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Resum

L’oxidacio enzimatica és un dels majors problemes en I'enologia i una de les raons de
I'is del didoxid de sofre en vinificacié. L’enzim polifenol oxidasa principal i present de
forma natural en el raim és la tirosinasa (EC 1.14.18.1). Aquest és capag¢ d’oxidar
diferents fenols a quinones, que polimeritzen i formen pigments marrons, augmentant el
color i el pardejament del most blanc. Per tal d’estudiar el pardejament enzimatic del
most, es va desenvolupar un métode per mesurar I'activitat tirosinasa mitjangant la
determinacio de 'augment de I'absorbancia a 420 nm en funcié del temps. Per fer aixo,
most procedent de raim descongelat va ser decolorat amb PVPP i després enriquit amb
diferents concentracions de diferents substrats de la tirosinasa (acid caftaric, (-)-
epicatequina, acid gal-lic i acid p-hidroxibenzoic). Es van realitzar cinétiques de
pardejament amb aquests diferents substrats, concloent que 'acid caftaric és el substrat
gue presenta major pardejament i afinitat. Es van realitzar cinetiques de pardejament
amb diferents condicions i es va observar com el pardejament augmenta a mesura que
augmenta la temperatura i el pH del medi, i disminueix en augmentar la concentracio
d’etanol. Per altra banda, es van realitzar cinétiques de pardejament addicionant
inhibidors com el didxid de sofre i alternatives a aquest, com el glutatid i el llevat no-
Saccharomyces Metschnikowia pulcherrima. S’ha verificat que el dioxid de sofre té una
inhibicié notable sobre el pardejament i com augmenta aquesta inhibicié en funcio de la
dosi. També s’ha vist com I'addicié de glutati6 al most presenta una reduccié del
pardejament i de la mateixa manera s’ha vist una bioprotecci6 per part de la

Metschnikowia pulcherrima.
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Abstract

Enzymatic oxidation is one of the major problems in enology and one of the reasons for
the use of sulfur dioxide in winemaking. The main polyphenol oxidase enzyme naturally
present in grapes is tyrosinase (EC 1.14.18.1). This enzyme is capable of oxidizing
different phenols to quinones, which polymerize and form brown pigments, increasing
the color and browning of the white must. To study the enzymatic browning of the must,
a method was developed to measure tyrosinase activity by determining the increase in
absorbance at 420 nm over time. For this purpose, must from frozen grapes was
decolorized with PVPP and then enriched with different concentrations of various
tyrosinase substrates (caftaric acid, (-)-epicatechin, gallic acid, and p-hydroxybenzoic
acid). Browning kinetics were performed with these different substrates, concluding that
caftaric acid is the substrate that exhibits the highest browning and affinity. Browning
kinetics were conducted under different conditions, and it was observed that browning
increases with higher temperature and pH levels, and decreases with higher ethanol
concentrations. Additionally, browning kinetics were performed with the addition of
inhibitors such as sulfur dioxide and alternatives to it, such as glutathione and the non-
Saccharomyces yeast Metschnikowia pulcherrima. It has been verified that sulfur dioxide
has a notable inhibition on browning and that this inhibition increases with the dose. It
has also been observed that the addition of glutathione to the must results in a reduction

of browning, and similarly, bioprotection by Metschnikowia pulcherrima has been noted.
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1. Introduccid

El pardejament enzimatic degut a les polifenols oxidases és un dels majors problemes
durant el procés de vinificacié. Per una banda afecta a les propietats sensorials com és
'augment del color en els vins blancs, i per altra banda influeix en 'aroma, els sabors i
comporta una disminucié dels valors nutricionals del vi (Li et al., 2008). Durant el procés
de trepitjat, premsat i altres métodes de processament del raim, I'oxigen entra en
contacte amb el most, provocant I'oxidacié enzimatica de diferents substrats presents
en el raim com podrien ser els compostos fendlics. Per que aquesta reaccio es dugui a
terme és necessari que els substrats (oxigen i els compostos fenolics) i I'enzim hi siguin
presents (du Toit et al., 2006), tot i que altres factors bioldgics (microorganismes), fisics
(pH) o quimics (inhibidors o estimuladors) estan involucrats en les reaccions de

pardejament (Macheix et al., 1991).

Els compostos fenolics sén substancies formades per un o més grups hidroxils units a
un o més anells de benzé. Es troben de forma natural als vegetals i fruites, incloent el
raim, i per tant també son presents en el most i el vi (Gutiérrez-Escobar et al., 2021). Els
compostos fendlics contribueixen en les diferents caracteristiques organoléptiques del
vi com son el color, el cos, I'estructura, el sabor i I'astringéncia (Kennedy, 2008). Alguns
estudis han descrit els polifenols com a compostos anticancerigens i han establert que
presenten beneficis per la salut degut al seu impacte en les malalties cardiovasculars,
la diabetis, i la flora intestinal (Buljeta et al., 2023). En la taula 1 es mostra la classificacié

general dels compostos fendlics.

Taula 1. Classificacié dels compostos fenolics. Adaptat de Clarke et al., 2023

Flavanols Llavor i pell del raim
Flavonoids Flavonols Pell del raim
Antocians Pell del raim negre
. Acids hidroxicinamics Polpa del raim
No flavonoids = _ _
Acids hidroxibenzoics Llavor del raim

Els vins negres tenen una concentraci6 alta de polifenols (1-5 g/L), ja que durant gran
part de la vinificacié el most esta en contacte amb les parts solides del raim, extraient
compostos de les pells i la llavor com sén els antocians i els flavanols. En canvi, en el vi

blanc la concentracié de polifenols és més baixa (0,2 — 0,5 g/L) i aquests provenen
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majoritariament de la polpa com sén els acids fenols (Gutiérrez-Escobar et al., 2021), ja
gue en la majoria dels casos el contacte de les parts solides del raim amb el most es
dona durant poc temps i durant el procés de premsat (Hernanz et al., 2007).
Aproximadament el 50% dels compostos fenolics totals del vi blanc son acids
hidroxicinamics com l'acid caftaric, els quals sén compostos facilment oxidables per
I'accio de les polifenol oxidases com la tirosinasa o la lacasa. (Clarke et al., 2023). Amb
un augment del temps de contacte del most amb la pell i les llavors del raim s’extreuen
altres compostos fenolics i amb més quantitat (Cejudo-Bastante et al., 2011) com per
exemple els acids hidroxibenzoics, sent I'acid gal-lic el més comu en el vi blanc
(Waterhouse, 2002). També s’extreuen flavonols, encarregats del color groc en el vi
blanc, i flavanols monomers com I'(-)-epicatequina, que poden contribuir a 'amargor del
vi (Kennedy et al., 2006; Lea et al., 1979).

