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DADES DEL CENTRE

El present estudi s’ha realitzat al Grup de Recerca en Tecnologia Enologica
(TECNENOL) de I'ambit de biologia molecular de la Universitat Rovira i Virgili, dirigit pel
Dr. Fernando Zamora. Pel desenvolupament d’aquest treball s’han utilitzat les
instal-lacions i els laboratoris del Departament de Bioquimica i Biotecnologia del

Campus Sescelades de la Universitat Rovira i Virgili.

Aquest grup treballa en diferents linies d’investigacié relacionades amb I'ambit de
I'enologia. Per una banda s’hi estudien les proteines dels vins i la seva relaci6 amb la
fallida proteica i amb la qualitat i persisténcia de I'espuma dels vins espumosos. Per altra
banda estudien els compostos fenolics (maduresa fendlica, astringéncia i color del vi
negre) i, més recentment, els efectes concrets del canvi climatic sobre la maduresa

fenodlica i les seves consequéncies en I'elaboracié de vins negres.

A més a més, el grup TECNENOL col-labora amb diferents empreses en projectes
d’investigacio basats en 'estudi de I'efecte d’eines enologiques en la qualitat final dels
vins. El métode de treball consta en tractar vins o solucions model amb les diferents
eines enologiques a estudiar i a continuacio es determinen les propietats fisicoquimiques
dels vins resultants. Alguns exemples serien I'estudi de I'efecte de la utilitzacio de
diferents llevats, de diferents tipus de premsada, bentonites, filtres, entre molts altres.
D’entre tots els estudis realitzats per aquest grup, cal destacar-ne els estudis del consum
d’oxigen per part de diferents tanins i del Llevat Sec Inactiu (LSI) Longevity. Aquests han
servit com a antecedents claus pel present Treball de Final de Grau, ja que n’han facilitat

la seva comprensio i desenvolupament.

Els estudis pertinents a aquest Treball de Final de Grau es van realitzar entre els mesos
de febrer i mar¢ de 2020. No es van poder allargar fins al juny, com es tenia previst, a
causa de la impossibilitat d’assistir al laboratori com a consequiéncia de I'estat d’alarma
decretat amb motiu de la pandémia de la COVID-19. Tot i aix0, durant el mes de juliol
de 2020 es reprendra la part experimental d’aquest estudi per poder obtenir totes les

dades i acabar la planificacio plantejada inicialment.
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RESUM

El control de I'oxigen és un dels factors més importants en el procés d’elaboracio d’'un
vi de qualitat. L’oxidacio pot malmetre els aromes i sabors del vi i afectar a la coloracio,

provocant un embruniment del vi.

Actualment, el producte antioxidant més utilitzat en la industria del vi és el dioxid de sofre
(S0y). A Europa es regula el contingut de sulfits presents al vi, ja que s’ha observat que
dosis elevades de SO, poden provocar efectes adversos en la salut dels consumidors.
Per aquest motiu, existeix un interés creixent en trobar productes antioxidants que
permetin substituir o reduir les concentracions de dioxid de sofre per prevenir els vins

de I'oxidacio.

La crianca del vi sobre lies i la utilitzacié de llevats secs inactius (LSI) son algunes de
les opcions més interessants. Ambdues técniques consumeixen oxigen i protegeixen el
vi de l'oxidacid, tant pel que fa al color com als aromes. A més, alliberen polisacarids i
manoproteines que enriqueixen el vi, fet que resulta en un augment del volum en boca
i una suavitzacié de I'astringéncia en vins negres. Per aquest motiu s’estan estudiant

diferents tipus de llevats secs inactius (LSI), per tal d’aplicar-los al vi.

En aquest estudi s’ha determinat la taxa de consum d’oxigen de diferents LSI (Longevity,
Noblesse, Finesse, AntiOx1 i AntiOx2) en una solucié model de vi utilitzant una técnica
luminescent no invasiva. A més, s’ha comparat el consum d’oxigen d’aquests amb el
dels additius antioxidants més utilitzats: el dioxid de sofre, I'acid ascorbic i el glutatio

reduit.

Els resultats mostren que els LS| Longevity i AntiOx1 consumeixen oxigen en una
solucié model de vi a una velocitat superior que la del didoxid de sofre a les dosis habituals
d’'us. Per tant, aquests poden ser eines interessants per complementar i disminuir les

dosis de SO, per protegir els vins de I'oxidacid.

Paraules clau: Oxidaci6 del vi - Consum d’oxigen - Dioxid de sofre - Acid ascorbic —
Glutati6 — Lies — Llevat Sec Inactiu
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1. INTRODUCCIO

La vinificacio és una practica historica duta a terme pels humans durant més de 8000
anys que consisteix en la transformacié del most del raim en vi. Les diferents técniques
d’elaboracio del vi han estat molt estudiades, tot i que resten molts factors per millorar.
Un dels punts més importants en enologia tracta d’intentar aconseguir la major estabilitat
d’un vi obtenint un producte final de qualitat. Dins d’aquesta desitjada estabilitat, un dels
factors a combatre son els processos d’oxidacio del vi, ja que aquests poden variar el

perfil sensorial del producte final, tant en aroma i sabor com en color.

1.1. L'oxidacio del vi
Funcionalitat i gesti6 de I'oxigen

L’oxigen és un dels components essencials en la fase inicial de la fermentacio del vi, ja
que els llevats el necessiten en la seva fase de creixement. Tot i aix0, durant la
fermentacio i la crianga del vi convé que hi hagi poca quantitat d’oxigen per tal d’evitar
la pérdua d’etanol, I'aparicié d’acid acétic i/o acetaldehid en el seu lloc i una oxidacié del
Vi.

Per aquest motiu, la gestid de I'oxigen és un dels punts més critics en I'elaboracio de
vins de qualitat. Les manipulacions durant la seva elaboracié i crianga son els factors
més importants per 'oxidacié del vi. Tot moviment del vi en preséncia d’oxigen permet
que aquest penetri al liquid, s’hi dissolgui i aixd provoqui una reacci6 d’altres substancies
presents al vi que acabi resultant en un augment del potencial d’oxidaci6. Les
manipulacions que poden afectar més en I'oxidacié son 'ompliment dels diposits per la
part superior, I'is de bombes poc hermétiques i 'embotellament sense fer el buit o sense
gas inert. Altres factors que poden propiciar aquest procés soén una falta d’humitat, la
temperatura alta o una conservacié sense les condicions adequades. A temperatura
ambient, la maxima concentracié d’oxigen dissolt que pot tenir un most o un vi és d’entre
6 a8 mg-L* (P. Comuzzo & Zironi, 2013).

Modificacions macroscopiques i alteracié sensorial

Quan es parla de les impressions sensorials dels vins, les dues més importants sén el
color i 'aroma. L'oxigen pot tenir un efecte positiu durant la fermentacio alcoholica o la
microoxigenacio dels vins. Tot i aixd, 'oxigen també pot ser alhora el causant d’efectes
no desitjats en el vi. Un d’ells és 'embruniment del vi, que es tracta d’'un increment de la
intensitat del color del vi a causa de la influéncia de l'oxigen que, a mesura que

augmenta la seva concentraci6, acaba canviant el color groc pal-lid per un color groc-
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marronos. L’embruniment a vegades es pot percebre com a un aspecte positiu, com en
el cas dels vins dolcos fortificats, perd en vins blancs generalment es valora
negativament. Per altra banda, I'oxigen també pot jugar un paper negatiu en I'aspecte
sensorial dels vins blancs, provocant una pérdua de frescor i d’aromes afruitats i aportant
un caracter oxidat, aspre i amarg desagradable. Aixo és degut a la modificacio i formacio
de diverses moléecules, que esta lligada a dos parametres importants com sén la

temperatura i el contingut d’oxigen (Karbowiak et al., 2010).
Modificacions moleculars
e Oxigen molecular i formacié d’especies reactives d’oxigen

L’'oxigen triplet (3.0; -O — O-) és la forma més estable de I'oxigen. Es tracta d’un estat
relativament no reactiu en comparacié a la majoria de radicals, ja que I'oxigen en
aquesta configuraci6 no pot reaccionar directament amb la majoria de molécules
organiques ni formar enllagos acceptant parells d’electrons. Tot i aix0, no es tracta d’'una
molécula inerta, ja que pot formar part de reaccions organiques o inorganiques, tal com
es pot observar a la Figura 1. De fet, I'absorcié d’una quantitat suficient d’energia
(térmica, luminica o quimica) li permet formar el seu estat singlet (*O). Aquesta nova
espécie molecular d’oxigen és altament reactiva i electrofilica i pot establir enllagos

guimics amb altres molécules a través de reaccions d’oxidacio.

Per altra banda, la reduccié monovalent de I'oxigen triplet a partir de I'addicié gradual
d’un electrd aportat per I'oxidacié d’'un catalitzador (generalment d’'un i6 metal-lic de
transicié reduit, com Fe?/Fe®*" o Cu*/Cu?"), pot produir espécies d’oxigen reactives
(ERO o ROS, de I'anglés Reactive Oxidative Species). Aixo pot induir la transformacio
cap a un anié superoxid (Oz-; -O — O:). Al pH del vi (2,8 - 4,0), aquest radical esta
present en la seva forma protonada, el radical hidroperoxid (HOO-). Aquesta forma no
és reactiva per si mateixa, perod es tracta d’'un precursor d’altres ROS. La transferéncia
d’un altre electro per part del Fe?* a I'anié superoxid pot reduir-lo i produir I'anié peroxid
(02%). Al pH del vi, 'O rapidament es protona i passa a ser una espécie d’oxigen no-
radical, el peroxid d’hidrogen (H20). Una vegada en aquesta forma, les reaccions de
reduccio de Fenton i de Haber-Weiss poden generar un radical hidroxil (HO-) i un i6
hidroxid (HO"), que sén espécies d’oxigen molt més reactives que el seu precursor. El
radical hidroxil es pot implicar en diverses vies d'oxidacié de radicals mitjangant
reaccions en cadena amb diferents substrats organics, com per exemple entre lipids i

radicals d’oxigen.



Sergi Anguela Vives
Treball Final de Grau de Biotecnologia

89, —T Op ~—2% 0 s ¢ MO e » Radical
reactions
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oxygen anion anion radical
Ienergy JpK 4.8 pK>14
¥
10, HOO- HO,
Singlet Hydroperoxide
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e Haber-Weiss reaction:
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H,0, + O, — HO- + HO + 10,

Figura 1. Formacié d'especies reactives d'oxigen (ROS) a partir de successives reduccions
monovalents de I'oxigen triplet (Karbowiak et al., 2010).
D’aquesta manera, I'oxigen molecular és el punt inicial d’'una escala reductiva que
genera espécies d’oxigen altament reactives que porten a un potencial oxidatiu molt fort.
A mesura que incrementa el nivell de reduccid, les espécies moleculars d’'oxigen passen
a ser més reactives i van augmentant el dany oxidatiu. Per tant, s’ha d’intentar evitar la
introduccié d’oxigen molecular a mostos i vins per tal d’aconseguir la maxima proteccié

possible contra els fendmens oxidatius (Karbowiak et al., 2010).
e Compostos fenolics: Substrats d’oxidacio

El vi és un fluid complex compost per una barreja d’aigua, alcohols (sobretot etanol),
acids organics (acid tartaric), compostos fendlics, sucres, aminoacids i diversos
minerals. Entre aquests, els compostos fendlics s’han de considerar amb un interés
especial pel que fa al procés d’oxidacié durant I'elaboracié i la maduracié del vi. El
potencial antioxidant (PAO o AOP, de l'anglés Antioxidant Potential) dels vins sovint
s’atribueix al seu contingut fenolic total, ja que els compostos fenolics tenen la capacitat
per capturar radicals lliures. Com que la produccié de vi negre inclou maceracio i la de
vi blanc no, els vins blancs contenen nivells inferiors de compostos fenolics i,

conseqientment, tenen AOPs inferiors que els vins negres (Abramovic€ et al., 2015).

