac1 AGCAGTAGGGAATCTTCCA 72°C 50s,
Lac2 ATTTCACCGCTACACATG 40 ciclos
WLAB1 TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA

WLAB2 TCGAATTAAACCACATGCTCCA

Los valores de Ct han sido obtenidos empleando el equipo RT gqPCR SLAN-96P Sansure y su
software asociado. Como molde para la gPCR se ha utilizado 1 pyL de una dilucion 1/3 de las
extracciones en un volumen final de reaccion de 15 yL y la master mix Forget-Me-Not
EvaGreen gPCR (Low ROX). El resto de las condiciones se han ajustado en funcién de las

especificaciones del fabricante de la master mix.

El estudio de la concentracion relativa de microorganismos en las muestras de vino mediante
las técnicas indicadas arriba reveld que no se observan diferencias significativas entre los
tratamientos para S. cerevisiae, Lactobacillus y bacterias lacticas (principalmente la especie
Oenococcus oeni). Por ultimo, a partir del inicio de la fermentacion malolactica (T3) no se

detectaron acetobacterias para ninguno de los 3 tratamientos.

La caracterizacion fisico-quimica de los vinos consté del analisis del grado alcohdlico (% v/v),
pH, acidez total (g/L), acidez volatil (g/L) y SO libre y total, segun los métodos oficiales de la
OIV (2003). Para la determinacion del acido acético, acido malico, acido lactico y las
fracciones nitrogenadas (amoniacal, aminica y facilmente asimilable (NFA)), se utiliz6 el

autoanalizador enzimatico Miura One (Tecnologia Difusién Ibérica (TDI), Barcelona).

El estudio de los parametros enolégicos de los vinos al final de la fermentacién malolactica
revelé asimismo que el empleo del extracto de la invencion no afectd a las propiedades del
vino en el proceso de vinificacidn, como se observa de los valores expresados en la tabla a

continuacion:

Tabla 5. Caracterizacion fisico-quimica de los vinos.

Control EL SO.+EL
Grado alcohdlico (% v/v) 11,87 £ 0,50 12,12+ 0,53 11,90 £ 0,17
pH 4,18 £ 0,06 4,16 £ 0,04 4,16 £ 0,03
Acidez total (g/L)* 4,21 0,03 4,31 £ 0,07 4,23 +0,30
Acidez volatil (g/L)** 0,48 £ 0,05 0,52 + 0,02 0,50 £ 0,02
Acido acético (g/L) 0,29 £ 0,03 0,33 £0,02 0,29 £ 0,01
Acido malico (g/L) 0,04 £ 0,01 0,03 £ 0,02 0,05 £ 0,02
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Acido lactico (g/L) 1,66 £ 0,12 1,70 £ 0,02 1,78 £ 0,03
Nitrégeno amoniacal (mg N/L) 31,46 £ 1,19 34,06 + 1,62 32,76 £ 2,06
Nitrégeno aminico (mg N/L) 37,84 £ 4,40 33,44 £ 0,88 36,08 £ 4,03
NFA (mg N/L) 69,30 £ 3,24 67,50 £ 2,48 68,84 1 5,91

*Expresada como g/L de acido tartarico. **Expresada como g/L de acido acético. NFA:
Nitrégeno facilmente asimilable. Los valores se expresan como el promedio de tres

repeticiones y su desviacion estandar (n = 3).

Estas conclusiones también son aplicables al estudio de los parametros colorimétricos de los
vinos al final de la fermentacién malolactica, como se observa de los valores expresados en
la tabla a continuacion. En cuanto a los parametros de color, fenoles y antocianos totales, se
cuantificaron también con el autoanalizador Miura One de TDI. El indice de polifenoles totales
(IPT) se determind mediante una dilucion de la muestra 1:100, midiendo la absorbancia a 280
nm con un espectrofotometro (Cary 60, Agilent, Palo Alto, EE. UU.). Se registraron las senales
a las longitudes de onda de 420 nm (color amarillo), 520 nm (color rojo) y 620 nm (color azul)
utilizando el mismo espectrofotometro, y su suma dio como resultado la intensidad colorante
(IC). Por ultimo, se empled un programa especial para medir las coordenadas CIELab en el
espectrofotéometro (Cary 60). CIEL*a*b y CIE*C*h son espacios de color definidos por la
Comisién Internacional de lluminacion (CIE) para comunicar y expresar el color objetivamente.
En el espacio de color L*a*b*, también referido como CIELAB, L* indica luminosidad, a* indica
coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde) y b* indica coordenadas amarillo/azul
(+b indica amairillo, -b indica azul). En el espacio de color L*C*h, L* indica luminosidad, C*

representa croma o saturacion, y h* es el angulo de matiz.

