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Datos del centro
La investigacién se ha llevado a cabo en los laboratorios del Campus Sescelades, de la

Universitat Rovira i Virgili, dentro del grupo de investigacién en tecnologia enolégica
TECNENOL, a cargo del Dr. Fernando Zamora Marin y Dr. Joan Miquel Canals Bosch. El
grupo tiene sus origenes en el ano 1990 y goza de las instalaciones de la bodega del Mas

dels Frares para la realizacion de vinificaciones para experimentacion.

La linea de investigacion seguida en los inicios del grupo fueron las causas de las paradas
de la fermentacién. Con el tiempo se abrieron otras lineas de investigaciéon relacionadas
con las proteinas de los vinos y su relacion con la calidad del vino y la persistencia de la
espuma en vinos espumosos; color del vino tinto, composiciéon de compuestos fendlicos

y astringencia.

Mds recientemente, se puso en marcha una nueva linea de investigacién sobre la
identificacion varietal en Vitis vinifera mediante técnicas moleculares, dirigida por M2

Francesca Fort Marsal.

El trabajo realizado en el laboratorio ha permitido realizar una comunicacién en el
congreso de la Organizacion Internacional de la vifia y el vino (O1V) 2018 que se celebrara

en Uruguay.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de la adicién de levaduras secas
inactivadas y de extracto de piel de uva rico en polisacaridos, en la composicién quimica
y astringencia de vinos de la variedad Cabernet Sauvignon. Para ello se realizaron
microvinificaciones a nivel de bodega con la adicién de dos extractos comerciales de
levaduras secas inactivadas y un extracto de polisacdridos de piel de uva purificado en
el laboratorio, sin y con adicién de tanino comercial de semilla de uva. Es bien conocido
gue los compuestos fendlicos, juegan un papel importante en la composicién quimica
en los atributos sensoriales de los vinos tintos como son el color, el cuerpo, el amargor
y la astringencia. En la literatura se describe que la adicién de levaduras secas
inactivadas puede ser favorable para la mejora sensorial de los vinos tintos, como puede
ser la reduccién de la percepcién de astringencia y el aumento de la untuosidad. Segln
los resultados, la adicion de extractos de levadura seca inactivada no ha tenido efecto
sobre el color, pero si ha reducido la astringencia determinada por método analitico y

aumentado la untuosidad y cuerpo sensorialmente por el aporte de polisacaridos.

Palabras clave: levadura seca inactivada, Cabernet Sauvignon, polisacdridos,

proantocianidinas, andlisis sensorial.
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. Introduccion

1. Compuestos fendlicos del vino
El vino, resulta desde todos los puntos de vista un producto complejo. Desde su

estructura quimica, se presenta como una matriz con elevado nimero de compuestos
fendlicos distintos, que interaccionan constantemente entre ellos. Estos compuestos
fendlicos son considerados como pardmetros determinantes de la calidad del vino tinto.
Estos influyen directamente en diferentes atributos sensoriales del vino tinto como son

el color, el cuerpo, el sabor amargo y la astringencia (Quijada-Morin et al., 2014).

Quimicamente hablando, los compuestos fendlicos estdan formados por uno o mas
anillos aromaticos, uno o varios grupos hidroxilo (-OH) y una cadena funcional. Una
clasificacién aceptada por la mayoria de autores reconoce dos dicotomias: compuestos
flavonoides, con un esqueleto tipo 2-fenil benzopirona y no flavonoides, que resultan en
su estructura principalmente fenoles (Ribéreau-Gayon et al., 2006). En la Figura 1 se

presenta un esquema de esta clasificacion.

Acidos
benzoicos
Acidos fenoles
Acidos
No flavonoides cindmicos
Estilbenos

Flavonoles

Flavononolesy
HEWIES

Flavonoides

Antocianos . .
Procianidinas

Proantocianidinas o
taninos

Flavanoles condensados Prodelfinidinas

Mondmeros de
flavanol

Figura 1. Clasificacion general de compuestos fendlicos (Zamora, 2003).




1.1. No flavonoides
Dentro de los compuestos fendlicos no flavonoides encontramos dos familias, los acidos

fenoles y los estilbenos. Los 4cidos fenoles se encuentran en pulpa, semilla y raspén; y
carecen de color en el espectro visible (Zamora, 2003). No obstante, pueden actuar
como copigmentos y participar del color en vinos tintos jéovenes. Por si mismos, los
acidos fenoles como el acido galico y el acido elagico presentan un sabor amargo en
solucion, pero no tienen un impacto real sobre el sabor del vino. Los estilbenos se
localizan Unicamente en el hollejo y no presentan importancia desde el punto de vista

organoléptico.

1.2. Flavonoides
Incluyen cuatro grandes familias: flavonoles, flavanonoles y flavonas, antocianos y

flavanoles. Los dos primeros grupos son los de menor relevancia en vino tinto. Presentan
una estructura quimica muy similar y su localizaciéon se limita a los hollejos. Los
flavonoles contribuyen a la componente amarilla del color del vino y esta descrito que

son muy buenos copigmentos (Zamora, 2003).

A continuacion, se detallan las dos ultimas familias que presentan mayor interés en los

atributos organolépticos del vino.

1.2.1. Antocianos
Son compuestos que se localizan principalmente en el hollejo de las uvas tintas, aunque

algunas variedades tintoreras presentan antocianos en la pulpa (Souquet et al., 1996).
Los antocianos son los pigmentos que dan color al vino, aportando las tonalidades

rojizas-azuladas (He et al., 2012).

En las variedades de Vitis vinifera, distinguimos cinco antocianos: cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina y malvidina (Figura 2); de los cuales la malvidina es el antociano
mayoritario. En Vitis vinifera, el azlcar que presenta el antociano es glucosa, que puede
estar esterificada con otros fenoles simples como acido caféico y dcido p-cumdrico entre

otros.
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Antocianos R Ra
cianidina OH H
peonidina OCH; H
delfinidina OH OH
petunidna OCH; OH
malvidina OCH,; OCH,

Glucosa

R3 = radical acetil, cafeil o cumaril

Figura 2. Estructura comun de los antocianos y de sus radicales (Gonzalez Royo, 2015).

La acumulacion de antocianos en la uva estd determinada principalmente por el grado
de maduracién, aunque también influyen otros factores como la temperatura, la
insolacién, la cantidad de agua disponible, las practicas vinicolas realizadas como la
temperatura de fermentacion, la frecuencia y volumen del remontado entre otros

(Gonzalez Royo, 2015).

La cantidad de antocianos no es lo Unico que determina el color final del vino, sino el
equilibrio entre sus diferentes formas quimicas. A determinados valores de
temperatura, pH, luz, contenido de didxido de azufre; el equilibrio puede desplazarse
hacia formas con mayor coloracién rojiza, azulada o incolora, tal y como se muestra en
la Figura 3. A pH 4cido, se han descrito una mayoria de moléculas en forma de catién
flavilio, de coloracién rojiza; mientras que, a pH basico, se ha descrito un aumento de
bases quinona (formas AO) de color violdceo, o bases carbinol (forma AOH) que son
incoloras. La temperatura también influye en la coloracién, ya que bases carbinol

pueden transformarse a calconas cis y trans, que presentan coloracién amarilla.

De esta manera existe un equilibrio entre formas de color rojo, azul e incoloras.
Solamente entre un 20 — 30 % de los antocianos totales aportan color al vino tinto joven
(Zamora, 2003). A pH de (3,5 — 4,0) el vino tinto presenta un color distinto al que
corresponderia segun este equilibrio gracias a otros procesos que afectan a la intensidad

y tonalidad del vino. Algunos de estos procesos son: la copigmentacion, las
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combinaciones de los antocianos con flavanoles (pigmentos poliméricos) y la formacién

de nuevos pigmentos derivados de antocianos (Gonzalez Royo, 2015).

Forma A+o catidn flavilio
ROJO Ry

1 Reaccion de

Reacciénde g+ OH B .
transferenciade H\O H
+ 2
protones H 0 Ry
R, cH Forma AOHo
OH H g, Pasecarbinol
P INCOLORO
Ox, o R; 0Gic
Forma AOo N / OH A
basequinona OGie . .
VIOLACEO OH Reacménﬁ: tautomeria
Ry
H .
u OH Ry ] Calcona cis
OGle oH Isomeria By AMARILLO
Calcona trans - "1:'_
amarillo 5 R,y
OH oOH
l - O
Acidos fenélicos y acidos cinamicos
INCOLOROS

Figura 3. Equilibrio de las diferentes formas de antocianos en funcion del pH (Zamora, 2003).