Els compostos fendlics del vi es poden agrupar en flavonoides i no flavonoides, en funcio

del seu esquelet carbonic.

Els no flavonoides son els més comuns en vins blancs i la majoria es troben a les
cel-lules del gra de raim. Aquests es poden dividir en 5 grups principals, representats a
la Taula 1. El primer esta format pels acids cinamics. Aquests es poden trobar lliures,
esterificats amb l'acid tartaric, altres acids hidroxil-organics, sucres o alcohols.

L'esterificaci6 d'un acid hidroxicinamic amb Tlacid tartaric forma acids



Sergi Anguela Vives
Treball Final de Grau de Biotecnologia

hidroxicinamoiltartarics (HCT, de I'angles hydroxycinnamoyltartaric acids). Les formes
més abundants dins d’aquest grup son l'acid caftaric i I'acid coutaric, que son formes
molt reactives envers l'oxidacié del most. En medi aquds o hidroalcohdlic, els acids
caftarics son incolors, pero una vegada oxidats tendeixen a produir coloracio groga. Dins
d’'aquesta classe també hi ha la cumarina, que deriva de I'acid cinamic mitjangant una
esterificacio intramolecular amb un grup fenolic (-OH). El segon grup de no flavonoides
es tracta dels fenols volatils, inclouen I'acid benzoic i compostos volatils com el fenol
vinil i el guaiacol vinil. El tercer grup el constitueix el tirosol, que és un polifenol format
durant la fermentacio alcohdlica a partir de 'aminoacid tirosina sintetitzat per llevats. El
quart grup és el dels tanins hidrolitzables, compostos que deriven del roure. Aquests sén
esters d’acid gal-lic (galotanins) i d’acid el-lagic (el-lagitanins) amb glucosa o sucres
relacionats. Finalment, I'tltim grup de no flavonoides és el dels estilbens, del qual el
trans-resveratrol n’és 'exemple més conegut. No es troben presents de forma natural al
raim, siné que la seva preséncia ve de practiques com I'envelliment en b6ta de roure o

I'addicio de tanins extrinsecs amb productes comercials (Karbowiak et al., 2010).

Taula 1. Compostos fenolics no flavonoides més comuns del vi (Karbowiak
et al., 2010; Oliveira et al., 2011).

No flavonoides

s
Classe de fenol Estructura tipica
R:\ R';
\\
— S
(& 4 \‘\\\.; COM 2 ) j—o
N / - R= /
. R . \ /
Derivats d’acids = =
. e A R R RT R g
benzolcs | CiInamics Benzoic acid H H H Cinnamic acid
p-Hydroxybenzoicacid 4 OH H p-Coumaric acid
Protocatechuicacid on oW M Caffeic acid
Vanillic acid OCH; OH H Ferulic acid
Gallic acid OH OH OH

Syringic acid OCH, OH OCH,  Sinapic acid

oH

Fenols volatils

[

f
Guaiacol (R=H) R=H,
Ethylphonol (R=CH,CHy . Sl g

Vinylphenol (RECHCHY)  guiguaiacal (R=CHCHy)

Vinylgualacol (R=CHCH;)

. OH
Tirosol HO@I

Tanins hidrolitzables . Jﬁ/-]\m

OH o
Gallic acid Ellagic acid

Estilbens

trans-Resveratrol

Els flavonoides s6n més complexes que els no flavonoides. Tenen un nucli comu que

consisteix en un esquelet de carboni compost per dos anells fendlics ajuntats per un

6
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anell pira que conté oxigen. Les diferéncies en el grau d’oxidacio de I'anell heterociclic i
la hidroxilacié dels tres anells resulten en una gran familia de diferents estructures i amb
diferents propietats fisicoquimiques i estabilitat. Els flavonoides poden existir de forma
lliure o polimeritzats amb altres compostos, com per exemple altres flavonoides, sucres,
no flavonoides, proteines o una combinacié d’aquests. Els flavonoides es poden
diferenciar en 3 grups principals, en funcié del nombre d’hidroxils i/o substituents als
anells de benze (Karbowiak et al., 2010). La Taula 2 mostra els diferents grups de
flavonoides. EIl grup més comu son els flavonols. Aquests es troben majoritariament a
la pell del raim i es distingeixen per la preséncia d’'un enlla¢ doble de carboni i/o un grup
hidroxil addicional. El seguient grup és el dels flavan-3-ols, també anomenats catequines.
La font principal de flavan-3-ols son les parts solides del gra de raim, com la llavor, la
pell i la tija del raim. Els flavan-3-ols son els flavonoides més abundants en vins blancs
i poden existir com a unitats monomeriques, oligomériques o polimeritzar-se formant
proantocianidines, també anomenades tanins condensats. Aquests juguen un paper
fonamental durant la maduraci6 del vi, ja que produeixen un rang d’oligdmers i polimers
molt important. Finalment, el tercer grup de flavonoides sén les antocianines. Aquestes
també es troben majoritariament a la pell del raim i s6n les que donen coloracié al vi.
Aquestes existeixen com a fragments d’aglicona o com a glicosids i al vi es troben en la

seva forma glicosidada: cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina i malvidina.

Taula 2. Compostos fenolics flavonoides més comuns del vi (Karbowiak
et al., 2010; Oliveira et al., 2011).

Flavonoides
Classe de fenol Estructura tipica
Flavonols .
Quercetin (R'=0H, R?=H)
Myricetin (R'=R?=0H)
Flavan-3-ols S N I .
(Catequines) remaman NN o epmnenn e

{+)-Gallocatechin (R"=0H) -Epigasiocatechin gallate (F'=OH)

o
(:Epicatechin ('=H)
(-Epigaliocatechin (R'0H)

.

a

Ny

. _OH

HO. r | a;;\rr_._\ ‘ -
Antocianines \j/(\“’ =

O-Glc
OH
Cyanidin 3-glucoside (R'=0H, R?=H)
Peonidin 3-glucoside (R'=0CH; R*=H)
Delphinidin 3-glucoside (R'=R?=0H)
Petunidin 3-glucoside (R'=0H, R?=0CH,)
Malvidin 3-glucoside (R'=R=0CH
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La composicio fenolica d’'un vi principalment depén de diferents factors. El principal
factor és el tipus de vi. Els vins negres tenen més contingut de compostos fendlics que
els vins blancs degut a 'alta concentracié de flavan-3-ols i proantocianidines que hi ha
a les varietats de raim negre. Un altre factor important és el tipus de conreu, sol i
condicions climatiques, practiques viticoles, I'estat de maduracié i la qualitat del raim a
la collita. Finalment, les técniques enologiques utilitzades també afecten la composicio
fendlica final del vi. Alguns exemples d’aixd poden ser el tipus de premsat, la
temperatura i durada de la maceracio i I'addicié d’enzims pectolitics. Per exemple, la
fermentacio tradicional en contacte amb la pell del raim, té una tendéncia a afavorir
I'extraccié de compostos fendlics de les pells i de les llavors del raim (Karbowiak et al.,
2010). Per altra banda, els compostos fendlics poden mostrar una concentracio
decreixent en el vi durant la maceracio en barrica, especialment els compostos volatils
aromatics. La fusta de la barrica és capag d’absorbir aquestes molécules i aquesta
transferencia de masses varia I'equilibri inicial dels compostos fendlics. La capacitat
d’absorcioé de la fusta depéen de les condicions ambientals durant la crianga, com per
exemple la concentracié i transferéncia d’'oxigen, el pH, la temperatura, les

concentracions inicials de fenols i les concentracions d’etanol, SO; i llevat.

L’'oxidacié del vi es pot produir en funcié de dos mecanismes principals, I'oxidacio
bioguimica o enzimatica i I'oxidacié quimica o no enzimatica. Els compostos fendlics i
les ROS esmentats en els anteriors punts juguen un paper clau en ambdés mecanismes

d’oxidacio.
1.1.1. Oxidacié bioguimica o enzimatica

Com en la majoria de fruites i vegetals, I'oxidacié enzimatica pot tenir lloc de forma molt
rapida i afecta el color i el gust del producte final. Aquests tipus d’oxidacions normalment
tenen lloc al raim, perd sobretot al most, ja que quan es premsa el raim s’alliberen
enzims catalitzadors de I'oxidacié de diferents compostos del vi. L’'oxidacié enzimatica
esta correlacionada amb el contingut de compostos fenolics, especialment els del grup
d’acids hidroxicinamics, com l'acid caftaric i I'acid coutaric, i es veu promoguda per
flavan-3-ols. Els enzims que participen en aquest tipus d’oxidacié sén oxidoreductases.
Aguestes utilitzen compostos fenolics com a donadors d’electrons i 'oxigen com
acceptor d’electrons, de manera que els productes de la reaccié son el donador oxidat i
aigua. Dins del grup d’oxidoreductases hi ha diverses classes d’enzims amb activitats

enzimatiques diferents.

En el raim sa, I'activitat enzimatica oxidativa més abundant és la polifenoloxidasa (PPO,

de l'angles Polyphenol oxidase), també coneguda com tirosinasa, catecol oxidasa,
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catecolasa, difenol oxidasa, o-difenolasa o fenolasa. Aquesta activitat enzimatica
catalitza les reaccions que transformen els fenols en quinones en preséncia d’oxigen.
Les quinones resultants poden participar en reaccions de polimeritzacié amb proteines
0 aminoacids i condensar-se produint pigments marrons de melanina relativament
insolubles (Comuzzo et al., 2013). Aquest procés es troba representat a la Figura 2. Les
quinones també poden participar en reaccions d’oxidacio de substancies que tinguin un
potencial més baix, com polifenols, acid ascorbic i SO.. Per exemple, la quinona de I'acid
caftaric pot participar en reaccions que impliquen I'oxidacié de flavonols cap a les seves
corresponents formes de quinona. Una vegada duta a terme aquesta segona reaccio, la
quinona es redueix i torna a la seva forma original d’acid caftaric. Aquest pot tornar a

ser oxidat per 'activitat PPO i aixi s’entra en una cadena de reaccions d’oxidacio.

oH
/©/Monophenol
R

PPO+0,
v oH o Pheqolic
PPO+O, Species _ Condensation Brown
< > products - polymers
R oH  Catechin, SO, R C  Amino acids,
GSH proteins
Monocatechol ortho-Quinone

Figura 2. Procés d'oxidacid enzimatica al most del vi (Oliveira et al., 2011).