Tabla 6. Parametros de color, fenoles y antocianos totales cuantificados por Miura One de
TDI.

Control EL SO.+EL
Fenoles totales (mg/L) 2553,23 + 150,06 2598,83 + 326,08 2552,30 + 191,65
Antocianos totales (mg/L) 534,67 + 50,72 478,33 £ 32,62 525,67 + 38,00
IPT 49,99 + 3,78 47,19 £ 1,39 49,13+ 2,94
A 420 nm 0,25+ 0,012 0,30 £ 0,012 0,32 + 0,05°
% Color amarillo 35,28 + 0,63? 37,41 +0,41% 38,36 +2,18°
A 520 nm 0,36 £ 0,02 0,39 £ 0,02 0,40 £ 0,02
% Color rojo 50,79 + 0,47° 48,72 + 0,592 48,06 + 1,84
A 620 nm 0,170 £ 0,01 0,11 £ 0,01 0,11 £ 0,01
% Color azul 13,93 £ 0,66 13,87 £ 0,25 13,58 + 0,46
IC 0,71 £ 0,05 0,80 + 0,042 0,84 + 0,08°

28



10

15

20

25

ES304149 Al

CIELab
L 17,48 + 2,27 14,93 + 0,93 14,34 + 1,12
a 47,85 +2,23° 45,01 £ 0,74%® 44,61 + 1,09?
b 24,52 + 2,25 23,83+ 1,16 2297 +1,67
C 53,77 + 3,00 50,93 + 1,20 50,18 £ 1,73
h 27,09 £ 1,08 27,89 £ 0,77 27,21+ 1,14
Global Tonglid’ad rojo Tonglid’ad rojo Tonglid’ad rojo
violaceo violaceo violaceo

IPT: indice de polifenoles totales; IC: intensidad colorante. Los valores se expresan como el
promedio de tres repeticiones y su desviacion estandar (n = 3). Para cada parametro, las letras
minusculas diferentes (“a”, o “b”) indican diferencias significativas entre las muestras (p <
0,05), siendo que “ab” significa que no existen diferencias significativas entre esa muestra y

las demas.

Ejemplo 5. Vino en botella

El objetivo de este ensayo fue evaluar la capacidad del extracto de la invencién para sustituir
los sulfitos como conservante en un vino ya en botella, obtenido con uva de vinificaciéon de la

variedad Tempranillo.

Tras terminar la fermentacion malolactica del ejemplo anterior, de nuevo en bodega, se afiadié
a los vinos que se habian preparado como se describe en dicho ejemplo anterior, la mitad de
concentracion de los aditivos previamente adicionados (SO2 y EL) antes de ser introducidos
en la camara fria (10 °C) para la etapa de estabilizacion. Un mes después del fin de la
fermentacion malolactica, se embotellaron 7 botellas de cada tratamiento y repeticién, que se
colocaron en el botellero de la Bodega Experimental del ICVV, en condiciones de 16 °C y 50-
60 % de humedad. Se realiz6 el analisis completo de los vinos tras 7 semanas del
embotellado, analizandose todos los parametros fisico-quimicos previamente descritos en la

caracterizacion de los vinos tras la fermentacion malolactica.

Las botellas permaneceran 6 meses y 12 meses en el botellero de la bodega del ICVV en
condiciones controladas, anteriormente descritas, hasta que se realicen los analisis fisico-

quimicos y sensoriales de los vinos.
Se llevaron a cabo 3 ensayos, todos ellos por triplicado:

- Control (afiadiendo 50 mg/L SO, en el mosto inicial, seguido de 25 mg/L SO tras

fermentacion malolactica)
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- Extracto liquido (EL) (adicionando 1,7 mL/L en el mosto inicial, seguido de 850 pL/L

tras fermentacion malolactica)

- SO.+EL (afadiendo 25 mg/L de SO, + 850 pL/L de EL en el mosto inicial, seguido de
12,5 mg/L SO, + 0,425 mL/L SO tras fermentacion malolactica)

Para cada uno de ellos se han tomado muestras tras 7 semanas en botella (2 botellas por

tratamiento y repeticion).