Se ha descrito que el fendmeno de la copigmentacidén se da en los vinos jévenes
mientras que a medida que el vino envejece la copigmentacion va perdiendo peso y
toma mayor relevancia la formacion de pigmentos poliméricos (Heras-Roger, Diaz-
Romero and Darias-Martin, 2016). El fendmeno de la copigmentacién se describird con

mas detalle en el siguiente apartado.

1.2.2. Flavanoles
Los flavanoles se encuentran en elevadas concentraciones tanto en piel como en

semillasy juegan un papel importante en la calidad organoléptica del vino. Proporcionan

al vino sabor amargo, astringencia, estructura y cuerpo (Vidal, Francis, et al., 2003).
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Como se aprecia en el
Rs3
OH esquema de la Figura
1, dentro de los
HO O - OH
. flavanoles
R2
OH R encontramos los
R R. R, mondmeros de
(+)-Catequina OH H H flavan-3-oles y las
(-)-Epigalocatequina H OH OH - nidi
(-);-Epigalocatequina galato H galato OH proantocianidinas - o
(-)-Epicatequina H OH H taninos condensados
(-)-Epicatequina galato H galato H L,
(oligédmeros y
Figura 4. Estructura quimica de los taninos hidrolizables (Matsubara and Rodriguez- poll'meros de
Amaya, 2006).
monomeros de

flavan-3-ol). Mayoritariamente en el vino encontramos los flavanoles en forma de
polimeros y oligdmeros. También, el término tanino hace referencia no solamente a las
proantocianidinas sino también a los taninos hidrolizables que provienen de barrica o

extractos comerciales (Zamora, 2003).

Los mondmeros de flavanol que se encuentran en el vino son la (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina y el galato de (-)-epicatequina, cuya estructura se

muestra en la Figura 4.

Los taninos condensados, se encuentran en todas las partes sélidas del racimo (hollejos,
semillas y raspdn) y se solubilizan en el vino durante la fase de maceracidon (Gonzalez
Royo, 2015). Las proantocianidinas se pueden dividir en procianidinas y prodelfinidinas,
en funcién de los monémeros de flavanoles del cual estén compuestas (Zamora, 2003).
Las procianidinas estdn formadas por unidades monoméricas de (+)-catequina, (-)-
epicatequina y galato de (-)-epicatequina mientras que las prodelfinidinas estan

formadas también por unidades de (+)-epigalocatequina.

Dependiendo de la procedencia de los flavanoles estos tienen diferentes estructuras,
encontrando en las pieles procianidinas y prodelfinidinas con alto grado de
polimerizaciéon y un bajo porcentaje de galoilacién, mientras que en las semillas
encontramos solamente procianidinas con bajo grado de polimerizaciéon y alto

porcentaje de galoilacién (Cerpa-Calderdn and Kennedy, 2008).
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2. Copigmentacion
El fendmeno de la copigmentacion se da gracias a la creacién de complejos entre

antocianos y otras moléculas llamadas copigmentos. Estos complejos tipo “sandwich”,
pueden producirse gracias a la estructura plana que tienen los antocianos y
copigmentos. El nimero de unidades que forman los complejos tipo sandwich varia de
2 a 10 (Zamora, 2003). Estos complejos permiten crear un entorno hidrofébico que
protege a los cationes flavilio de coloracidn rojiza, de las moléculas de agua del entorno,

evitando su transformacion a bases hidratadas incoloras (Mirabel et al., 1999).

Los copigmentos resultan moléculas planas y pueden ser antocianos, acidos fenoles,
derivados de flavonoles, flavanoles, polisacaridos, aminodcidos y nucledtidos (He, Liang
and Mu, 2012). De todas las moléculas, los flavonoles son los compuestos con mayor
poder de copigmentacion y los flavanoles los que tienen menor poder (Lambert et al.,
2011). Dentro de los flavanoles, la epicatequina resulta ser mejor pigmento que la
catequina para la estabilizacién del color (Mirabel et al., 1999). Las débiles uniones entre
las moléculas del complejo dependen de la temperatura, pH, fuerza idnica y la presencia
de determinados solventes en el medio como puede ser el etanol. Conforme aumenta
la concentracién de etanol, disminuye el fendmeno de la copigmentacién (Heras-Roger,

Diaz-Romero and Darias-Martin, 2016).

El fendmeno de la copigmentacidn ayuda a la estabilizacién del color en vinos tintos. En
vinos jovenes, tiene la capacidad de proteger a los antocianos de la adicion de bisulfito
y de los cambios de pH (Gonzélez Royo, 2015) y en las etapas posteriores de crianza y

envejecimiento, protege a los antocianos de la oxidacidn (Berké and de Freitas, 2005).

La copigmentacion por tanto, produce el aumento de la intensidad colorante, la
estabilizacién del color y también lo modifica hacia una tonalidad mas azulada (Vivar-

Quintana, Santos-Buelga and Rivas-Gonzalo, 2002).
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3. Polisacaridos en el vino
El contenido de polisacdridos que presenta un vino proviene de fuentes diversas. Las
dos principales son: los polisacadridos que provienen de la propia uva y que se extraen

durante la fermentacion, y los polisacaridos que provienen de las levaduras.

3.1. Polisacaridos procedentes de la uva
Los polisacaridos procedentes de la uva, provienen de la degradacién de las substancias

pécticas de la pared celular del hollejo y de la pulpa que se liberan en las primeras etapas

de la vinificacién (Doco et al., 1999).

Los principales polisacdridos procedentes de la uva son homogalacturonanos y
ramnogalacturonanos. Los homogalacturonanos son polisacdridos formados por
cadenas lineales de acido galacturénico unidos mediante enlaces a-(1-4) y esterificados
con metanol. En el vino tienen baja concentracion por la facilidad con la que se hidrolizan
por enzimas pectoliticas, que los degradan y liberan ramnogalacturonanos (Gonzélez

Royo, 2015).

Los ramnogalacturonanos tipo | estan compuestos por cadenas de homogalacturonanos
con moléculas de a-L-ramnosa intercaladas en posicidn a-(1-2). Estas ramnosas pueden
unirse a arabinanos o a arabinogalactanos. Si se unen a arabinanos acaban produciendo
turbios en el vino (Gonzalez Royo, 2015), mientras que si se unen a arabinogalactanos
se vuelven complejos mas solubles y extraibles durante el prensado. Los
ramnogalacturonanos unidos a arabinogalactanos son los mas abundantes en mostos y

vinos (Vidal, Francis, et al., 2003).

Los ramnogalacturonanos tipo |l estdn compuestos por cadenas de
homogalacturonanos que presentan ramificaciones con fructosa, galactosa, arabinosay
ramnosa. En vinos tintos llegan a representar un 20% de los polisacaridos solubles (Vidal,

Williams, et al., 2003).
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3.2. Polisacaridos de levadura
La segunda fuente de polisacdridos en vino son los procedentes de las levaduras. Estos

se encuentran en la pared celular y representan entre un 15 a 30% del peso seco en

especies como Saccharomyces cerevisiae (Aguilar Uscanga and Francois, 2003).

Esta pared esta compuesta principalmente por B-(1-6) glucanos y manoproteinas en la
cara externa, y por B-(1-3) glucanos y quitina en la cara interna (Uscanga, Pacheco and
Frangois, 2005). Los glucanos son los compuestos mds abundantes de la pared celular y
ayudan a organizarla, ya que forman conexiones con quitina y manoproteinas (Klis,
Boorsma and De Groot, 2006). La quitina tan solo representa el 1 — 2% del peso seco de
la célula y aunque es minoritario, puede aumentar en situaciones de estrés celular

(Valdivieso et al., 2000).

Las manoproteinas son glicoproteinas unidas a residuos de manosa o glucosa y acttan
como un filtro selectivo y participan de la porosidad de la pared celular. En la pared de
la levadura representan entre el 30 — 50 % del total de polisacaridos (Klis, Boorsma and
De Groot, 2006), mientras que en el vino representan el 35% de los polisacaridos totales

(Vidal, Williams, et al., 2003).