Hi ha diferents enzims capacos de realitzar aquesta activitat enzimatica. El més comu
és I'enzim polifenoloxidasa (PPO, de I'anglés Polyphenol oxidase, EC: 1.10.3.1.), un
enzim que conté Cu i és capag¢ d’oxidar fenols utilitzant I'oxigen com a acceptor
d’electrons. La concentracié de PPO és un dels factors més importants que determinen
la taxa d’embruniment enzimatic del most del vi. Tot i aix0, I'activitat de I'enzim
polifenoloxidasa es pot inhibir amb el SO,. El seglient enzim més important és la
peroxidasa (POD, EC: 1.11.1.7). Aquest conté Fe i utilitza el peroxid d’hidrogen (H20>)
com a acceptor d’electrons per oxidar compostos fenolics. El peroxid d’hidrogen oxida
el lloc actiu de I'enzim, de manera que quan el substrat queda lligat al lloc actiu, aquest

s’oxida i 'enzim torna al seu estat reduit.

Per altra banda, en raim infectat per Botrytis cinerea hi ha activitat lacasa degut a I'enzim
lacasa (EC: 1.10.3.2) sintetitzat pel fong (Karbowiak et al., 2010). Aquesta activitat
també es coneix amb el nom de para-difenoloxidasa i catalitza I'oxidacié de les para-
hidroquinones a para-benzoquinones. Es tracta d’'una activitat enzimatica més dificil
d’inhibir, ja que té major resistencia al SO, i un espectre més ample de substrats

d’oxidacio.
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Tot i que l'oxidacié enzimatica pot induir I'embruniment del most, la reaccié es veu
inhibida per l'alcohol produit durant la fermentacié. Per aquest motiu, el mecanisme

d’oxidacié quimica que té lloc al vi és de molta més importancia.
1.1.2. Oxidacié quimica o no enzimatica

L’oxidacié quimica és més lenta que I'enzimatica i té lloc una vegada ha acabat la
fermentaci6 alcohdlica del vi, generalment durant la fase de crianca. Aquest procés
oxidatiu esta mediat per I'acci6 catalitica dels ions metal-lics de ferro (Fe*/Fe?") i coure
(Cu?*/Cu*) i es veu afavorit per I'oxidacié de polifenols que contenen un anell de catecol
o un grup galoil (catequina, epicatequina, galocatequina, acid gal-lic i els seus ésters o

I'acid cafeic). Tot i aix0, 'oxigen no reacciona directament amb els compostos fendlics.

La Figura 3 mostra els mecanismes de I'oxidacié quimica del vi. Aquests tenen lloc a
partir de ROS, com el radical peroxid i la seva forma protonada, el radical hidroperoxil
(Figura 3, Pas 1). Els grups funcionals del catecol poden reaccionar amb aquests
radicals, formant semi-quinones (Figura 3, Pas 2), quinones (Figura 3, Pas 3) i peroxid
d’hidrogen. Aquest ultim pot formar radicals hidroxil mitjancant la reaccié de Fenton
(Figura 3, Pas 4). Els radicals hidroxil sbn molt inestables i reactius, de manera que
reaccionen immediatament amb diferents compostos del vi. Per una banda poden
reaccionar amb I'etanol, oxidant-lo a acetaldehid (Figura 3, Pas 5) o amb I'acid malic,
formant acid piravic (Comuzzo et al., 2013). Per altra banda poden reaccionar amb
sucres, glicerol o I'acid tartaric. Tot i aixd, encara no es coneix tot el patré dels productes

d’oxidacio.

o3 OH
OH OH
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Fe' Fe'
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H,O+ 2 H,0+
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OH
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Figura 3. Mecanismes d'oxidacié quimica del vi (P. Comuzzo & Zironi, 2013).
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Els productes d’oxidacié formats, com les quinones, I'acetaldehid o I'acid pirtvic poden
participar en més reaccions. Les quinones poden reaccionar amb grups tiol de proteines,
formant nous enllagos covalents o amb compostos fenalics, formant polimers nous i
estructures de tanins més grans. Ambdos mecanismes provoquen canvis en el caracter
sensorial del vi. Per altra banda, I'acetaldehid pot combinar-se amb flavonols per formar
estructures enllacades per etil, com tanins i antocianines. Aquests productes també sén
importants pel caracter sensorial i per I'estabilitat del color del vi. Finalment, I'acid piravic
pot reaccionar amb antocianines i formar pigments nous com la vitisina A, que també

aporta estabilitat en el color del vi.

Unes concentracions baixes d’aquests productes poden aportar una complexitat
interessant al vi. Tot i aix0, sila seva concentracié augmenta, es transformen rapidament
en factors negatius per la qualitat el vi. Per tant, la quantitat d’oxigen disponible és un
factor clau per controlar les concentracions d’aquests productes d’oxidacio. Una aeracio
controlada durant I'envelliment del vi pot tenir efectes positius com I'estabilitzacié de la
fracci6 fendlica i, per tant, del color. També pot provocar una reduccio de I'astringéncia
gracies a les reaccions de polimeritzacio i una eliminacio d’excés de notes vegetals. En
canvi, si l'aeracié del vi es descontrola acaben apareixent polimers inestables, els
compostos fendlics i compostos colorants precipiten i hi ha una acumulacié dels
productes d’oxidacioé (acetaldehid, quinones i acid piruvic). El conjunt de tots aquests
factors acaba implicant un embruniment del color i el desenvolupament de sabors

d’oxidacio no desitjats.
1.2. Productes antioxidants més utilitzats en la produccié de vi

Tot i que els mecanismes involucrats en 'oxidacio del vi s’han estudiat amb profunditat,
la proteccio6 del vi davant el malbaratament per oxidacié segueix sent un dels principals

objectius de I'enologia.

Els productes amb capacitat antioxidant més utilitzats en enologia sén el SO, I'acid
ascorbic i, molt recentment, el glutatio reduit. Diversos estudis han demostrat que també
es pot aconseguir un efecte antioxidant afegint compostos com encenalls de roure
(Navarro et al., 2016) i tanins enologics, especialment els el-lagitanins (Pascual et al.,
2017). Tot i aix0, els métodes més interessants i amb més potencial per substituir els
antioxidants convencionals son la crianca del vi sobre lies (Salmon et al., 2000) i la

utilitzacié de llevats secs inactius (LSI) (Comuzzo et al., 2013).

Per altra banda, no es pot oblidar que el SO, també te un efecte antiseéptic imprescindible
per controlar les possibles contaminacions microbioldgiques del vi. Per aquesta rao,

s’han proposat diferents técniques destinades a substituir aquesta funcié del SO..
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Aguestes podrien ser la utilitzacio de bacteriocines o lisozim (Guerrero et al., 2015) o el
tractament del vi amb metodes fisics com la radiacié UV-visible (Falguera et al., 2013),
polsos eléctrics (PEF, de l'anglés Pulsed Electric Fields) o altes pressions (HPP, de
'anglés High Pressure Processing) (Guerrero et al., 2015). Tot i aix0, cap d’aquests

meétodes ha estat tan eficient com el SO,.
1.2.1. Anhidrid sulfurds / Dioxid de sofre (SO,)

El didxid de sofre (SO.) és un compost ampliament utilitzat en enologia des de finals del
segle XVIII, especialment en vins blancs. Actualment segueix sent considerat un additiu
fonamental en el procés de vinificacid, principalment degut a les seves propietats
antiseptiques i antioxidants. Tot i que el SO, pot ser produit naturalment en la
fermentacio del vi per part dels llevats (Saccharomyces cerevisiae), la majoria prové de
compostos exogens afegits. Aquest s’obté de la combustié del sofre i s’utilitza des del
premsat fins a 'embotellament per protegir el most i el vi de I'oxidacio i de possibles

contaminacions.

Al vi hi ha un equilibri acid-base entre la forma molecular i la forma idnica del didxid de
sofre. Al pH del vi pot existir com la forma molecular, SOz, perd en general es troba en
la seva forma idnica dissociada com a i6 bisulfit, HSO3; (SO2 + H,O - H* + HSOg). El
i6 sulfit, SOs>, només apareix a pH més alts i, per tant, es troba a molt baixes
concentracions al pH del vi. La suma del HSOs i el SO, constitueixen la fraccié
anomenada SO; lliure. La forma molecular és la que té una activitat de control
microbiologic i antioxidant més activa, tot i que alhora representa la fraccié6 minoritaria
del sulfurds lliure (1-4% a 20 °C, en funci6 del pH i el grau alcohdlic del vi). Per altra
banda, una vegada en soluci6 en el medi, el dioxid de sofre es pot enllacar amb diversos
components del vi, constituint aixi la fracci6 anomenada SO, combinat. Aquesta conté
tot el i6 bisulfit que reacciona com a nucleofil amb compostos carbonil de manera que
acaba enllacat amb constituents insaturats del vi com I'acetaldehid, antocianines, acid
piravic, acid glutaric, glucosa o alguns compostos fenolics. El SO, combinat normalment
és la fraccié menys activa pel que fa a les propietats antioxidants i antimicrobianes dels
sulfits. La suma del SO lliure i el SO, combinat constitueixen el SO, total. El SO lliure
és I'tnic actiu contra I'oxidacié. Tot i aix0, aquest efecte protector només és eficient en

concentracions superiors a 10 mg-L* de SO lliure (Karbowiak et al., 2010).

Les propietats antimicrobianes del SO el fan ser 'adequat per a ser utilitzat per evitar
el creixement d’organismes no desitjats al vi, com llevats i bacteris perjudicials. Aquesta
caracteristica el transforma en l'additiu més utilitzat per controlar el creixement de

bacteris lactics i la fermentacié malolactica durant el procés de vinificacié. En aquest
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treball, pero, interessen més les seves propietats antioxidants. EI SO- juga un paper clau
contra I'oxidacié, no absorbint I'oxigen, sind més aviat reaccionant amb altres productes
que promouen l'oxidacié. Al most, el SO, actua contra els enzims polifenoloxidases
provinents del raim, evitant que aquests aturin el consum d’oxigen. Per altra banda, al
vi, el SO, reacciona directament amb I'oxigen molecular en preséncia de ions metal-lics
gue actuen com a catalitzadors (ions ferro i coure). D’aquesta manera es consumeix

I'oxigen segons la segient reaccio:

SO, + 10, — SO;

A més a més, els sulfits poden reaccionar amb el perdxid d’hidrogen, fet que resulta en
una reduccié del potencial d’oxidacié. Aquesta reaccié involucra un desplacament
nucleofilic del HSO3 pel H2O: per formar acid sulfaric, HSO4, com a producte final.
D’aquesta manera, el dioxid de sofre pot inhibir la reacci6 de formacié d’aldehid
competint pel perdxid d’hidrogen. El SO, també té un paper important en la reduccioé de

guinones, productes del procés d’oxidacio, i tornar-les a la seva forma de fenol.

Unes dosis excessives de SO: tenen un potencial al-lergogen i, fins i tot, poden
presentar toxicitat en forma d’efectes cronics relacionats amb un creixement reduit, una
menor disponibilitat de tiamina i una modificacio histopatologica de I'estomac (Comuzzo
et al., 2013). Aquests possibles efectes adversos a la salut dels consumidors ha originat
noves tendéncies de produccio per reduir significativament els sulfits en I'elaboracié del
vi i, fins i tot, que es vegin regulades les dosis de SO.. Els limits maxims permesos de
SO; total a la Uni6é Europea s6n de 150 mg-L* en vins negres i 200 mg-L* en vins blancs
i rosats. Si un vi supera els 10 mg-L* de contingut de dioxid de sofre total, a I'etiqueta
s’ha d’indicar que “conté sulfits” (Commission of the European Communities, 2009). A
més a més, una concentracié excessiva de SO, també podria causar alteracions
organoléptiques al producte final, neutralitzant el seu aroma i, fins i tot, produint defectes

aromatics caracteristics (Guerrero et al., 2015).