L’enzim polifenol oxidasa més important que es troba de forma natural en el raim és la
tirosinasa (EC 1.14.18.1) en el cas dels raims sans (du Toit et al., 2006; Oliveira et al.,
2011) i es troba en el raim a concentracions variables entre 40 i 400 mg/L depenent de
la varietat de Vitis vinifera (Singleton, 1987). Un altre polifenol oxidasa és la lacasa (EC
1.10.3.2), que es troba en el cas dels raims infectats pel fong Botrytis cinerea (Oliveira
et al., 2011). Aquesta ultima, és més resistent al dioxid de sofre i és capag d’oxidar un
nombre més elevat de compostos fenolics (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Els acids
hidroxicinamics com I'acid caftaric son els principals substrats de la tirosinasa i per tant
els principals causants del pardejament enzimatic (Singleton et al., 1985). La reacci6
enzimatica no s'inicia fins al trencament del raim (Queiroz et al., 2008) ja que, quan el
raim esta sencer els acids hidroxicinamics estan presents a la vacuola i per tant, no
estan en contacte amb la tirosinasa, allotjada al citoplasma (Li et al., 2008; Queiroz et
al., 2008).

Les polifenol oxidases utilitzen I'oxigen molecular per oxidar els substrats (Claus, 2010).
Tal com es mostra en la Figura 1, I'acid caftaric és oxidat per la tirosinasa i produeix
quinones (Li et al., 2008). Aquestes quinones i els seus derivats son polimeritzats fins
crear melanines, les quals s6n pigments de coloracié marré sent les causants del

pardejament del most (Pefalver et al., 2005).

La forma més usual de protegir el most envers I'oxidacié és I'addicié de didxid de sofre
(SO.), ja que presenta activitat antioxidant i antioxidasica aixi com també activitat
antimicrobiana (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Tot i els avantatges de la utilitzacié del

SO,, s’ha descrit que pot actuar com al-lergen per alguns consumidors (Vally et al.,
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2009) sent aixi de gran interés actual la cerca d’alternatives al dioxid de sofre en

vinificacié (Santos et al., 2012).
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Figura 1. Mecanisme de l'oxidacié enzimatica i produccié de GRP (Giménez Gil, 2023)

Per aquesta rad, s'han proposat alguns altres additius com a alternatives al dioxid de
sofre per evitar el pardejament del most, com l'acid ascorbic (Ribéreau-Gayon et al.,
2006), els gasos inerts (Martinez & Whitaker, 1995), els tanins enologics (Vignault et al.,
2019) i, més recentment, I's de glutati6 reduit (Bustamante, et al., 2024b; Giménez et
al., 2022; Kritzinger et al., 2013) o llevats secs inactivats rics en glutatié (Bahut et al.,
2020; Bustamante et al., 2024b; Gabrielli et al., 2017) i la bioprotecci6é (Bustamante, et
al., 2024a; Chacon-Rodriguez et al., 2020; Giménez et al., 2023; Simonin et al., 2022;
Windholtz et al., 2023)

L’acid ascorbic es va definir com una alternativa del SO i ha sigut utilitzat com
antioxidant en el vi, especialment en el blanc, principalment pel seu caracter reductor i
per la capacitat d’absorcié d’'oxigen (Bradshaw et al., 2001). No obstant, s’ha descrit que
I'acid ascorbic retarda el pardejament perd acaba incrementant-lo. Aquest fenomen és
atribuit a la reaccié de I'acid ascorbic amb 'oxigen molecular formant peroxid d’hidrogen,
el qual pot provocar oxidacions addicionals (Peng et al., 1998). Per tant, I'addicié d’acid
ascorbic sempre ha d’anar acompanyada de SO; per evitar I'oxidacié (Barril et al., 2016;
Bradshaw et al., 2001; Peng et al., 1998).

L'Us de gasos inerts minimitza la preséncia d'oxigen, eliminant un dels substrats de les
polifenol oxidases i evitant I'oxidacio i per tant el pardejament enzimatic (du Toit et al.,
2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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També s'ha demostrat que els tanins enoldgics son inhibidors efectius de l'activitat
lacasa (Vignault et al., 2019; Vignault et al., 2020). A més a més, s’ha comprovat que
els tanins enoldgics consumeixen oxigen (Vignault et al., 2018). En consequéncia, quan
els mosts i els vins es complementen amb tanins enologics, aquests exerceixen un

efecte protector sobre el color del vi.

Una altra alternativa és el glutatié. El glutati6 és un tripéptid format per L-glutamat, L-
cisteina i glicina (Anderson, 1998). Es present naturalment en el raim, depenent de la
varietat es troba en concentracions d’entre 17 mg/kg i 114 mg/kg (Cheynier et al., 1989)
i per tant, és present en el most. La concentracio de glutatié en el most depén de
diferents factors com I'exposicié a I'oxigen, I'activitat tirosinasa, la maceracio pel-licular
i el procés de premsat (Patel et al., 2010). En els Gltims anys, el glutatié ha anat agafant
interés en l'industria vitivinicola, principalment per la seva capacitat de controlar el
pardejament del vi (Kritzinger et al., 2013) aixi com també s’ha vist un efecte protector
sobre diferents compostos aromatics presents en el vi (Ugliano et al., 2011). Per aquesta
rad, s’han provat suplementacions de glutatié o llevats inactius rics amb glutatié en el
most (Bustamante et al., 2024b) per protegir el most del pardejament. Tal com es pot
observar en la Figura 1, quan un substrat és oxidat per la tirosinasa i es forma la
corresponent quinona, el glutatié rapidament reacciona amb aquesta quinona formant
'anomenat Grape Reaction Product (GRP), un compost incolor, limitant aixi el
pardejament del most (Salgues et al., 1986). Segons el contingut en glutatio, es pot
caracteritzar el potencial de pardejament, ja que els mostos que contenen una elevada

concentracio de glutatié presenten menys augment del color (Waterhouse, 2002).

Una altra de les alternatives al SO, recentment estudiades és la bioproteccio. Aquest
meétode consisteix en I'addici6 de microorganismes al most abans de la fermentacio
(Simonin et al., 2020). Aixi, al desenvolupar-se aquests microorganismes, altres que
podrien ser negatius per la qualitat del vi no creixerien i per tant el most/vi estaria protegit
davant dels seus efectes negatius. En aquest sentit, Metschnikowia pulcherrima mostra
un gran potencial per la bioproteccié ja que presenta una gran capacitat de consumir
oxigen (Giménez et al., 2023; Puyo et al., 2023; Windholtz et al., 2023), dificultant
I'aparicioé d’altres microorganismes (Windholtz et al., 2023) i impedint el pardejament

enzimatic degut a la caréncia d’oxigen (Giménez et al., 2023; Puyo et al., 2023).
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La hipotesi del present estudi és que, mitjangant el desenvolupament d’'un meétode per
determinar l'activitat tirosinasa del most de raim, sera possible estudiar la cinética de

pardejament del most davant de diferents substrats i estudiar procediments alternatius

al dioxid de sofre per protegir el most.
Per aix0 ens vam plantejar els seguients objectius:

I. Posar a punt un métode per determinar l'activitat tirosinasa del most de raim.

Il. Caracteritzar la cinética de pardejament causat per la tirosinasa del most davant
de diferents substrats.

lll. Estudiar la influencia del pH, de la temperatura i de I'etanol sobre l'activitat
tirosinasa del most.