Las manoproteinas se sintetizan y excretan durante el proceso de fermentacion, ya que
la levadura las utiliza para formar la pared celular. Las manoproteinas se pueden liberar
por las levaduras en dos momentos: durante la maceracién y fermentacién alcohélica
del mosto (Vidal, Williams, et al., 2003) y durante el envejecimiento del vino en
presencia de lias. Durante el envejecimiento, las enzimas con actividad B-1,3 glucanasa
liberan estas manoproteinas al degradar los B-glucanos de pared. La cantidad de
manoproteinas liberadas dependera de la cepa de levadura de la cual se trate y de las
condiciones nutritivas del mosto y condiciones de envejecimiento (Vidal, Williams, et al.,

2003).

Los polisacaridos son actualmente un grupo de macromoléculas de interés en enologia
por los diversos estudios que confirman las propiedades organolépticas que puede
aportar al producto final. Por lo general, se ha descrito que pueden crear uniones con

los compuestos fendlicos del vino y favorecer la mayor estabilizacion del color
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interactuando con taninos y antocianinas y evitando su agregacion y precipitacion
(Palomero et al., 2007). También puede reducir la astringencia, y aumentar la redondez,

la estructura, el volumen en boca de vinos (Riou et al., 2002).

4. Astringencia
La astringencia es un fendmeno que se produce en boca debido a la capacidad de

algunos compuestos fendlicos como los taninos de unirse con las proteinas salivares,
creandose complejos y precipitando, haciendo que se pierda la capacidad lubricante de

la saliva y contribuyendo a la sensacién de sequedad en boca (Gonzalez Royo, 2015).

La percepcion de la astringencia es determinante para la aceptacién de muchos
alimentos, y en enologia es probablemente uno de los atributos sensoriales mas
importantes, ya que define en gran medida la calidad de vinos tintos. Si la astringencia
es excesiva, se considera que el vino es duro, seco y desagradable; pero si es escasa, se

considera que son planos, insipidos y poco interesantes (Llaudy et al., 2004).

Las uniones que se crean en los complejos tanino-proteina son del tipo puentes de
hidrégeno y/o interacciones hidrofdbicas (Hagerman and Robbins, 1987). Hay ciertos
factores que afectan a la astringencia final del vino tinto, como la concentracién total de
taninos, el grado de polimerizacién promedio (mDP), su composicidn en subunidades y

su distribucion (Stéphane Vidal et al. 2003).

Se ha relacionado la sensacién de sequedad en boca con un mayor porcentaje de
galoilacién y un mayor grado de polimerizacién, y la mayor concentracién de unidades
de epigalocatequina con la reduccion de la astringencia del vino (Stéphane Vidal et al.

2003).

5. Métodos de crianza
Un método de crianza consiste en la utilizacion de lias, tanto en vino blanco como en

tinto. En vino tinto, las lias consisten principalmente en células de levadura muertas
producidas durante la fermentacion alcohdlica mezcladas con cristales de tartrato,

bacterias y residuos de células vegetales (Gonzdlez Royo, 2015). Cuando el vino entra en
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contacto con las lias se produce la autolisis de las levaduras, que consiste en un proceso
de autodegradacion enzimatica de las levaduras. Se fragmentan las membranas
celulares y se libera el interior celular que contiene proteinas, péptidos, acidos nucleicos,
aminodcidos, nucledtidos, compuestos nitrogenados, compuestos volatiles, acidos

grasos y manoproteinas.

La velocidad de liberacidn de estos compuestos estd determinada por pardmetros fisicos
como la temperatura, pH o la concentracién de etanol; por lo que la crianza con lias
puede resultar un proceso un tanto largo, pudiendo durar desde unos meses hasta anos.
Por este motivo, existen alternativas a la crianza con lias como puede ser la seleccion de
cepas de levaduras en funcion de su facilidad de autolisado, o el uso de levaduras secas

inactivadas.

Los preparados de levadura seca inactivada imitan a las lias de levadura. Las
preparaciones, se hacen crecer a condiciones determinadas de cultivo y después se les
realiza un proceso de inactivacién térmica (100 — 120 C) o enzimatica mediante
procesos autoliticos. Posteriormente se secan y se comercializan como extractos en
polvo (Gonzalez Royo, 2015). De la inactivacion de las levaduras, se derivan varios tipos
de preparados en funcidn de su proceso de produccién: levaduras secas inactivadas
obtenidas por inactivacion térmica, autolisados de levaduras, extractos de levadura con
solamente componentes intracelulares, paredes o cortezas de levaduras vy

manoproteinas extraidas de las paredes celulares (Gonzalez Royo, 2015).

5.1. Levaduras secas inactivadas
Las levaduras secas inactivadas han sido utilizadas por la industria enoldgica como

potenciador de la fermentacién o como nutriente (Angeles Pozo-Bayo et al., 2009). Se
utilizan para el crecimiento de microorganismos del vino, debido a la capacidad de
liberar metabolitos del citoplasma en el vino mejorando la fermentacion alcohdlica

(Aguilar Uscanga and Francois, 2003).

También son capaces de liberar al medio fracciones insolubles de la levadura, que

pueden incorporar las levaduras para reparar dafios; y dcidos grasos poliinsaturados que
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favorecen la adaptacion del metabolismo de las levaduras secas activas a la presion

osmotica producida después de la hidratacidn con agua (Caridi, 2002).

Asi pues, las levaduras secas inactivadas resultan un producto comercializado por
diferentes compaiiias enoldgicas y biotecnolégicas con la finalidad de mejorar la calidad

y caracteristicas organolépticas de los vinos.
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. Hipotesis de trabajo, objetivos y
resultados

Un vino se define como una matriz compleja con gran cantidad de compuestos fendlicos
distintos, que interactuan entre ellos. Lo que conocemos como un buen vino, es fruto
de una buena cosecha, en el momento de madurez exacta de la uva, cuando contiene la
composicion adecuada de compuestos fendlicos. La madurez de la uva depende en gran
medida de las condiciones climdticas y por ello es tarea de los endlogos decidir el
momento exacto de cosecha. Una cosecha en momentos previos o posteriores al punto
Optimo de maduracién, puede conllevar a vinos faltos de astringencia y dureza o en

exceso, y poco aptos para la crianza.

Afortunadamente existen técnicas para corregir los pardmetros del vino para mejorar
su calidad. En la bibliografia existente, se ha descrito que el aumento de la concentracién
de polisacaridos en vino puede favorecer la disminucién de la astringencia (Quijada-

Morin et al., 2014).

La suplementacion del vino con levaduras secas inactivadas es una de las técnicas que
se utilizan para corregir este fendmeno. Las levaduras secas inactivadas, al
descomponerse durante el proceso de fermentacién del vino aportan sus componentes,

principalmente polisacaridos.

Por los motivos descritos anteriormente, se describen los siguientes objetivos en este

trabajo, en las vinificaciones llevadas a cabo con Cabernet Sauvignon:

- Evaluar el efecto de suplementacién de diferentes extractos comerciales de
levadura seca inactivada de la casa Lallemand y de extracto de piel de uva rico
en polisacdridos, en la composicion quimica y sensorial de vino Cabernet
Sauvignon.

- Evaluar la capacidad de los extractos, de reducir la astringencia de los vinos y
confirmar las cualidades que dicen aportar al producto final.

- Evaluar el efecto de la suplementacion de extracto comercial de tanino de
semilla junto con los extractos de levadura y extracto de piel de uva a la

composicidon quimica y sensorial del vino.
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1. Metodologia

Reactivos

Todos los reactivos fueron de elevada pureza, para high pressure liquid chromatography
(HPLC). Etanol absoluto, metanol, acido formico, acido tartarico, acido acético, hidréoxido
de sodio y acido hidroclorhidrico fueron subministrados por Panreac (Barcelona,
Espafia). Acetato de amonio, formiato de amonio, aetaldehido, floroglucinol, acido
ascorbico y acetato de sodio fueron subministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemania). Tanto la ovoalbimina como el acido tanico usados para cuantificar el indice
de astringencia fueron subministrados por Sigma-Aldrich (USA). Todas las soluciones
fueron filtradas con filtros de acetato de celulosa de 0,22 um (Millipore GSE, Madrid,

Espafia).