Per aquests motius, actualment s’estan buscant antioxidants alternatius que permetin
substituir o reduir la concentracio final de sulfits al vi. Tot i aix0, s’ha de tenir en compte
gue una concentracio insuficient de SO, no assegura I'adequada estabilitat del vi davant
una oxidacio excessiva o d’'un creixement microbia no desitjat. Aixd podria comprometre
la qualitat final del vi. Fins al moment no s’ha trobat cap producte amb les mateixes
propietats antioxidants i antimicrobianes que el SO, perd sense problemes relacionats
amb la salut ni afectacions a les propietats organoléptiques del vi. Per tant s’han de
buscar alternatives per reduir-ne les dosis, perd no es pot eliminar del tot esperant

obtenir un vi de qualitat.
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1.2.2. Acid ascorbic

L’acid ascorbic o vitamina C és la substancia més coneguda entre les utilitzades per
reemplacar parcialment els sulfits. Es tracta d'un compost capag d’eliminar 'oxigen de
forma més rapida que el dioxid de sofre. Es troba de forma natural al raim, pero
normalment es consumeix rapidament després del premsat. Per aquest motiu, en
enologia, la majoria de l'acid ascorbic present al vi blanc normalment s’afegeix just
abans de I'embotellament, tot i que també es pot utilitzar en diverses fases del procés
de produccio de vi per evitar-ne I'oxidacid. Es tracta d’'un agent reductor capac de reduir
les o-quinones al seu estat fendlic original i d’interferir els radicals hidroxil i altres
radicals, evitant aixi la seva propagacid. Per exemple, 'ASC pot reaccionar amb les
quinones d’acids hidroxicinamoiltartarics (HCT, de l'anglés Hydroxycinnamoyltartaric
acids) oxidant-se i regenerant el HCT de nou (Comuzzo et al., 2013). Tot i aix0, I'oxidacié
de 'acid ascorbic catalitzada per ions metal-lics produeix acid deshidroascorbic i peroxid
d’hidrogen. Aquest altim pot desenvolupar reaccions d’embruniment si no hi ha sulfits
presents al vi (Comuzzo et al.,, 2015). Per aquest motiu I'acid ascorbic sempre s’ha
d’utilitzar juntament amb el SO, ja que aquest és capag d’eliminar el perdxid d’hidrogen
i prevenir I'oxidacio de I'etanol via la reaccié de Fenton. El fet que en abséencia de SO,,
I'acid ascorbic pugui actuar tant com a antioxidant com a iniciador de radicals lliures, se’l
coneix com a “efecte crossover” i és el motiu pel qual normalment I'acid ascorbic s’utilitza

en combinacié amb sulfits.

1.2.3. Glutatio

El glutatié és un tripéptid compost pels aminoacids L-glutamat, L-cisteina i glicina. Esta
present en aliments i fruites com el raim i, a més, és el tiol no proteic més abundant en
la majoria dels organismes vius, incloent-hi els llevats vinics com Saccharomyces
cerevisiae. El glutati6é es pot trobar en la seva forma reduida (GSH) o oxidada (GSSG),
aquesta ultima esta formada per dues molécules de glutatié unides per un pont disulfur.
La forma reduida del glutatio (GSH) generalment és la més abundant en les cel-lules
vives i és la forma antioxidant en el vi. Durant la fermentacié alcoholica del vi hi ha
fluctuacions en les concentracions de glutatio, ja que els llevats poden tant utilitzar-lo
com secretar-lo. A més, la quantitat de GSH una vegada ha acabat la fermentaci6
alcoholica sembla ser depenent de la soca de llevat (Comuzzo et al.,, 2013). Les

concentracions de GSH disminueixen durant 'emmagatzematge i la crianca.

El glutati6 es contempla com un antioxidant del vi a causa de la seva capacitat per
neutralitzar les orto-quinones, principals responsables de 'embruniment del vi i la pérdua

d’aromes derivats dels mecanismes d’oxidacio, i reduir-les de nou a la seva forma
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original de polifenols. A més, té un paper fonamental en la prevencio de I'oxidaci6 dels
fenols del most, ja que és capac de reaccionar a través del seu grup -SH amb els acids
caftaric i coutaric, els fenols més sensibles a I'oxidacié en els mosts. Aquesta reaccio
genera el Producte de reacci6 del raim (GRP, de 'angles Grape Reaction Product), que
€s un compost estable i incolor. El GRP no pot ser oxidat per la PPO i és capag d’aturar
la cadena oxidativa, limitant aixi I'embruniment del most. Tot i aix0, la lacasa (EC:
1.10.3.2) pot oxidar el GRP i transformar-lo en polimers marrons, pel que el
processament de mosts afectats per Botrytis spp. €s molt més critic des del punt de vista
oxidatiu (Comuzzo et al., 2013). A part, s’ha reportat que la suplementacié de grans
dosis de GSH en condicions oxidatives podrien portar a la formaci6 de color (Comuzzo
et al., 2015).

Finalment, cal comentar que la suplementaci6 amb GSH reduit pur encara no esta
permesa a Europa. Les dades aportades anteriorment son de proves experimentals o
de laboratori. Tot i aix0, I'is de GSH pur esta inclds entre les practiques recomanades
per la Organization Internationale de la Vigne et du Vin (OIV). Molts dels aspectes
comentats s’han d’estudiar amb més profunditat abans d’utilitzar el glutatié a escala de

celler.

1.3. La crianga del vi sobre lies

La crianca del vi sobre lies és una técnica tradicional que es practica de forma habitual
en enologia. Aquesta técnica consisteix a deixar reposar el vi en contacte sobre lies
durant un interval d’'uns mesos 0 anys una vegada ha acabat la primera o la segona
fermentacio alcoholica. Les lies es troben dipositades al fons dels tancs de fermentacio
i estan constituides principalment per microorganismes (35-45%). Entre aquests, els que
més hi predominen soén llevats en fase estacionaria 0 morts que han dut a terme la
fermentacio alcohdlica, tot i que també hi poden haver bacteris morts, en el cas que hi
hagi hagut fermentacié malolactica. A més a meés, aquests microorganismes es troben
barrejats amb sals tartariques (25-35%) i residus organics (30-40%), que sOn
principalment restes de cél-lules vegetals (Fornairon-Bonnefond et al., 2003; Karbowiak
et al., 2010).

Els llevats en fase estacionaria i els llevats morts que es troben a les lies segueixen una
serie de reaccions que s’engloben sota el terme d’autolisi. La mort cel-lular indueix la
pertorbacié de les estructures intracel-lulars, com la membrana citoplasmatica i els
lisosomes, fet que permet l'alliberament d’enzims hidrolitics. Una vegada aquests
enzims s’activen, interactuen amb els biopolimers intracel-lulars dels llevats i hi ha una

acumulacié dels productes hidrolitzats a I'espai periplasmatic. Paral-lelament també hi
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ha activitat enzimatica a les parets cel-lulars. La paret cel-lular dels llevats esta
composta principalment per polisacarids (90%), perd també hi ha lipids i proteines
(10%). La fraccié de polisacarids conté glucans ramificats, manoproteines i quitina.
L’enzim B-(1—3)-D-glucanasa (EC: 3.2.1.6) té activitat durant diversos mesos a partir
del final de la fermentaci6 i juga un paper important en l'autdlisi de la paret cel-lular dels
llevats durant la crianca del vi sobre lies. Aquest enzim s’encarrega d’hidrolitzar els
glucans de la paret cel-lular, fet que allibera les manoproteines enllacades covalentment
als glucans. A continuacié I'enzim B-manosidasa (EC: 3.2.1.25) i les proteases
alliberades durant la proteodlisi s’encarreguen d’hidrolitzar les manoproteines,
incrementant la mida del porus de la paret. Aix0, juntament amb |la mida dels productes
intracel-lulars hidrolitzats de baix pes molecular, facilita que hi hagi una difusi6 de
diferents compostos a través de la paret cel-lular cap al medi extracel-lular (Fornairon-
Bonnefond et al., 2002). Per tant, I'autdlisi permet un alliberament de compostos de baix
pes molecular que enriqueixen el vi, com polisacarids, oligosacarids, manoproteines,
lipids, acids grassos i acids nucleics. Aquest fenomen resulta en una série d’avantatges
en el vi final. La interaccio entre polisacarids i manoproteines millora I'estabilitat del color
i aporta millores organoléptiques al vi, com un augment del seu volum en boca i una
suavitzacié de I'astringéncia en els vins negres. La reduccié de I'astringéncia es deu a
la inhibici6 per part dels polisacarids de les interaccions entre les proteines salivals i els
tanins, especialment les proantocianidines (Rodriguez et al., 2005), i a qué les lies
afecten directament en la precipitacié o absorcié de pro-antocianidines, especialment
els polimers més llargs, els quals son els que aporten més astringéncia al vi. Per altra
banda, en vins espumosos, aquestes molécules afavoreixen la integracié del gas
carbonic i estabilitzen 'espuma. Les manoproteines afavoreixen I'estabilitat proteica del

vi i eviten la cristal-litzaci6 de les sals d’acid tartaric (Gonzalez-Royo et al., 2017).

A més a més, s’ha demostrat que les lies son capaces d’interaccionar i absorbir
compostos fenolics oxidants del vi, com alguns tiols volatils. Aixd és possible gracies a
la formacio d’enllagos disulfurs amb les manoproteines alliberades de la paret cel-lular
dels llevats (Salmon et al., 2000). Per altra banda, les lies també consumeixen oxigen
degut a la lleu oxidaci6 de lipids i esterols de la membrana dels llevats, dels polifenols
adsorbits (ergosterol) i a les propietats antioxidants dels grups tiol de les proteines de la
paret cel-lular i dels B-glucans de les parets cel-lulars dels llevats (Piergiorgio Comuzzo
et al., 2015). D’aquesta manera son capaces de protegir el vi de I'oxidacid, pel que fa al
color com als aromes. Aquest és el motiu pel qual aquesta técnica s’utilitza principalment
en vins blancs. Els vins blancs tenen un potencial antioxidant molt baix, ja que no tenen

antocianines i la seva concentracio de flavanols és molt baixa. Per tant, I'envelliment
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dels vins blancs en barriques de roure, normalment es fa en contacte amb lies, que
consumeixen oxigen i protegeixen el vi de I'oxidacié (Comuzzo et al., 2014; Salmon et
al., 2000). Per altra banda, dltimament ha augmentat la popularitat d’aquesta técnica en

la crianca de vins negres.

Tot i aix0, la crianca del vi sobre lies és laboriosa i comporta certs riscos. Per una banda,
comporta una carrega de feina important, ja que les lies s’han de remenar periddicament
per homogeneitzar-les i s’han d’anar fent tasts per comprovar el desenvolupament
d’aromes (Fornairon-Bonnefond et al., 2002). Per altra banda, aquesta técnica pot
modificar el caracter sensorial del vi degut a I'aparicié d’aromes de reduccié (Rodriguez
et al., 2005) i per aix0 no és un méetode apte per totes les classes de vi, especialment no
aconsellable per certs vins de varietats aromatiques. A més, les lies per si soles no
protegeixen el vi de les possibles contaminacions microbianes per
Brettanomyces/Dekkera spp. 0 soques salvatges de bacteris lactics (LAB, de I'anglés
Lactic Acid Bacteria). Per aquests motius les lies no poden substituir completament la
utilitzacié de dioxid de sofre durant la maduracié i emmagatzematge del vi i aquest

meétode es requereix complementar amb sulfits.