IV.Estudiar I'efecte protector del glutatio sobre el pardejament del most.

V. Estudiar l'efecte protector de la bioprotecci® amb M. pulcherrima sobre el

pardejament del most.
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2. Materials i métodes

2.1. Preparaci6 del most

El most utilitzat per realitzar els diferents estudis de pardejament prové de raim de la
varietat Moscatell d’Alexandria del celler experimental Mas dels Frares, el qual va ser
congelat en el moment de la verema. A I'hora de dur a terme els diferents experiments,
el raim va ser descongelat, es va triturar amb batidora (Silvercrest SSM550C1,
Kompernass GMBH, Bochum, Alemanya) i es va realitzar una maceracié pel-licular
durant 24 hores a una temperatura de 4 °C per tal d’afavorir I'extraccié de I'enzim
tirosinasa. Passat aquest temps va ser tamisat, premsat i centrifugat (Allegra-X-30R,

Beckman coulter, CA, EEUU) per separar les parts solides i obtenir el most net.

2.2. Clarificaci6 del most

Els polifenols presents en el most podrien ser oxidats durant els experiments i interferir
en la mesura del pardejament. Per tal de garantir que la tirosinasa actui només sobre
els substrats seleccionats és necessari eliminar tots els compostos fenolics presents al
most. En aquest sentit, es van realitzar proves de clarificacié amb dos agents clarificants,
el carbd actiu i el Polivinilpolipirrolidona (PVPP). Una vegada fetes aquestes proves, es
va determinar I'activitat tirosinasa a fi de seleccionar el procediment que menys afectava

la dita activitat enzimatica.

2.2.1. Clarificacid del most amb carb6 actiu

Es va addicionar 5 g/L de carbé actiu al most i es va deixar en contacte durant 5 minuts.
Seguidament, es va centrifugar per tal de separar el carbd actiu i obtenir el most
clarificat. La dosi de carbé va ser la minima necessaria per obtenir un index de Polifenols

total (IPT o Absorbancia a 280 nm) més baix de 2.

2.2.2. Clarificacio del most amb PVPP

El most es va percolar emprant una columna de PVPP. Especificament, es va realitzar
una dissolucié de PVPP amb aigua destil-lada en una concentracié de 200 g/L. Es van
preparar 5 columnes de PVPP dipositant-hi 10 mL d’aquesta dissolucié en cada una. El
most es va percolar a través d’aquestes columnes amb I'ajuda d’'una bomba de buit. Es

va repetir el procés 4 cops fins assolir un IPT més baix de 2.
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2.3 Mesura de ’activitat tirosinasa mitjangant el seguiment del pardejament del

most.

Per realitzar la mesura de l'activitat tirosinasa del most, es van realitzar cinétiques
d’augment del color groc en el most mesurant 'absorbancia a 420 nm (A420) en funcié
del temps utilitzant diferents substrats. Per aixd, en una cubeta d’espectrofotometria de
10 mm de cami optic es van addicionar 1,8 mL de most preparat i clarificat. A
continuacio, a partir d'una solucid6 mare dels diferents substrats a analitzar, es va
addicionar un determinat volum fins a arribar a la concentracié de substrat desitjada i el
volum definitiu es va ajustar amb aigua destil-lada fins arribar a 2 mL. Finalment, es va
agitar enérgicament la cubeta per tal d’homogeneitzar i saturar en oxigen el most. Per
tal de monitoritzar la reaccié de pardejament, es van realitzar mesures periodiques de
I'absorbancia a 420 nm amb espectofotometre UV/Vis (Jenway 7205, Cole-Parmer Ltd,
Regne Unit) al llarg del temps fins que es va veure un comportament asimptotic. La
durada d’aquestes mesures va dependre de cada substrat utilitzat i/o de les condicions
experimentals, comprenent temps entre 40 i 240 minuts. Tots els experiments es van

realitzar per triplicat.

2.4 Cinética de pardejament degut a la tirosinasa en funcié del substrat.

Per tal d’analitzar 'afinitat de la tirosinasa amb diferents substrats es van realitzar
cinétiques de pardejament addicionant diferents compostos fenolics: dos ortodifenols
(acid caftaric (=99,9%) Biosynth S.R.O., Bratislava, Slovakia i (-)-epicatequina (=99,9%)
Sigma-Aldrich, Madrid, Espanya), un trifenol (acid gal-lic (=97,5%) Sigma-Aldrich,
Madrid, Espanya) i un monofenol (acid p-hidroxibenzoic (>99,9%) Sigma-Aldrich,
Madrid, Espanya). Es van realitzar mesures del pardejament del most tal com estan
descrites a I'apartat 2.3, utilitzant els diversos substrats a diferents concentracions tal
com es pot observar en la Taula 2. El most va ser preparat i clarificat amb PVPP degut
a que donava millors valors d’activitat tirosinasa. Tots els experiments per cada substrat

i concentracié es van realitzar per triplicat.

Taula 2. Substrats i concentracions utilitzades per realitzar la cinética de pardejament.

Substrat Concentracio (mM)
Acid caftaric 0,0/0,25/05/1,0/1,5
(-)-Epicatequina 0,0/0,25/0,5/1,0/1,5/2,0

Acid gal-lic 0,0/05/1,0/15/2,0/25

Acid p-hidroxibenzoic 0,0/0,25/0,5/1,0/1,5
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2.5 Determinaci6 de les constants cinétiques de la tirosinasa.

Per tal d’estudiar la cinética de pardejament provocada per la tirosinasa del most, es va
representar el diagrama de Michaelis-Menten (Michaelis i Menten, 1913) per a cada
substrat. També es va representar el diagrama de Lineweaver-Burk (Lineweaver i Burk,
1934) per tal de determinar les constants cinétiques, constant de Michaelis (Kw) i
velocitat maxima (Vmax), de la tirosinasa davant de cadascun del substrats. En el cas
de que la cinética observada per algun del substrats no mostrés un comportament
Michaelia, es va procedir a representar el diagrama de Hill que permet determinar la Ko s

gue és l'equivalent de la Ky per comportament al-losterics (Tsao & Madley, 1972).

2.6 Influéncia del pH sobre I’activitat tirosinasa

Per estudiar com actua la tirosinasa en funcié del pH es van realitzar mesures del
pardejament del most tal i com s’ha descrit en I'apartat 2.3 a diferents valors de pH. El
most es va preparar i clarificar amb PVPP. Es van ajustar els pH amb acid clorhidric fins
arribar a valors de 3,87, 3,53 i 3,10 de pH. En els tres casos es va utilitzar només l'acid
caftaric en les condicions préviament descrites degut a que es va comprovar que era el
millor substrat per la tirosinasa de tots els estudiats. Tots els experiments per cada pH i

concentracio es van realitzar per triplicat.