Extractos

Como fuente de polisacaridos se utilizaron dos extractos comerciales de levadura seca
inactivada (Saccharomyces cerevisiae): Opti Red® (OR) y OptiMum Red® (OM). También
se utilizd un extracto de piel de uva rico en polisacdridos (EP) purificado en el
laboratorio. Las caracteristicas quimicas de este extracto se encuentran en el Anexo 2.
El extracto de tanino proantocianidinico de semilla Protan Pepin® (TS), fue

subministrado por AEB Iberica S.A. (Barcelona, Espaia).

Microvinificaciones

Se realizaron microvinificaciones con uva de Cabernet Sauvignon de la cosecha del 2017.
Las uvas fueron despalilladas y estrujadas. Las uvas resultantes de estos procesos fueron
distribuidas en 24 tanques de 5L de fermentacién, poniendo en cada tanque 4,5 kg de
uva y se sulfitaron. Todos los extractos comerciales fueron afiadidos antes de la
fermentacion (20 g/hL) y todas las microvinificaciones fueron inoculadas con
Saccharomyces cerevisiae EC1118. A los quince dias todas las fermentaciones
terminaron (concentracion azucar menor de 1 g/L) y los tanques fueron descubados y
sulfitados. Se estabilizé el vino resultante durante 3 meses en frio y se embotellé para

su posterior analisis.
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Las diferentes condiciones de vinificacion fueron: el vino control (sin adicién de ningun
extracto), los vinos afadiendo cada uno de los extractos ricos en polisacaridos (Opti
Red®, OptiMum Red® y extracto de piel), vino con adicidn de tanino comercial de semilla
de uva, vinos con la combinacion del extracto de tanino de semilla con cada uno de los
extractos ricos en polisacdridos (Tabla 1). Cada condicién de maceracion fue realizada

por triplicado.

Tabla 1. Tabla resumen de las maceraciones llevadas a cabo, con los extractos utilizados y su

nomenclatura.

Condiciones de maceracion Maceraciones realizadas (por triplicado)
Control R
Tanino de semilla Protan Pepin® (TS)

Opti Red® (OR)

Extractos ricos en polisacaridos OptiMum Red® (OM)
Extracto de piel de uva (EP)
Opti Red® (OR) + Protan Pepin® (TS)
Extractos ricos en polisacarido y tanino de
OptiMum Red® (OM) + Protan Pepin® (TS)

semilla

Extracto de piel de uva (EP) + Protan Pepin® (TS)

Analisis de color y compuestos fendlicos

La intensidad colorante (IC) se calculé utilizando el método descrito por (Ribéreau-
Gayon et al., 2006). El indice de polifenoles totales (IPT) se determiné midiendo la
absorbancia a 280 nm. La intensidad colorante (IC) y las coordenadas Cielab, L*, claridad;
C*, croma; h* tomo; a* verde-rojo; b*, azul-amarillo; se determinaron siguiendo el
método propuesto por (Ayala, Echavarri and Negueruela, 1997) y los datos procesados
por MSCVsoftware (Alaya, 2012). El indice de astringencia fue determinado segun el

método descrito por (Llaudy et al., 2004).

HPLC, andlisis de antocianos

Los analisis de antocianos mediante HPLC de fase reversa fueron llevados a cabo

inyectando 40 uL de vino en Agilent 1200 Series liquid chromatograph (HPLC-DAD) y
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usando una columna de 5 um Agilent Zorbax Eclipse XDBC18, 4,6x250 mm (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Los solventes utilizados fueron acido férmico
acuoso al 10% (solvente A) y una mezcla de 45% metanol, 45% agua y 10% de 4acido

formico (solvente B), segun el método descrito por (Gil et al., 2012).

Floroglucinolisis

Para la cuantificacidén de la concentracion y estructura de proantocianidinas se llevé a
cabo segln el método de catdlisis acida con un exceso de floroglucinol de (Kennedy and
Jones, 2001). Se determind la concentracion de proantocianidinas, el grado de
polimerizacién medio (mDP), el porcentaje de prodelfinidinas (%PD) y el porcentaje de
galoilacidon (%Gal). Se evaporaron 5 mL de vino hasta sequedad (Univapo 100ECH;
Uniequip) y se resuspendieron en 3 mL de agua destilada mili-Q. Se pasé la muestra por
columnas Sep Pak Plus tC 18 (Waters, Milford, MA, USA) que se activaron con 10 mL de
metanol y 15 mL de agua. Se eluyeron las proantocianidinas retenidas en la columna con
6 mL de metanol. Se evaporaron las muestras al vacio y se resuspendieron en 1 mL de
metanol para HPLC. Se llevd a cabo la reaccién de 100 yL de muestra con 100 plL de
solucién de floroglucinol (0,2 mL/L HCL en metanol, con 100 g/L floroglucinol y 20 g/L de
acido ascérbico), a 50 ‘C durante 20 minutos. Finalmente se pard la reaccion afiadiendo

1 mL de acetato sédico acuoso 40 mmol/L.

Determinacion de polisacaridos

Las muestras se procesaron segun la metodologia de (Ayestaran, Guadalupe and Ledn,
2004). Se centrifugaron 10 mL de vino durante 15 minutos a 12.000 x g en centrifuga
Biofuge Primo (Heraeus, Hanau, Alemania). El sobrenadante se concentrd a un volumen
de 2 mL usando un rotavapor (Univap 100ECH, Uniequip, Martinsried, Alemania). El total
de polisacaridos solubles se precipitd afiadiendo 10 mL de etanol acidificado (0,3 mol/L
HCL en etanol absoluto) y se mantuvo durante 24 h a 4 “C. Se centrifugaron las muestras
(12.000 x g, 15 min) y se descartaron los sobrenadantes. Finalmente, los precipitados se

disolvieron en 1 mL de agua destilada mili-Q y se congelaron las muestras a -20 C para
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liofilizarlas (Christ Alpha 1-4 Martin Christ, Osterode am Harz, Alemania). Las muestras
liofilizadas, se resuspendieron en 1 mL de formiato de amonio 50 mM, se filtraron con
filtro de 0,22 um de acetato de celulosa (Millipore GSE) y se inyectaron 100 um de
muestra. Los analisis se llevaron a cabo en equipo HPLC Agilent 1200 Series system

(Agilent Technologies) con detector de indice de refraccion.

Analisis sensorial

Todos los analisis sensoriales se llevaron a cabo en la sala de cata de la Facultat
d’enologia en Tarragona (Universitat Rovira i Virgili), que fue disefiada segun la UNE-EN
ISO 8589:2010 (AENOR, 2010). Todos los vinos se cataron por un grupo de 10 catadores
endlogos de la Universitat Rovira i Virgili. Se llevaron a cabo tres catas, una para cada
extracto utilizado en la suplementacion (Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel de
uva). Los catadores debian puntuar la intensidad de la astringencia, amargor, cuerpo y
estructura de las diferentes muestras, que se sirvieron de forma andénima exceptuando

la copa control.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante un test ANOVA de un factor mediante el
programa IBM SPSS Statistics 22 y un andlisis de componentes principales mediante el

programa XLSTAT.
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2. Resultados y discusion
1. Parametros estandar

En la Tabla 2, se muestran los valores del contenido en alcohol, pH y acidez de los
diferentes vinos. En ningun caso se han detectado diferencias significativas, por lo que
se descartan variaciones en otros parametros debidos al contenido de alcohol, acidez y
pH. Consecuentemente, la muestra de uvas de Cabernet Sauvignon escogida para
realizar las microvinificaciones resulté suficientemente homogénea para realizar las

suplementaciones y poder comparar los resultados.

Tabla 2. Influencia de la suplementacién de vino tinto con extractos de levadura seca inactivada en

parametros generales.

Parametro Control Opti Red® (OR) OptiMum Red® (OM) Extracto piel (EP)
Grado alcohdlico (% v/v) 13,20 + 0,10 a 13,37 + 0,21 a 13,40 + 0,10 a 13,40 + 0,35 a
pH 3,81 + 0,08 a 3,75 + 0,01 a 3,79 + 0,06 a 3,80 + 0,03 a
Acidez (g/L acido tartarico) 503 + 0,10 a 538 + 0,10 a 533 + 0,10 a 530 + 0,11 a
Protan Pepin® (TS) OR+TS OM +TS EP+TS
Grado alcohélico (% v/v) 13,30 + 0,10 a 13,30 + 0,10 a 13,43 + 0,15 a 13,47 + 0,12 a
pH 377 + 001 a 3,75 + 0,01 a 3,77 + 0,04 a 3,74 + 0,02 a
Acidez (g/L acido tartarico) 515 + 0,11 a 545 + 0,09 a 530 += 0,11 a 533 + 0,07 a

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.

a, b, Indican diferencias estadisticas significativas (P<0,05) entre el control y cada uno de los extractos.