1.4. Utilitzacio de Llevats Secs Inactius (LSI)

Els Llevats Secs Inactius (LSI) sén derivats de llevats produits per una degradacio
enzimatica o termica de cel-lules de llevats seguida d’'un assecat per obtenir el producte
en forma de pols. Els LS| es poden classificar en quatre grups en funcié del procés
d’obtencid: llevats inactius, llevats autolisats, parets de llevats i extracte de llevats. Els
llevats autolisats s6n capagos d’alliberar diferents compostos al vi com aminoacids,
nucleotids, esterols, proteines, glicoproteines, manoproteines i polisacarids. Algunes de
les diferents aplicacions de les LS| son la capacitat per millorar I'estabilitat tartarica i
proteica dels vins, I'estimulacié de la fermentacié malolactica, I'estabilitzacié del color,
'increment del volum en boca i la reduccio de 'acidesa i de la percepcio d’astringéncia.
A més a més, els LSI poden interaccionar o absorbir alguns compostos fendlics del vi i
reduir-ne la concentracié. Per aquests motius, la utilitzacio dels LSI comencga a ser cada
vegada més popular, ja que aporten els mateixos efectes positius sobre la qualitat del vi
gue la crianca del vi sobre lies, perd sense cap dels inconvenients esmentats

anteriorment de les lies.

La gran capacitat de consumir oxigen de les lies ha portat a suposar un efecte semblant
pels LSI. Ultimament s’han proposat alguns tipus de LS| com a protectors de I'oxidacio
de mosts i vins degut a la seva riquesa en glutatio reduit (GSH) (Andujar-Ortiz et al.,

2014; Du Toit, Wessel; Salmon, 2013), altres amb una major capacitat d’alliberament de
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polisacarids (Gonzélez-Royo et al., 2013). A més a més, alguns LSI tenen directament
una alta capacitat de consum d’oxigen. Encara que hi hagin estudis enfocats en
entendre completament la quimica que hi ha darrere la utilitzacié de LSI enriquits amb
glutatié (Andujar-Ortiz et al., 2014), el present treball pretén estudiat I'efecte antioxidant

de la utilitzacié d’algunes d’aquestes preparacions comercials.
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2. HIPOTESIS DE TREBALL | OBJECTIUS

Actualment existeix un interes en buscar alternatives al dioxid de sofre per protegir el vi
de l'oxidacié reduint les quantitats utilitzades d’aquest producte. Els llevats secs inactius
sén rics en glutati6 i alguns tenen una alta capacitat de consum d’oxigen. La
suplementacié de llevat sec inactiu com a alternativa a la crianca sobre lies és un métode
que pot servir per reduir la quantitat d’oxigen al vi i evitar-ne la seva oxidacié. A més a
més, els llevats secs inactius poden alliberar polisacarids i proteines que enriqueixin el
Vi.

Per aguests motius, l'objectiu principal d’aquest treball és estudiar el potencial
antioxidant de diferents llevats secs inactius amb la finalitat de valorar si serveixen com
a alternativa que permeti reduir la dosi d’altres antioxidants utilitzats. Més concretament,
es pretén provar I'eficiéncia antioxidant de dos LSI nous, R&D SIY AntiOx1 i R&D SIY
AntiOx2, enfront la d’altres productes que ja es troben al mercat. Per aixd s’han plantejat

els seglients objectius especifics:

e Caracteritzar el consum doxigen dels llevats secs inactius Pure-Less™
Longevity, Noblesse®, Finesse®, R&D SIY AntiOx1 i R&D SIY AntiOx2 en una
solucio de vi model.

e Comparar el consum d’oxigen dels llevats secs inactius Pure-Less™ Longevity,
Noblesse®, Finesse®, R&D SIY AntiOx1 i R&D SIY AntiOx2 amb el dels tres
additius antioxidants més utilitzats: el dioxid de sofre, I'acid ascorbic i el glutatio.

e Estudiar I'alliberament de polisacarids i proteines al medi de vi model per part de

cada llevat sec inactiu.

19



Sergi Anguela Vives
Treball Final de Grau de Biotecnologia

3. MATERIALS | METODES

3.1. Reactius i equipament

Totes les mostres i estandards es van manipular sense ser exposats a la llum. A més,
tots els productes tenien una puresa molt alta i eren adequats per cromatografia liquida

d’alta afinitat (HPLC: High Performance Liquid Chromatography).

L’etanol absolut (99%), el sulfat de coure (ll) pentahidratat, I'acid tartaric, I'hidroxid de
sodi en forma de pellets i I'acid clorhidric es van comprar a Panreac AppliChem
(Barcelona, Espanya). L'acetat d’amoni, el formiat d’amoni, la BSA (Bovine Serum
Albumin), els estandards de pectines i dextrans i I'acid ascorbic es van comprar a Sigma-
Aldrich (Madrid, Espanya). El sulfat de ferro (Il) heptahidratat EMSURE® i 'aigua Milli-
Q es van obtenir de Millipore (Burlington, USA), mentre que el metabisulfit de sodi al
97% es va obtenir d’Acros Organics (Madrid, Espanya). Els LSI comercials Pure-Less™
Longevity, Noblesse®, Finesse®, R&D SIY AntiOx1 i R&D SIY AntiOx2 es van obtenir de
Lallemand Inc. (Montreal, Canada).

Totes les mesures de la concentracidé d’oxigen dissolt en les ampolles es van realitzar
amb l'equip doximetria oOptica Fibox 3 LCD trace i els sensors
PresensPrecisionSensingGmbH (Ordercode: SPPSt3-NAU-D5-CAF; batchnumber:
1203- 01_PSt3-0828-01, PreSens, Regensburg, Alemanya). Per la dialisi de les mostres
es van utilitzar membranes de dialisi amb una porositat de 3,5 kDa subministrades per
Membrane Filtration Products Inc. (San Antonio, USA). Per la concentracié de les
mostres es va utilitzar I'equip d’evaporacié al buit UNIVAP 100ECH (Uniequip,
Martinsried, Germany). Per la liofilitzacié de les mostres es va utilitzar I'equip Telstar
LyoQuest HT40 de Telstar (Terrassa, Espanya). Per la filtracio de les solucions prévia a
la HPLC es van utilitzar filtres d’acetat de cel-lulosa de 0,22 ym de Millipore GSE
(Madrid, Espanya). La separacio, identificacio i quantificacio dels polisacarids i proteines
es va dur a terme amb el sistema de cromatografia liquida d’alta precisio Agilent 1100
Series d’Agilent Technologies (Waldbron, Alemanya). Les columnes Shodex OHpak SB-
803 HQ i Shodex SB-804 HQ utilitzades per la separacio en fase solida de polisacarids

i proteines van ser subministrades per Showa Denko K. K. (Toquio, Jap6).

3.2. Disseny experimental

La taxa de consum d’oxigen es va determinar segons la técnica luminescent no invasiva
descrita per Diéval et al. (2011) i utilitzada en diversos estudis (Navarro et al., 2016;

Pascual et al., 2017; Pons et al., 2019). La Figura 4. Esquema del disseny experimental
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seguit per la mesura del consum d’oxigen. representa el protocol experimental seguit,

adaptat del treball previ del grup de recerca TECNENOL (Pascual et al., 2017).
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Figura 4. Esquema del disseny experimental seguit per la mesura del consum d’oxigen. 1. Es van omplir ampolles de
0,75 L amb una solucié model de vi composta per etanol (12% (v/v)), acid tartaric (4 g-L't), Fe (Ill) (3 mg:-L2), Cu (Il)
(0,3 mg-L1) ajustada amb NaOH a un pH de 3,5. 2. Les ampolles es van suplementar amb diferents compostos
antioxidants (SO, acid ascorbic, glutatié o diferents llevats secs inactius), 3. es van saturar amb oxigen mitjangant
bombolleig i 4. es van xapar amb tap corona i obturador. 5. Finalment es va anar mesurant la concentracié d’oxigen
de l'interior de les ampolles mitjangant un oximetre optic i un sensor al interior de les ampolles durant 15 dies. Es van
fer tres repliques per cada producte.

Es van utilitzar ampolles transparents de 0,75 L amb un sensor PSt3 préviament
enganxat al centre del seu interior. Aquest es va utilitzar, juntament amb I'equip
d’oximetria optica Fibox 3 LCD trace, per la mesura no invasiva mitjangant
luminescéncia de la quantitat d’'oxigen dissolt. L'equip Fibox 3 mesura el temps de
decadéncia de la luminescencia d’'un luminofor immobilitzat. El luminofor s’excita amb
llum monocromatica d’una intensitat moderada aportada per una fibra optica i el seu
temps de decadéncia provoca un retard del temps d’emissié del senyal de llum per part
del luminofor. Aquest temps de decadéncia disminueix en preséncia d’oxigen, pel que

es pot correlacionar el valor del senyal amb la concentracié d’oxigen (Diéval et al., 2011).

Totes les ampolles es van omplir amb una solucié model de vi composta per 12% (v/v)
d’etanol, 4 g-L* d’acid tartaric, 3 mg-L™* de Fe (lll) en forma de sulfat de ferro (ll)
heptahidratat i 0,3 mg-L™* de Cu (Il) en forma de sulfat de coure (1) pentahidratat. El pH

es va ajustar a 3,5 amb NaOH.
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Aquestes ampolles es van suplementar amb els diferents compostos antioxidants (SO,
acid ascorbic o glutatié) o diferents tipus de llevat sec inactiu (Pure-Less™ Longevity,
Noblesse®, Finesse®, R&D SIY AntiOx1 i R&D SIY AntiOx2). A més, també es van
preparar ampolles que només contenien la solucié model de vi sense cap producte afegit
per utilitzar-les com a controls. Es van preparar tres répliques pel control, per cada
producte quimic i per cada LSI. Tal com indica la Taula 1, en funcié del producte es van
afegir les quantitats maximes habitualment recomanades o fins i tot, com en el cas del
SO i del glutatio, quantitats superiors a I’habitual. Hi ha antecedents que indiquen que
una dosis de 400 mg-L* del LSI Pure-Less™ Longevity té una capacitat de consum
d’oxigen similar al de la dosi habitual d’us de SO, (20 mg-L?) (Pons et al., 2019). Per
aquest motiu es va prendre aquesta dosi com a referéncia i totes les maceracions de
LSI es van fer amb dosis de 400 mg-L*. D’aquesta manera es tenien les condicions
idonies per observar millor I'evolucié de cada producte i es podrien obtenir diferencies
significatives del consum d’oxigen dels diferents productes en la menor quantitat de

temps possible, un interval de 15 dies.

Taula 3. Diferéncies entre les dosis habituals de cada producte i les dosis utilitzades en
aquest estudi (Pons et al., 2019).

Producte Q“a":zagt. :‘_f)bitua' Quant(i:; l:tll; itzada
Acid ascorbic 100 100
50, 30 50
Glutatié 20 200
LS| 400 400

A continuacio es va afegir oxigen a cada ampolla mitjangant bombolleig amb aire durant
10 minuts per aconseguir una solucié de vi model saturada d’oxigen (concentracié de
saturacié: 8,0 mg-L?). Finalment es van tapar les ampolles amb obturador i xapa corona

minimitzant el volum de I'espai del coll de 'ampolla.

