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1.1. COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO: ORIGEN E
IMPORTANCIA

El tipo y cantidad de compuestos fendlicos son algunos de los pardmetros
mas importantes de la calidad del vino. A ellos se les atribuyen parte de sus
caracteristicas organolépticas, como el sabor, olor, astringencia o color
(Monagas et al., 2005).

Los principales compuestos fendlicos que aparecen en las uvas tintas y
los vinos son los flavonoides. Las principales clases de flavonoides son
flavonoles, antocianos, flavan-3-oles monoméricos y los taninos condensados.
Todos los flavonoides se caracterizan por un esqueleto C6-C3-C6, dos anillos de
benceno (Ay B) unidos por un anillo de pirano heterociclico. Las diferencias entre
un tipo de flavonoide y otro se deben a las sustituciones en su anillo B. También
son comunes, aunque en menor cantidad, otros compuestos fendlicos no
flavonoides como los acidos fendlicos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y los
estilbenos. Todos ellos tienen una gran importancia a nivel biolégico por su

actividad antioxidante (Monagas et al., 2005).

La baya de uva esta dividida en tres partes: el hollejo, la pulpa y las
semillas. Los compuestos fendlicos se encuentran repartidos en estas tres areas.
Los antocianos, pigmentos naturales de la uva tinta, se encuentran
exclusivamente en el hollejo de la uva. Este también contiene otros compuestos
fendlicos como flavonoles y taninos. Por otra parte, los principales compuestos
fendlicos que se encuentran en la pulpa son los acidos fendlicos. Las semillas
se caracterizan por la presencia de taninos condensados o proantocianidinas
(Garrido y Borges, 2013).

1.1.1. Antocianos

Son los pigmentos responsables de la coloracion de los vinos rosados y
tintos. Su estructura molecular se caracteriza por un esqueleto basico de carbono
(C6-C3-C6). Son sales de flavilio glucosiladas, es decir, poseen un nucleo flavilio

polihidroxilado y/o metoxilado y estan unidos por un enlace glicosidico a una



molécula de azucar. Cuando los antocianos no poseen esta molécula de azucar
se denominan antocianidinas. En la uva y los vinos, las principales antocianidinas
son delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina (Figura 1); las
diferencias entre ellas dependen del nimero de hidroxilos (-OH) y grupos
metoxilo (-OCHs) en el anillo B (Brouillard, 1982; Cheynier et al., 2006).
Generalmente se encuentran en forma de glucésidos (3-O-monoglucdésidos) y
también pueden aparecer en sus formas aciladas, por la esterificacion del aztcar
del antociano con diferentes acidos como el acido acético, p-cumarico, cafeico o

acido ferualico (Favre et al., 2019; Hermosin-Gutierrez et al., 2020).

Antociano Ry R;

Cianidina OH H
Peonidina OCH; H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHs; OH

Malvidina OCH; OCHs

Figura 1. Estructura quimica de los diferentes tipos de antocianinas presentes en Vitis

Vinifera (Romero-Cascales, 2008).

Los antocianos estan localizados en el hollejo/piel de las uvas tintas y
otras frutas, particularmente dentro de las vacuolas de las células vegetales del
hollejo, donde se acumulan en unas vesiculas esféricas denominadas
antocianoplastos (Bae et al., 2006; Conn et al., 2010; Markham et al., 2000). Son
compuestos hidrosolubles y su extracciéon al mosto comienza después del
estrujado, durante la etapa de maceracién, cuando se produce la degradacién
de la pared celular vegetal.

Durante la elaboracion del vino, las concentraciones de antocianos
alcanzan un maximo durante los primeros dias de la fermentacion alcohdlica, y
disminuyen hacia el final de la misma (Ribéreau-Gayon et al., 2012). Esta
disminucién de formas monomeéricas es debida fundamentalmente a la formacion

de nuevos pigmentos, en general mas estables, por interaccion con otros



compuestos fenolicos, como, por ejemplo, los taninos (De Freitas y Mateus,
2006; Garrido y Borges, 2013). Precisamente, durante el envejecimiento, los
cambios en la coloraciéon de los vinos tintos estan influidos por la formacion de
estos pigmentos mas complejos y estables. Entre ellos destacan los
piranoantocianos (los mas sencillos, vitisina A y B, se forman por reacciones
entre los antocianos y subproductos de levadura como acido piravico y
acetaldehido) (De Freitas y Mateus, 2011) y los pigmentos resultantes de las
polimerizaciones con flavan-3-oles, mas o menos condensados. Estos
compuestos representan los pigmentos mas importantes en los vinos tintos
afiejos, en los que predominan las tonalidades anaranjadas (De Freitas et al.,
2017; Quaglieri et al., 2017).

1.1.2. Taninos

Uno de los compuestos fendlicos flavonoides méas importantes en las uvas
son las proantocianidinas, mas comunmente conocidas como taninos
condensados. Hay que aclarar que dentro del término tanino se engloba una
amplia gama de estructuras polifendlicas. Los taninos del vino se pueden
clasificar en dos grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados, aunque
solo los uUltimos se encuentran naturalmente en las uvas. En la uva estos

compuestos fendlicos estan localizados en el hollejo y las semillas.

Las proantocianidinas o taninos condensados son polimeros mas o
menos complejos de unidades de flavan-3-oles o 3-flavanoles. Los flavan-3-oles
poseen dos ciclos bencénicos unidos por un heterociclo oxigenado saturado,
esta estructura presenta dos carbonos asimétricos (C2 y C3) que originan cuatro
isbmeros: los mas abundantes son (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-
epigalocatequinay los derivados de (-)-epicatequina en forma de éster galico (Da
Silva et al., 1991). Los taninos condensados (Figura 2) estan formados por
unidades de flavan-3-ol unidas por enlaces interflavanicos (C-C), siendo los mas
comunes los enlaces C4-C6 o C4-C8, y ocasionalmente enlaces C-O-C
(Cheynier et al., 2006; Hanlin et al., 2010). El grado medio de polimerizacion
(GPm) de estas moléculas es un factor importante, el cual determina las

propiedades quimicas y organolépticas del vino. Los taninos condensados de



uva y vino se pueden clasificar segun su GPm en oligdmeros (2<GPm<10) y
polimeros (GPm> 10). Un grado de polimerizacién importante proporciona mas
astringencia al vino (Cheynier et al., 2001).

OH

OH

HO 0]

n
Subunidades

de extension

OH

Subunidad —_—

terminal

OR

OH

Figura 2. Estructura general de los taninos (Romero-Cascales, 2008).

Los taninos del hollejo estan distribuidos en tres zonas: en la vacuola,
unidos fuertemente a la membrana proteofosfolipidica o ligados a los
polisacaridos de la pared celular. Los Unicos taninos que se pueden extraer
facilmente son los que se encuentran en las vacuolas. Los taninos de las semillas
se ubican en la epidermis, la parte media del tegumento externo y la capa media
del tegumento interno y su principal objetivo es proteger el embrion (Cadot et al.,
2006). Se extraen mas tarde que los taninos del hollejo durante el proceso de
maceracion porque su extraccion depende de la solubilizacion de la cuticula (la
capa mas externa de la semilla) (Amrani-Joutei et al., 1994; Rousserie et al.,
2019).

Se pueden diferenciar dos tipos de proantocianidinas: procianidinas,
compuestas por (+)-catequina, (-)-epicatequina y (-)-epicatequina galato y
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prodelfinidinas, donde también participan unidades de (-)-epigalocatequina. Las
procianidinas estan presentes en el hollejo y semillas, mientras que las
prodelfinidinas estan presentes solamente en el hollejo (Hellstrom et al., 2009;
Porter et al., 1985; Schofield et al., 2001). Ademas, los taninos derivados de
semillas estan menos polimerizados que los del hollejo y se caracterizan por una
mayor cantidad de flavan-3-oles galoilados, especialmente de (-)-epicatequina
galato (Mattivi et al., 2009). Aquellos asociados a los polisacaridos de la pared
celular, tanto en el hollejo como en las semillas, tienen un grado medio de
polimerizacion mayor que los que se encuentran en una forma no asociada
(Bindon et al., 2010a).

La concentracion de taninos en el mosto/vino aumenta durante la
fermentacion alcohdlica, ya que la presencia de alcohol facilita el deterioro de las
estructuras que los contienen (Ribéreau-Gayon et al., 2012). Los taninos de bajo
peso molecular son altamente reactivos, una vez extraidos al mosto/vino durante
la maceracion inician modificaciones quimicas que conducen a la formacion de
moléculas mas estables a lo largo de todo el proceso de vinificacion, al igual que

ocurre en el caso de los antocianos (Smith et al., 2015).

1.2. EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS DE
LA UVA AL MOSTO/VINO: DEGRADACION DE LA
PARED CELULAR

1.2.1. Composicion de la pared celular

Las paredes celulares de la uva estan estructuradas en tres partes: la
lamina media, la pared primaria y la pared secundaria. Tienen tres
componentes principales: polisacaridos de alto peso molecular,
glicoproteinas unidas a los polisacéaridos y polifenoles. Los componentes
principales de la laAmina media son pectinas y proteinas pequefas, la lamina
media es compartida entre células adyacentes y, la pectina que la forma,
actua como un adhesivo entre ellas (Carpitay McCann, 2000). La arquitectura
de la pared celular difiere segun el tejido, en la pulpa las células son de mayor

tamafio y tienen paredes celulares mas delgadas, mientras que las paredes
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celulares del hollejo de la uva son mas gruesas y compactas (Gao et al.,
2016).
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Figura 3. Estructura de la pared celular vegetal (Moreno, 2013).

La pared primaria, la mas importante y gruesa, estd compuesta por
celulosa, hemicelulosa y pectinas (90%) y proteinas estructurales (10%).

La celulosa es un polisacéarido lineal que tiene unidades de D-
glucopiranosa unidas por un enlace glicosidico B-(1->4). En la pared primaria,
las cadenas lineales de celulosa estan unidas por puentes de hidrégeno o
fuerzas de Van de Walls formando microfibrillas (McCann et al., 1990), éstas
confieren la resistencia mecanica a la célula. Las microfibrillas suelen estar
cubiertas por glucoarabinanos y xiloglucanos unidos fuertemente, lo cual
permite la existencia de espacios entre las microfibrillas que estan ocupados

por los polisacéaridos de la matriz péctica (Carpita y Gibeaut, 1993).

Las hemicelulosas son polimeros muy variables, tanto en composicion
como en numero de ramificaciones. Pueden unirse a la celulosa mediante
enlaces no covalentes formando una red, la cual tiene un papel estructural de

soporte de la pared celular (Carpita y Gibeaut, 1993). El xiloglucano es el



principal componente hemicelulésico en plantas dicotiledéneas y puede
constituir alrededor del 20% de los polisacaridos no celulésicos de las
paredes celulares primarias (Dey y Brinson, 1984; Pauly et al., 1999). Esta
formado por unidades de D-glucosa unidas por enlaces glicosidicos B-(12>4),
esta cadena principal de moléculas de glucosa presenta sustituciones de
residuos D-xilosa en a-(1-2>6), a los cuales pueden estar unidos otros
azucares neutros tales como galactosa, arabinosa y fucosa (Pauly et al.,
1999). Los xiloglucanos estan unidos a las microfibrillas de celulosa a travées
de multiples puentes de hidrogeno, conectando de esta forma la cadena
principal del xiloglucano a la superficie de las microfibrillas de celulosa,
confiriendo asi resistencia a la pared celular (Albersheim et al., 1994).

En cuanto a la matriz péctica, esta interviene principalmente en la
porosidad de la pared celular, la adhesién celular y el ambiente ibnico (Carpita
y Gibeaut, 1993; Jarvis et al., 2003). Estd compuesta principalmente por
homogalacturomananos, ramnogalacturomananos tipo | y tipo Il vy
arabinogalactanos tipo | y tipo Il. EI homogalacturonano esta formado por
cadenas sin ramificar de unidades de acido D-galacturénico ligados por
enlaces a-(1->4), que pueden estar metilesterificados. El
ramnogalacturonano tipo | es un polimero con un esqueleto de residuos
alternados de D-galactosa unidos en a-(1->4) y L-ramnosa unidos en a-(1->2)
(Lau et al., 1985). Numerosas cadenas laterales de residuos de azucares
neutros pueden estar unidas a través de una molécula de ramnosa en las
posiciones C4 y/o C3. Las cadenas laterales normalmente estan constituidas
por arabinanos, galactanos y arabinogalactanos. El ramnogalacturonano tipo
Il tiene un esqueleto base de ramnogalacturonano con una compleja
estructura de ramificaciones de monosacaridos (Stevenson et al., 1988). Su
proporcién en las paredes celulares vegetales es baja (aproximadamente un
4%) (O’Neil et al., 1996). El arabinogalactano tipo Il es mas abundante que el
tipo I, y a diferencia de este, a menudo esta unido a proteinas (proteinas
arabinogalactano). Este polisacarido estad estructurado en una cadena
principal de residuos de D-galactosa unidos por enlaces B(1->3), con
sustituciones de residuos de D-galactosa en B(1->6). Se pueden unir otros

azucares a estos residuos, incluidos a-L-arabinosa, a-L-ramnosa y acido [3-



D-glucurdnico, creando mas ramificaciones (Guadalupe et al., 2014; Knoch
et al., 2014).

La pared secundaria se forma a partir de la primaria, comienza a
aparecer cuando la célula deja de crecer. Es rigida y gruesa y estad compuesta
por celulosa, hemicelulosa y lignina. Su funcion principal es proporcionar
resistencia mecanica a la pared (Carpita y McCann, 2000; Vorwerk et al.,
2004). La lignina es un polimero natural heterogéneo, de caracter fendlico,
usualmente asociado a la celulosa y la hemicelulosa. Es el segundo en
abundancia en las paredes celulares tras la celulosa. Tiene caracter hidréfobo
y sus principales funciones son la conduccién de savia, soporte mecénico de
los 6rganos de la planta y participa en los mecanismos de defensa de ésta
(Boudet, 2000).

Gao et al. (2016) propusieron un modelo que describia la estructura de
las paredes celulares de las bayas de uva y las diferentes interacciones entre
tejidos y polimeros de la pared celular. Esta estructura estaria dispuesta en
capas ricas en hemicelulosa y pectina. Las capas ricas en hemicelulosa de
las células de hollejo de uva estan asociadas al ramnogalacturonano |, el cual
esta recubierto con una capa de homogalacturonano altamente esterificado.
Por otra parte, las capas ricas en pectina se encuentran tanto en las células
del hollejo como de la pulpa. Estas pectinas presentan menor esterificacion
gue las pectinas asociadas a la hemicelulosa (Gao et al., 2019). Esta
morfologia y la composicion de la pared celular puede variar entre las

variedades de uva (Apolinar-Valiente et al., 2015; Goulao et al., 2012).