2. Efectos en parametros del color

En la Tabla 3, se muestran los efectos que ha tenido la suplementacion en las diferentes
microvinificaciones sobre el color. En las microvinificaciones suplementadas con
extractos de levadura seca inactivada y con el extracto de polisacarido de piel, no se
observaron diferencias significativas en la intensidad colorante ni en las coordenadas de

color Cielab respecto el control.

Tampoco se observaron diferencias en la intensidad colorante y las coordenadas Cielab
respecto al control en todas las muestras en las que se afiadié tanino de semilla.

Podemos decir que las suplementaciones no han provocado un aumento del color.

24



25

Tabla 3. Influencia de la suplementacién de vino tinto con extractos de levadura seca
inactivada en el color.
Parametros Control Opti Red® (OR) OptiMum Red® (OM) Extracto piel (EP)
IC 14,02 =+ 0,09 a 14,56 + 0,09 a 14,00 + 094 a 14,77 + 0,83 a
Cielab
L* 41,07 + 0,06 a 41,23 + 0,74 a 41,83 + 1,36 a 41,13 + 0,76 a
c* 51,57 £ 0,36 a 51,18 + 1,11 a 51,27 + 0,83 a 51,23 + 1,37 a
h* 11,05 =+ 0,65 a 12,01 + 045 a 11,07 + 0,65 a 11,89 + 0,53 a
a* 50,61 + 0,27 a 50,06 + 1,01 a 50,31 + 0,77 a 50,13 + 1,25 a
b* 988 + 0,64 a 10,65 + 0,62 a 984 + 0,66 a 10,57 + 0,75 a
Parametros Protan Pepin® (TS) OR+TS OM +TS EP+TS
IC 13,89 + 046 a 14,24 + 0,22 a 14,28 + 0,48 a 14,58 + 0,79 a
Cielab
L* 41,40 + 2,05 a 40,83 + 0,84 a 41,23 + 2,06 a 40,40 + 0,86 a
c* 51,17 + 1,01 a 51,82 + 1,37 a 51,38 + 0,98 a 51,86 + 0,86 a
h* 11,96 = 1,11 a 12,24 + 0,45 a 11,52 + 141 a 12,49 + 0,66 a
a* 50,06 £+ 0,79 a 50,64 + 1,26 a 50,34 + 0,80 a 50,64 + 0,73 a
b* 10,61 + 1,18 a 10,99 + 0,70 a 10,27 + 1,40 a 11,22 + 0,75 a
Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.
IC, intensidad colorante; L*, claridad; C*, croma; h*, tono; a*, verde-rojo; b*, azul-amarillo.
a, b, Indican diferencias estadisticas significativas (P<0,05) entre el control y cada una de las
suplementaciones.

3. Efectos en la concentracion de antocianos y compuestos fendlicos

La Tabla 4 muestra la concentracién de antocianos determinada por espectrofotometria
y por HPLC. También muestra el indice de PVPP, el indice de ionizacidn, el indice de

copigmentaciény el IPT.

La concentracion en antocianos fue significativamente igual en todas las muestras, lo
cual nos confirma la homogeneidad de la muestra y, por tanto, que las posibles
modificaciones en el color fueron debidas a diferentes concentraciones de estos y no a
la suplementacion con los diferentes extractos. Se observa que el valor absoluto de la
concentracion de antocianos determinada por HPLC (200,5 + 27,1 mg/L; media entre
todas las muestras) es mas baja respecto la concentracién obtenida por
espectrofotometria (402,6 + 39,0 mg/L; media entre todas las muestras). Este hecho se
debe a que en la determinacién por HPLC solamente se detectan los antocianos que

estan en forma libre en el vino.
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Tabla 4. Influencia de la suplementacién de vino tinto con extractos de levadura seca inactivada
en la composicidon de compuestos fendlicos.
Parametros Control Opti Red® (OR)  OptiMum Red® (OM) Extracto piel (EP)
Antocianos espectro (mg/L) 390,3 + 21,5 a 3973 + 21,0 a 4305 * 324 a 3900 + 36,2 a
Antocianos HPLC (mg/L) 190,8 + 13,3 a 1944 + 20,1 a 193,2 + 5,7 a 2112 + 455 a
indice PVPP 412 + 0,5 a 454 + 04 b 46,7 t 3,4 b 479 + 25 b
indice copigmentacién 139 + 2,8 a 12,8 + 2,4 a 15,2 + 2,6 a 119 + 0,1 a
indice ionizacién 31,1 + 2,6 a 344 + 16 a 32,6 + 1,3 a 37,2 + 21 a
IPT 61,2 + 1,1 a 63,6 £+ 2,7 a 61,7 + 4,5 a 62,2 + 1,8 a
Protan Pepin® (TS) OR+TS OM + TS EP+ TS
Antocianos espectro (mg/L) 396,7 + 71,1 a 4043 + 41,9 a 4075 * 692 a 4045 + 186 a
Antocianos HPLC (mg/L) 200,7 + 54,2 a 2149 + 27,1 a 2179 + 30,2 a 180,7 + 21,0 a
indice PVPP 496 + 12 b 47,7 £+ 3,8 b 43,8 + 3,5 a 459 + 23 b
indice copigmentacién 17,8 * 2,2 a 11,0 + 3,4 a 179 + 2,9 a 11,4 + 1,7 a
indice ionizacién 349 + 3,2 a 36,3 + 49 a 32,4 + 0,7 a 326 + 3,0 a
IPT 658 + 40 a 624 = 29 a 62,6 + 1,9 a 63,6 + 29 a
Todos los datos se muestran como media * DS de tres replicados
PVPP, indice de polivinil-polipirrolidona; IPT, indice de polifenoles totales.
a, b, Indican diferencias estadisticas significativas (P<0,05) entre el control y cada uno de los extractos.

Se observé un ligero aumento significativo en el indice de PVPP en las
microvinificaciones suplementadas con levaduras secas inactivadas y extracto de piel.
También se observé un aumento significativo respecto al control en las muestras
suplementadas con tanino de semilla. Este aumento en el indice de PVPP, puede ser
debido a la combinacion entre los polisacaridos liberados por los extractos de levaduras
y por los polisacdridos que estan presentes en el extracto de piel. Del mismo modo, en
el caso de la suplementacién con Protan Pepin®, este aumento puede ser debido a la
combinacidn entre los antocianos y los taninos que estan presentes en el extracto

comercial (Heras-Roger, Diaz-Romero and Darias-Martin, 2016).

Se ha descrito que un aumento de los antocianos combinados puede producir un
aumento de la intensidad colorante, pero tal y como hemos visto anteriormente no se
observan diferencias significativas en el color (Heras-Roger, Diaz-Romero and Darias-
Martin, 2016). El aumento en el indice de PVPP y por tanto de los antocianos
combinados, probablemente nos proporcionara una mejor estabilizacion del color, ya
gue los antocianos estardn menos expuestos a la oxidaciéon. Sin embrago en todos los
casos no se observaron diferencias significativas en el IPT, indice de ionizacion e indice

de copigmentacion.
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4. Efectos en la concentracion de taninos y proantocianidinas

Los extractos Opti Red® y OptiMum Red®, no han producido un aumento significativo
en la concentracién de taninos determinada por precipitacién con metilcelulosa
respecto al control, a diferencia de las suplementaciones con extracto de piel (Figura
5a). El aumento de concentracidn de taninos en la muestra suplementada con extracto
de piel, puede ser debido a que se hayan extraido taninos de las pieles en la produccién

del extracto.

a) R N Control b) 4000 7 b m Control
ab b B Opti Red® (OR) b M Protan Pepin® (TS)
3000 - a a T OptiMum Red® (OM) 3000 - a Opti Red® (OR)

HOR+TS

W Extracto piel (EP)

2000 -

1000 -

Taninos metilcelulosa (mg/L) Proantocianidinas (mg/L) Taninos metilcelulosa (mg/L)  Proantocianidinas (mg/L)

C) 4000 - m Control d) 4000 - u Control
be M Protan Pepin® (TS)
Extracto piel (EP)

b M Protan Pepin® (TS)

3000 - OptiMum Red® (OM) 3000 -

HOM+TS WEP+TS

2000 A 2000 -

1000 A 1000 -

Taninos metilcelulosa (mg/L) Proantocianidinas (mg/L) Taninos metilcelulosa (mg/L) Proantocianidinas (mg/L)

Figura 5. Influencia de la suplementacién de vino tinto con extractos de levadura seca inactivada en la composicion
de proantocianidinas.