Al cap d’una hora es van iniciar les mesures de la concentracié d’oxigen mitjancant el
sensor i 'oximetre optic. Des de llavors, es van anar prenent mesures periodicament
durant 15 dies fins al complet consum de I'oxigen. Durant aquest interval de temps les

mostres es van mantenir a una temperatura de 20 °C + 1 °C en un lloc sec i fosc.

En passar els 15 dies i una vegada acabades les mesures de la concentracié d’oxigen,
es van obrir les ampolles amb 400 mg-L* de LSI per analitzar-ne la concentracié de

polisacarids i proteines.
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3.3. Extraccio de polisacarids de les mostres

Les mostres es van processar utilitzant la metodologia descrita i validada per Ayestaran
et al. (2004) i utilitzada en altres estudis (Gonzalez-Royo et al., 2017; Medina-Trujillo,
2017). Aquest meétode analitic es tracta d’'un procediment de multiples passos. Es va
partir de 10 mL de cada mostra. Primer es van centrifugar les mostres (5 minuts a 8000
rpm) per aillar la fase liquida del precipitat que contenia les lies. A continuacio es va
concentrar la mostra fins a un volum final de 2 mL utilitzant 'equip d’evaporacié al buit
UNIVAP 100ECH. Aquest pas era necessari fer-lo per assegurar que hi hagués una
precipitacié quantitativa de les diferents families de polisacarids. Tots els polisacarids
solubles es van fer precipitar afegint 10 mL d’'un medi d’alcohol acid (HCI 0,3M en etanol
absolut) i es van conservar a 4 °C durant 24 h. Al passar aquest temps es van centrifugar
les mostres (15 minuts a 8500 rpm) i es van descartar els sobrenedants. A continuacio
es va resuspendre el precipitat amb 1 mL d’aigua ultrapura (Milli-Q), es van congelar a
-20 °C i liofilitzar amb I'equip Telstar LyoQuest HT40.

3.4. Determinacio de la concentracié de polisacarids per HPLC

Per determinar la concentracié de polisacarids presents a les mostres es va utilitzar un
protocol de determinacié per cromatografia liquida d’alta resolucid6 (HPLC: High

Performance Liquid Chromatography).

Es van resuspendre els pellets resultants de la liofilitzaciéd amb 1 mL de formiat d’amoni
(50 mM), es van filtrar amb filtres d’acetat de cel-lulosa amb porus de 0,22 um i es van
passar a vials d’'HPLC. Els vials es van col-locar a I'equip Agilent 1100 Series de HPLC
i es van injectar 100 uL de mostra al sistema cromatografic. La separacié es va dur a
terme a 20°C utilitzant dues columnes diferents (Shodex OHpak SB-803 HQ i Shodex
SB-804 HQ, 300 mm x 8 mm) connectades en série. La fase mobil utilitzada consistia
en una solucié aquosa de formiat d’amoni (50mM) aplicada amb un cabal constant de
0,6 mL-min‘t i 'analisi durava 60 minuts. El calibratge dels temps d’exclusié molar es va
dur a terme amb l'analisi d’estandards de dextrans de diferents pesos moleculars a
través de la columna. D’aquesta manera es van poder coneixer els temps d’exclusio
molar de cada fraccié de polisacarids i es va aconseguir separar-les en funcié del seu
pes (Taula 4). Les diferents fraccions de polisacarids es van quantificar en funcio de
I'area del pic de cadascuna d’elles i utilitzant la recta patré feta amb estandards

comercials de pectines i dextrans amb rangs d’entre 0i 2 g-L* (r? > 0,99).
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Taula 4. Classificacié dels diferents grups de sacarids en funcié dels seus temps d'exclusié molar en HPLC.

Temps d’exclusié inicial Temps d’exclusié final
Grup kDa \ ]
(minuts) (minuts)
Oligosacarids 1-7,5 28,26 32,36
7,5-40 24,86 28,26
Polisacarids 40-180 21,80 24,86
>180 18,12 21,80

3.5. Extraccio de proteines de les mostres

Les mostres es van processar utilitzant la metodologia descrita per Canals et al. (1998)

i utilitzada en altres estudis (Gonzalez-Royo et al., 2017; Medina-Trujillo et al., 2017).

Es van dialitzar dues aliquotes de 15 mL de cada mostra en membranes amb una
porositat de 3,5 kDa. Aquesta dialisi va permetre excloure totes les particules més
petites de 3,5 kDa, ja que aquestes van sortir a I'exterior, evitant aixi possibles
interferéncies en la posterior determinacié. Aquest pas es va realitzar en quatre dies i
va requerir canviar el medi on se submergien les mostres cada dia. Els dos primers dies
es va utilitzar una solucio d’acetat d’amoni 0,3M com a medi i els altres dos es va utilitzar
aigua ultra-pura Milli-Q. A continuacié es van passar les mostres dialitzades en plagues
de petri, es van congelar a -20°C i liofilitzar utilitzant 'equip Telstar LyoQuest HT40.
Seguidament es van resuspendre els pellets resultants de la liofilitzaci6 amb 1,5 mL
d’aigua ultrapura Milli-Q, es van tornar a congelar a -20°C i liofilitzar per segona vegada.
D’aquesta manera es va aconseguir concentrar les proteines de les mostres fins a 100

vegades la seva concentracio inicial per facilitar-ne la seva analisi per HPLC.

3.6. Determinacio de la concentracié de proteines per HPLC

Per determinar la concentracié de proteines presents a les mostres es va utilitzar un
protocol de determinacié per cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC: High

Performance Liquid Chromatography).

Es van re-suspendre els pellets resultants de la segona liofilitzacié amb 0,6 mL d’acetat
d’amoni (30 mM), es van filtrar amb filtres d’acetat de cel-lulosa amb porus de 0,22 ym
i es van passar a vials d’'HPLC. Els vials es van col-locar a I'equip Agilent 1100 Series
d’HPLC i es van injectar 100 pL de mostra al sistema cromatografic. Aquesta vegada la
separacio es va dur a terme a 20°C utilitzant la columna Shodex OHpak SB-803 HQ. La
fase mobil consistia en una solucié aquosa d’acetat d’amoni (30 mM) aplicada amb un
cabal constant de 0,6 mL-min™ i 'analisi durava 70 minuts. El calibratge qualitatiu dels

temps d’exclusi6 molar es va dur a terme amb l'analisi d’estandards de diferents
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proteines d’'un rang d’entre 2 a 150 kDa. D’aquesta manera es van poder conéixer els
temps d’exclusié molar de cada fraccid de proteines i es va aconseguir separar-les en
funcié del seu pes (Taula 5). Les diferents fraccions de proteines es van quantificar en
funcié de I'area del pic generat per cadascuna d’elles i utilitzant la recta patré quantitativa
feta amb estandards externs de Bovine Serum Albumin (BSA) en un rang de

concentracions d’entre 0 i 6000 mg-mL™ (r> > 0,99).

Taula 5. Classificacio dels diferents grups de proteines en funcié dels seus temps d'exclusié molar en HPLC.

Temps d’exclusié inicial Temps d’exclusié final
Grup kDa . .
(minuts) (minuts)
<2 18,08 24,57
Péptids
2-25 14,52 18,08
Petit pes molecular 25-50 13,54 14,52
Mitja pes molecular 50-75 12,97 13,54
75-150 11,99 12,97
Alt pes molecular
>150 10,87 11,99

3.7. Analisi estadistica

Totes les dades presentades a continuacio s’expressen com les mitjanes aritmetiques +

la desviaci6 estandard de les tres répliques fetes per cada producte.

Per dur a terme lanalisi estadistica de les dades experimentals es va utilitzar el
programa Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA) i el software estadistic
XLSTAT 2020 (Addinsoft Inc., NY, USA). Les diferéncies significatives es van determinar
mitjangant I'analisi unidireccional de variancia (ANOVA) utilitzant tests comparatius de
Tukey (HSD) per comparar mostres intragrupals i intergrupals. L'interval de confianca

utilitzat es va establir al 95% (p < 0,05).
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. Consum d’oxigen

La Figura 5 mostra la cinética del consum d’oxigen al llarg del temps per part del SO,
els LSI Longevity i AntiOx1, I'acid ascorbic i el glutati6 en una soluci6 model de vi
saturada en oxigen a 20°C. La concentracié d’oxigen de la solucié model de vi control
(sense cap antioxidant afegit) ha disminuit de forma insignificant i, en general, s’ha
mantingut estable al llarg del temps. Per tant, en aquestes ampolles no hi ha hagut
consum d’oxigen i les variacions de la concentracid d’oxigen es poden considerar
negligibles (no es mostren les dades). Per altra banda, els LSI Finesse, Noblesse i
AntiOx2 han seguit una cinética diferent en la que el consum d’oxigen ha estat
practicament nul, de manera que no tenia sentit continuar fent el seu estudi cinetic. A

’Annex 2 es pot observar el consum d’oxigen per part d’'aquests LSI.
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Figura 5. Consum d'oxigen de |'acid ascorbic, el glutatio, el SO, i els LSI Longevity i AntiOx1 en una solucié model de
vi saturada en oxigen a 20 °C. Les tres taules de la dreta del grafic mostren I’evolucié dels diferents grups estadistics
al llarg del temps. Les lletres A, B i C indiquen grups amb diferencies estadisticament significatives entre ells (p <
0.05). No es mostren les dades del dia 8 perqué s’han obtingut resultats aberrants en el consum d’oxigen tots els
productes estudiats. A partir del dia 7 no hi ha dades del consum d’oxigen per part del glutatié perque ja havia
consumit tot I'oxigen de I'ampolla, de manera que a partir d’aquest dia es van deixar de prendre mesures. No es
mostra el consum d’oxigen dels LS| Finesse, Noblesse i AntiOx2 perque han seguit una cinética diferent en la que
consum d’oxigen ha estat practicament nul.

En la Figura 5 es pot veure clarament que tant els productes antioxidants com els LSI
han consumit oxigen al llarg del temps. Es pot observar com el consum d’oxigen esta
influenciat per la naturalesa de I'antioxidant utilitzat. L’acid ascorbic ha estat I'antioxidant
més eficient amb diferéncia, ja que va ha sigut capa¢ de consumir completament tot
'oxigen en menys de 10 hores. El glutatié ha tardat 7 dies en consumir tot I'oxigen. La

resta de productes no han estat capacos de consumir la totalitat de I'oxigen durant els
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15 dies. Al comparar la cinética del consum d’oxigen del glutatio, el SO i els LS| s’han
obtingut diferéncies estadisticament significatives entre I'eficiéncia antioxidant d’aquests
productes. Durant els primers 7 dies s’han obtingut tres grups estadisticament diferents.
El primer esta format pel glutatid, al segon hi ha el LS| AntiOx1 i el tercer compren el LSI
Longevity i el SO,. En canvi, del dia 7 al 15 el consum d’oxigen dels diferents compostos
ha anat evolucionant de manera que el dia 15 només hi ha un sol grup estadistic que
compren els LSI AntiOx1 i Longevity i el SO,. En el cas del glutatié, no hi ha dades del
consum d’oxigen a partir del dia 7 perqué en aquell punt ja havia consumit tot 'oxigen
de 'ampolla, de manera que a partir d’'aquest dia es van deixar de prendre mesures.
Finalment, cal comentar que els LSI Finesse i Noblesse so6n productes que ja es troben
al mercat i no s'utilitzen per prevenir I'oxidacio, ja que no tenen potencial antioxidant,
sind que s'utilitzen per millorar les caracteristiques organoléptiques i I'estabilitat del vi
(Enologica Vason S.p.A., 2016; Mali¢anin et al., 2017). Per tant, els resultats obtinguts
concorden amb aquesta informacié. Per altra banda, el LSl AntiOx2 es tracta d’un
producte en estudi, de manera que els resultats obtinguts (Annex 2) indiquen que
I’AntiOx2 no serviria com a producte antioxidant.