Por ultimo, aunque menos numerosas (aproximadamente el 10%), las
proteinas son un constituyente fundamental de las paredes celulares de la
uva, como las arabinogalactano proteinas, las extensinas, las proteinas ricas
en glicina y las proteinas ricas en prolina (Cassab y Varner, 1988). Como se
ha mencionado anteriormente, las proteinas arabinogalactano son
glicoproteinas en la que el arabinogalactano tipo Il se une a una proteina rica
en hidroxiprolina. El resto de la proteina se une a la estructura del azucar
mediante un enlace (1->4). Esta glicoproteina contiene un alto contenido de
galactosa y arabinosa, es mas, la porcion azucar en esta molécula constituye
la mayor parte de la estructura (mas del 90 %) (Fincher et al., 1983; Knoch et
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al., 2014). Las proteinas de la pared celular contribuyen a la integridad y
firmeza de la baya, ya que participan en la adhesion celular y la unién a los
polisacaridos de la pared celular (Goulao et al., 2012).

1.2.2. La pared celular como barrera: problemas de
extractabilidad de los compuestos fendlicos

Como se ha comentado anteriormente, los compuestos fendlicos,
especialmente los del hollejo, se encuentran dentro de las células, en estructuras
como las vacuolas o, en algunos casos, directamente ligados a los polisacaridos
de la pared celular (como ocurre con parte de los taninos de hollejo de la uva).
En el proceso de vinificacion, particularmente durante la maceracion, las paredes
celulares sufren modificaciones que permiten la migracion de parte de los taninos
y antocianos al mosto/vino (Busse-Valverde et al., 2012). El tipo de compuesto
fendlico, su localizacién en la uva y las técnicas que se hayan utilizado durante
la vinificacion determinan la velocidad y el grado de extracciéon de dicho
compuesto. Asimismo, los compuestos de las semillas también son extraidos
durante la maceracion, aunque previamente es necesario una solubilizacion de

la capa protectora que poseen las semillas.

Se han observado diferentes cinéticas de extraccion para los antocianos
y taninos del hollejo y los taninos de las semillas. Los antocianos difunden
siguiendo un modelo exponencial en dos fases, con un incremento inicial y un
posterior descenso (Boulton, 1995). La velocidad de extraccidén es proporcional
al gradiente de concentracion entre los soélidos y el mosto/vino, aunque el
proceso total es mas complejo. Los antocianos mondmeros, cuya disolucion no
necesita la presencia de etanol, son extraidos en primer lugar, alcanzando un
maximo en los primeros dias de la fermentacién para después decrecer
(Bautista-Ortin et al., 2005).

Los taninos del hollejo comienzan a solubilizarse al inicio de la maceracion
junto a los antocianos (Klenar et al.,, 2004) y suelen mostrar un ritmo de
extraccidon sigmoidea hasta que su extraccion se estabiliza (Casassa et al., 2013;

Gambuti et al.,, 2009). Los taninos de semilla se extraen mas lentamente,
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acelerandose su ritmo hacia la mitad de la fermentacion, cuando la cantidad de
alcohol en el medio es més alta y los lipidos de las semillas desaparecen (Glories
y Saucier, 2000; Romero-Cascales, 2008).

Ya se ha indicado que para que se produzca la extraccion de los
compuestos fendlicos al mosto/vino es necesaria la ruptura de la pared celular
vegetal. Las paredes celulares son una barrera que dificulta la extraccion de los
compuestos fendlicos presentes en la uva (Vidal et al., 2001). Por tanto, su grado
de degradacion sera otro factor clave que determinara el grado de extraccion de
estos compuestos y su contenido final en el vino (Apolinar-Valiente, 2012). La
experiencia ha mostrado que existen grandes diferencias en la facilidad de
extraccién de antocianos y taninos entre variedades, y dentro de una variedad,
entre momentos diferentes de la maduracion, lo cual se ha asociado a diferencias
en la estructura y/o composicién de las paredes celulares (Bautista-Ortin et al.,
2016; Ortega-Regules et al.,, 2008). Existen diversos estudios que han
demostrado este hecho. Por ejemplo, en etapas tempranas de maduracion de la
uva, se ha demostrado que la extractabilidad de los antocianos y taninos del
hollejo es baja, aumentando al mismo tiempo que incrementa la despectinacién
de las paredes celulares asociada a la maduracién (Garrido-Bafiuelos et al.,
2019; Hernandez-Hierro et al., 2012; Hernandez-Hierro et al., 2014; Hernandez-
Jiménez et al., 2012). Las semillas de uva desarrollan cambios estructurales
durante la maduracion de la baya, fundamentalmente una lignificacion intensiva
que endurece la semilla. Estos cambios dificultan la extraccion de taninos ya que
hacen que el tegumento interno de la semilla sea menos accesible y, por lo tanto,

éstos sean menos extraibles (Bautista-Ortin et al., 2012; Casassa, 2017).

Desde el punto de vista varietal, las diferencias en la morfologia o
composicion de la pared son las responsables de las diferencias en
extractabilidad de los compuestos fendlicos. En el trabajo de Romero-Cascales
et al. (2005) se estudio la extractabilidad de antocianos de cuatro variedades de
uva: Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah y Monastrell, comparando la
concentracion de antocianos de la uva inicial y en el vino resultante. Este estudio
puso en manifiesto que la uva Monastrell present6 la mayor concentracion de
antocianos, sin embargo, su extractabilidad fue menor que la de las otras tres

variedades, a pesar de que éstas tenian menor concentracion inicial de
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antocianos en la uva. Ortega-Regules et al. (2006) mostraron que el grosor o la
densidad de la pared celular, asi como el niumero de capas celulares del hollejo
de la uva y su morfologia, podria influir en la extraccion de antocianos, ya que

es una barrera para los compuestos ubicados dentro de las células.

Est4 claro que durante la maceracion se requiere que se rompan las
paredes celulares para que se extraigan los compuestos de las vacuolas, y, por
lo tanto, dos de los factores que condicionaran su presencia en el vino seran la
cantidad de estos compuestos en el hollejo en el momento de la vendimia y la
facilidad o dificultad de su extraccion, lo cual estd determinado, como se ha
comentado, por la degradacién de la pared celular. A medida que la uva madura,
los componentes de la pared celular evolucionan como consecuencia de varias
reacciones hidroliticas y enzimaticas, lo que conduce a una desesterificacion y
despolimerizaciéon de los polisacéridos (Garrido-Bafuelos et al., 2019; Zietsman
et al.,, 2015a). El ablandamiento de la uva durante su maduracion esta
relacionado con una degradacion y solubilizacion de los polisacaridos de la pared
celular y un aumento en el contenido de proteinas (Goulao et al., 2012). Estos
cambios estructurales conducen a un aumento de la porosidad del hollejo y su
selectividad (Bindon et al., 2014; Castro-L6pez et al., 2016).

A los cambios que sufre la pared celular durante la maduracién se le suma
la degradacion a la que es sometida desde que comienza el proceso de
vinificacion. Todos estos factores influyen positivamente en la extraccion de los
compuestos fenodlicos al mosto/vino. Sin embargo, los restos de paredes
celulares que permanecen en suspension durante la maceracion del vino
constituyen un problema adicional no reportado hasta hace pocos afios y en el
cual se centrara el estudio realizado en esta Tesis Doctoral.

1.3. INTERACCIONES ENTRE COMPONENTES DE LA
PARED CELULAR Y COMPUESTOS FENOLICOS.
PAPEL EN LA VINIFICACION

Algunos estudios realizados tanto en soluciones modelo como en

vinificaciones reales han demostrado que determinados compuestos fendlicos
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tienen gran afinidad por los polisacaridos de las paredes celulares y son
susceptibles de unirse tanto a los procedentes del hollejo como a los de la pulpa
de la uva. En el caso de vinificaciones reales, estas paredes celulares se
encuentran, en concentracion apreciable, en suspensiéon en el mosto/vino
durante la maceracion. Parte de los compuestos fendlicos extraidos podrian
formar complejos con las paredes celulares en suspensién. Estos complejos, de
formarse, poseerian elevados pesos moleculares y serian insolubles, lo que
provocaria su precipitacion en etapas posteriores del proceso de vinificacion,
disminuyendo, por tanto, la concentracion final de los compuestos fendlicos en

los vinos.

La afinidad entre polisacaridos de la pared celular vegetal y los polifenoles
de la uva esta determinada tanto por la estructura y composicion de ambas
moléculas, ademas de la proporcion entre sus concentraciones y las condiciones
ambientales o factores extrinsecos en las que se produzca la interaccion como,
por ejemplo, el pH, la temperatura o etanol (Bautista-Ortin et al., 2014; Bautista-
Ortin et al., 2016; Bindon y Kennedy, 2011; Fernandes et al., 2014; Goncalves
et al., 2012; Le Bourvellec et al., 2004; Le Bourvellec et al., 2005; Le Bourvellec
y Renard, 2005; Phan et al., 2016; Renard et al., 2017; Watrelot et al., 2013). Las
interacciones que se producen entre los polisacaridos de la pared celular y los
polifenoles de la uva son enlaces no covalentes, principalmente puentes de
hidrégeno e interacciones hidréfobas (Medina-Plaza et al., 2020; Renard et al.,
2017).

1.3.1. Interacciones segun el tipo de compuesto fenélico

1.3.1.1. Antocianos

Existen numerosos estudios que demuestran la existencia de
interacciones entre antocianos y los polisacéaridos de paredes celulares, tanto en
antocianos y polisacéaridos procedentes de uva como de otros vegetales. En el
estudio de Fernandes et al. (2014), dos antocianos (cianidina-3-O-glucésido y
delfinidina-3-O-glucdsido) se hicieron interactuar con pectinas citricas,

mostrando que la delfinidina-3-O-glucésido, la cual posee 3 grupos -OH, tiene
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una afinidad mucho mayor que la cianidina-3-O-glucésido (con 2 grupos -OH)
con la pectina. Los resultados de este estudio sugieren el importante papel de
los grupos hidroxilo en las interacciones entre antocianos y pectinas,
posiblemente a través de puentes de hidrogeno. Dichos puentes de hidrogeno
se producian entre los grupos hidroxilo de los pigmentos y los atomos de oxigeno
de los enlaces éter reticulados de los azucares presentes en los polisacéridos de
las paredes celulares, asi como interacciones hidréfobas (Medina-Plaza et al.,
2019). Ademas, también ha sido probada la existencia de interacciones mas
fuertes (interacciones coulémbicas) entre la antocianina y la red de

celulosa/pectina del material de la pared celular (Padayachee et al., 2012a).

En el estudio de Padayachee et al. (2012b) se encontrd que los antocianos
interactdan tanto con la celulosa como con la pectina, en un proceso de dos
etapas, en el que aproximadamente del 13-18% de los antocianos se unen
inicialmente a los polisacaridos y tras una exposicién prolongada (dias-semanas)
se produce un aumento gradual de los antocianos que han interaccionado con
los polisacaridos. Estos autores explican que en esta segunda etapa los
antocianos posiblemente se apilan sobre una capa base. La union de antocianos
acilados y no acilados siguioé un patrén similar, aunque hubo mayor interaccién
de las formas aciladas. Los resultados del estudio de Padayachee et al. (2012b)
sugieren que la naturaleza de las interacciones entre antocianos y pectinas es
de caracter ibnico mientras que las interacciones entre antocianos y celulosa son

hidréfobas.

En el estudio de Gongalves et al. (2012), los antocianos acilados con
restos cumaril y acetilo mostraron una unién mas fuerte con el material polimérico
del vino (mezcla de polisacaridos y manoproteinas de vino tinto) en comparacién
con los antocianos no acilados, lo cual sugirid que las interacciones entre los
antocianos del vino y este material polimérico eran posiblemente de caracter
hidrofobo. Se puede considerar que las interacciones entre antocianos y
polisacéaridos procedentes de paredes celulares vegetales son muy complejas,
dependen de las caracteristicas quimicas de ambas partes y pueden ser de

caracter ionico (puentes de hidrogeno) y/o de caracter hidréfobo.

En el trabajo de Medina-Plaza et al. (2020) se estudio la influencia del
etanol y la temperatura en la adsorcién y desorcion de antocianos de las paredes
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celulares de la uva. Sus resultados indican que mas del 90% de la adsorcion
ocurre en los primeros 60 minutos de la adicidén de los antocianos a las paredes
celulares. Sin embargo, la desorcién parece ocurrir mucho mas rapido,
alcanzandose la desorcion maxima después de 30 min. El grado de adsorcion y
desorcion dependia claramente no solo de la temperatura y la concentracion de
etanol, sino también de la composicién de la pared celular y el tipo de antociano.
La polaridad de los antocianos parecié ser importante ya que las moléculas mas
polares mostraron un mayor porcentaje de adsorcion. En cambio, la desorcion
estuvo influenciada principalmente por la temperatura y la concentraciéon de

etanol, las cuales aumentaron la tasa de desorcion.

1.3.1.2. Taninos

En cuanto a los taninos, existen numerosos estudios que demuestran la
existencia de sus interacciones con las paredes celulares. La mayoria de estos
estudios se han desarrollado en soluciones que simulan la composicién del vino
(soluciones modelo), utilizando paredes celulares purificadas de la pulpa y el
hollejo puestas en contacto con estos compuestos. En todos ellos se ha
demostrado que las paredes celulares eran capaces de retirar una proporcion
significativa de taninos de la solucién (Bindon et al., 2010a; Bindon et al., 2010b;
Bindon et al., 2017; Castro-Lopez et al., 2016). El estudio de Watrelot et al.
(2013) mostré que la intensidad de la interaccién entre las procianidinas y
diferentes tipos de pectinas dependia de factores estructurales de las
procianidinas, incluidos el tamafo, la forma, la movilidad y su flexibilidad

conformacional.

Ademas, este fendmeno no solo se produce en la uva. En estudios de
adsorcion entre taninos y las paredes celulares del mesocarpio de la manzana
se determiné que el grado de unidn de los taninos no es proporcional a los sitios
de union de la pared celular disponibles. Se ha descrito que existe un mecanismo
dual en el que los taninos se unen a las paredes celulares por puentes de
hidrogeno y/o enlaces hidrofobos y luego, estos taninos interactian mediante

puentes de hidrogeno secundarios con otros taninos para aumentar su
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asociacion con el material de la pared celular (Le Bourvellec et al., 2004; Renard
et al., 2001).