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.

a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre suplementaciones. a) Comparacion entre
control y suplementaciones con extractos de levadura seca inactivada y extracto de piel. b) Comparacién entre
suplementaciones con Opti Red®. c) Comparacidn entre suplementaciones con OptiMum Red®. d) Comparacién
entre suplementaciones con extracto de piel.

Por otro lado, se puede observar que la suplementacion con Protan Pepin® también ha
producido un aumento en la concentracion de tanino respecto al control, de 853 + 82
mg/L. Este resultado es esperado ya que se trata de un extracto comercial formulado a

base de tanino de semilla. Las muestras suplementadas con Opti Red®, OptiMum Red®
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o extracto de piel junto con Protan Pepin®, mostraron una concentracion de tanino
significativamente mayor que las muestras sin Protan Pepin®, lo cual nos confirma el
aporte de taninos del extracto de tanino de semilla. Sin embargo, este aumento no fue

significativo en la suplementacion con el extracto de piel (Figura 5d).

Por otro lado, en ninguno de los casos se observaron incrementos de proantocianidinas
determinados por floroglucinolisis. Esto puede ser debido al bajo rendimiento de la
reaccion con el floroglucinol. Sin embargo, este método es idéneo para estudiar la

estructura de estas (mDP, %PD y %Gal).

En la Figura 6, se detallan parametros sobre la estructura de las proantocianidinas (mDP,
%PD y %Gal). En las muestras suplementadas con Opti Red®, OptiMum Red® y extracto
de piel, el mDP de las proantocianidinas aumenté significativamente respecto al control,

resultando igual entre ellas. Por otro lado, las muestras suplementadas con OptiMum

. 30 .
a) 30 b H Control b) H Control
— M Opti Red® (OR) a ab b M Protan Pepin® (TS)
a = a _
OptiMum Red® (OM) Opti Red® (OR)
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i 2 bab b b e
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a - b M Protan Pepin® (TS) a b b W Protan Pepin® (TS)
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20 HOM+TS 20 - BEP+TS
10 + 10 -
a apab 2 3dabb
aabb b . aabb b .
0 4

mDP %PD %Gal mDP %PD %Gal

Figura 6. Influencia de la suplementacidn de vino tinto con extractos de levadura seca inactivada en el mDP, %PD
y %Gal.

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.

mDP, grado de polimerizacion medio; %PD, porcentaje de prodelfinidinas; %Gal, porcentaje de galoilacion.

a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre suplementaciones. a) Comparacién entre
control y suplementaciones con extractos de levadura seca inactivada y extracto de piel. b) Comparacion entre
suplementaciones con Opti Red®. c) Comparacién entre suplementaciones con OptiMum Red®. d) Comparacién
entre suplementaciones con extracto de piel.
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Red® y extracto de piel mostraron una disminucion del porcentaje de galoilacion.
Ademas, los tres extractos ricos en polisacdridos han producido un aumento del %PD

respecto al control.

Este aumento en el mDP, puede ser debido a que los polisacaridos aportados por Opti
Red®, OptiMum Red® y extracto de piel se unan con los taninos menos polimerizados

del vino.

Sin embargo, otros autores habrian observado el efecto contrario en soluciones modelo
de vino, donde el mDP disminuia (Gonzdlez-Royo et al., 2017). Por otro lado, la
suplementacién con tanino no produjo cambios significativos en el mDP respecto al
control. Se observé el mismo efecto en las muestras suplementadas con Opti Red®,
OptiMum Red® y extracto de piel junto con tanino de semilla, respecto sus

correspondientes muestras sin tanino de semilla.

La disminucion del porcentaje de galoilacién no se observé en todas las muestras con
presencia de Protan Pepin®. Esta disminucion en el %Gal, puede ser debida a la
capacidad de estos extractos de unirse con unidades mas galoiladas de las

proantocianidinas, provenientes de taninos de semilla de uva.

Estos resultados nos sugieren que los polisacdridos provenientes de Opti Red®,
OptiMum Red® y extracto de piel; podrian ser selectivos ligdndose mediante
interacciones no covalentes con los taninos de piel que provienen de la propia uva y
dejando libres los provenientes de la semilla de |la propia uva. Esto lo podemos observar
con el aumento del mDP, del porcentaje de prodelfinidinas y la bajada del porcentaje de
galoilacién, ya que como se ha descrito anteriormente los taninos de piel contienen

prodelfinidinas, taninos muy polimerizados y poco galoilados.

5. Efectos en la concentracion de polisacaridos

Los resultados muestran una clara tendencia de aumento de polisacaridos respecto al
control en todas las muestras suplementadas solamente con los extractos Opti Red®,
OptiMum Red® y extracto de piel, siendo no significativo estadisticamente para Opti

Red®. Esto nos confirma que los tres extractos son fuentes de polisacaridos para poder
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ser empleados en vinificacién.

Tal y como se puede observar en la Figura 7, parece ser que este aumento es debido al
aumento en la concentracion de polisacaridos de las fracciones 2y 3 (40 — 144 kDay 6
— 40 kDa respectivamente). El extracto que mas polisacaridos ha aportado ha sido el
extracto de piel, seguido de OptiMum Red® y de Opti Red®. Se ha observado que la
muestra suplementada con Protan Pepin®, no aumentd significativamente Ila
concentracion en polisacaridos respecto el control, lo cual nos confirma que el extracto
comercial no contenia polisacdridos. La presencia de Protan Pepin® junto con los otros
extractos (Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel), tampoco ha producido un
aumento significativo en polisacaridos respecto las vinificaciones con solamente Opti

Red® y OptiMum Red®, lo cual nos confirma también la no presencia de polisacaridos en

a) 800 1 = Control b b) 800 1 g Control
— .
M Protan Py @ (TS bb
m Opti Red® (OR) s T rotan Pepin ( ) aabT
| = Opti Red® (OR
600 & OptiMum Red® (OM) 600 p (OR)
WMOR+TS
H Extracto piel (EP)
400 - b 200
a' ,_ : a2 bb
a ” a
200 - b T 200 | I T ]
d ‘ a abtc

F1 F2 F3 F4 Total F1 F2 F3 F4 Total
800 - 800 [
C) M Control bb d) H Control
W Protan Pepin® (TS) al ® Protan Pepin® (TS)
600 | m OptiMum Red?® (OM) 600 - I Extracto piel (EP)

BMOM+TS MEP+TS

400 -

200 A 200 +

F1 F2 F3 F4 Total F1 F2 F3 F4 Total

Figura 7. Influencia de la suplementacion de vino tinto con extractos de levadura seca inactivada en la
composicion de polisacaridos.

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.

F1, 144 — 100 kDa; F2, 40 — 144 kDa; F3, 6 — 40 kDa; F4, 1 -5 kDa.

a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre suplementaciones. a) Comparacién entre
control y suplementaciones con extractos de levadura seca inactivada y extracto de piel. b) Comparacion entre
suplementaciones con Opti Red®. c) Comparacion entre suplementaciones con OptiMum Red®. d) Comparacion
entre suplementaciones con extracto de piel.
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Protan Pepin®. Sin embargo, cuando Protan Pepin® es afiadido junto extracto de piel se
ve un aumento en polisacaridos respecto la vinificacidon de extracto de piel, que podria
ser debido a que los taninos provenientes de extracto de piel estén ligados a los

polisacaridos de este y esto influya en la respuesta en el HPLC.

6. Astringencia

El indice de astringencia determinado por el método de precipitacidon con ovoalbimina
(Llaudy et al., 2004) de las muestras suplementadas solamente con extractos Opti Red®,
OptiMum Red® y extracto de piel, se ha reducido significativamente respecto al control
(Figura 8). Esto podria ser debido a la bajada del porcentaje de galoilacién y el aumento
de prodelfinidinas observada anteriormente ya que se ha descrito que la astringencia

estd correlacionada con estos dos parametros.