2.7 Influéncia de la temperatura sobre I’activitat tirosinasa

Per estudiar I'efecte de la temperatura sobre l'activitat tirosinasa es van realitzar
mesures del pardejament del most tal i com s’ha descrit en l'apartat 2.3 a diferents
temperatures. Especificament, es van realitzar les mesures de pardejament del most a
temperatures de 15 °C, 25 °C i 35 °C. Per tal de garantir I'estabilitat de la temperatura al
llarg de I'experiment es van mantenir les cubetes en un bany amb gel en el cas de la
condicié de 15 °C, i en un bany amb aigua calenta en les condicions de 25 °C i 35 °C.
En els tres casos es va utilitzar només I'acid caftaric com a substrat en les condicions
préviament descrites. Tots els experiments per cada condici6 de temperatura i

concentracio es van realitzar per triplicat.
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2.8 Influéncia de I’etanol sobre I’activitat tirosinasa

Per estudiar la influéncia de I'etanol sobre I'activitat tirosinasa es van realitzar mesures
del pardejament del most tal i com s’han descrit en l'apartat 2.3 a diferents
concentracions d’etanol. El most va ser preparat i clarificat amb PVPP. Es va addicionar
etanol fins obtenir 3 concentracions diferents, 0%, 6% i 12% vol/vol d’etanol. Com a
substrat es va utilitzar només I'acid caftaric en les condicions préviament descrites. Tots

els experiments per cada concentracié d’etanol i substrat es van realitzar per triplicat.

2.9 Assajos d’inhibici6 de la tirosinasa

Per tal d’estudiar I'efecte dels diferents inhibidors de la tirosinasa i per tant del
pardejament del most, es van realitzar mesures del pardejament tal i com s’ha descrit
en l'apartat 2.3. El most va ser preparat i clarificat amb PVPP. En aquest cas sempre es
va utilitzar I'acid caftaric com a substrat a les concentracions préviament descrites. Es
van estudiar com a inhibidors del pardejament el dioxid de sofre, el glutatio (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espanya) i el llevat no-Saccharomyces Metschnikowia pulcherrima
LEVEL2 INITIA™ (Lallemand, Québec, Canada). A l'inici de cada reaccié es van
addicionar els diferents inhibidors per separat en les dosis que es detallen en la Taula
3. Es va monitoritzar 'absorbancia a 420 nm al llarg del temps durant 40 minuts en totes

les condicions. En tots els casos els experiments es van realitzar per triplicat.

Taula 3. Inhibidors i dosis emprades en la cinética de pardejament del most

Inhibidor Dosis (mg/L)
Dioxid de sofre 0/5/10/20
Glutatio 0/20

M. pulcherrima 0/250
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3. Resultats

3.1 Influéncia del tractament decolorant del most sobre I'activitat tirosinasa del

most.

Per tal de garantir que la tirosinasa actui només sobre els substrats seleccionats és
necessari eliminar tots els compostos fenolics presents al most realitzant una
clarificacié. Es van provar el carbé actiu i el PVPP com a clarificants fins arribar a un IPT

més baix de 2,0, per tal de definir 'agent clarificant a utilitzar en el disseny experimental.

0,60 -
0,50 ~
0,40 ~

0,30 A

A420

0,20 ~

0,10 - A A

0,00 -
Carbd PVPP

m Control m Acid caftaric

Figura 2. Increment de I'absorbancia a 420 nm d’un most al cap de 72 hores degut a
l'activitat tirosinasa. (Carbd: Condicions amb most clarificat amb carbé actiu. PVPP:
Condicions amb most clarificat amb PVPP. Control: Most sense addicio d’acid caftaric.
Acid caftaric: most amb una addicié de 0,64 mM d’acid caftaric). Lletres diferents

indiquen l'existéncia de diferencies estadisticament significatives.

En la Figura 2 esta representat I'increment d’absorbancia a 420 nm (A420) en un most
amb i sense addicié d’acid caftaric i en funcié de lI'agent clarificant utilitzat com a
tractament, carb6 actiu o PVPP. Es van observar diferéncies en lI'augment del
pardejament depenent del tractament de clarificacié. Quan es va utilitzar el PVPP com
agent clarificant, 'augment de ’'A420 al cap de 72 hores va ser 5 cops més elevada que
guan es va utilitzar el carb6 actiu. Aquest fet ens indica que el tractament amb PVPP
manté més activitat tirosinasa que el tractament amb carbd actiu. Per aquesta rag, es
va emprar el PVPP com a clarificant en el disseny experimental dels estudis posteriors

sobre la cinética oxidativa.

10



Antoni Canalda Sabaté

3.2 Cinética de pardejament degut a la tirosinasa en funcié del substrat.

Per estudiar les diferéncies entre el pardejament del most en funcié del substrat utilitzat
per la tirosinasa es van realitzar diferents cinétiques d’oxidacié utilitzant 4 diferents
substrats per separat. Especificament, es va treballar amb un monofenol (acid p-
hidroxibenzoic), dos difenols (acid caftaric i (-)-epicatequina) i un trifenol (acid gal-lic).
En la Figura 3 esta representat 'augment de 'A420 al llarg del temps degut a I'oxidacio
enzimatica dels diferents compostos fendlics. Tal com es pot observar, I'acid caftaric i la
(-)-epicatequina son els compostos que presenten un major augment de 'A420 i per
tant, del pardejament del color. En el cas de I'acid gal-lic 'augment de ’A420 va ser molt
menys elevat i en el cas de 'acid p-hidroxibenzoic no es va veure cap increment en cap
de les concentracions. Aquests resultats ens indiquen que els ortodifenols (acid caftaric
i (-)-epicatequina) son millors substrats per la tirosinasa que els trifenols (acid gal-lic) i

els monofenols (acid p-hidroxibenzoic).

A420nm . . A420nm . .
0.25 - A. Caftaric Acid 025 .  B.Gallic Acid
0.20 - 0.20 - —o—0.00 mM
—=-0.00 mM 0.25 mM
0.15 o025mM 015 - e-t4sm
2-0.50 mM
0.10 e 050mM 540 - 1.00 mM
1.00 mM 150 mM
—o—1. m
0.05 —-150mm 005 -
~0-2.00 mM
DODD D-DD - I_ T T T T T
0 10 20 30 40 0 40 80 120 160 200 240
Time (minutes) Time (minutes)
A420nm . . A420nm . .
0.25 - C. (-)-Epicatechin 025 . D.p-Hydroxybenzoic Acid
0.20 | —o—0.00 mM 0.20 - -e-0.00 mM
o5 | e-0.25 mM 015 | #-0.25 mM
\ ©-0.50 mM ©-0.50 mM
0.10 - o 2 1.00 mM 0.10 - 1.00 mM
0.05 - ~*-1.50mM 0.05 | ~=-1.50 mM
o - ~e—2.00 mM —e—2.00 mM
0.00 +4%8 —>—"9 0.00 #-o0— 9 —g—To0—T—0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Time (minutes) Time (minutes)

Figura 3. Augment del pardejament del most en funcio del substrat per accié de la

tirosinasa. Variacio de I'absorbancia a 420 nm en funci6 del temps.
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En la Figura 4 estan representats els diagrames Michaelis-Menten, on s’indica la
velocitat del pardejament en funcié de la concentracié de substrat. Com es pot observar,
tant I'acid caftaric com I'acid gal-lic presenten un comportament Michaelia, perd no es
dona el cas amb la (-)-epicatequina, que sembla al-lostéric. A més a més, podem veure
la diferéncia de velocitat que presenten els substrats, sent la (-)-epicatequina i I'acid
caftaric els substrats que presenten una velocitat més alta, mentre que l'acid gal-lic

presenta aproximadament 50 cops menys velocitat que aquests dos.