Los estudios de adsorcion de taninos de semilla y hollejo con paredes
celulares de pulpa y hollejo de uva llevados a cabo por Bindon et al. (2010a)
mostraron que al comparar la distribucion de la masa molecular de los taninos
del hollejo o la semilla antes y después de su contacto con las paredes celulares
su afinidad para interaccionar aumenté con el incremento de la masa molecular
del tanino y su porcentaje de galoilacion. Existen diversos estudios que muestran
que a mayor porcentaje de galoilacién, la afinidad por las paredes celulares
aumenta (Bautista-Ortin et al., 2014; Le Bourvellec y Renard, 2005; Renard et
al., 2017).

En la bibliografia se ha demostrado consistentemente que el peso
molecular de los taninos aumenta su afinidad por las paredes celulares de
diferente naturaleza (Bautista-Ortin et al., 2014; Beaver et al., 2020; Bindon y
Kennedy, 2011; Castro-Lopez et al., 2016; Le Bourvellec y Renard, 2005; Renard
et al., 2001; Watrelot et al., 2013). Los taninos poseen en su estructura multiples
puntos de unién simultanea con las paredes celulares, variable segun el tipo de
tanino y su tamafio (Baxter et al., 1997). Por lo tanto, los taninos de mayor
tamafio cuentan con mas sitios de unién para interactuar con los polisacaridos
de la pared. La Unica excepcién es el estudio de Bindon et al. (2012) donde se
encontrd una relacién negativa significativa para la masa molecular promedio de
los taninos y el grado de adsorcién por el material de la pared celular de la piel,
indicando que a medida que aumentaba la polimerizacion de los taninos durante
la maduracion, disminuia su afinidad por el material de la pared celular de la piel.
Sin embargo, esta disminucion de la adsorcion asociada con la mayor
polimerizacion de los taninos solo la presentaron las paredes celulares
procedentes la piel de la uva, las procedentes de la pulpa continuaron
presentando altos niveles de adsorcion de taninos poliméricos. La oxidacion de

los taninos también aumentod su unidn a las paredes celulares.

En el estudio de Beaver et al. (2020), no se observo que el material de la
pared celular adsorba preferentemente taninos derivados del hollejo sobre
taninos derivados de semillas o viceversa, ya que las variaciones encontradas
en el porcentaje de galoilacion (catequina galato y epicatequina galato) y
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porcentaje de unidades trihidroxiladas (galocatequina y epigalocatequina) no
fueron significativas. En el estudio de Bindon et al. (2010a) también se menciona
gue no hay una preferencia clara entre los taninos procedentes del hollejo o de
las semillas a la hora de interaccionar con las paredes celulares. Que no se
observe una afinidad clara hacia un tipo de tanino especifico puede deberse a
que el peso molecular y el porcentaje de galoilacién son las dos caracteristicas
clave de los taninos que los hace mas susceptibles a interaccionar con las
paredes celulares. Ya que los taninos de hollejo tienen pesos moleculares mas
elevados que los de semilla, pero los de semilla tienen mayor porcentaje de

galoilacion que los de hollejo.

En el trabajo de Beaver et al. (2020) se estudié como afecta la temperatura
y concentracion de etanol a la cinética de adsorcién de taninos por parte de las
paredes celulares y estos autores encontraron una correlacion negativa entre la
adsorcién de taninos, la temperatura y la concentracion de etanol. Sin embargo,
en este estudio no se encontrd una correlacion perceptible entre la temperatura
o la concentracién de etanol y el porcentaje de galoilacion de los compuestos
adsorbidos, pero si que observaron una adsorcién preferencial de los taninos de
mayor peso molecular en todas las condiciones estudiadas.

1.3.2. Influencia de la composicion de la pared celular en
las interacciones con los compuestos fendlicos

Uno de los factores que determinan la afinidad entre los compuestos

fendlicos y la pared celular es la naturaleza de los componentes de éstas.

En el estudio de Le Bourvellec et al. (2005) donde se llevaron a cabo
ensayos de afinidad entre taninos y polisacaridos (constituyentes de las paredes
celulares vegetales de forma natural) se revel6 que la afinidad de los taninos es
mayor por la pectina, seguida por el xiloglucano, y la mas baja por la celulosa.
Las constantes de afinidad mas altas observadas para las pectinas se atribuyen
a la formacién de una red similar a un gel tridimensional, el cual permite la
encapsulacién de taninos dentro de la estructura del polisacarido (Le Bourvellec

y Renard, 2005). En el estudio de Renard et al. (2017) se demostré que las
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interacciones entre taninos y pectinas parecen estar influenciadas también por
el grado de metilacion del homogalacturonano, componente principal de las
pectinas que forman la pared celular. Otros estudios muestran que polisacaridos
de elevado peso molecular como las manoproteinas son capaces de formar
grandes agregados con taninos, mientras que los polimeros de
arabinogalactanos solo forman uniones débiles con taninos de semilla de uva (Li
et al., 2019).

Bindon et al. (2012) demostraron que la correlacion entre el tamafio de los
taninos y su afinidad por las paredes celulares dependia de la procedencia de
éstas. En este estudio se mostré que los cambios que se producen en la uva
durante el envero generan un aumento en la masa molecular de los taninos, lo
cual afectd negativamente a su afinidad con el material de la pared celular del
hollejo, no observando el mismo comportamiento con la pared celular de la pulpa.
Las paredes celulares de la pulpa tienen invariablemente una alta capacidad de
adsorcion de taninos, en particular por aquellos de mayor masa molecular
(Bindon et al., 2010a). Por lo tanto, la procedencia de las paredes celulares
determina indudablemente su capacidad de union a los taninos. Segun el estudio
de Bindon et al. (2012), las paredes de las células de la pulpa se unen
consistentemente a una mayor cantidad de taninos que los del hollejo. Las
diferencias estructurales clave entre ambos tipos de paredes celulares que
provocaron la reduccion de la adsorcion de taninos por parte de las paredes
celulares del hollejo fueron su concentracion enddégenamente mas alta de
taninos fuertemente ligados, lignina Klason y menor cantidad de proteina unida
a la pared celular. Estas diferencias pueden reducir la flexibilidad y porosidad de
las paredes de las células del hollejo en relacién con las paredes de las células
de la pulpa.

Durante la maduracion de la uva, se producen cambios estructurales en
las paredes celulares del hollejo y pulpa de uva que modifican su capacidad de
interaccionar con los taninos. El inicio de la maduracion esta asociado con una
pérdida de arabinogalactano tipo | y acido galacturénico en las paredes celulares
de las dos procedencias, hecho indicativo de la degradacion de la pectina dentro
de la pared celular. Las paredes de las células de la pulpa apenas presentaron
cambios en las propiedades de adsorcion de taninos después del inicio de la
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maduracion. Sin embargo, a medida que avanzaba la maduracién, las paredes
celulares del hollejo adsorbian selectivamente taninos de mayor masa molecular,
lo que indica que la remodelacion continua de la pared celular durante la
maduracion puede conferir una mayor porosidad a la pared celular del hollejo, lo
que resulta en una mayor adsorciéon de taninos dentro de una estructura

permeable (Bindon et al., 2012).

En el estudio de Bindon et al. (2016) se demostré que no solo el material
insoluble que forma la estructura de las paredes celulares del hollejo y la pulpa
es capaz de interaccionar con compuestos fendlicos como los taninos, sino que
el material soluble producido, por ejemplo, por la accion de una pectinasa,
(endégena o exdgena) también es capaz de interaccionar y precipitar con taninos
(Figura 4). Este enzima produce una despolimerizacion significativa de las
paredes celulares de hollejo y pulpa de uva, con una solubilizacion de
polisacaridos de bajo peso molecular ricos en ramnogalacturonano. Sin
embargo, en este estudio se determind que la composicion del material
solubilizado no era la misma segun su procedencia, habiendo una solubilizacién
destacada de proteina en las paredes celulares de la pulpa. El tratamiento con
enzimas redujo significativamente la adsorcion de taninos por las paredes
celulares insolubles, pero solo si se elimina el material solubilizado de las
paredes celulares de la uva. Aunque la proteina es un componente menor en
términos de concentracion total en comparacion con los polisacaridos en las
paredes celulares, en este estudio las pérdidas de taninos por precipitacion con
proteinas fueron del orden del 50 %. Por lo tanto, no solo los polisacéaridos de las
paredes celulares son clave para estudiar las interacciones polifenol-pared

celular, sino también lo son las proteinas.
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. Figura 4. Ensayos de adsorcion de taninos por el material soluble e insoluble de las

paredes celulares de pulpay el hollejo de uva (Bindon et al., 2016).

1.4. APLICACION DE TECNICAS PARA LIMITAR LAS
INTERACCIONES ENTRE PAREDES CELULARES Y
COMPUESTOS FENOLICOS Y/O LIBERAR LOS
COMPUESTOS LIGADOS

Habiendo sido demostrado en disoluciones modelo que una parte
importante de compuestos fendlicos pueden quedar adsorbidos en el material
pared celular durante la vinificacién, se han investigado técnicas para que este
fendmeno no sea un factor limitante en la concentracion de antocianos y taninos
en los vinos. Unas técnicas han sido estudiadas con el objetivo de limitar las

interacciones entre las paredes celulares y los compuestos fendlicos, es decir,
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evitar en cierta medida la adsorcion de polifenoles y de esta forma evitar su
pérdida por precipitacion durante la vinificacibn, para conseguir asi, un
incremento potencial de compuestos fendlicos en el vino y otras para solucionar
el problema de la pérdida de compuestos fendlicos provocada por la adsorcion
de las paredes celulares, es decir, para favorecer su desorcién. Esto podria
llevarse a cabo antes de la precipitacion de los complejos pared celular-polifenol,
o cuando ya se ha producido esta precipitacion, lo que en una vinificacion real

seria intervenir sobre las lias formadas.

1.4.1. Uso de enzimas que degradan la pared celular

Los componentes estructurales por los que esta formada la pared celular
de la uva pueden ser degradados por diferentes enzimas. Los enzimas son
proteinas naturales que poseen actividad catalitica e incrementan la velocidad
de reacciones bioquimicas especificas. Generalmente cada enzima tiene un
sustrato especifico y trabaja en una sola direccién de la reaccion. Los enzimas
que degradan la pared celular vegetal pueden ser de origen vegetal o
microbiano. En ocasiones, varios de estos enzimas pueden trabajar de forma
sinérgica para obtener una mayor degradaciéon de la pared (Apolinar-Valiente,
2012). Si se produce una degradacion de los polisacéaridos constitutivos de la

pared celular, podria limitarse la adsorcion de polifenoles.

1.4.1.1. Celulasas

La celulasa es un complejo enzimatico formado por celobiasa o B-
glucosidasa y endo- y exo-glucanasa. La celulosa es abundante en las paredes
primaria y secundaria. En la pared primaria, las cadenas lineales de celulosa
estdn unidas formando microfibrillas, las cuales estan cubiertas por

glucoarabinanos y xiloglucanos unidos fuertemente (McCann et al., 1990).
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Figura 5. Actividad endo-glucanasa (Rios-Alzate y Arias-Vargas, 2002).
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Figura 6. Actividad exo-glucanasa (Rios-Alzate y Arias-Vargas, 2002).

La accion de las celulasas producira una disminucion de la cohesion de
las fibras de celulosa cerca de la ldmina media, lo cual reducira la densidad de
la pared celular (Figuras 5y 6). James et al. (1999) demostraron que la actividad
celulasa puede verse favorecida por la presencia de poligalacturonasas y

hemicelulasas, mostrando un efecto sinérgico entre éstas, ya que el acceso de
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la celulasa a las microfibrillas de celulosa queda parcialmente restringido por la

matriz péctica de la pared primaria (Zietsman et al., 2015b).

1.4.1.2. Hemicelulasas

Las hemicelulasas son un conjunto muy variado de enzimas, que deben
actuar en combinacion para degradar la hemicelulosa. Esto se debe a la gran
heterogeneidad de la estructura quimica de estos polisacaridos (Apolinar-
Valiente, 2012; Romero-Cascales, 2008). En consecuencia, existen muchos
enzimas implicados en la degradacion de las hemicelulosas. Las arabinasas
(endo, A y B) degradan los arabinanos actuando de forma conjunta (Parley,
1997). La endo- y exo-galactasas las cuales acttan rompiendo uniones 3-(1->6)
y B-(1>3) de la cadena de galactano (Okemoto et al., 2003; Pellerin y Brillouet,
1994). La endo-glucanasa corta los enlaces glucosilo 3-(12>3) y B-(1->4) de los
xiloglucanos. Otros enzimas considerados hemicelulasas son la xilanasa o endo-
1,4-B-xilanasa. Se considera xilanasa a cualquier clase de enzima que degrada

el polisacarido lineal xilano en xilosa.

1.4.1.3. Pectinasas

Son un conjunto de enzimas que pueden degradar la matriz péctica de las
paredes celulares. Las pectinasas se pueden clasificar en funcion del
mecanismo de degradacién de las pectinas. Por un lado, las pectin esterasas
catalizan la desesterificacion de las sustancias pécticas, mientras que los
enzimas despolimerizantes catalizan la escision del enlace glicosidico a-(1->4)
de la cadena de galacturonano de la molécula de pectina (Figura 7). Los enzimas
despolimerizantes pueden clasificarse a su vez en funciéon del mecanismo de

ruptura de los enlaces glicosidicos (Romero-Cascales, 2008).
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Figura 7. Actividad enzimatica de pectinasas despolimerizantes (Rios-Alzate y
Arias-Vargas, 2002).

Las poligalacturonasas, son enzimas que hidrolizan el enlace a-(1->4)
glicosidico que une las unidades de acido galacturénico no esterificado de los
homogalacturomananos. Este enzima descompone las principales estructuras
de pectina que forman las paredes celulares de la uva (Fischer y Bennett, 1991).
Degrada la pared primaria y la lamina media cuando actda en conjunto con

pectinmetilesterasas.

Las pectinmetilesterasas catalizan la hidrélisis del éster metilico de
homogalacturomananos (Figura 8). La desesterificacion de las pectinas permite
la despolimerizacién producida por la poligalacturonasa (Amrani-Joutei et al.,
2003).

25



COOCH3 COOCH3 COOCH3

OH

FECTINESTERASA

COOH BUOH GOOH

K om n’} oH ’| oH + CH30H
OH

Figura 8. Actividad pectinmetilesterasa (Rios-Alzate y Arias-Vargas, 2002).