0,80
0,60 H Control

B Protan Pepin (TS)
0,40 Extracto

W Extracto + Protan
0,20 Pepin
0,00

OptiRed® (OR)  OptiMum Red®  Extracto piel (EP)
(om)

Figura 8. Influencia de la suplementacién de vino tinto con extractos de levadura seca
inactivada en el indice de astringencia.
Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.
a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre
suplementaciones.

La adicion de Protan Pepin®, no ha aumentado el indice de astringencia respecto al
control. Sin embargo, la presencia de Protan Pepin® junto con los extractos (Opti Red®,
OptiMum Red® y extracto de piel) hizo subir significativamente el indice de astringencia
respecto a los extractos solos. Se puede concluir que la presencia de extractos ricos en
polisacaridos como Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel produce una bajada de

la astringencia, pero que la presencia de tanino de semilla evita esta bajada, por lo que
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se mantienen los mismos niveles de astringencia del control. Esto puede ser debido a lo
visto anteriormente: el tanino de semilla no nos produce una bajada en el porcentaje
del %Gal ni aumento del %PD. A parte de que este extracto de tanino de semilla nos

aporta tanino al vino, lo cual es astringente.

7. Andlisis sensorial

En la primera cata con el extracto de levadura seca inactivada Opti Red®, la copa
escogida por los catadores fue la suplementada con Opti Red®+Protan Pepin® (Figura 9).
Esta redujo el amargor por debajo de la copa con Opti Red® y con Protan Pepin®. Tuvo
el mayor resultado de astringencia, el mismo que la copa con Protan Pepin®, pero

mostré los mayores niveles de untuosidad y estructura.

Astringencia

6,0
4,0 = Control
Preferencia 4 2,0 Amargor Protan Pepin®
\ R Opti Red®
Opti Red® + Protan Pepin®
Untuosidad Estructura

Figura 9. Resultados de la cata con la suplementacion con Opti Red®y Protan Pepin®.

En la segunda cata con el extracto OptiMum Red®, la preferencia también fue para la
copa con suplementacidon con OptiMum Red®+Protan Pepin® (Figura 10). Presenta
ligeramente mayor astringencia y sabor amargo que el control, pero aumenta en
estructura y untuosidad. La copa con OptiMum Red® presenta el mismo valor de
astringencia que la copa con adicion de Protan Pepin®, pero en amargor esta por debajo
del control. De todos modos, la copa con OptiMum Red® ha sido preferida menos que

la copa con ambos extractos, OptiMum Red® y Protan Pepin®.

32



33

Astringencia

6,0 e Control
:y\ Protan Pepin®
Preferencia < ,0 Amargor OptiMum Red®

OptiMum Red® + Protan
Pepin®

Untuosidad Estructura

Figura 10. Resultados de la cata con la suplementacion con OptiMum Red® y Protan Pepin®.

En la tercera cata con el extracto de piel, se ha preferido la copa con suplementacion de
extracto de piel+Protan Pepin® (Figura 11). Esta presenta la misma astringencia que la
copa con extracto de piel solamente y ha sido superior al control; pero en amargor, la
copa con extracto de piel junto con Protan Pepin® ha resultado menos amarga que con
extracto de piel solamente. El extracto de piel supera en estructura y untuosidad a la

copa con extracto de piel+Protan Pepin®, pero igualmente ha sido preferida por los

catadores.
Astringencia
6,0 e CONtrol
4,0 Protan Pepin®
Preferencia ,0 Amargor Extracto de piel
< . Extracto de piel + Protan

Pepin®

Untuosidad Estructura

Figura 11. Resultados de la cata con la suplementacion con extracto de piel y Protan Pepin®.

En las tres catas llevadas a cabo, se ha visto como la suplementaciéon con Opti Red®,
OptiMum Red® y extracto de piel han proporcionado mas untuosidad y cuerpo al vino
respecto al control en todos los casos. También han contribuido a la reduccion del sabor

amargo y de la astringencia. Aunque haya habido extractos sin adicién de Protan Pepin®
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que se han puntuado con mayor cuerpo y untuosidad que junto con Protan Pepin®, en

todos los casos se ha preferido la suplementacidn con ambos extractos.

8. Andlisis de componentes principales

Tal y como se puede apreciar en la Figura 12, el analisis de componentes principales
llevado a cabo revela que la astringencia esta correlacionada positivamente con el %Gal
y negativamente con el %PD. También estd correlacionada positivamente con la

concentracion de taninos.

Se puede observar que las muestras con Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel
aportan polisacaridos y nos reducen la astringencia, el %Gal y el %PD, asi que también

nos aumentan el mDP.

La presencia de tanino de semilla nos aumenta la concentracién de tanino y se puntua
similar al control en astringencia. Las muestras con la combinacién de tanino de semilla
y extractos ricos en polisacaridos resultan mads astringentes que las muestras con
extractos de polisacaridos sin tanino de semilla, que puede ser debido al aporte de
taninos, o la no bajada del porcentaje de galoilacién producida por la presencia del

tanino de semilla.

Biplot (ejes D1y D2: 82,61 %)
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Figura 12. Andlisis de componentes principales.
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3. Conclusiones
Una vez comentados todos los resultados obtenidos anteriormente, pueden concluirse

los siguientes puntos:

- La suplementacién con Opti Red®, OptiMum Red® y el extracto de piel, modifica
la composicidn de vino Cabernet Sauvignon por la liberacién de polisacaridos. La
suplementacién de los extractos junto con Protan Pepin® no ha aportado un
aumento significativo en la composicion de polisacaridos respecto cuando se ha
suplementado con los dos extractos juntos, por lo que se confirma que Protan
Pepin® no contiene polisacdridos en su composicion.

- Aunque no se ha apreciado un aumento en la intensidad colorante, si que se ha
observado un incremento en el indice de PVPP cuando se ha suplementado con
todos los extractos. Todo y no observarse un aumento en el color del vino esto
nos sugiere que si podrian ayudar a estabilizarlo.

- La suplementacién con Opti Red®, OptiMum Red® y el extracto de piel, han
reducido significativamente los niveles de astringencia determinado
analiticamente por el aporte de polisacdridos. También se observé un aumento
en el grado medio de polimerizacién y del porcentaje de prodelfinidinas, junto
con una bajada del porcentaje de galoilacidn. Estos resultados sugieren que los
polisacaridos provenientes de Opti Red®, OptiMum Red® y el extracto de piel
podrian ser selectivos, ligdndose mediante interacciones no covalentes con los
taninos de piel provenientes de la uva y dejando libres los taninos de semilla.

- La concentracién total de taninos ha aumentado significativamente con la
adicion de Protan Pepin®.

- En el analisis sensorial, la adicion de Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel
junto con Protan Pepin® ha sido la preferida para los catadores. Los extractos no
han reducido la sensacién de astringencia puntuada sensorialmente, ni el
amargor respecto al vino control, pero si respecto al tanino de semilla del
extracto de Protan Pepin®. Los catadores han puntuado con mayor cuerpo vy
untuosidad los vinos suplementados con los extractos de polisacaridos y tanino

de semilla.
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4. Autoevaluacion
Esta asignatura representa la maxima expresién de cuatro afios de trabajo como
biotecndlogo. Temida desde los primeros cursos por lo que comentan conocidos que
han entregado un Trabajo de fin de grado, es un orgullo poder terminarlo finalmente.
En mi caso, esperaba la realizaciéon de un trabajo bibliografico puesto que no sabia
exactamente en qué disciplina prdactica de la biotecnologia enfrascarme, pero
finalmente tuve la oportunidad de realizar un trabajo practico, aprovechando los
resultados generados durante mi estancia de practicas en el grupo TECNENOL de la

Universitat Rovira i Virgili.

El desarrollo de la asignatura ha sido el correcto, con la correspondiente atencion del
coordinador académico, Ricardo Cordero, y por parte de mi tutor académico, Fernando
Zamora. A pesar de los congresos, comunicaciones y otros quehaceres, siempre han
tenido un momento para comentar, revisar y aconsejarme en la redaccién del trabajo.
No puedo comentar lo mismo del resto de profesorado del grado, del que he podido
percibir menor implicacion con el alumnado en esta etapa final de la carrera. Habiendo
estado en la Universidad de Ledn y visto un extenso listado de propuestas de
colaboracién en departamentos y de tematicas para un Trabajo de fin de grado, por
parte del profesorado; que ningun profesor aqui en la URV haya propuesto un tema me

hizo percibir esa menor implicacién.