15 - A. Caftaric Acid 0.25 - B. Gallic Acid 20 4 C. (-)-Epicatechin
_ — 0.20 —_ . .
E £ £15 1Non-Michaelian
E10 - £ E .
S S 0.15 - S behaviour
o~ ~ o~
< < <10 -
< < <
2 2 0.10 - . . 2
-E- 5 - Michaelian -E— Michaelian -E-
behaviour 0.05 - behaviour 5 -
o T T 0.00 T T T T 0 T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 00 05 1.0 15 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[S] (mM) [S] (mM) [S] (mM)

Figura 4. Diagrames Michaelis Menten. Velocitat de la reaccié enzimatica en funcié de

la concentracié de substrat.

En la figura 5 estan representats els diagrames Lineweaver-Burck i el diagrama de Hill
dels quals s’han calculat les constants Ky / Ko 5 i la velocitat maxima. La Ky en el cas del
comportament Michaelia, i la Kos en el cas del comportament al-lostéric, representen
I'afinitat del substrat amb I'enzim. Ens indiquen la concentracié de substrat necessaria
per assolir la meitat de la velocitat maxima, per tant, com meés baixa és la Ky 0 Ko s, més
alta sera l'afinitat del substrat amb I'enzim. Com es pot observar, I'acid caftaric és el
substrat que presenta una Ky més baixa i per tant una major afinitat amb la tirosinasa,
coincidint tal com s’ha descrit en la bibliografia existent, I'acid caftaric és el substrat
principal de la tirosinasa (Oliveira et al., 2011; Singleton et al., 1985). No obstant, la (-)-
epicatequina és el substrat que presenta tant la velocitat maxima com la Ky més alta,

segurament degut al seu comportament al-lostéric.

En estudis amb altres polifenols oxidases com és la lacasa, amb I'acid p-hidroxibenzoic
i 'acid gal-lic es van veure resultats similars, perd en canvi, es va descriure un major
pardejament per part de la (-)-epicatequina en comparacié amb 'acid caftaric. Tot i aixi,
també es va descriure un major pardejament per part dels ortodifenols en comparacié

amb trifenols i monofenols (Giménez et al., 2022).
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A. Caftaric Acid B. Gallic Acid C. (-)-Epicatechin
Lineweaver-Burk plot Lineweaver-Burk plot Hill plot
0.25 - 16 -
. 0.2 - ;Log [S]
0.20 - e = ? ' ' iy
Lz) . -1.0 -0.5 - qoﬁ._.; 0.5
2 015 7 2 y=1.8538x-0.5543
= 8 A =09787 _gg |
010 { .- 6 - s )
# - ;
0.05 4" y=0.0363x +0.0524 ¢ y = 2.4509x + 3.2803 43 ]
r* = 0.9956 £ r*=0.9781 o
f—GEGO T T T T 1 = 1 € T T T T 1 .
2 -1 0 1 2 3 4 5 -2 -1,0 1 2 3 4 5 -1.8 -
-0.05 1/s 1/S Log (Vo/(Vmax-Vo))
D. Kinetic constants
< Km/Kos Vmax
Substrate Apparent behaviour (mM) (MUA420/min)
Caftaric Acid Michaelian 0.693 £+0.021 A 19.09 +0.57 B
Gallic Acid Michaelian 0.747 £0.043 B 0.30+0.02 A
(-)-Epicatechin Allosteric 1991 +0.112 C 300+169 C

Figura 5. Diagrames de Lineweaver-Burk, diagrama de Hill i constants cinetiques de
I'acid caftaric, I'acid gal-lic i la (-)-epicatequina. Lletres diferents indiquen I'existéncia de

diferencies estadisticament significatives.

3.3 Influéncia del pH sobre I’activitat tirosinasa

Per estudiar I'efecte de la tirosinasa en funcié del pH, es van realitzar cinétiques
d’oxidacio a diferents pH com sén 3,87, 3,53 3,10. En els tres casos es va utilitzar I'acid
caftaric com a substrat, ja que tal com s’ha descrit anteriorment, és el substrat que

presenta major afinitat per la tirosinasa.

A420nm A420nm A420nm
020 1 pH=3.10 020 7 pH=3.53 020 1 ph=3.87 "
P
| ) Vv’./z e . F
0.15 - 0.15 o s 0.15 ; ,? X - )
.
0.10 - 0.10 - o 010 1 S ¥ ST
Py e ~ - o '
. 2 g = r / a ; =4
4 — 7 / " 1 85
0.05 ¥ g e 0.05 ”./ ¥ 0.05 1.4
528 83 V/- 7 | /4
./a;fﬁ o : A s //.'
0.00 ¢=V—$—o—o—o—0—0—0 000 —e—2—2—9 o o o ¢ 0.00 ¢—=2=—""%g o9 oro—s—9
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Time (minutes) Time (minutes) Time (minutes)

~o-0.00 MM -¢-0.25mM -+ 0.50 mM 1.00mM -»-1.50 mM
Figura 6. Influéncia del pH sobre el pardejament del most, utilitzant diferents

concentracions d’acid caftaric. Variacié de I'absorbancia a 420 nm en funcié del temps.
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Tal com es pot observar en la Figura 6, el pH té una influencia clara sobre el pardejament
enzimatic del most. La condicié amb un pH de 3,87, el més elevat, és la que va presentar
un major augment de ’'A420 i per tant, del color. En disminuir el pH, en la condicié pH
3,53, es va veure en la cinética que 'augment de I'’A420 era lleugerament inferior i que
en la condicié amb un pH de 3,10 la disminucioé del pardejament va ser encara meés
notable. Aquests resultats ens indiquen que el pardejament disminueix a mesura que

disminueix el pH, per tant, I'activitat de la tirosinasa es veu reduida en medis més acids.

A. Michaelis-Menten Plot B.Lineweaver-Burk Plot
15 -
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(=]
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L]
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¢ o—pH=3.53 0.6 -_.&‘ y = 0.0572% + 0.1010; r = 0,9976
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v
1
L]

04 o pH3.87

= ) ? y = 0.0363x + 0.0524; r?= 0,9942
" 1 . &

L
2 345

.bl .
o
Les
.

r Call T T
0.0 0.5 1.0 15 5 -4 -3 -2
S (mMm)

C. Kinetic constants

K Vmax
PH (mM) (mUA420/min)
3.10 02420051 A 185%039 A
3.53 0.566 £+0.035 B 9.90 +0.61 B
3.87 0.693£0.021 C 19.08+057 C

Figura 7. Diagrames Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk i constants cinétiques
depenent del pH. (V: velocitat; S: concentracio d’acid caftaric; 1/V: Inversa de la velocitat;
1/S: Inversa de la concentracié d’acid caftaric). Lletres diferents indiquen l'existéncia de

diferéncies estadisticament significatives.