La pectato liasa y la pectin liasa rompen los enlaces glicosidicos por
eliminacion B (Figura 7), estos enzimas actlan sobre pectinas de elevado grado
de esterificacion, produciendo un doble enlace entre los carbonos 4 y 5 de la
molécula del acido galacturdnico del extremo reductor. Por lo tanto, la actividad
de la pectin liasa depende en gran medida del grado de metoxilacion del sustrato,
y también de la distribucion del éster metilico, ya que las pectin liasas prefieren

los enlaces entre unidades acido galacturénico metoxiladas (Zeuner et al., 2020).

1.4.1.4. Uso de enzimas para limitar la interaccidén de paredes
celulares y compuestos fendlicos o favorecer su
desorcion

Ciertos enzimas hidroliticos son utilizados cominmente en vinificaciones
para degradar los polisacaridos de la pared celular de la uva, con el objetivo de
acelerar la liberacion de compuestos fendlicos presentes en la piel al mosto/vino,
son los llamados enzimas de maceracion (Romero-Cascales et al., 2008;
Romero-Cascales et al., 2012). Estudios previos han reportado que estos
enzimas pueden limitar la retencién de taninos por las paredes celulares de la
uva mediante la eliminacion de polisacaridos pécticos ricos en acido

galacturénico (Bautista-Ortin et al.,, 2016; Castro-Lépez et al., 2016). En el
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estudio de Castro-Lopez et al. (2016) se observo una limitada reduccion de la
adsorcién de taninos por parte de las paredes celulares. Concretamente, el
enzima de maceracioén comercial consiguio reducir un 6% la adsorcion de taninos
por parte de las paredes de las células del hollejo de uva madura y alrededor de
un 20% por las paredes celulares del hollejo de uva inmadura. Por lo tanto, los
primeros estudios realizados mostraron que la capacidad de los enzimas
hidroliticos para limitar la adsorcién de taninos por las paredes celulares es

bastante baja, especialmente en uvas maduras.

El estudio de Zietsman et al. (2015b) muestra que la despolimerizacion de
las paredes celulares puede ser més eficaz si se utilizan varios enzimas de forma
secuencial en lugar de adicionarlos todos al mismo tiempo tal como se hace en
bodegas, donde se adicionan los enzimas en forma de cocktail enzimatico. La
utilizacion secuencial de los enzimas de maceracion, comenzaria con la hidrolisis
enzimatica de las pectinas, lo cual "desenmascararia" la red central celulosa-
hemicelulosa, y de esta forma las celulasas y hemicelulasas tendrian mejor
acceso a red de celulosa y la hemicelulosa que componen la pared celular,

permitiendo una mayor degradacion.

La falta de efectividad de los enzimas a la hora de reducir la adsorcion de
polifenoles por parte de las paredes celulares de uva, puede ser debida a dos
causas: o bien, no se han utilizado los enzimas de forma correcta y las paredes
celulares no han perdido suficientemente su capacidad de interactuar con
polifenoles o el resultado de la accidon de los enzimas, provoca una liberaciéon de
polisacéaridos solubles derivados de la degradacion de la pared al medio y esto
podria constituir un problema similar al que muestran las propias paredes
celulares. Por lo tanto, la solucién a buscar seria conseguir un equilibrio, entre la
degradacion de la pared (que evite o reduzca su capacidad de interactuar) y la
liberacién de polisacéaridos solubles que, o bien no interactien de nuevo con los

polifenoles o bien que formen agregados solubles.

Existe otra posible aplicacion de estos enzimas para resolver el problema
derivado de las interacciones entre paredes celulares y compuestos fendlicos.
Una vez que las interacciones entre las paredes celulares y los compuestos
fendlicos se han producido, y se han formado los complejos insolubles de
elevado peso molecular, la aplicacién de los enzimas en este punto podria
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suponer la liberacion de los compuestos fendlicos adsorbidos, bien liberando los
polifenoles por la degradacion del polisacarido estructural de la pared celular al
que esté unido, o bien promoviendo una reduccion por via enzimética del peso
molecular del polisacarido y, aunque no se rompa la unién con el polisacarido, el

complejo que forma sea soluble tras la aplicacion del enzima.

1.4.2. Uso de polisacéaridos solubles para reducir la
adsorcion de compuestos fendélicos por las paredes
celulares de la uva

Como ya se ha mencionado anteriormente, los polisacaridos estructurales
de la pared celular tienen la capacidad de interaccionar con compuestos
fendlicos a través de mecanismos bien conocidos que se han estudiado en uva
y otras plantas. Se ha demostrado que los puentes de hidrégeno y, sobre todo,
las interacciones hidrofébicas son las principales asociaciones que ocurren entre
los compuestos fendlicos y los polisacéaridos de la pared celular, mientras que la
fuerza de tales interacciones depende de la estructura y conformacién tanto de
los compuestos fendlicos como de los componentes de la pared celular (Le
Bourvellec et al., 2005; McMannus et al., 1985). Por ejemplo, Ruiz-Garcia et al.
(2014) demostraron que la fraccion péctica de las paredes celulares presenta la
mayor capacidad de union a los taninos y que, al eliminar esta fraccion de las
paredes celulares con un agente quelante, la interaccién con los taninos se
reducia significativamente. Ademas de los polisacaridos pécticos, la
hemicelulosa presente en las paredes celulares también tiene una alta capacidad
de adsorcidon, aunque menor que la pectina. Le Bourvellec et al. (2005)
determinaron que las constantes de afinidad aparente para polifenoles obtenidas
para diferentes polisacaridos puros fueron las siguientes: pectina > xiloglucano
> almidon > celulosa. En este estudio explican que la pectina al ser un
polisacéarido que tiene la capacidad de desarrollar una red similar a un gel puede
formar bolsas hidréfobas capaces de encapsular taninos, mientras que los
polisacéaridos filamentosos y globulares, como la celulosa y el xiloglucano,

forman uniones mas débiles con los taninos que la pectina.
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Ya que no solo los polisacaridos que forman parte de las paredes
celulares muestran afinidad por los compuestos fendlicos, dirigimos nuestra
atencién a un estudio previo de Renard et al. (2001) en el que se llevaron a cabo
pruebas de adsorcion entre paredes celulares de la manzana y taninos en una
solucion hidroalcoholica similar a un vino. En un intento por desorber los taninos
ligados a los polisacaridos de las paredes celulares, se lavaron los complejos
con soluciones modelo a las que se les habia agregado polisacéridos solubles,
observando una mayor liberacion de taninos que en ausencia de estos
polisacéaridos, probablemente debido a la competencia entre los polisacaridos de
las paredes celulares y los polisacaridos solubles en la solucién. Estos complejos
polisacéaridos solubles-polifenoles podrian ser solubles y mantener a los taninos

en la solucion.

En enologia, solo el uso de manoproteinas como polisacaridos solubles
ha sido una practica comun durante mucho tiempo. Sus principales beneficios
han sido limitar la formacién de complejos insolubles de tanino-proteina (Mateus
et al., 2004), lo cual tiene un impacto positivo en la sensacion en boca del vino
(Chong et al.,, 2019), ademas de mejorar la estabilizaciébn de polifenoles
(Apolinar-Valiente et al., 2019). A modo de ejemplo, las manoproteinas,
glicoproteinas presentes fundamentalmente en las paredes celulares de las
levaduras, se han utilizado tradicionalmente en los vinos acabados para
estabilizar los taninos del vino, aunque se pueden encontrar resultados
contradictorios en la literatura (Guadalupe y Ayestaran, 2008; Guadalupe et al.,
2010), probablemente debido a la presencia de una fraccién proteica de la

molécula de las manoproteinas.

1.4.3. Uso de ultrasonidos de alta potencia (US)

En los ultimos afios se han desarrollado diversas tecnologias emergentes
gue se estan aplicando en la elaboracion de vino con el objetico de incrementar
la extraccion de compuestos fendlicos durante la maceracion. Una de ellas son
los campos eléctricos pulsados de alta intensidad, los cuales producen la
electroporacién de las células del hollejo de la uva, aumentando la extraccion de
polifenoles (L6pez et al., 2008a, 2008b; Puértolas et al.,, 2010). Otra de las
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tecnologias emergentes mas interesantes para la vinificacion son los

ultrasonidos de alta potencia.

Los ultrasonidos de alta potencia (US) se han introducido en la industria
enoldgica por su capacidad para extraer sustancias de interés del interior de las
células de la uva. Esta tecnologia se basa en el uso de ondas mecanicas de 16
a 100 kHz para producir cambios fisicos y quimicos en la matriz donde se aplican
(Ferraretto et al., 2013), a través del fendmeno de cavitacion. La cavitacion es la
formacion y colapso de burbujas producidas por los movimientos involucrados
en la compresion y expansion de las moléculas de un liquido (matriz en la que
se aplica el tratamiento), provocado por las ondas ultrasénicas. La implosion de
las burbujas cerca de las paredes celulares provoca una serie de efectos que
pueden ser fisicos y/o quimicos. El principal efecto quimico es la generacién de
radicales -OH que pueden oxidar algunas moléculas (Kentish y Ashokkumar,
2011). Por otra parte, uno de los efectos fisicos que producen los US es la fuerza
de cizallamiento generada por el movimiento relativo entre las moléculas del
liquido cuando la burbuja colapsa lo que provoca la ruptura de las células
(Gronroos et al., 2004), mejorando la salida de los compuestos fendlicos desde
el interior. Tanto los efectos quimicos como los fisicos podrian afectar a la
estructura y composicion de las paredes celulares y, por lo tanto, aumentar la

extraccién de compuestos fendlicos del interior de las células del hollejo.

Existen diversos estudios en los que se han utilizado US con diversos
objetivos. Tao et al. (2014) extrajeron polifenoles de orujos de uva mediante
ultrasonidos de alta potencia. Ghafoor et al. (2009) y Ghafoor y Choi (2009)
extrajeron compuestos fendlicos de semillas y hollejo de uva utilizando diferentes
tiempos de tratamiento con ultrasonidos, disolventes y temperaturas. También
se han aplicado ultrasonidos en la maceracion fermentativa de vino (Bautista-
Ortin et al.,, 2017). En este estudio se utilizaron ultrasonidos para reducir el
tiempo de maceracion de vinos tintos de la variedad Monastrell. La mayor y mas
rapida extraccion de compuestos fendlicos permitid reducir el tiempo de
maceracion sin perjudicar la composicion fendlica de los vinos tintos resultantes.
Ademas, algunos estudios preliminares han sugerido que, aparte de aumentar la

extraccion de compuestos fendlicos, los ultrasonidos también podrian mejorar
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algunas caracteristicas fisico-quimicas de los vinos tintos (Zhang et al., 2016) o

acelerar su envejecimiento en botella (Ferraretto y Celotti, 2016).

Al igual que en el caso de los enzimas hidroliticos, la aplicacion de
ultrasonidos podria afectar a las interacciones que se producen entre
compuestos fendlicos y paredes celulares, ya que las altas temperaturas y
presiones que localmente se alcanzan por el fenémeno de cavitacion pueden
afectar a la estructura de las paredes celulares, alterando su composicion y, por
lo tanto, reduciendo su capacidad de adsorber compuestos fendlicos durante la

maceracion.

Otra posible aplicacion de los ultrasonidos de alta potencia seria la posible
liberacién de los compuestos adsorbidos a las paredes celulares. Cuando la
cavitacion ocurre cerca de las paredes celulares de la uva puede dar lugar a su
ruptura/disrupcion. Con este obijetivo, los ultrasonidos podrian aplicarse durante

el envejecimiento sobre lias de un vino tinto.

Los US de alta potencia se han utilizado en los ultimos afios en vinificaciones de
vino blanco y tinto durante la crianza/envejecimiento sobre lias (Cacciola et al.,
2013; Del Fresno et al., 2018; Kulkarni et al., 2015). La crianza sobre lias es una
técnica en la se conserva el vino en barricas o depdsitos sin que se les hayan
retirado las lias tras realizar la fermentacion alcohdlica y/o malolactica. Durante
el envejecimiento sobre lias, el vino es agitado con el objetivo de favorecer la
transferencia de compuestos de interés desde las lias al vino. La autolisis de las
levaduras provoca que su pared celular se vuelva menos rigida, favoreciendo
ademas la liberacion de polisacaridos y manoproteinas (Feuillat, 2003). La
liberacion de estos compuestos al vino tiene diversos efectos beneficiosos como:
mejorar el color, la estabilidad proteica y tartarica y reducir su astringencia (Junior
et al., 2020; Manjén et al., 2021; Morata et al., 2005). Junto con los polisacaridos
también se liberan proteinas hidrolizadas y lipidos, los cuales pueden ser
precursores aromaticos de compuestos como ésteres y aldehidos (Martinez-
Rodriguez et al., 2001; Pueyo et al., 2000).

Como se ha mencionado anteriormente una cantidad importante de
compuestos fendlicos, antocianos y taninos, precipitan unidos a las paredes

celulares vegetales junto con las lias. Ademas, ha sido demostrado que los
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polifenoles también son capaces de interaccionar con las paredes celulares de
las levaduras (Morata et al., 2003). Por ello, la aplicacion de ultrasonidos de alta
potencia, los cuales generan altas temperaturas y presiones localmente, podrian
ayudar a la liberacion de polifenoles adsorbidos a las paredes celulares durante
la crianza sobre lias en vinos tintos, incluso aquellos que se unen a éstas,
formando multicapas (Beaver et al., 2020). De esta forma, el envejecimiento
sobre lias conseguiria no solo los beneficios anteriormente mencionados, sino
gque ademas aumentaria el contenido de compuestos fendlicos de los vinos
resultantes. Tampoco se puede descartar la utilizacion de ultrasonidos para la
valorizacion de las lias, como subproducto de la bodega (De Iseppi et al., 2021).

Para conseguir todos estos beneficios, se deben encontrar las
condiciones de trabajo ideales ya que los US pueden incrementar la oxidacion
de compuestos fendlicos por la formacion de radicales libres (Kentish vy
Ashokkumar, 2011). Ademas, al igual que ocurre con las paredes celulares, esta
técnica podria afectar a la estructura de los compuestos fendlicos, como, por
ejemplo, al grado de polimerizacién de los taninos, como ocurre cuando se
aplican sobre otras moléculas de elevado peso molecular, como por ejemplo

ciertos polisacaridos (Mufioz-Almagro et al., 2017; Zhang et al., 2013).
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Los antocianos y los taninos son los compuestos fendélicos de mayor
importancia de los vinos, ya que son responsables del color, amargor y cuerpo
de éstos. Estos compuestos se encuentran en las células del hollejo de la uva,
dentro de vacuolas o ligados a la pared celular y también, en el caso de los
taninos, en las semillas. Durante la maceracion, estos compuestos se extraen de

la uva al mosto/vino.