De todos modos, he podido impregnarme del ambiente de trabajo en un buen grupo de
investigacidn, de crecer profesionalmente y poder aportar un granito de arena a las

investigaciones que se estan realizando en la universidad que me ha visto crecer.
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Efecto de la suplementacién con levaduras secas inactivadas y polisacaridos de piel de uva
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Ill.  Anexos

1. Material complementario
A continuacion, se muestran los datos de las figuras de los resultados, tanto de

composicidon de taninos y polisacaridos como de los datos recogidos en el analisis

sensorial.

Tabla 5. Datos referentes a las propiedades de las proantocianidinas, representados en la
Figura 5y la Figura 6.

Parametros Control Opti Red® (OR) OptiMum Red® (OM) Extracto piel (EP)
Ta"'"°s($:;':)°e'“'°sa 25060 + 1580 a 26670 + 320 a 27010 + 2960 a 2901,0 + 31,0 b
Proantocianidinas 8340 + 453 a 8360 + 1235 a 7933 + 165 a 8827 + 888 a
(mg/L)
mDP 47 + 02 a 54 + 04 b 55 + 01 b 53 + 02 b
%PD 236 + 03 a 251 + 06 b 258 + 026 b 248 + 06 b
%Gal 73 + 00 a 71 + 05 a 67 + 01 b 65 + 05 b
Protan Pepin® (TS) OR+TS OM+TS EP+TS
Ta"'"°s(n"1':;':)ce'”'°sa 33590 + 2400 b 30460 * 1170 B 31940 *+ 185 a 29600 * 3210 a
Proan(t:‘cgn;\sldmas 7545 + 403 a 7477 + 1752 a 8757 + 50,0 B 9243 + 413 a
mDP 50 + 01 a 56 + 05 a 54 £ 05 a 54 + 01
%PD 231 + 03 a 241 + 09 a 250 £ 10 a 249 t 02
%Gal 71 + 03 a 69 + 08 a 69 t 04 o 66 <+ 03 a

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.

mDP, grado de polimerizacion medio; %PD, porcentaje de prodelfinidinas; %Gal, porcentaje de galoilacién.

a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre el control y cada una de las
suplementaciones.

a, B, Indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) de las suplementaciones con extracto rico en
polisacaridos (Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel) junto con Protan Pepin® respecto a cada extracto solo.

Tabla 6. Datos de astringencia, representados en la Figura 8.

Control Opti Red® (OR) OptiMum Red® (OM)  Extracto piel (EP)
Astringencia (g/L
acido tanico) 068 + 003 a 052 + 008 b 058 + 001 b 056 + 008 b
Protan Pepin (TS) OR+TS OM +TS EP+TS
066 + 003 a 067 *= 010 a 062 + 003 a 062 * 005 a

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.
a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre el control y cada una de las
suplementaciones.
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Tabla 7. Datos referentes a la concentracidn de polisacaridos, representados en la Figura 7.

Parametros Control Opti Red® (OR) OptiMum Red® (OM) Extracto piel (EP)

F1 (144 - 100 kDa) 43,18 + 10,93 a 5461 * 3,86 a 55,07 + 971 a 50,75 * 549 a

F2 (40 — 144 kDa) 7435 + 1,33 a 108,75 + 12,04 b 10257 + 743 b 107,74 + 7,20 b

F3 (6 — 40 kDa) 261,54 + 24,65 a 29558 + 426 b 30747 + 593 b 318,22 + 11,72 b

F4 (1 -5 kDa) 178,04 + 20,05 a 176,90 * 38,48 a 197,66 + 1397 a 206,32 + 21,00 a

Total polisacaridos (mg/L) 573,96 + 40,28 a 64539 + 2884 b 67962 + 1569 b 681,59 + 21,88 b

Protan Pepin® (TS) OR+TS OM +TS EP+TS

F1 (144 - 100 kDa) 4895 + 569 a 51,22 + 1,72 a 4984 + 122 a 5332 + 551 a

F2 (40 — 144 kDa) 88,78 + 3,45 b 101,32 + 3,62 a 10827 + 13,19 a 126,47 + 1944 a

F3 (6 — 40 kDa) 27437 + 755 a 29446 + 832 a 33163 + 2586 a 36572 * 3376 B

F4 (1 -5 kDa) 196,81 + 10,84 a 196,37 * 11,81 a 197,43 + 18,22 a 194,16 + 2,18 a

Total polisacaridos (mg/L) 625,76 + 20,60 a 660,21 + 263 a 679,11 + 4443 a 756,52 + 3997 B

Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.
Se presentan en kDa el peso molecular de cada fraccion de polisacaridos.

a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre el control y cada una de las

suplementaciones.

a, B, Indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) de las suplementaciones con extracto rico en
polisacdridos (Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel) junto con Protan Pepin® respecto a cada extracto solo.

Tabla 8. Datos obtenidos en el andlisis sensorial, representados en la Figura 9, Figura 10y
Figura 11.

Primera cata Control Protan Pepin (TS)  OptiMum Red® (OM) OM+TS
Astringencia 45 + 0,8 a 55 + 0,8 a 4,7 + 0,9 aa 4,7 £ 0,7 aa
Amargor 39 + 0,7 a 48 + 08 a 3,5 £+ 0,6 aa 45 = 0,7 aa
Estructura 43 + 06 a 50 £+ 04 a 55 + 0,7 ba 51 + 0,7 aa
Untuosidad 37 £+ 08 a 42 + 06 a 45 + 0,5 aa 42 + 0,6 aa
Preferencia 39 + 1,4 a 35 + 1,8 a 39 + 19 aa 48 + 1,8 aa
Segunda cata Control Protan Pepin (TS) Opti Red® (OR) OR+TS
Astringencia 45 + 0,8 a 55 + 08 a 49 + 0,7 aa 54 + 09 aa
Amargor 39 £+ 0,7 a 48 + 08 a 4,4 + 0,7 aa 41 £ 05 aa
Estructura 43 + 0,6 a 50 + 04 a 50 £ 0,5 aa 52 = 06 aa
Untuosidad 37 £+ 08 a 42 + 06 a 44 + 0,5 aa 45 + 06 aa
Preferencia 39 + 14 a 35 + 1,8 a 39 £+ 1,0 aa 41 + 19 aa
Tercera cata Control Protan Pepin (TS) Extracto piel (EP) EP+TS
Astringencia 45 + 0,8 a 55 + 0,8 a 50 = 0,6 aa 51 + 09 aa
Amargor 39 + 0,7 a 48 + 08 a 4,2 + 0,6 aa 39 = 0,7 aa
Estructura 43 + 06 a 50 + 04 a 51 + 0,5 aa 48 * 0,6 aa
Untuosidad 37 + 08 a 42 + 06 a 46 + 09 aa 43 *+ 0,6 aa
Preferencia 39 + 1,4 a 35 + 1,8 a 39 £+ 1,6 aa 45 + 15 aa
Todos los datos se muestran como media + DS de tres replicados.

a, b, Indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre el control y cada una de las
suplementaciones.

a, B, Indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) de las suplementaciones con extracto rico en
polisacaridos (Opti Red®, OptiMum Red® y extracto de piel) junto con Protan Pepin® respecto a cada extracto
solo.
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2. Informacion sobre el extracto de piel

El extracto de piel fue purificado en el laboratorio previamente a este trabajo. Pieles de uva
subministradas por Alcoholera catalana fueron maceradas con una solucién hidroalcohélica al
10% v/v durante 7 dias. La maceracién tuvo lugar en una relacion de 75 g. de pieles y 300 ml de
solucidén hidroalcohdlica. Pasados los siete dias de maceracion la solucién hidroalcohdlica fue
separada de las pieles mediante filtracidn. La solucion resultante fue rotaevaporada para
eliminar el etanol y liofilizada para eliminar el agua obteniendo asi un extracto seco que es el

que se ha utilizado en este trabajo.

De este extracto se caracterizd su riqueza en compuestos fendlicos mediante la absorbancia a
280 nm y su riqueza en polisacdridos determinada por el método de HPLC descrito en este
trabajo. Los resultados obtenidos fueron un 6 % de riqueza en compuestos fendlicos y un

41,3 % de riqueza en polisacdridos.
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