El estudio de los parametros enoldgicos de los vinos al final de las 7 semanas en botella revelo
que el empleo del extracto de la invencién permite reducir a la mitad la necesidad de emplear

el conservante SOz, como se observa de los valores expresados en la tabla a continuacion:

Tabla 7. Caracterizacion fisico-quimica de los vinos al final de 7 semanas en botella.

Control EL SO.+EL

Grado alcohdlico (% v/v) 4,30 + 0,05° 4,22 + 0,042 4,25 + 0,032

pH 4,47 £0,112 5,41 + 0,86 4,34 +0,132

Acidez total (g/L)* 0,57 £ 0,05? 2,04 +1,10° 0,55 + 0,022

Acidez volatil (g/L)** 0,27 £ 0,042 0,77 £ 0,23 0,29 + 0,022

Acido acético (g/L) 1,75+ 0,10° 1,43 £0,21° 1,81 +0,07°
Acido malico (g/L) 27,30 £ 12,97 34,19 + 15,81 32,24 + 14,89
Acido lactico (g/L) 91,96 + 23,78 79,93 + 14,99 88,88 + 17,85
Nitrégeno amoniacal (mg N/L) 119,26 + 24,60 114,12 + 21,54 121,12 + 22,20
Nitrégeno aminico (mg N/L) 4,30 + 0,05° 4,22 + 0,042 4,25 +0,03%°

NFA (mg N/L) 447 +0,112 5,41 + 0,86° 4,34 +0,132

*Expresada como g/L de acido tartarico. **Expresada como g/L de acido acético. NFA:
Nitrégeno facilmente asimilable. Los valores se expresan como el promedio de tres
repeticiones y dos botellas de cada repeticion y su desviaciéon estandar (n = 6). Para cada
parametro, las letras minusculas diferentes (“a”, o “b”) indican diferencias significativas entre
las muestras (p <0,05), siendo que “ab” significa que no existen diferencias significativas entre

esa muestra y las demas.

Estas conclusiones también son aplicables al estudio de los parametros colorimétricos de los
vinos al final de las 7 semanas en botella, como se observa de los valores expresados en la

tabla a continuacion.
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Tabla 8. Parametros de color, fenoles y antocianos totales cuantificados por Miura One de

TDI de los vinos al final de 7 semanas en botella.
Control EL

SO.+EL

2552,00 + 369,31 2519,40 + 67,94
481,50 + 41,97° 401,67 + 23,152

Fenoles totales (mg/L)
Antocianos totales (mg/L)

2751,78 + 273,68
463,83 + 26,54°

IPT 47,46 + 3,29 44,45 + 1,33 45,90 + 2,71
A 420 nm 0,23 +0,01? 0,30 £ 0,01° 0,29 + 0,02°
% Color amarillo 36,33 £ 0,257 37,14 £ 0,49° 37,00 + 0,32°
A 520 nm 0,32 + 0,022 0,39 +0,02° 0,37 £ 0,02°
% Color rojo 49,22 +0,31° 48,06 + 0,59? 48,24 + 0,412
A 620 nm 0,09 +0,01® 0,12 + 0,00° 0,11 £ 0,01°
% Color azul 14,45 + 0,43 14,80 + 0,15 14,76 £ 0,25
IC 0,64 + 0,042 0,81+ 0,04° 0,77 £ 0,05°
CIELab
L 18,82 £ 2,01° 13,17 £ 0,69? 14,25 + 1,472
a 48,01 +1,58° 42,75 + 0,372 43,83 + 1,38?
b 24,68 + 1,09° 21,13 +0,79? 21,97 +1,63?
C 53,99 + 1,86° 47,69 + 0,672 49,03 + 1,96%
h 27,20 £ 0,48 26,30 £ 0,68 26,58 £ 1,00
Global Tonglid’ad rojo Tonglid’ad rojo Tonglid’ad rojo
violaceo violaceo violaceo

IPT: indice de polifenoles totales; IC: intensidad colorante. Los valores se expresan como el

promedio de tres repeticiones y dos botellas de cada repeticion y su desviacion estandar (n =

6). Para cada parametro, las letras minusculas diferentes (“a”, o “b”) indican diferencias

significativas entre las muestras (p < 0,05).
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REIVINDICACIONES

Extracto de uva blanca, caracterizado porque comprende acido galico, acido 2-4-6-
trinidrobenzoico, acido caftarico, procianidina B1, procianidina B2, procianidina C1,
catequina, galato de epigalocatequina, epicatequina, galato de epicatequina, quercetina-

3-glucuroénido, quercetina-3-rutindsido, quercetina-3-glucésido, kaempferol y quercetina.