Se han realizado una gran cantidad de estudios para determinar como
funcionan los mecanismos de su extraccion de la uva al mosto/vino. La ruptura
de las paredes celulares es necesaria para que se extraigan los compuestos que
se encuentran en el interior de las vacuolas, y, por lo tanto, dos de los factores
que condicionaran su presencia en el vino seran la cantidad de estos
compuestos en el hollejo en el momento de la vendimia y la facilidad o dificultad
para su extraccion. Pero se ha demostrado que conocer las cantidades de
antocianos y taninos en el hollejo no es suficiente para estimar lo que va a
encontrarse en el vino (Busse-Valverde et al., 2012; Harbertson et al., 2002),
siendo normalmente las cantidades encontradas en los vinos menores que las
esperadas. Una de las razones de este fendmeno es que las paredes celulares,
ademas de ser una barrera difusional también son capaces de adsorber
compuestos fendlicos. Estas paredes celulares, tanto del hollejo como de pulpa
de uva, estan en grandes concentraciones en el mosto recién estrujado, por lo
que en la etapa de maceracidn acaban entrando en contacto con los compuestos
fendlicos extraidos y esto deriva en la formacion de complejos insolubles que

acaban precipitando en etapas posteriores del proceso de vinificacion.

El objetivo principal de esta Tesis doctoral es el desarrollo de técnicas
bioquimicas y fisicas para reducir la pérdida de compuestos fendlicos provocada
por su interaccion con paredes celulares de la uva. Estas técnicas se usaran, o
bien para reducir la adsorcion de estos compuestos por las paredes celulares, o

bien para favorecer su desorcion, cuando se haya producido su interaccion.
Con este fin, se han propuesto los siguientes objetivos parciales:

1. Demostrar que la adsorcion de compuestos fenaolicos en el material en

suspension en una vinificacion real es realmente un factor importante
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a considerar, ya que los estudios realizados anteriormente se han
llevado a cabo en soluciones de vino modelo (Publicacion 3.1.).
Habiendo sido demostrado que una parte importante de compuestos
fendlicos pueden quedar adsorbidos en el material de la pared celular
durante la vinificacion, el siguiente objetivo es investigar el papel de
diferentes enzimas que degradan la pared celular para limitar la
adsorcién y/o favorecer la desorcién de compuestos fendlicos de las
paredes celulares vegetales (Publicaciones 3.2.y 3.3.).

Investigar el efecto de la aplicacidon conjunta de enzimas que degradan
la pared celulares y ultrasonidos de alta intensidad, solos o en
combinacién para mejorar la composicion fendlica del vino durante su
elaboracién (Publicacion 3.4.) o por liberacién de los compuestos
fendlicos adsorbidos en las lias (Publicacién 3.5.).

Estudiar la utilizacion de polisacaridos solubles comerciales para
competir con las paredes celulares por los sitios de unién con los
compuestos fendlicos y, de este modo, reducir su adsorcion y
precipitacion con las paredes celulares (Publicacién 3.6.).

Por ultimo, con los resultados observados en disoluciones modelo de
las técnicas enziméticas, reevaluar el rol de diferentes enzimas
pectinasas en la composicion fendlica y cromética de vinos tintos
(Publicacién 3.7.).
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RESULTADOS

3.1. Elimination of suspended cell wall material in musts
improves the phenolic content and color of red wines.

3.2. The impact of carbohydrate-active enzymes on
mediating cell wall polysaccharide-tannin interactions in a
wine-like matrix.

3.3. The influence of hydrolytic enzymes on tannin
adsorption-desorption onto grape cell walls in a wine-like
matrix.

3.4. Combined use of pectolytic enzymes and ultrasounds
for improving the extraction of phenolic compounds
during vinification.

3.5. The application of ultrasound and enzymes could be
promising tools for recovering polyphenols during the
aging on lees process in red winemaking.

3.6. The role of soluble polysaccharides in tannin-cell wall
interactions in model solutions and in wines.

3.7. Reuvisiting the use of pectinases in enology: a role
beyond facilitating phenolic grape extraction.
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3.1.

La eliminacion del material de la pared celular en
suspension en los mostos mejora el contenido
fendlico y el color de los vinos tintos.

Elimination of suspended cell wall material in
musts improves the phenolic content and color
of red wines.

Andrea Osete-Alcaraz, Ana Belén Bautista-Ortin, Ana Ortega-Regules
y Encarna Gomez-Plaza.

American Journal of Enology and Viticulture, 2019, 70(2), 201-204.
https://doi.org/10.5344/ajev.2018.18042
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RESUMEN

Algunos estudios han demostrado que la tasa de transferencia de
compuestos fenodlicos de la uva al mosto puede estar limitada, entre otras
razones, por las interacciones entre los compuestos fendlicos y la pared celular.
Una hipétesis es que después del estrujado de las uvas para obtener el mosto,
los taninos y antocianos que originalmente estaban en el hollejo y semillas de la
uva y han difundido al mosto durante la maceracion, interaccionan con las
paredes celulares del hollejo y la pulpa de la uva presentes en suspension en el
mosto en grandes concentraciones y, de esta forma dificultan que los
compuestos fendlicos unidos a éstas permanezcan en el vino final. Para
demostrar esta hipotesis en una vinificacion real, se compar6 una vinificacion de
vino tinto elaborado de forma tradicional con una vinificacion de vino tinto
modificada, en la que se incluyé un paso de desfangado, similar al utilizado
comunmente para la produccion de vinos blancos y rosados, antes de la etapa
de maceracion. De esta forma, parte del material vegetal en suspension fue

eliminado antes de que pudiera interaccionar con los compuestos fendlicos.

Se analizaron las caracteristicas croméaticas de ambas elaboraciones por
espectrofotometria. Ademas, la concentracion de taninos de los vinos se
determind por espectrofotometria, y su composicion por cromatografia liquida de
alta resolucion, mientras que la distribucion de los pesos moleculares de los
taninos de ambas elaboraciones se analiz6 por cromatografia de exclusién por

tamano.

La eliminacién del material vegetal en suspension en el mosto dio lugar a
un vino que contenia una cantidad significativamente mayor de compuestos
fendlicos, con un aumento del 23% en la concentracion de antocianos y un 43%
en la concentracion de taninos, y que presentaba una mejora en las
caracteristicas cromaticas. Los resultados de este estudio confirman que la
concentracion final de compuestos fendlicos en el vino dependera, entre otros
factores, de la capacidad de limitar las interacciones entre compuestos fendlicos
y el material en suspension. Dado que ni el grado de polimerizacion medio de los
taninos del vino ni el porcentaje de epigalocatequina cambiaron, se pudo
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confirmar que no hubo preferencia de las paredes celulares en suspension por

los taninos del hollejo o de las semillas.
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3.2.

El impacto de enzimas hidroliticos en las
Interacciones entre taninos y los polisacaridos
de la pared celular en vino modelo.

The impact of carbohydrate-active enzymes on
mediating cell wall polysaccharide-tannin
Interactions in a wine-like matrix.

Andrea Osete-Alcaraz, Encarna Gomez-Plaza, Pilar Martinez-Pérez, Florent
Weiller, Julia Schiickel, William G.T. Willats, John P. Moore, José M. Ros-Garcia
y Ana Belén Bautista-Ortin.

Food Research International, 2020, 129, 108889.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108889
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RESUMEN

Los taninos son uno de los principales compuestos responsables de la
calidad del vino tinto. Estos compuestos estan presentes principalmente en los
hollejos y semillas de uva transfiriéndose a la matriz mosto-vino durante la etapa
de maceracion durante la vinificacion. Sin embargo, la transferencia de taninos
durante la maceracion suele ser incompleta. Esto puede deberse, entre otras
razones, a que los taninos se unen a los polisacéridos de la pared celular de la
uva (incluidos los polimeros solubles) que se liberan durante la vinificacion, y
estan presentes en altas concentraciones en el mosto/vino tras el estrujado de
la uva. El uso de enzimas que degraden la pared celular vegetal podria ofrecer
la posibilidad de reducir estas interacciones, incrementando la concentracion de

taninos en el vino final.

El objetivo principal de este estudio fue determinar si existe una
combinacion Optima de enzimas hidroliticos que eviten asociaciones entre
paredes celulares del hollejo de la uva y taninos. Para ello se pusieron en
contacto en un vino modelo paredes celulares purificadas del hollejo de uva
Monastrell con un tanino de semilla comercial y se adicionaron diferentes
enzimas hidroliticos: celulasa, pectinmetilesterasa, poligalacturonasa, pectin
liasa y xilanasa. La adicibn de enzimas se realizdé de tres formas distintas:
individualmente, afiadidos de formar simultanea y secuencialmente. La medida
de la concentracién de taninos en el medio fue el objetivo principal del estudio.
Se determind la concentracion y caracteristicas de los taninos en solucién por
cromatografia liquida y de exclusién por tamafio. Ademas, se analiz6 la
degradacion de las paredes celulares producida por los enzimas mediante
cromatografia de exclusion por tamafio y mediante el perfil de polimeros por

microarray (CoMPPs).

Los resultados mostraron que solo cuando los enzimas se aplicaron
individualmente, y particularmente el enzima pectin liasa, se obtuvo la maxima
concentracion de taninos libres en solucion. El enzima pectin liasa mostré una
notable eficacia en la degradacion de las paredes celulares, debido a que el

tratamiento con este enzima aumentd la exposicion de las hemicelulosas de la
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pared celulares del hollejo de la uva y liber6 el mayor contenido de polisacaridos
solubles de todos los enzimas ensayados. Ademas, el bajo peso molecular de
los polisacéaridos liberados por pectin liasa (en comparacion con los otros
enzimas y combinaciones probadas) dio como resultado que estas presentaran

una menor capacidad para interaccionar con los taninos en solucion.

Por otra parte, el uso de la combinacion de enzimas afiadidos
simultdneamente o secuencialmente también fue, hasta cierto punto, eficaz,
especialmente si la pectin liasa estaba presente en la combinacion. Las
combinaciones de enzimas propiciaron la degradacion de la pared celular,
favoreciendo la reduccion de la adsorcion de taninos. Sin embargo, los
polisacéaridos solubles de alto peso molecular liberados presentaban una alta
capacidad para interaccionar con los taninos, reduciendo su contenido en la
solucién modelo. Por lo tanto, el aumento de la degradacién de la pared celular
necesaria para limitar la adsorcion del tanino de uva debe equilibrarse con la
necesidad de una descomposicion mas eficaz de los polisacaridos en solucion
si el objetivo es mejorar el contenido de taninos en los vinos finales, y el uso de

la pectin liasa parece ser el enfoque méas prometedor.
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3.3.

El impacto de enzimas hidroliticos en las
Interacciones entre taninos y los polisacaridos
de la pared celular en vino modelo.

The influence of hydrolytic enzymes on tannin
adsorption-desorption onto grape cell walls in a
wine-like matrix.

Andrea Osete-Alcaraz, Encarna Gomez-Plaza, Pilar Martinez-Pérez, Florent
Weiller, Julia Schiickel, William G.T. Willats, John P. Moore, José M. Ros-Garcia
y Ana Belén Bautista-Ortin.

Molecules, 2021, 26(3), 770.
https://doi.org/10.3390/molecules26030770
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RESUMEN

Este estudio complementa los resultados obtenidos en el anterior capitulo,
aportando informacién sobre la variabilidad de la afinidad de los taninos con las
paredes celulares segun la variedad de uva y la capacidad de los enzimas que
degradan la pared celular de la uva para promover la desorcion de los taninos
ligados a éstas.

En este articulo se evalla la capacidad de cuatro enzimas hidroliticos
(celulasa, pectinmetilesterasa, pectin liasa y xilanasa) para limitar la adsorcién
de taninos por parte de paredes celulares del hollejo de uva y/o favorecer la
desorcion. Las pruebas de adsorcién y desorcidn se realizaron poniendo en
contacto un tanino de semilla comercial con paredes celulares del hollejo de uva
de la variedad Syrah, en presencia o ausencia de enzimas hidroliticos, en una

solucién de vino modelo.

Los efectos de los enzimas se evaluaron midiendo, por un lado, los taninos
en solucion mediante cromatografia liquida de alta resolucion y por otro, los
cambios en los polisacaridos que componen la pared celular, tanto los que,
formando parte de ésta, mediante el perfil completo de polimeros determinados
por microarrays (COMPPs), como los polisacéaridos solubles liberados de las
paredes celulares por la accion enzimatica, analizados mediante cromatografia

de exclusién por tamafio (SEC).

Los resultados de este estudio mostraron que las paredes celulares de la
variedad Syrah presentan una alta capacidad de adsorber taninos
(aproximadamente un 41% de aquellos en solucion), aunque es inferior a la
reportada para las paredes celulares de Monastrell, lo que indica que la afinidad
entre la pared celular y los taninos estéa influenciada por la variedad de uva. Este
hecho habria que tenerlo en cuenta en una vinificacion real, ya que ésta afinidad
afectara a la cantidad de los taninos que se mantendran solubles durante el

proceso de elaboracion o en el vino final.

Todos los enzimas utilizados, excepto la pectinmetilesterasa, redujeron la

adsorcion de taninos en las paredes celulares. Esta reduccién se debe al efecto
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de los enzimas sobre la estructura de la pared celular, ya que hay una
degradacion de la red de polisacaridos donde se unen los taninos y una
liberacion de polisacéridos solubles a la solucion modelo, como ha quedado
demostrado en el estudio. Aunque los enzimas utilizados afectaron de manera
diferente a las caracteristicas y la extension de la ruptura de la pared celular, no
dieron como resultado diferencias claras en su capacidad para limitar la
adsorcién. La pectinmetilesterasa fue el enzima que menos degradacion produjo
en las paredes celulares, produciendo Unicamente la desmetilacion de los
homogalacturonanos de la pectina, siendo esto insuficiente para reducir la

capacidad de adsorcion de taninos de las paredes celulares.

En los ensayos de desorcidn, los enzimas apenas tuvieron efecto a la hora
de liberar taninos previamente ligados a las paredes celulares. La celulasa y
pectin liasa, a pesar de degradar ampliamente las paredes celulares en las
pruebas de desorcion (aunque en menor medida que en las pruebas de
adsorcion), no mostraron ninguna capacidad real de desorcién de los taninos, lo
qgue indica que los enzimas no fueron capaces de acceder y degradar los

polisacaridos donde los taninos estan fuertemente ligados.