A continuacié s’han ajustat les dades per observar la quantitat d’'oxigen que consumeix

1 mg de cada producte al llarg del temps. Els resultats es mostren a la Figura 6.

Consum d'oxigen

. DIA1
‘3 o Glutatid
e ‘ s02 B
g o AntiOx1| BC
i

g) —»—502 Longevity ¢
< 0,05 —+—Longevity DIRT

S 0,04 =
g J —a—AntiOox 1 Glutatio B
: 0,03 ——Acid Ascorbic AntiOx 1 8
: Longevity| B
.%: o —&—Glutatié DIA 15

] 502 A
'g 0,01

: -

{on AntiOx1| B
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Figura 6. Consum d'oxigen d'1 mg d'acid ascorbic, glutatid, SO, i dels LSI Longevity i AntiOx1 en una solucié model
de vi saturada en oxigen a 20 °C. Les tres taules de la dreta del grafic mostren I'evolucié dels diferents grups
estadistics al llarg del temps. Les lletres A, B i C indiquen grups amb diferéncies estadisticament significatives (p <
0.05). A partir del dia 7 no hi ha dades del consum d’oxigen per part del glutatié perqué ja havia consumit tot I'oxigen
de I'ampolla, de manera que a partir d’aquest dia es van deixar de prendre mesures. No es mostra el consum
d’oxigen dels LS| Finesse, Noblesse i AntiOx2 perquée han seguit una cinética diferent en la que consum d’oxigen ha
estat practicament nul.

En aquest grafic es pot veure clarament que el consum d’oxigen d’1 mg de cada

producte seria diferent al observat a la Figura 5. En aquest cas I'acid ascorbic segueix
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sent el més eficient de tots, pero hi ha variacions en la resta de productes. S’obtenen
canvis en els diferents grups estadistics al llarg del temps.

Durant els primers 7 dies hi ha 3 grups estadistics diferents. Per ordre decreixent
d’eficiéncia en el consum d’oxigen, el primer grup esta format pel glutatid, el segon pel
SO: i el tercer pel LSI Longevity. ElI LSI AntiOx1 es troba entre el segon i el tercer grup
estadistic, de manera que no té diferencies significatives amb el SO» ni amb el Longevity.
El dia 7, en canvi, ha passat a haver-hi només dos grups estadistics diferents. El primer
esta format pel SO i el segon pel glutatié i els LSI AntiOx1 i Longevity. Durant els ultims
dies segueixen havent-hi els mateixos dos grups estadistics, pero la diferencia entre
aguests ha anat incrementant a mesura que ha passat el temps. El dia 15 s’observa
que, a la mateixa concentracio, el SO, consumeix 6,23 vegades més oxigen que el LSI
AntiOx1 i 8,14 vegades més que el LS| Longevity.

Les dades del consum d’oxigen del glutatié6 a partir del dia 7 i de les LSI Finesse,
Noblesse i AntiOx2 no apareixen al grafic pels mateixos motius explicats anteriorment

per la Figura 5, pero es poden observar a 'Annex 3.

4.2. Aplicacié del model cinetic

Per modelitzar la cinética del consum d’oxigen i poder-la parametritzar s’ha seguit el
model cinéetic proposat per Pascual et al. (2017). S’ha fet la representacio de la inversa
de l'oxigen consumit entre la inversa del temps. La Figura 7 representa els resultats

obtinguts pel SO, I'acid ascorbic, el glutatio i els LSI Longevity i AntiOx1.
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Figura 7. Aplicacio del model cinétic, proposat per Pascual et al. (2017), en el consum d'oxigen de I'acid ascorbic,
glutatid, SO, i dels LS| Longevity i AntiOx1 en una solucié model de vi saturada en oxigen a 20 °C. Les dades dels
dos primers dies no s’han utilitzat per generar les rectes de regressié ja que no sén significatives degut a les
interferéncies provocades pel bombolleig d’oxigen previ a I'embotellament. Els LSI Finesse, Noblesse i AntiOx2 no
s’han pogut ajustar al model perqué han seguit una cinética de consum d’oxigen diferent.
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S’han obtingut coeficients de regressié lineal amb R? > 0,97, de manera que es confirma
gue el model cinétic utilitzat és I'adient. Les mesures del dia 1 i del dia 2 no sén
significatives degut a les interferéncies provocades pel bombolleig d’oxigen previ a
'embotellament. Per aquest motiu, les dades dels dos primers dies no s’han utilitzat per
generar les rectes de regressio. Com s’ha comentat anteriorment, els LS| Finesse,
Noblesse i AntiOx2 han seguit una cinética de consum d’oxigen diferent que la dels

altres, pel que no s’han pogut ajustar al model.

Segons aquesta modelitzacié es pot establir la seglient equacio:

On:
1 _ A +B [0,]: Concentracié d’oxigen (mg-L?)
[0,] t A: Pendent de la recta de regressid
B: Coordenada a l'origen de la recta
t: Temps (s)

Aquesta equacié descriu la relacio entre I'oxigen consumit i el temps. Partint d’aqui, si
s’ailla la variable de la concentracio d’oxigen, se’n fa la primera derivada i es considera
temps zero, es pot determinar la taxa de consum d’oxigen a temps zero (TCOt), La
TCOt, correspon a la inversa del pendent de I'equacio inicial (1-A?). La Figura 8 mostra

aquests calculs.

1. Aillar [0,] 2. Primera 3.Pert=0
derivada
1 _A —) t d[o,] A do,] _ 1
—_—=—+ = e _ = _ —&=—=
[0, t B (0] A+Bt dt ~ A’+2ABt+B*t at - a - Te0Y

Figura 8. Calcul de la taxa de consum d'oxigen a temps 0 (TCOto) (Pascual et al., 2017). 1. S’ailla la variable de la
concentracio d’oxigen ([0.]). 2. Es fa la primera derivada. 3. Es considera temps 0. 3. Es determina la taxa de consum
d’oxigen a temps zero (TCOto), que correspon al pendent de I'equacid de la recta (1-A1).

Per tant, aplicant aquest model cinétic amb els pendents dels grafics obtinguts, es podra
trobar la TCOt, del SO,, I'acid ascorbic, el glutatié i dels LSI Longevity i AntiOx1. A
I’Annex 4 es poden observar els valors de les equacions de cadascuna de les rectes de
regressio lineal obtingudes amb els seus respectius valors de les R? i els calculs de les

diferents TCOty. La Taula 6 i la Figura 9 mostren els valors obtinguts de les TCOto.
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Taula 6. Taxa del consum d'oxigen a temps 0 (TCOtq), TCOto a les dosis habituals i Capacitat Antioxidant Relativa
(RAC, de I'anglés Relative Antioxidant Capacity) del SO, I’acid ascorbic, el glutatid i els LSI Longevity i AntiOx1 en una
solucié de vi model a 20 °C.

ooucre oo o o
Acid ascorbic 63,69+1,65 A 100 63,69+0,016 A  3,54-10°+165 A
Glutatié 845+0,75 B 20 0,845+0,004 B  469,13+7,55 B
AntiOx1 097+027 C 400 0,973+0,0001 B  540,58+27,28 B
Longevity 060+0,11 C 400 0,595+0,0003 B  330,6+11,12 B
S0, 030+0,08 C 30 0,18 + 0,002 B 100+4,85 B

Les dades s'expressen com la mitjana aritmeética de les tres repliques amb la seva desviacid estandard. Les lletres
A, BiCindiquen grups amb diferéncies estadisticament significatives (p < 0.05). TCOto: Taxa de consum d'oxigen
a temps 0; RAC: Capacitat Antioxidant Relativa referent al SO,.
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Figura 9. A. Taxa del consum d'oxigen a temps 0 (TCOto) del SO,, I'acid ascorbic, el glutatid i els LSI Longevity i
AntiOx1. B. Taxa del consum d'oxigen a temps 0 (TCOto) del SO, el glutatid i els LSI Longevity i AntiOx1. Les lletres
A, Bi Cindiquen grups amb diferéncies estadisticament significatives (p < 0.05). TCOto: Taxa de consum d'oxigen a
temps 0.

A la Figura 9 (A) es poden observar tres grups estadisticament significatius diferents. El
primer el forma I'acid ascorbic, que presenta una taxa de consum molt més alta que la
resta de productes. Tot i aix0, s’ha de tenir en compte que quan I'acid ascorbic s'inocula
sense afegir SO,, pot generar més oxidacio a partir d’'un cert temps de conservacio, ja
que genera peroxid d’hidrogen (Comuzzo et al., 2015). A la Figura 9 (B) es mostren les
mateixes dades pero sense la TCOtO de I'acid ascorbic, de manera que es poden
observar millor les diferéncies entre els altres productes antioxidants. El segon grup
estadistic esta format pel glutatio i el tercer pels LSl AntiOx1 i Longevity i el SO,. A
continuacié s’han ajustat les TCOty, obtingudes a les dosis habituals d’Us de cada
producte indicades a la Taula 3. Els resultats es mostren a la Taula 6 (TCOt, dosis
habituals). Aquest valor indica les TCOt, a les dosis habituals d’us, on varien els grups
estadistics anteriors, passant a haver-n’hi dos. En aquest cas, I'acid ascorbic constitueix
el primer grup estadistic i és dues unitats logaritmiques superior que la resta, els quals
conformen el segon grup estadistic. EI LSl AntiOx1 és el segon producte antioxidant
més eficient a les seves dosis d’Us (400 mg-L1). El glutati6 és el segtient producte amb

la TCOto més alta a les seves dosis habituals d’ts (20 mg-L?). El segtient producte més
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eficient a les dosis habituals d’Us és el LSI Longevity (400 mg-L?). Finalment, el SO, és
el producte amb menys eficiéncia antioxidant a les seves dosis habituals d’us (30 mg-L

1) d’entre els productes estudiats.

Per quantificar la diferéncia de les diferents TCOty s’ha utilitzat el valor de la Capacitat
Antioxidant Relativa referent al SO, (RAC). El RAC expressa I'efectivitat relativa com a
consumidors d’oxigen del diferents antioxidants i LSI en comparacié amb el SO, el
producte més utilitzat habitualment per aquesta finalitat. Aquest valor s’obté contemplant
les TCOty a les dosis habituals d’us de cada producte observades a la Taula 6. La Figura

10 mostra els resultats.

RAC (%)
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Figura 10. Capacitat Antioxidant Relativa referent al SO, (RAC) de I'acid ascorbic, el glutatid i
els LSl Longevity i AntiOx1. Els valors s’expressen en percentatges, sent la RAC del SO, el 100%.
Les lletres Ai B indiquen grups amb diferéncies estadisticament significatives (p < 0.05).