Extracto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende:
- una concentracion de acido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto;
- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,05 y 1,20 mg/L de
extracto;
- una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto; y/o

- una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque comprende:

- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque comprende:

- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque comprende:

- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque comprende:

- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque comprende:
- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto; y

- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto.
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Extracto segun la reivindicacion 7, caracterizado porque comprende:
- una concentracién de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto; y

- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque comprende:
- una concentracion de acido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto;
- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,05 y 1,20 mg/L de
extracto;
- una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucdsido de entre 25 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracioén de kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto; y

- una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque es un

extracto acuoso.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque es un
extracto acuoso que comprende no mas del 20% de disolventes organicos,

preferiblemente no mas del 5%, aun mas preferiblemente no mas del 1%.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque exhibe

una actividad antioxidante (mmol TE/L) igual o superior a 40.

Procedimiento para la obtencion de un extracto de uva blanca caracterizado porque

comprende las etapas de:

a) Proporcionar una mezcla que comprende orujo de uva blanca y opcionalmente un
dispersante;

b) Someter la mezcla a una elucién con acetona;

c) Recoger el extracto de uva blanca obtenido tras la elucion; y

d) Eliminar la acetona.
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Procedimiento segun la reivindicacion 13, caracterizado porque en la etapa (a) se emplea

un dispersante.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, caracterizado
porque en la etapa (a) se emplea un dispersante seleccionado de entre el grupo

constituido por arena, florisil, C18, alumina y silica gel.

Procedimiento segun la reivindicacion 13 a 15, caracterizado porque en la etapa (b)

también se emplea agua.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, caracterizado
porque, tras recoger el extracto de uva blanca, la etapa (c) comprende ademas la

recirculacion del eluato obtenido, por la mezcla de la etapa (a).

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, caracterizado
porque la etapa (d) comprende un paso de evaporacion, liofilizacion y/o secado por

pulverizacion.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, caracterizado
porque la etapa (d) comprende la eliminacion de acetona hasta una cantidad final de no

mas de un 20% de acetona preferiblemente no mas de un 1% de acetona.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 19, caracterizado
porque la etapa (d) comprende un paso de evaporacion de acetona, seguido de un paso

de liofilizacion y/o secado por pulverizacion produciendo asi el extracto sdlido.

Extracto de uva blanca caracterizado porque es un extracto obtenible segun una

cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20.

Aditivo alimentario caracterizado porque comprende el extracto de uva blanca definido en

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o definido en la reivindicacion 21.

Aditivo alimentario segun la reivindicacion 22, caracterizado porque es un conservante

alimentario.

Aditivo alimentario segun cualquiera de las reivindicaciones 22 a 23, caracterizado porque

€s un conservante para vinos.

Aditivo alimentario segun cualquiera de las reivindicaciones 22 a 24, caracterizado porque

también comprende un conservante adicional.

Aditivo alimentario segun la reivindicacion 25, caracterizado porque dicho conservante

adicional es un sulfito.

Alimento que comprende el extracto de uva blanca definido en cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 12, 0 21, o que comprende el aditivo alimentario segun cualquiera de

las reivindicaciones 22 a 26.
Alimento segun la reivindicacion 27, caracterizado porque es un vino.

Uso del extracto de uva blanca definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o

21, caracterizado porque es un uso como conservante alimentario.

Uso segun la reivindicacion 29, caracterizado porque es un uso como conservante en un

proceso de vinificacion de un vino, o para conservar un vino en botella.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 29 o 30, caracterizado porque dicho extracto

es antioxidante.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 29 o 30, caracterizado porque dicho extracto

es antimicrobiano.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 32, caracterizado porque dicho extracto

no comprende polifenoles sintéticos.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 33, caracterizado porque sustituye al

menos una parte de los sulfitos presentes en un vino.
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