Desde un punto de vista préactico, el uso de los enzimas ensayados en
este estudio, en vinificaciones reales favorecera la degradacion de la pared
celular de la uva y la extraccion de los compuestos fendlicos ubicados en el
interior de las células y, al mismo tiempo, podra limitar la adsorcién de taninos
por las paredes celulares que estan en suspension. Sin embargo, aquellos
taninos ligados a las paredes celulares no podran ser liberados enzimaticamente
y se perderan, junto con el material vegetal en suspension, durante los procesos
de clarificacién y trasiegos. Por ello, es necesario buscar otras opciones que
limiten estas pérdidas de taninos, especialmente buscando procesos capaces de
reducir la presencia de material de pared celular en suspensién durante la

vinificacion.
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3.4.

Uso combinado de enzimas pectoliticos vy
ultrasonidos para mejorar la extraccion de
compuestos fendlicos durante la vinificacion.

Combined use of pectolytic enzymes and
ultrasounds for improving the extraction of
phenolic compounds during vinification.

Andrea Osete-Alcaraz, Ana Belén Bautista-Ortin, Ana E. Ortega-Regules y
Encarna Gomez-Plaza.

Food and Bioprocess Technology, 2019, 12(8), 1330-1339.
https://doi.org/10.1007/s11947-019-02303-0
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RESUMEN

Los compuestos fendlicos difunden al mosto/vino tras la degradacion de
las paredes celulares de las uvas (durante la etapa de maceracion). Este proceso
ocurre de forma natural durante la vinificacion, sin embargo, la aplicacion de
técnicas adicionales como la adicién de enzimas pectoliticos y/o los ultrasonidos
de alta potencia incrementan y aceleran esta degradacion, lo cual podria
favorecer en gran medida la extraccion de compuestos fendlicos desde los
hollejos y semillas de la uva. Ademas, estas técnicas también podrian reducir la
interaccidn entre paredes celulares vegetales en suspension y los compuestos

fendlicos ya extraidos.

Para este estudio se elaboraron microvinificaciones con uva de la
variedad Monastrell. El objetivo fue analizar la eficiencia en la extraccién de
compuestos fendlicos cuando se usé un enzima pectolitico comercial, mezcla de
pectin liasa y poligalacturonasa, y también ultrasonidos de alta potencia, ambos
aplicados en dos momentos diferentes del periodo de maceracion, al comienzo
de la maceracion y pasados tres dias. Ambas técnicas fueron utilizadas de forma
individual o combinadas. Las caracteristicas cromaticas de los vinos se
analizaron por espectrofotometria y la concentracion y composicion de los
taninos del vino por cromatografia liquida de alta resolucion y por cromatografia
de exclusién por tamafio. Los analisis se realizaron al final de la fermentacién

alcohdlica y a los tres meses del embotellado del vino.

Los resultados de este estudio indican, por primera vez, que los enzimas
pectoliticos y los tratamientos con ultrasonidos no solo aumentan la composicion
fendlica del mosto sino, lo que es mas importante, también de los vinos
acabados, aunque los efectos de ambos tratamientos no son los mismos.
Mientras que los enzimas aumentaron la concentracion de taninos, el uso de
ultrasonidos, tanto aplicados al comienzo de la maceracién como tras 3 dias de
sSu comienzo, mejoro tanto las caracteristicas cromaticas como la concentraciéon
de taninos de los vinos, teniendo poco efecto el tiempo de aplicacion en el

resultado.
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El efecto mas interesante se observo cuando se combinaron ambos
tratamientos ya que, en este caso, el momento de aplicacion de los ultrasonidos
provocOd grandes diferencias en la composicion fendlica del vino resultante.
Cuando se combinaron enzimas pectoliticos y los ultrasonidos al inicio de la
maceracion, los resultados no fueron mejores que cuando el enzima o los
ultrasonidos se aplicaron individualmente. Ademas, el enzima pareci6 tener un
efecto negativo, probablemente porque producia un aumento del material
vegetal en suspension en el mosto/vino, que tendia a adsorber los compuestos

fendlicos extraidos por los tratamientos.

Cuando se deja actuar los enzimas durante los tres primeros dias de
maceracion y después se aplican los ultrasonidos, parece haber un efecto
sinérgico en los tratamientos, proporcionando mejores resultados para todos los
parametros cromaticos y en la composicion y concentracién de taninos en

comparacién con las demas vinificaciones.

Estos diferentes resultados obtenidos para las dos vinificaciones en las
que se utilizaron ultrasonidos y enzimas pectoliticos evidencian la importancia

de la forma de combinar los tratamientos.
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3.9.

La aplicacion de ultrasonidos y enzimas podria
ser una herramienta interesante durante el
proceso de envejecimiento sobre lias de un vino
tinto.

The application of ultrasound and enzymes
could be promising tools for recovering
polyphenols during the aging on lees process in
red winemaking.

Andrea Osete-Alcaraz, Ana Belén Bautista-Ortin, Paula Pérez-Porras y
Encarna Gomez-Plaza.

Foods, 2021, 11(1), 19.
https://doi.org/10.3390/foods11010019
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RESUMEN

Los complejos de elevado peso molecular que se forman tras la
interaccién entre las paredes celulares vegetales y los compuestos fendlicos son
moléculas insolubles que, en su mayor parte, acaban precipitando formando las
lias. La crianza sobre lias se aplica en vinos tintos para incrementar la extraccion
de polisacaridos de las lias, especialmente manoproteinas, con el fin de
estabilizar los vinos. Sin embargo, existe la posibilidad de que durante la crianza
sobre lias se pueda extraer parte de los compuestos fendlicos precipitados
mediante la utilizacion de técnicas como los ultrasonidos y la adicién de enzimas,

ya utilizados desde hace un tiempo para acelerar la crianza sobre las lias.

El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de tres
tratamientos: a) enzimas que degradan las paredes celulares tanto de las uvas
(pectin liasa) como las de las levaduras (B-glucanasa), b) el uso de ultrasonidos
de alta potencia y c) la combinacién de ambas, para liberar antocianos y taninos
adsorbidos en lias.

Se recuperaron las lias de una vinificacion en tinto tradicional, las cuales
tras ser liofilizadas se disolvieron en una solucion modelo y se trataron, a escala
de laboratorio, con los enzimas y/o ultrasonidos. Las mejores condiciones de
sonicacién se probaron previamente para encontrar las condiciones Optimas de
tratamiento. Se analizaron las caracteristicas cromaticas de la soluciéon modelo
y la recuperacion de antocianos y taninos después de los tratamientos. Los
antocianos y los taninos se cuantificaron y caracterizaron por cromatografia
liquida. Ademas, los polisacaridos solubles y los taninos extraidos de las lias tras

los tratamientos se analizaron mediante cromatografia de exclusién por tamafo.

Los resultados mostraron que la combinacién de los enzimas, un enzima
comercial utilizado para la clarificacion y B-Glucanasa, siempre resultd ser el
tratamiento mas eficaz en la liberacion de antocianos, tanto los acilados como
los que no, y taninos que los enzimas utilizados individualmente, ademas de
aumentar la cantidad de polisacéaridos solubles extraidos en comparacion con el

control.
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La aplicacion de los ultrasonidos de alta potencia durante 120 minutos
favorecio ligeramente la extraccion de antocianos y duplicd la extraccion de
taninos, ademas, se logro casi la misma extraccion de polisacaridos solubles que
la muestra control (agitacion durante 24 horas), por lo que, los ultrasonidos
consiguieron resultados muy prometedores, ya que redujeron el tiempo de

extraccion de antocianos, taninos y polisacaridos.

La combinacion de ultrasonidos (120 min de tratamiento), y los dos
tratamientos enzimaticos mostré un efecto aditivo, aumentando la extraccion de
compuestos fendlicos (taninos y antocianos) en comparacién con los
tratamientos individuales y también liberando una gran cantidad de polisacéridos

de bajo peso molecular, compuestos de importancia enologica.

Los resultados de este estudio podrian ser de interés para la valorizacion
de las lias, como subproducto de la bodega, recuperando los compuestos
fendlicos adsorbidos. Asimismo, y aunque se trata de un estudio preliminar
realizado sobre una solucién de vino modelo, es posible que la crianza sobre lias
pueda mejorar la composiciéon fendlica de un vino tinto si se aplican durante el

proceso técnicas como los ultrasonidos o la adicion de enzimas.
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3.6.

El papel de los polisacaridos solubles en las
Interacciones de taninos con la pared celular de
la uva en soluciones modelo y en vinos.

The role of soluble polysaccharides in tannin-cell
wall interactions in model solutions and in wines.

Andrea Osete-Alcaraz, Ana Belén Bautista-Ortin y Encarna Gomez-Plaza

Biomolecules, 2019, 10(1), 36.
https://doi.org/10.3390/biom10010036
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RESUMEN

Las interacciones de los taninos y antocianos con los componentes
solubles e insolubles de la pared celular son, en parte, responsables de las bajas
cantidades de estos compuestos fendlicos que se encuentran en los vinos en

comparacién con las cantidades presentes en la uva con las que se elaboran.

En estudios anteriores se comprobd que algunos de los polisacaridos
solubles, que se generan por la degradacion de las paredes celulares, tienen
mayor afinidad por los taninos que las propias paredes celulares e incluso
pueden ser capaces de liberar taninos ligados a éstas. Por ello, el uso de
polisacaridos comerciales solubles para competir con los componentes de la
pared celular en la adsorcién de taninos podria ser un enfoque interesante para

mejorar las caracteristicas cromaticas y sensoriales de los vinos.

En este articulo se estudio el efecto de dos polisacaridos comerciales, una
pectina de alto grado de esterificacion y un manano, sobre la limitacion de las
interacciones tanino-pared celular en vino modelo, midiendo la concentracion de
taninos y polisacaridos que permanecen en solucion y después de las diferentes
interacciones. Los tratamientos también se probaron en vinificaciones a pequefia
escala agregandose polisacéaridos solubles al mosto antes del comienzo de la
maceracion, evaluandose los vinos al final de la fermentacién alcohdlica y

después de seis meses en hotella.

Los resultados confirmaron que los taninos del hollejo y las semillas de la
uva interaccionan fuertemente con el material de las paredes celulares, tanto el
insoluble como el soluble, ambos presentes en las soluciones modelo, siendo la
concentracion de taninos sustancialmente menor después de la interaccion. Esta
pérdida se debe a la unién de los taninos al material de la pared celular en
suspension y a la formacion de complejos insolubles con algunos componentes
del material soluble de la pared celular y los resultados también mostraron que
los polisacaridos no parecen contribuir en gran medida a la composicion de estos
precipitados, ya que su concentracion en solucion no disminuyo tanto como la

concentracion de taninos tras las interacciones. Por lo tanto, otros compuestos
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(probablemente proteinas) podrian ser responsables de la precipitacion de los

taninos.

La adicién de dos polisacaridos comerciales condujo a la formacion de
complejos solubles con los taninos. Los resultados muestran que los
polisacaridos comerciales disminuyeron la adsorcién de taninos por parte de las
paredes celulares, mostrando, por tanto, cierta capacidad para competir con

éstas.

En las vinificaciones a pequefia escala, la adicion de los polisacaridos
comerciales al inicio de la vinificacion dio lugar a vinos con mayor contenido
fendlico y mejores caracteristicas cromaticas, manteniéndose estables después
de seis meses en botella. El andlisis sensorial mostré puntuaciones mas altas
para los vinos donde se adicionaron los polisacéaridos, ya que la complejacion de
los taninos con los polisacaridos aumenté la redondez y el cuerpo de los vinos
resultantes, especialmente, cuando se usé la pectina de alto grado de

esterificacion.
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RESUMEN

Los enzimas de maceracion son una combinacion de enzimas que
degradan las paredes celulares, se utilizan durante ésta etapa con el objetivo de
extraer compuestos de interés, como los fendlicos, desde el interior de las células
vegetales. Por otra parte, estos enzimas también influyen en las interacciones
entre los compuestos fendlicos extraidos y las paredes celulares vegetales,
disminuyendo las interacciones y, de esta forma, aumentando la concentracion
de compuestos fendlicos del vino. Por lo tanto, la correcta composicion y
utilizaciéon de los enzimas de maceracion influenciara la concentracion y

composicidn fendlica final de un vino tinto.

En este estudio se comparé el efecto de un enzima de maceracion,
compuesta principalmente por pectinasas (poligalacturonasa,
pectinmetilesterasa y pectin liasa), con un enzima clarificante (compuesta
principalmente por poligalacturonasa y pectin liasa), y con la eliminacion parcial
del material suspendido antes de la etapa de maceracion, utilizando un enzima

de clarificacion, sobre la extraccién de compuestos fendlicos.

Se analizaron las caracteristicas cromaticas y la concentracién de taninos
totales de los vinos por espectrofotometria. Ademas, se analiz6 la composicion
y concentracion de antocianos y taninos por cromatografia liquida de alta
resolucién de los vinos y las lias. Los vinos se analizaron cuando finalizé la

fermentacién alcohdlica, mientras que las lias se analizaron tras ser liofilizadas.

Todos los tratamientos aplicados mejoraron la composicién fendlica de los
vinos resultantes, especialmente la elaboracion con la eliminacion de las paredes
celulares antes de la fermentacion y la maceracion y el tratamiento con enzimas
ricos en pectin liasa. Sin embargo, los mecanismos que cada uno de los
tratamientos sigue para lograr esta mejora son diferentes. Para comprender los
resultados de este trabajo, es necesario tener en cuenta el gradiente de
concentracion entre el hollejo y las semillas y el medio liquido durante la

maceracion.

El vino elaborado eliminando paredes celulares en suspension mostro el

contenido fendlico mas alto y la mayor concentracion de antocianos, por lo tanto,
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la eliminacion del material de la pulpa antes de la fermentacion elimind un factor
que provocaba la pérdida de taninos y antocianos. Sin embargo, la aplicacion del
paso de clarificacion previo a la maceracion que se realiza en esta vinificacion

es complicado aplicarlo en bodega.