Tal com es pot observar en la Figura 7.A, el diagrama Michaelis-Menten ens mostra la
velocitat de reacci6 en funcio de la concentracio de substrat. Aquesta velocitat augmenta
a mesura que augmenta la concentracio d’acid caftaric, tal com s’ha vist en resultats
anteriors. No obstant aquesta velocitat es veu clarament influenciada pel pH, sent la
condicio de pH de 3,87 la que presenta una velocitat més elevada, seguida del pH 3,53
i finalment del pH de 3,10, la qual presenta la velocitat més baixa. Com es pot observar
la velocitat depén del pH, a mesura que disminueix el pH la velocitat és menor. Aquest
fet ens indica que l'activitat de la tirosinasa es veu atenuada en medis acids i per tant,

també el pardejament del most. En la figura 7.B esta representat el diagrama
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Lineweaver-Burk amb uns coeficients de regressio lineal d’entre 0,9848 10,9976, a partir
del qual s’han calculat les constants cinétiques representades en la Figura 7.C. Els
resultats experimentals indicats en aquesta figura, ens descriuen una major afinitat (la
Ku és més baixa) al pH més baix (3,10), i a mesura que augmenta el pH en les altres
condicions, l'afinitat disminueix. No obstant, el valor més alt de la velocitat maxima es
déna al pH més alt (3,87), i va disminuit a mesura que disminueix el pH en les altres
dues condicions. En resum, tal com augmenta el pH disminueix I'afinitat, malgrat aixo
augmenta la velocitat maxima, donant explicacio al major augment del pardejament a la

condicio de pH 3,87, la més elevada.

En altres estudis amb lacasa també s’ha observat un efecte del pH sobre el pardejament
del most, veient un augment de la velocitat del pardejament a mesura que el pH

augmenta (Giménez et al., 2022).

3.4 Influéncia de la temperatura sobre I’activitat tirosinasa

Per estudiar I'efecte de temperatura sobre I'activitat tirosinasa es van realitzar mesures

del pardejament del most a 15 °C, 25 °C i 35 °C. En els tres casos es va utilitzar nomeés

I’acid caftaric com a substrat.

A420nm A420nm A420nm
0.30 - 0.3 - 0.3
15°C 25°C 35°C
=
0.20 - 0.2 - 0.2 - 2 e
o~ & ’ ] 'y e |
3 = - . s 7 & 2 ! & - & #
0.10 - g8 014 s Q T 0.1 - ii/ e o
- 5
g : o ¢ )9
. g pA o
000 8§ o o o o oo 00 - ——22 06 o o o o o ¢ 00 ¢—o—2"%40 92 s 5 s+
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Time (minutes) Time (minutes) Time (minutes)

~-0.00 MM —+-0.25mM -+ 0.50 mM 1.00 mM —»-1.50 MM
Figura 8. Influéncia de la temperatura sobre el pardejament del most, utilitzant diferents

concentracions d’acid caftaric. Variacio de labsorbancia a 420 nm en funcio del temps.
Tal com es pot observar en la Figura 8, la temperatura influeix clarament sobre I'activitat

tirosinasa i per tant sobre el pardejament. L’augment de 'A420 es veu afavorit quan

augmenta la temperatura, presentant 'augment més baix en la condicié de 15 °C, iés
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més alt seguidament i en ordre creixent a 25 °C i a 35 °C. L’activitat tirosinasa es veu

perjudicada a temperatures baixes, presentant menys pardejament del most.

A. Michaelis-Menten Plot B.Lineweaver-Burk Plot
20 -
05 -
‘E ] y = 0.0556x + 0.1239; r? = 0,9962
S " ®  e150C }
S & 03 - 25 °C
b 10 - 25 oC 5 o y = 0.0363 + 0.0524; r* = 0,9942
z 02 4 " + »-359C
B . ¥
g 35°C _ - . ¥ = 0.0225x + 0.0397; ! = 0,9976
0.3 o8
—— 006 — T . 1/S
0.0 0.5 1.0 1.5 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
s (mM) -0.1 -

C. Kinetic constants

Temperature Ko Vmax .
(mMm) (mUA420/min)
15°C 0.449 +0.038 A 8.07+0.68 A
25°C 0.693 +0.040 C 19.08+1.10 B
35°C 0.567 £0.021 B 25.19+093 C

Figura 9. Grafics Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk i constants cinetiques depenent
de la temperatura. (V: velocitat; S: concentracié d’acid caftaric; 1/V: Inversa de la
velocitat; 1/S: Inversa de la concentracioé d’acid caftaric). Lletres diferents indiquen

I’existéncia de diferéncies estadisticament significatives.

Tal com es pot observar en el diagrama Michaelis-Menten en la figura 9.A, la velocitat
de reacci6 és menor a la temperatura de 15 °C, la velocitat augmenta quan la
temperatura és de 25 °C i presenta la velocitat més alta a 35 °C. A partir del grafic
Lineweaver-Burk representat en la Figura 9.B, s’han determinat les constants cinétiques,
amb uns coeficients de regressio lineal d’entre 0,9942 i 0,9976. Aquestes constants
representades en la Figura 9.C, ens indiquen la Ky i la velocitat maxima. Pel que fa a
I'afinitat, la Km no segueix una tendéncia clara. El valor més alt de Ky es dona en el cas
de la temperatura a 25 °C, seguidament en ordre decreixent la condicié a 35 °C i després
la condicié a 15 °C, presentant aquesta Ultima la Ky més baixa i per tant, I'afinitat més
alta. No és el cas de la velocitat maxima, que augmenta tal com augmenta la
temperatura. A 15 °C tenim la velocitat maxima més baixa, seguidament i en ordre
creixent la condicio de 25 °C i 35 °C. Un cop més, sembla ser que 'augment de la
velocitat en augmentar la temperatura, dona explicaci6 al major augment del

pardejament.
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3.5 Influéncia de I'’etanol sobre I'activitat tirosinasa.

Per estudiar I'efecte de I'etanol sobre l'activitat de la tirosinasa, es van realitzar
cinétiques d’oxidacié addicionant etanol al most fins obtenir concentracions de 0%, 6%

i 12% vol/vol. En els tres casos es va utilitzar només I'acid caftaric com a substrat.

A420nm A420nm A420nm
0.20 - 0.20 - 0.20 -
. 12 %
0% g 6%
0.15 - ,;:,»'y - & . 0.15 - e a—p 0.15 -
A A fééé ,@e:vv
010 { ¢/ ¥ T 0.10 I B R =
Wy ¥ ° 5 #T o o
o 2 5T 4 Pt P P
g ¥ S o o o*
0.05 { 2/;" 005 1 /4 0.05 - v .
3 ~ o P o o o
[ [ ] /,/5 o
0.00 2" 9o o r0—23+% 000 <—2-2"%5 5 o 0,00 ¢ 0.00 #—o—2-2-o oo oro—o o
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Time (minutes) Time (minutes) Time (minutes)

~-0.00mM —+-0.25mM —+-0.50mM © 1.00mM -+-1.50 mM
Figura 10. Influéncia de I'etanol sobre el pardejament del most, utilitzant diferents

concentracions d’acid caftaric. Variacié de I'absorbancia a 420 nm en funcié del temps.