Es pot observar que totes les RAC son diferents entre elles. Tots els productes
antioxidants estudiats tenen una RAC superior que la del SO,. L’acid ascorbic té una
RAC dues unitats logaritmiques superior que la resta. Aixo indica que aquest producte
és molt més eficient que els altres, tal i com indicava la bibliografia (P. Comuzzo & Zironi,
2013; Piergiorgio Comuzzo et al., 2015) i com ja s’ha anat veient al llarg d’aquest estudi.
Per altra banda, el LSI AntiOx1 és el producte antioxidant amb la segona RAC més alta,
seguit molt de prop pel glutatié. Aquests tenen una RAC 5,4 i 4,7 vegades superior que
la del SO;, respectivament. Finalment, el LSI Longevity és el producte amb menys
eficiéncia antioxidant d’entre els ja esmentats, tenint una RAC 3,3 vegades superior que
la del SO..
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4.3. Validacié de la modelitzacid del consum d’oxigen

Finalment s’ha validat la modelitzacié del consum d’oxigen dels diferents productes
antioxidants estudiats. Aquesta validacié s’ha fe substituint els valors A i B de cadascuna

de les rectes de la Figura 7 a la seguient equacio:

t
[0.] = A+Bt

(Figura 8)

La Figura 11 mostra els resultats de la validacio de la modelitzacié representats com el

consum d’oxigen al llarg del temps.
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Figura 11. Modelitzacié del consum d'oxigen del SO, I’acid ascorbic, el glutatié i els LSI Longevity i AntiOx1 en una
solucié model saturada en oxigen a 20 °C a les dosis utilitzades en aquest estudi (Taula 3).

Els resultats mostren la cinética de consum d’oxigen real dels diferents compostos
antioxidants a les dosis utilitzades en aquest estudi (Taula 3). L’acid ascorbic és
I'antioxidant que presenta un consum més eficient, tal i com ja hem vist anteriorment. El
seglent antioxidant més eficient és el glutatid, seguit pels LSI AntiOx1 i Longevity.
Finalment, el SO, ha resultat ser el compost amb menys eficiencia antioxidant dels

estudiats.

Els resultats d’aquesta validacié concorden amb els de la Figura 5, de manera que es
s’ha pogut comprovar que el model cinétic emprat és adequat. Per tant, el model
matematic utilitzat (Figura 8) es podria extrapolar per estudiar el consum d’oxigen de

diferents productes antioxidants en solucions de vi model.
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4.4. Concentracié de polisacarids i proteines

No s’han pogut obtenir resultats de les concentracions de polisacarids i proteines de les
mostres. Els pics obtinguts en l'analisi per HPLC han sigut infims i no s’han pogut
quantificar per extreure’n resultats significatius. Aixd s’ha degut a una concentracio
insuficient de les mostres en polisacarids i proteines. S’ha repetit el protocol de
preparacio de les mostres, perd aquesta vegada concentrant-les 1000 vegades més.
Tot i aix0 no s’han pogut injectar les mostres a I'equip de HPLC per analitzar-les degut
a la impossibilitat d’assistir al laboratori per l'estat d’alarma decretat pel Govern

d’Espanya.
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5. CONCLUSIONS

El principal objectiu del present estudi era estudiar el potencial de diferents llevats secs
inactius (LSI) per ser utilitzats com a alternativa per reduir la dosis d’altres antioxidants
actualment utilitzats. Per arribar a una conclusio final s’ha trobat resposta als objectius
especifics plantejats:

e La caracteritzaci6é del consum d’oxigen dels 5 LS| en una solucié de vi model ha
demostrat que el LSI R&D SIY AntiOx 1 és el més efectiu com a antioxidant.
Aquest ha tingut una capacitat antioxidant amb una eficiéncia de vora el doble
que la del segiient LSI més efectiu, el Pure-Less™ Longevity. Els LSI Noblesse®,
Finesse®, i R&D SIY AntiOx2 han mostrat una cinética de consum d’oxigen infima
que s’ha considerat negligible.

e La comparacié del consum d’oxigen dels LSI R&D SIY AntiOx1 i Pure-Less™
Longevity amb la dels tres additius antioxidants més utilitzats (SO., acid ascorbic
i glutatid) ha mostrat que aquests consumeixen menys oxigen que I'acid ascorbic
perd més que el SO; a les dosis habituals d’Us. Per altra banda, s’ha pogut veure
gue el LSI AntiOx1 és lleugerament més eficient que el glutatié reduit, pero el
LSI Longevity no.

e L’estudi de l'alliberament de polisacarids i proteines per part dels LSI no s’ha
pogut realitzar degut al confinament per la pandémia de la COVID-19, pel que

no s’ha pogut dur a terme una caracteritzacié completa dels LSI.

Finalment, es pot concloure que els llevats secs inactius Longevity i AntiOx1
consumeixen oxigen en una solucié model de vi a una velocitat inferior que la de I'acid
ascorbic, perd superior que la del dioxid de sofre a les dosis habituals d’us. Per tant,
aguests poden ser eines interessants per complementar i disminuir les dosis de SO, per
prevenir el vi de I'oxidacidé. A més a més, I'AntiOx1 és més eficient que el Longevity.
Aix0, juntament amb que aquest LSI encara no es troba al mercat, posiciona ’AntiOx1
com a nou LS| amb les capacitats antioxidants més eficients. Tot i I'interes d’'ambdés
LSI degut a les seves capacitats antioxidants, cal tenir en compte que aquests no tenen
propietats antiséptiques. Per tant, els LS| no podran substituir aquesta funcié del SO: i,

conseqientment, no podran substituir completament el SO,.
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6. PERSPECTIVES DE FUTUR

Degut a la pandémia de la COVID-19 no s’ha pogut tenir accés al laboratori durant la
major part del periode de temps que es tenia previst per realitzar aquest estudi. Per

aquest motiu no s’han pogut acabar de completar I'estudi.

Es van congelar les mostres de les solucions model macerades amb els LSI. El seglient
pas haura de ser I'estudi de I'alliberament de polisacarids i proteines al medi per part
dels diferents LSI. Una vegada s’obtinguin els resultats s’haura de fer una comparativa
entre el consum d’oxigen i I'alliberament de polisacarids i proteines de cadascun dels
LSI utilitzats. Per altra banda també s’haura de comparar el consum d'oxigen consumit
amb la quantitat de glutatié de cada LSI. Aixd permetra veure si I'efecte antioxidant de
les LSI és directament proporcional amb la quantitat de glutatié que aquests contenen.
Un bon metode per realitzar aquestes comparatives podria ser una analisi de

components principals (PCA, de I'anglés Principal Component Analysis).

A continuaci6 s’hauria de repetir el mateix estudi variant les condicions per veure I'efecte
de diferents parametres. Per una banda s’hauria d’estudiar I'efecte de la concentracio i
la temperatura sobre el consum d’oxigen. Per aix0, s’haura de repetir el procés utilitzant
diferents concentracions de cada producte i a diferents temperatures. Per altra banda,
s’hauria d’estudiar si els LSl interfereixen en l'activitat del SO; i a l'inrevés. En aquest
cas, s’haura de repetir el procés utilitzant diferents combinacions del SO, amb aquests
LSI. Si s'utilitzen dosis habituals de SO, (50 mg/L) amb concentracions creixents dels
LSI, es podra veure si s’aconsegueix combinar la capacitat antioxidant de cada producte
amb la del sulfurés i es comprovara que no es neutralitzin entre ells. D’aquesta manera
s’avaluara el potencial que tenen aquests LS| per combinar-los per reduir les dosis de

SO, utilitzades en la vinificacio.

Finalment s’haurien de provar els LSI en una vinificacio real a petita escala per veure
com afecten realment a la qualitat del vi, ja que les solucions models utilitzades en
aquest estudi eren molt estandarditzades. S’haura de comparar el vi resultant amb un
analisis organoleptic complet, de manera que es podra veure si els LS| s6n capacos de
garantir una estabilitat i qualitat del vi, tal i com la garanteix el SO,. Tot i aix0, caldra
tenir en compte que el SO, té propietats antioxidants pero també antiséptiques. En canvi
els LSI s6n molt interessants degut a les seves capacitats antioxidants, perdo no son
antiséptics, de manera que els LSI podrien reduir I'oxidacié del vi, perd no podrien
controlar totes les possibles contaminacions per Brettanomyces i bacteris acetics. Per
tant, tots els resultats que s’obtinguin estaran destinats a reduir les dosis de SO,, pero

no eliminar-lo completament.
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ANNEXOS
Annex 1. Taula d'abreviatures.
Abreviatura Significat
LSI Llevat Sec Inactiu
ROS Reactive Oxygen Species
AOP Antioxidant Potential
HCT Hydroxycinnamoyltartaric acids
PPO Poliphenoloxidase
POD Peroxydase
PEF Pulsed Electric Fields
HPP High Pressure Processing
ASC Acid ascorbic
GSH Glutatio reduit
GSSG Glutatio oxidat
GRP Grape Reaction Product
OV Organization Internationale de la Vigne et du Vin
LAB Lactic Acid Bacteria
HPLC High Performance Liquid Chromatography
BSA Bovine Serum Albumin
TCOto Taxa de consum d’oxigen a temps 0
RAC Relative Antioxidant Capacity
PCA Principal Component Analysis
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Annex 2. Consum d’oxigen de l'acid ascorbic, el glutatid, el SO i els LS| Longevity,
Finesse, Noblesse, AntiOx1 i AntiOx2 en una solucié model de vi saturada en oxigen a
20°C.
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Annex 3. Consum d’oxigen d’1 mg d’acid ascorbic, glutatié, SO; i dels LS| Longevity,
Finesse, Noblesse, AntiOx1 i AntiOx2 en una solucié model de vi saturada en oxigen a
20°C.
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Annex 4. Taula resum dels valors de les equacions obtingudes en I'aplicacié del model
del consum d’oxigen (y= A-x + B). El valor TCOt, s’obté de la inversa del pendent de la

recta (1/A). Les lletres A, B i C indiqguen grups amb diferéncies estadisticament
significatives (p < 0,05).

VALORS RECTES (MG O, / L)
Producte Equacions rectes R’ A B TCot, ERROR GRUP
(=1/A) OCR | ESTADISTIC
Acid ascorbic y = 0,0157x + 0,0931 0,992 | 0016 | 0,093 | 63,694 1,653 A
Glutatié y = 0,1184x + 0,2045 0,982 | 0,118 | 0,205 8,446 0,755 B
AntiOx 1 y = 1,0275x +0,2417 0975 | 1,028 | 0242 0,973 0,273 C
Longevity y = 1,6802x +0,3424 0982 | 1,680 | 0342 0,595 0,111 c
50, y = 3,3327x +0,2561 0983 | 3333 | 0256 | 0,300 0,081 c
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Annex 6. Resultats de I'analisi estadistica dels valors de la TCOtO, la
TCOt0 a les dosis habituals i la RAC. Es va realitzar amb I'analisi
unidireccional de variancia (ANOVA) utilitzant els tests comparatius de
Tukey (HSD). Les lletres A, B, C i D indiquen grups amb diferéncies

estadisticament significatives (p < 0,05).

TCOt,
Categoria LS means Grups
(vVarl)
Acid ascorbic 63,694
Glutatio 8,446 B
AntiOx1 0,973 C
Longevity 0,595 C
SO, 0,300 C
TCOt, dosis habituals
Categoria LS means Grups
(varl)
Acid ascorbic 63,694 A
AntiOx1 0,973 B
Glutatio 0,845 B
Longevity 0,595 B
SO, 0,181 B
RAC (%)
. LS means
Categoria (Var1) Grups
Acid ascorbic| 35378,981 A
AntiOx1 540,584 B
Glutatio 469,130 B
Longevity 330,586 B
SO, 100,000 B
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