El tratamiento con el enzima clarificante (rica en pectin liasa) obtuvo
resultados similares a la vinificacion anteriormente comentada, pero por
diferentes razones. El tratamiento con este enzima aumenta la extraccion de
compuestos fenolicos debido a su capacidad para degradar la pared celular
vegetal y conduce a una mayor presencia de polisacaridos solubles de bajo peso
molecular, accién ligada a la actividad pectin liasa, que interactian con los
taninos, ayudando a mantenerlos en solucién. Sin embargo, el tratamiento con
el enzima rico en pectin liasa gener6 grandes cantidades de paredes de celulares
de uva degradadas suspendidas que tenian una capacidad de adsorcion de
compuestos fendlicos significativa. Este fendbmeno, sorprendentemente, tuvo un
efecto positivo ya que favorecié que hubiera un gradiente mas pronunciado de
compuestos fendlicos de la uva al vino. La mayor pérdida de compuestos
fenolicos precipitados por las lias derivd en un aumento de la extraccion de estos
del hollejo y las semillas de uva, lo cual provocé un aumento de la concentracion
de compuestos fendlicos del vino, en comparacion con un vino elaborado con un
enzima de maceracion tradicional. Esto sugiere que las preparaciones
enzimaticas comerciales para las vinificaciones del vino tinto deben priorizar la
presencia de la actividad de pectin liasa sobre otras actividades secundarias

para optimizar el contenido fendlico final del vino.
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Los antocianos y los taninos son los compuestos mas directamente
responsables del color y cuerpo de los vinos. La gran importancia sensorial de
estos compuestos ha sido demostrada en los estudios de Mercurio et al. (2010)
y Sdenz-Navajas et al. (2011), donde se ha demostrado que la aceptacion de los
vinos por expertos catadores y el precio esperado de algunos vinos esta

directamente relacionado con el contenido de polifenoles en los vinos.

Estos compuestos se encuentran en las células del hollejo de la uva, en
el interior de las vacuolas o adheridos a la pared celular, y también, en el caso
de los taninos, en las semillas. Durante la maceracion, estos compuestos se

extraen de la uva al mosto-vino.

Dada su fuerte influencia en la calidad de los vinos tintos, se han realizado
numerosos estudios para determinar como funcionan los mecanismos de su
extraccidon desde la uva al mosto-vino. Esté claro que durante la maceracion hay
gue romper las paredes celulares para que los compuestos se extraigan de las
vacuolas, por lo que inicialmente dos de los factores que determinaran su
presencia en el vino seran la cantidad de estos compuestos en el hollejo en el
momento de la vendimia y la facilidad o dificultad de su extraccion. De hecho, se
ha informado que conocer las cantidades de antocianos y taninos en el hollejo o
las semillas no es suficiente para estimar lo que se encontrara en el vino (Busse-
Valverde et al., 2012; Harbertson et al., 2002), siendo las cantidades que se
encuentran en los vinos normalmente inferiores a las esperadas, y esto se ha
atribuido habitualmente a que parte de los compuestos fendlicos no difunden de
las células del hollejo, debido a la barrera difusional que suponen las paredes

celulares (Ortega-Regules et al., 2006).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha estudiado otro fenbmeno y es que
las paredes celulares no solo actian como una barrera de difusion, sino que
también pueden interaccionar con los compuestos polifendlicos cuando estan en
solucion, adsorbiéndolos primero y precipitdndolos después. No solo los taninos
sufren esta adsorcion, estudios recientes han demostrado que los antocianos
también son fuertemente retenidos por las paredes celulares y que, ademas,
compiten con los taninos por los sitios de adsorcion (Bautista-Ortin et al., 2016).
Las interacciones que ocurren entre los polisacéaridos de la pared celular y los
polifenoles de la uva son enlaces no covalentes, principalmente enlaces de
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hidrogeno e interacciones hidrofébicas (Medina-Plaza et al., 2020; Renard et al.,
2017). Los complejos resultantes de las interacciones entre las paredes celulares
y los compuestos fendlicos son generalmente insolubles, por lo que acaban

precipitando en un medio liquido.

Los estudios realizados para demostrar la existencia de estas
interacciones se habian llevado a cabo en soluciones modelo (Bautista-Ortin et
al., 2016; Bindon et al., 2010a, 2010b; Castro-Lopez et al., 2016). Por lo tanto,
nuestro primer objetivo fue comprobar si realmente se producia dicha adsorcion
y precipitacion de compuestos fendlicos y su influencia en las caracteristicas
cromaticas del vino. Por ello, desarrollamos la experiencia descrita en la
Publicacién 3.1., en la que elaboramos una vinificacion donde la materia vegetal
en suspension en el mosto, formada principalmente por paredes celulares de
pulpa de uva, se eliminaba antes de la etapa de maceracion. De esta forma, esta
elaboracién tenia una menor concentracion de material vegetal en suspension
durante la etapa en la que se extraen los compuestos fendlicos del hollejo y
semillas (maceracién). Los resultados del Publicacién 3.1. mostraron que las
paredes celulares afectaron claramente a la composicion fendlica de los vinos,
ya que las caracteristicas cromaticas mejoraron y la concentracién de antocianos
y taninos aumentd un 23% y un 43% respectivamente tras la eliminacién del

material vegetal en suspension.

Por lo tanto, habiendo demostrado que una parte importante de los
compuestos fendlicos pueden adsorberse en el material de la pared celular y
afectar a las propiedades de los vinos resultantes, nuestro interés se centrd en
desarrollar técnicas que limiten o impidan la adsorcién de compuestos fendlicos
por estas paredes celulares o promover su desorcion si las interacciones ya han

ocurrido.

Las técnicas en las que nos centramos fueron la adicion de enzimas que
degradan las paredes celulares de la uva, el uso de ultrasonidos de alta potencia
(US) y la adicién de polisacaridos solubles. Cada una de estas técnicas se probo
inicialmente en solucion modelo, con el objetivo de seleccionar las mejores
condiciones de trabajo y las técnicas mas efectivas que, posteriormente,

pudieran ser aplicadas en vinificaciones reales.
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Inicialmente nos centramos en los enzimas de maceracion
(Publicaciones 3.2. y 3.3.). Presumimos que los enzimas que degradan los
polisacaridos estructurales de la pared celular vegetal, especialmente las
pectinasas, podrian limitar la adsorcion de compuestos fendlicos por las paredes
celulares, de hecho, estudios previos habian informado que al eliminar la fraccion
péctica de las paredes celulares, estas perdian cierta capacidad para unirse a
los taninos (Ruiz-Garcia et al., 2014). Por ello, en el Publicacién 3.2. realizamos
ensayos en solucion modelo en los que determinamos la adsorcion de taninos
de semilla de uva por las paredes celulares del hollejo de uva de la variedad
Monastrell en presencia de los enzimas: celulasa, poligalacturonasa, xilanasa,
pectin liasa y pectinmetilesterasa. Estos se afiadieron de forma individual,

secuencial o simultaneamente.

Nuestra hipétesis inicial fue que la degradacion extensiva de las paredes
celulares producida por la combinacion de varios enzimas reduciria
drasticamente la adsorcion de compuestos fendlicos. Sin embargo, los
tratamientos en los que se utilizaron enzimas individualmente, y especialmente
el que contenia pectin liasa, fueron los tratamientos en los que la mayor
concentracion de taninos permanecidé en solucion. Observamos que una
consecuencia derivada de la degradacion de la pared celular producida por los
enzimas fue la liberacion de polisacaridos solubles a la solucién, y dependiendo
de las caracteristicas y peso molecular de estos polisacaridos, estos también
tenian la capacidad de interaccionar con los taninos en suspension vy
precipitarlos. Las combinaciones enziméticas (tanto secuenciales como
simultaneas) liberaron altas cantidades de polisacéaridos de alto peso molecular
que precipitaron al formar complejos con los taninos, disminuyendo la cantidad
de estos en solucién. Cuando la pectin liasa se usé individualmente, se liberaron
altas cantidades de polisacaridos solubles, pero, de bajo peso molecular, que no
interaccionaron con los taninos en solucién o, si lo hicieron, formaron complejos
solubles. Por tanto, la clave a la hora de utilizar enzimas es encontrar un
equilibrio entre la degradacion de las paredes para reducir su capacidad de
interaccién con los compuestos fendlicos y la produccién de polisacaridos

solubles que formen complejos que no precipiten.
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En la Publicacion 3.3., cambiamos las condiciones de trabajo. Utilizamos
paredes celulares de hollejo de uva de la variedad Syrah, para verificar si los
tratamientos enzimaticos estaban influenciados por el efecto varietal. Tras los
resultados negativos obtenidos con las combinaciones enzimaticas de la
Publicacidén 3.2., en este solo utilizamos los enzimas celulasa, pectin liasa,
pectinmetilesterasa y xilanasa de forma individual. Ademas, queriamos
comprobar si estos enzimas también eran capaces de liberar taninos una vez

gue ya habia tenido lugar la interaccion con las paredes celulares.

Las paredes celulares de Syrah adsorbieron menos taninos que las de
Monastrell, un 41,8% de retencion frente a un 54,5%. Este era un resultado
esperado ya que el hollejo de la uva Monastrell es mas grueso y presenta
pectinas con un mayor grado de esterificacion (Ortega-Regules et al., 2006). En
este caso, los enzimas celulasa, pectin liasa y xilanasa obtuvieron resultados
similares, logrando reducir la retencion de taninos. Nuevamente, el enzima que
produjo la degradacion mas extensa de las paredes celulares de la piel de Syrah
fue la pectin liasa. Por tanto, podemos afirmar que los enzimas que degradan la
pared celular, especialmente la pectin liasa, consiguen evitar cierta adsorcion de

los taninos por las paredes celulares del hollejo de la uva.

Sin embargo, en las pruebas de desorcion, los enzimas mostraron poco
efecto. De hecho, la simple agitacion de los complejos paredes celulares-taninos
en la solucién hidroalcohélica conseguia una desorcion de taninos similar al uso
de enzimas. En el estudio de Castro-Lopez et al. (2016) se describieron
resultados similares, los enzimas no lograron una liberacién significativa de
taninos (apenas un 6%). El problema al que se enfrentan los enzimas parece ser
que no pueden acceder a los polisacaridos de las paredes celulares cuando los
taninos estan ligados a ellas. Este hecho se confirma al observar la degradacion
gue producen los enzimas en los dos ensayos. El estudio por CoMPPs de la
composicion de la pared celular mostrO menos degradacion de las paredes
celulares debido a la accidén de los enzimas en los ensayos de desorcion, a lo

gue se sumo una baja liberacion de polisacaridos solubles al medio.

La Publicacion 3.4. se centr6 en la aplicacion de enzimas y ultrasonidos
en una vinificacion real. En este trabajo se afladié un coctel de enzimas cuya
principal actividad era la pectin liasa y se aplicaron ultrasonidos en dos
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momentos diferentes de la maceracion, al principio, junto con los enzimas, y al
tercer dia de la etapa de maceracion. En este trabajo quisimos observar como
los enzimas y los ultrasonidos afectan tanto a la extraccion de compuestos
fendlicos como a su posible adsorcion por parte del material vegetal en

suspension.

No fue de extrafiar que tanto los enzimas como los ultrasonidos, utilizados
por separado, dieran como resultado vinos con mayor contenido fendlico que el
control, ya que estas técnicas ya se habian utilizado anteriormente en otros
estudios (en condiciones similares) y habian obtenido resultados positivos. Sin
embargo, el hallazgo mas interesante fue como el resultado de la aplicacion de
los ultrasonidos se vio afectado por el momento de aplicacién, siendo la
extraccién de compuestos fendlicos mucho mas efectiva cuando se aplicaron los
ultrasonidos tres dias después de la adicién del enzima. Creemos que se
produjeron tres efectos simultdneos debido a la accién del enzima, de los
ultrasonidos y el etanol. Por un lado, la extensa degradacion que produce el
enzima sobre los polisacaridos de las paredes celulares (efecto ya observado
cuando se utilizé el enzima pectin liasa en las Publicaciones 3.2.y 3.3.) los hizo
mas susceptibles a los efectos de los ultrasonidos, especialmente tres dias
después del inicio del proceso de maceracion fermentativa, donde ya estaba
presente cierta cantidad de etanol, ya que el etanol también tiene la capacidad
para degradar las paredes celulares, como se observa en el analisis COMPPs de
las Publicaciones 3.2. y 3.3. Ademas, ya hemos probado anteriormente
(Publicaciones 3.2., 3.3. y 3.5.) que las técnicas utilizadas en esta elaboracion
son capaces de reducir en cierta medida, la adsorcion de compuestos fendlicos
por las paredes celulares vegetales, hecho que también habria contribuido al

aumento de la composicién fendlica.

En la Publicacién 3.5., centramos nuestra atencion en la recuperacion de
los compuestos fendlicos precipitados junto con el material vegetal en las
vinificaciones y que junto con las paredes celulares de las levaduras muertas
forman lo que se conocen como lias. El estudio se centr6 en el uso de
herramientas para la liberacion de estos compuestos, utilizando enzimas y
ultrasonidos. Las pruebas de desorcion se aplicaron sobre lias liofilizadas

extraidas de una vinificacion tradicional, y se utilizo un enzima capaz de degradar
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las paredes celulares vegetales (enzima comercial compuesto principalmente
por pectin liasa y poligalacturonasa), un enzima que degrada las paredes
celulares de las levaduras (B-glucanasa) y ultrasonidos de alta potencia, capaz

de producir la ruptura de las paredes celulares por cavitacion.

Se observaron diferencias en los tratamientos individuales de los enzimas
o los ultrasonidos, pero la combinacion de los enzimas y los ultrasonidos tuvo un
efecto aditivo, liberando una cantidad importante de los taninos y antocianos
adsorbidos sobre las lias. Ademas, también produjo la liberacién de una gran
cantidad de polisacaridos de bajo peso molecular, compuestos de importancia
enoldgica y buscados en los procesos de crianza sobre lias. Es importante
destacar que los polisacéaridos liberados de las lias con estas técnicas siempre
tenian pesos moleculares bajos, lo que reducia la readsorcién no deseada de
polifenoles por parte del material solubilizado de las lias. Los resultados de la
Publicacién 3.5. dejan claro que la aplicacion de enzimas y ultrasonidos durante
la crianza sobre lias podria, ademas de acelerar el proceso, mejorar la
composicidn fendlica del vino. Existe una clara diferencia en la efectividad para
desorber compuestos fendlicos ligados a las paredes celulares entre las
Publicaciones 3.3. y 3.5., y esto probablemente se deba a que la combinacion
de varias técnicas (ultrasonidos, enzimas pectin liasa y glucanasa) favorezca la
ruptura de los enlaces polifenoles-pared celular, mientras que los tratamientos
de la Publicacion 3.3. (enzimas utilizados individualmente) no fueron lo

suficientemente efectivos como para romper estos enlaces.