Tal com es pot observar en la Figura 10, la concentracié d’etanol té un efecte sobre el
pardejament del most. A mesura que augmenta la concentracié d’etanol en el medi,
'augment de 'A420 i per tant, el pardejament, disminueixen respecte del control sense
etanol. L’activitat de la tirosinasa es veu atenuada quan el most presenta un 6% d’etanol

i en major mesura es veu aquest efecte quan presenta un 12% d’etanol.

Com es pot observar en el diagrama Michaelis-Menten presentat en la Figura 11.A, la
velocitat de pardejament es veu influenciada per la concentracié d’etanol. La velocitat
de reacci6é és més baixa quan augmenta la concentracié d’etanol. Quan el most presenta
un 6% d’etanol, la velocitat de reaccio €s menor que en la condici6 control sense etanol,
i 'efecte és més notable amb 12% d’etanol, on la velocitat de reaccié decreix en major
mesura. En la Figura 11.B esta representat el grafic Lineweaver-Burk, proporcionant uns
coeficients de regressio lineal d’entre 0,9942 i 0,9962, del qual hem determinat les
constants cinétiques representades en la Figura 11.C. Com es pot observar, la constant
Kwm disminueix en les condicions de 6% i 12% d’etanol, per tant I'afinitat de la tirosinasa
amb I'acid caftaric augmenta en presencia d’etanol. No obstant, la condicié control amb
0% d’etanol, és la que presenta la velocitat maxima més alta, seguidament i en ordre
decreixent de la condici6 amb 6% i 12% d’etanol. Per tant, la velocitat maxima

disminueix en augmentar la concentracié d’etanol.
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A. Michaelis-Menten Plot B.Lineweaver-Burk Plot
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Figura 11. Grafics Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk i constants cinetiques del
pardejament del most depenent de la concentracié d’etanol. (V: velocitat; S:
concentracié d’acid caftaric; 1/V: Inversa de la velocitat; 1/S: Inversa de la concentracio
d’acid caftaric). Lletres diferents indiquen l'existéncia de diferencies estadisticament

significatives.

Veient aquests resultats i coincidint amb Li et al. (2008) i Spagna et al. (2000) podriem
afirmar que l'oxidacié enzimatica per part de la tirosinasa es déna principalment en el
most, ja que en el vi per la preséncia d’etanol degut a la fermentacio alcohdlica, I'activitat
polifenol oxidasa es veu reduida. Comportaments similars s’han vist amb lacasa en
medis alcohdlics. Giménez et al. (2022) van observar un decreixement de la velocitat de
la reaccioé enzimatica a mesura que augmentava la concentracié d’etanol amb la (-)-
epicatequina com a substrat, exceptuant una concentracié de 5% d’etanol, que afavoria

la velocitat i el pardejament del most.

3.6 Assajos d’inhibicio de la tirosinasa

Per evitar 'oxidacié enzimatica i per tant, el pardejament del most, s’utilitzen diferents
additius, sent el SO, el més emprat. No obstant, en els ultims anys s’han buscat
alternatives. Per aquest motiu, es va estudiar I'efecte d’inhibicié de diferents dosis de

SO,, aixi com també I'efecte del glutatio i M. pulcherrima sobre I'activitat tirosinasa.
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3.6.1 Efecte del SO, sobre I'activitat tirosinasa

Per estudiar I'efecte del SO, sobre la tirosinasa es van realitzar cinétiques d’oxidacio
addicionant diferents dosis d’aquest, tal com es mostra en la Figura 12. Es va utilitzar

nomeés acid caftaric com a substrat.

A420nm A420nm
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Figura 12. Influencia del SO, sobre el pardejament del most, utilitzant diferents

concentracions d’acid caftaric. Variacié de I'absorbancia a 420 nm en funcié del temps.

Com es pot observar en la Figura 12, I'addicié de SO, disminueix el pardejament del
most. A mesura que augmenta la dosi de SO, I'activitat tirosinasa es veu reduida. En la
condicié que presenta una dosi de 5 mg/L es veu una disminucié de 'augment de 'A420
respecte al control sense SO,. De la mateixa manera i en major mesura es veu en la
condicié de 10 mg/L, i amb 20 mg/L no es veu cap augment de I'’A420, indicant una

inhibicio total de 'enzim i per tant, del pardejament del most.

Pel que fa a la velocitat de reacci6 en preséncia de SO, tal com ens mostra el diagrama
Michaelis-Menten en la Figura 13.A, aquesta disminueix segons augmenta la dosis de
SO, emprada. El control amb 0 mg/L presenta la velocitat de reacci6 més elevada,
seguidament i en ordre decreixent de 5 mg/L, 10 mg/L i 20 mg/L, veient un cop més

I'efecte inhibitori del SO.. En la Figura 13.B es representat el diagrama Lineweaver-Burk
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amb uns coeficients de regressio lineal d’entre 0,9799 i 0,9942. A partir d’aquest, s’han
calculat les constants cinétiques representades en la figura 13.C. En aquest cas, tant
I'afinitat com la velocitat maxima disminueixen a mesura que augmenta la dosis de SO-.
La condici6 control amb 0 mg/L de SO és la que presenta una Ky més baixa, i per tant,
una major afinitat. Quan s’aplica una dosi de 5 mg/L de SO, al most la Kv aparent
augmenta, i en major mesura també augmenta quan s’aplica una dosi de 10 mg/L de
SO,, disminuint I'afinitat aparent de la tirosinasa amb l'acid caftaric a mesura que
augmenta la dosis de SO.. Pel que fa a la velocitat maxima, la més elevada correspon
a la condici6 control sense SO;, seguidament i en ordre decreixent per les condicions
amb 5 mg/L i 10 mg/L. Per tant, la velocitat maxima disminueix segons augmenta la

dosis de SO, emprada en el most.

A. Michaelis-Menten Plot B.Lineweaver-Burk Plot
15 4 25 -
= [s0,] 2.0 - [s0,]
E 10 1 = 0mg/L . we 0mg/fL
"g“ 5 n > 1.5 y=0.0363x + 0.0524; r* = 0,8942
3 m8 - . s 5mgfL
% 5 | P 10 mg;L 1.0 . 1 ¥ =0,1020x + 0.1430; r* = 0,9981
by 20 mg/L i o 10 mg/L
05 4 .® & ® y=0.3841x + 0.3367; * = 0,9799
0 b T T T JR— Y :.:.,IT I lls
S (mMm)
C. Kinetic constants
Km Vmax
SO L
[50:] (me/L) (mM) (mUA420/min)
0 0.693 + 0.040 A 19.08+1.10 C
5 0.713 £+ 0.073 A 6.99+0.72 B
10 1.141 £+ 0.226 B 297 059 A

Figura 13. Grafics Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk i constants cinétiques del
pardejament del most depenent de la concentracié de SO.. (V: velocitat; S: concentracio
d’acid caftaric; 1/V: Inversa de la velocitat; 1/S: Inversa de la concentracié d’acid
caftaric). Lletres diferents indiquen [existéncia de diferencies estadisticament

significatives.