En la Publicacion 3.6. se quiso comprobar si determinados polisacaridos
solubles, como el manano o la pectina esterificada, podian competir con las
paredes celulares en la interaccibn con compuestos fendlicos (taninos),
formando complejos solubles e impidiendo la adsorcién y precipitacion de
compuestos por las paredes celulares. La aplicacién de polisacaridos solubles
para este fin surgio del estudio de Renard et al. (2001). Estos autores
consiguieron desorber los taninos ligados a las paredes celulares lavando con
una solucién modelo en la que se disolvieron ciertos polisacaridos solubles. En
esta publicacién llevamos a cabo ensayos en soluciones de vino modelo y
vinificaciones a pequefa escala. En primer lugar, se estudiaron los ensayos de

adsorcion de los taninos de hollejo y semilla de uva en presencia de las paredes
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celulares del hollejo de uva Monastrell y dos polisacaridos solubles: manano y
pectina de alto grado de esterificacion y, posteriormente, ensayos en
vinificaciones en las que se emplearon estos polisacaridos solubles afiadidos

antes de la etapa de maceracion.

Ambos polisacéridos formaron complejos solubles con los taninos de
hollejo y semilla de uva, ademas, lograron reducir la adsorcién de los taninos por
parte de las paredes celulares, aunque resultaron mas efectivos en el caso de

los taninos de semillas.

En las vinificaciones con polisacéaridos solubles afiadidos se confirmé el
papel positivo de estos, observandose una mejora en las caracteristicas
cromaticas y un aumento en el contenido de taninos, ademas de estar mejor
calificados en un analisis sensorial, especialmente el vino al que se afiadié

pectina con un alto grado de esterificacion.

Finalmente, en la Publicacion 3.7., y teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en los estudios anteriores quisimos poner de manifiesto si el enzima
pectin liasa, en una vinificacion real, era realmente capaz de mejorar la
extraccion de compuestos fendlicos de la uva y limitar sus pérdidas por adsorcién
en el material de pared celular en suspension (con las consiguientes pérdidas
por precipitacion) cuando se compara su efecto con un enzima disefiado para
aumentar la extraccibn de compuestos fendlicos de la uva. Por lo tanto, se
realizaron dos vinificaciones con los enzimas mencionados y se compararon con
una vinificacion control y también con una vinificacion donde se realizd6 una
eliminacion de las paredes celulares suspendidas en el mosto antes de la

maceracion (similar a la descrita en la Publicacion 3.1.).

Los resultados fueron sorprendentes. Ambos enzimas aumentaron la
concentracion fendlica del vino, pero el enzima rico en actividad pectin liasa dio
lugar al vino con las concentraciones mas altas de compuestos fenélicos. Pero,
sorprendentemente, este enzima también generd las mayores cantidades de lias
y de pérdidas de polifenoles ligados a las lias precipitadas. Sin embargo, esto
resultdé en un efecto positivo, la precipitacion de lias ricas en compuestos
fendlicos probablemente creé un gradiente pronunciado de compuestos

fendlicos de la uva al mosto/vino, mejorando, de esta forma las caracteristicas
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cromaticas en el vino final, en comparacién con el vino elaborado mediante una

maceracion tradicional.

Por tanto, segun los resultados de las Publicaciones 3.2., 3.3., 3.4., 3.5.
y 3.7. se puede concluir gue el enzima pectin liasa es sin duda un elemento clave
ala hora de tratar los problemas derivados de las interacciones entre las paredes
celulares y los compuestos fendlicos, ya que reduce la adsorcion de taninos por
las paredes celulares y genera polisacaridos de bajo peso molecular
(Publicaciones 3.2. y 3.3.). Ademas, es capaz de aumentar la extraccion de
compuestos fendlicos durante la vinificacion debido a su alta capacidad para
degradar las paredes celulares de las plantas e incluso su efectividad aumenta
considerablemente cuando se combina con otros meétodos fisicos como los
ultrasonidos (Publicacion 3.4.). También es capaz de promover la desorcion de
compuestos fendlicos precipitados en las lias (Publicacién 3.5.) y, ademas,
incluso cuando su actividad deberia tener un efecto negativo porque produce
una elevada cantidad de lias con cierta capacidad de adsorber compuestos
fendlicos, el efecto resulta ser positivo porque promueve su difusion desde las

semillas y el hollejo al mosto/vino.
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La calidad del vino tinto es evaluada segun su color, sabor y aroma.
Mientras que el aroma de los vinos se debe a la presencia de los compuestos
volatiles; El sabor, y sobre todo el color, se deben a los compuestos fendlicos.
Como se ha mencionado en el apartado 2. la concentracion de compuestos
fendlicos en los vinos es baja, en parte debido a la pérdida de estos tras
interaccionar con las paredes celulares de la pulpa y el hollejo, las cuales estan
en grandes cantidades en suspension en el mosto. Por tanto, una extraccion
efectiva de compuestos fendlicos depende de la habilidad para limitar estas

adsorciones o para liberar los compuestos adsorbidos.

En esta Tesis doctoral se demuestra en una vinificacion real hasta qué
punto la presencia de paredes celulares (0o material vegetal) en suspension
durante la maceracion es capaz de limitar la concentracion de compuestos
fendlicos de un vino tinto. Para ello se realizé una vinificacion en la cual se afiadio
una etapa previa a la maceracion en la cual se elimino cierta cantidad de paredes
celulares suspendidas mediante enzimas clarificantes (desfangado), esta
vinificacién poseia mas concentracion de antocianos y, sobre todo, taninos, que

una vinificacién tradicional.

Tras tener la prueba de que se puede mejorar la concentracion de
compuestos fendlicos de un vino tinto impidiendo las interacciones entre estos y
las paredes celulares se probaron tres técnicas para lograr este objetivo: la
adicion de enzimas que degradan los polisacéaridos constituyentes de la pared
celular, la adicion de polisacaridos solubles y la aplicacion de ultrasonidos de alta

potencia.

Cuando se estudio el efecto de diferentes enzimas que degradan la pared
celular sobre la adsorciébn de compuestos fendlicos en solucion modelo los
resultados indicaron que los enzimas eran capaces de disminuir las
interacciones entre paredes celulares y taninos, sobre todo cuando se utilizaban
estos enzimas de forma individual, siendo la pectin liasa el enzima que mas
degradacion produjo en la pared celular y la que mas limité la adsorcion de
taninos. Pero, por otra parte, se ha demostrado también que los enzimas apenas
son capaces de liberar taninos ya unidos a las paredes celulares, siendo la

posible razon detras de este resultado que los enzimas no eran capaces de
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acceder y degradar los polisacaridos de las paredes a los que estaban ligados

los taninos.

El uso combinado de un enzima rico en actividad pectin liasa y los
ultrasonidos de alta potencia lograron, tanto incrementar la extraccion de
compuestos fenolicos durante la maceracion, como disminuir las interacciones
entre estos y las paredes celulares en suspension durante esta etapa. Los
mejores efectos se observaron cuando se adiciona el enzima al comienzo de la
maceracion vy, tras tres dias, se aplica el tratamiento con ultrasonidos. Ademas,
también se ha podido demostrar que la combinacion de enzimas (B-glucanasay
pectin liasa) y ultrasonidos, pueden liberar antocianos y taninos ligados a las

paredes celulares vegetales y de levaduras presentes en lias de vino tinto.

La adicion de polisacéridos solubles tanto en soluciones modelo como en
vinificaciones reales logr6 que mas cantidad de compuestos fendlicos
permaneciera en solucion, por lo tanto, si que son capaces de competir con las

paredes celulares al interaccionar con estos.

Finalmente, dados los positivos resultados observados en todas aquellas
experiencias en disolucion modelo donde la actividad predominante era la pectin
liasa se ha querido determinar su papel en una vinificacion real, comparando el
efecto de tres tratamientos sobre la concentracion de compuestos fenélicos de
un vino tinto (el uso de una enzima rico en actividad pectin liasa, de un enzima
de maceraciéon, es decir, un cocktail enzimatico con diferentes pectinasas,
celulasa y hemicelulasas, y la eliminacion del material vegetal en suspension a
través de la inclusion de una etapa de desfangado antes de la maceracion
pelicular fermentativa. El enzima rico en pectin liasa logré aumentar la
concentracion de compuestos fendlicos debido a su capacidad para degradar la
pared celular vegetal y a la produccion de gran cantidad de polisacaridos
solubles capaces de mantener los compuestos fenolicos en solucion. Pero
sorprendentemente, este enzima generd una gran cantidad de lias y de material
fendlico unido a éstas, fendmeno que de forma inesperada tuvo un efecto
positivo en la composicion cromatica y fendlica del vino ya que favorecié la
generacion de un gradiente mas pronunciado de compuestos fendlicos de la uva

al mosto/vino, aumentando de esta forma su extraccion.
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Por lo tanto, todas las técnicas empleadas consiguieron limitar las
interacciones entre los compuestos fendlicos y las paredes celulares, sin
embargo, todas ellas debian aplicarse con especificaciones para aumentar su

efectividad:

- Técnicas enziméticas:

o La combinacion de varios enzimas resulta contraproducente si
se van a aplicar con el objetivo de reducir las interacciones entre
las paredes celulares y los compuestos fendlicos, ya que
producen demasiado material solubilizado, que acaba
desempeiiando el mismo papel que las paredes celulares en las
interacciones. Por lo tanto, la utilizacion de los enzimas debe
hacerse de forma individual.

o Las pectinasas, poligalacturonasa y, sobre todo pectin liasa,
son las que mas reducen la adsorcién de compuestos fendlicos,
pero los enzimas por si solas no son capaces de liberar los
compuestos fendlicos ya ligados a las paredes celulares

- Adicion de polisacéridos solubles: en particular la pectina de alto grado
de esterificacién, deben ser utilizados en pequefias concentraciones
ya que pueden dar problemas de filtrabilidad al vino.

- Tratamiento de ultrasonidos de alta potencia:

o Su efectividad aumenta considerablemente si se combina con
pectinasas.

o Es importante optimizar el tiempo de tratamiento, ya que
utilizado en tiempos prolongados puede dar lugar a oxidaciones

y tiempos reducidos no producen cambios significativos.
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Se ha demostrado inequivocamente y en una vinificacion real que las
interacciones entre compuestos fendlicos, especificamente taninos y
antocianos y el material vegetal en suspension en el mosto tienen una
gran influencia en la composicion fendlica final de los vinos, al presentar
aquellos a los que se les eliminé dicho material, concentraciones muy
superiores de taninos y antocianos respecto a los obtenidos en una
vinificacion tradicional (Publicacion 3.1.).

La utilizacion de enzimas que degradan la pared celular del hollejo de la
uva es efectiva en la reduccién de la adsorcién de compuestos fendlicos,
pero depende del tipo de enzima y la forma de utilizacién. Las mayores
reducciones en la adsorcidon de compuestos fendlicos se obtuvieron
cuando se utilizé el enzima pectin liasa, el cual produce una degradacion
extensa de las paredes celulares, limitando la adsorcion y liberando al
mismo tiempo polisacaridos solubles de bajo peso molecular que no

producen la precipitacion de compuestos fendlicos (Publicacion 3.2.).

La capacidad de adsorcion de compuestos fenolicos de las paredes
celulares depende de la variedad, ya que se han observado diferentes
capacidades de adsorcion en Syrah y Monastrell y por tanto, la forma de
utilizar los tratamientos para evitar las interacciones entre paredes
celulares y compuestos fendélicos deben estar adaptados a la variedad/es
de uva con las que se vaya a elaborar el vino (Publicacion 3.2.y 3.3.).

Los tratamientos enzimaticos son poco efectivos para liberar compuestos
fendlicos ya adsorbidos en las paredes celulares, indicando que los
enzimas no son capaces de acceder a los polisacaridos de las paredes
celulares a los que estan unidos los compuestos fenélicos (Publicacion
3.3).

El material solubilizado de las paredes celulares ha mostrado, en una
solucion modelo, que tiene una alta capacidad de interaccionar y precipitar
compuestos fendlicos, especialmente si se generan polisacaridos de alto

peso molecular. Esto constituye un gran problema a la hora de utilizar
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ciertas técnicas como la aplicacion de enzimas o ultrasonidos para
incrementar la extraccion de compuestos fendlicos de las uvas, ya que
éstas tienden a aumentar la degradacion de las paredes celulares y, por
lo tanto, la produccion de este material solubilizado. Por tanto, es
determinante controlar las condiciones en las que se aplican estos
tratamientos, como, por ejemplo, el tipo de enzimas que utilizar o el tiempo

de tratamiento de los ultrasonidos (Publicacién 3.2., 3.3. y 3.6.).

La combinacion de enzimas (especialmente aquellas donde la actividad
pectin liasa es alta) y ultrasonidos aumenta la extraccion de compuestos
fendlicos de la uva, y, ademas, reduce su adsorcion por parte del material
celular en suspension en vinificaciones reales, dando lugar a un vino con

mayor concentracion de polifenoles (Publicacion 3.4.).

Los compuestos fendlicos unidos al material vegetal precipitado (que
forma parte de las lias) pueden ser liberados con una combinacion de
enzimas (pectin liasa y B-glucanasa) y ultrasonidos de alta potencia,
indicando que la crianza sobre lias pueda mejorar la composicion fendlica
de un vino tinto si se aplican durante el proceso técnicas que rompan las
uniones de compuestos fendlicos con las paredes celulares vegetales y

de levaduras (Publicacion 3.5.).

La adicion de polisacaridos solubles comerciales en soluciones modelo y
en vinos reales crea una competencia con las paredes celulares a la hora
de interaccionar con los compuestos fendlicos, formando complejos
solubles y, de este modo, evitando su precipitacion con las mismas. Las
vinificaciones en las que se adicionaron los polisacaridos solubles
presentaron mayor concentracion de compuestos fendlicos (taninos y
antocianos) gue una vinificacién tradicional, obteniendo, ademas, mejores

puntuaciones en el andlisis sensorial (Publicacion 3.6.).

Los resultados positivos del enzima pectin liasa en las caracteristicas
cromaticas finales de un vino tinto se han demostrado en vinificaciones

reales, comparandolo con la accién de otro tipo de enzima pectolitico y
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con la eliminacion de material soluble antes de la fermentacion. El
tratamiento con un enzima rico en pectin liasa aumenta la extraccion de
compuestos fendlicos debido a su capacidad para degradar la pared
celular vegetal. Ademas, aunque este enzima genera una gran formacion
de lias y precipitacion de compuestos fendlicos, en una vinificacion real
este fendmeno tiene un efecto positivo ya que favorece la generacion de
un gradiente mas pronunciado de compuestos fendlicos de la uva al
mosto/vino, lo que da como resultado una concentracién final mayor de

compuestos fendlicos en los vinos terminados (Publicacion 3.7.).
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