Aquests resultats coincideixen en el que diferents autors han descrit ampliament sobre
I'efectivitat del SO- en el pardejament del most (du Toit et al., 2006; Oliveira et al., 2011;
Ribéreau-Gayon et al., 2000). Altres autors com Bustamante et al. (2024a) i Giménez et
al. (2023) han observat I'efectivitat del SO, en inhibir la tirosinasa aixi com també la
lacasa. Sobre aquesta Uultima, Giménez et al. (2022) va observar el mateix

comportament amb I'afinitat i la velocitat, disminueixen a mesura que augmenta la dosi
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de SO,. Concretament va veure que la lacasa va necessitar una dosis de 30 mg/L de
SO per inhibir el pardejament, a diferéncia de la tirosinasa en aquest estudi, on s’han
necessitat 20 mg/L. Aquestes dades coincideix amb el que van descriure Ribéreau-

Gayon et al. (2000), basicament que la lacasa és més resistent al SO, que la tirosinasa.

3.6.2 Efecte del glutatio sobre I‘activitat tirosinasa

Per tal d’estudiar I'efecte del glutatié sobre l'activitat tirosinasa es va realitzar un
seguiment del pardejament del most amb i sense addicié de glutatié. En els dos casos

es va utilitzar només acid caftaric com a substrat.

A420nm A420nm

0.20 - 0.20 -

Control + 20 mg/L of glutathione

015 - Tl o 0.15 -

0.10 - Vo, ' 0.10 .
0.05 | ¢/, 0.05
0.00 + 0.00

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Time (minutes) Time (minutes)

~-0.00mM —+-025mM -+ 0.50mM o 1.00mM —e-1.50 mM
Figura 14. Influéncia del glutatio sobre el pardejament del most, utilitzant diferents

concentracions d’acid caftaric. Variacié de I'absorbancia a 420 nm en funcié del temps.

Com es pot observar en la Figura 14, I'addicio de glutatio t¢ un efecte sobre el
pardejament. La condicié amb 20 mg/L de glutatié presenta un augment de I'A420 menor
respecte la condicié control sense addicio de glutatio. Tal i com altres autors han descrit,
la disminucié del pardejament per part del glutatié és degut a la formacié de GRP a partir
de les quinones formades en la reaccié entre la tirosinasa i I'acid caftaric. Aquestes
quinones, en comptes de formar melanines encarregades de 'augment del color del

most, en preséncia de glutatié formen GRP, un compost incolor (Salgues et al., 1986).

En la figura 15.A esta descrita la velocitat de reacci6é a partir del diagrama Michaelis-
Menten. Com es pot observar, la velocitat de reaccié és significativament menor en
preséncia de glutatié respecte el control. En la Figura 15.B, tenim representat el grafic
Lineweaver-Burk amb uns coeficients de regressio lineal de 0,9600 i 0,9942, del qual

s’han definit les constants cinétiques indicades en la Figura 15.C. Tal com es pot
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observar, la Ky aparent augmenta amb la preséncia de glutatio, per tant, I'afinitat aparent
de I'enzim amb el substrat disminueix respecte el control. Pel que fa a la velocitat

maxima, la presencia de glutatio la disminueix, sent aquesta quasi 4 cops major en el

control.
A. Michaelis-Menten Plot B.Lineweaver-Burk Plot
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Figura 15. Diagrama Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk i constants cinétiques del
pardejament del most amb preséncia de 20 mg/L de glutatié. (V: velocitat; S:
concentracié d’acid caftaric; 1/V: Inversa de la velocitat; 1/S: Inversa de la concentracio

d’acid caftaric). Lletres diferents indiquen l'existéncia de diferencies estadisticament

significatives.

Els resultats obtinguts ens confirmen I'efectivitat del glutatié per reduir el pardejament
del most com diferents autors han descrit anteriorment (Bustamante et al., 2024b;
Kritzinger et al., 2013; Oliveira et al., 2011; Salgues et al., 1986). Estudis d’altres autors
com Giménez et al. (2022) han vist un efecte similar del glutatié sobre el pardejament
del most per accid de la lacasa, tot i que es van necessitar dosis superiors per veure-hi
un efecte. De la mateixa manera ho van observar Bustamante et al. (2024b), confirmant
I'efectivitat del glutatié sobre el pardejament degut a la tirosinasa present en un most, i

en menor mesura l'efectivitat en presencia de lacasa.
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3.6.3 Efecte de Metschnikowia pulcherrima sobre 'activitat tirosinasa.

Per determinar I'efecte de M. pulcherrima sobre l'activitat tirosinasa es van realitzar
cinétigues de pardejament addicionant 250 mg/L de la soca de M. pulcherrima Initia
(Lallemand, Québec, Canada) aixi com també un control. La M. pulcherrima es va
hidratar préviament d’acord amb les instruccions del fabricant. Es va utilitzar només
l'acid caftaric com a substrat. Tal com ens mostra la Figura 16, I'addici6 de M.
pulcherrima té un efecte sobre el pardejament del most, disminuint 'augment de ’A420
respecte el control. Aquest resultat ens confirma la utilitat de M. pulcherrima com a

bioprotector.

A420nm A420nm

.20 - 0.20 -
0.20 Control M. pulcherrima
0.15 - 0.15 -
0.10 - oA 0.10
0.05 /. " 0.05
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~e-0.00 MM —+-0.25mM —+-0.50mM = 1.00mM —+-1.50 mM
Figura 16. Influéncia de M. pulcherrima sobre el pardejament del most, utilitzant diferents

concentracions d’acid caftaric. Variacié de I'absorbancia a 420 nm en funcié del temps.

Tal com es pot observar en el diagrama Michaelis-Menten en la Figura 17.A, la velocitat
de reaccié disminueix en preséncia de M. pulcherrima respecte el control. En la figura
17.B, esta representat el grafic Lineweaver-Burk amb uns coeficients de regressio lineal
de 0,9942 i 0,9958, dels quals s’extreuen les constants cinetiques de la Figura 17.C. Tal
com es pot observar, la Ky aparent de la condicié on s’ha addicionat M. pulcherrima és
major que en el control, per tant, en aquesta condici6 I'afinitat aparent és més baixa que
en el control. Pel que fa a la velocitat maxima també s’ha vist un efecte en la condicio

on s’ha addicionat M. pulcherrima, sent aquesta inferior respecte el control.

Aquests resultats confirmen l'efectivitat de M. pulcherrima sobre la reduccié del
pardejament del most tal com han descrit diversos autors com Puyo et al. (2023) i
Windholtz et al. (2023). Tal com han observat Bustamante et al. (2024a) i Giménez et
al. (2023) la M. pulcherrima presenta una gran capacitat de consumir oxigen i també

d’inhibir el pardejament, degut a la falta de disponibilitat d’'oxigen per a I'enzim.
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A. Michaelis-Menten Plot B.Lineweaver-Burk Plot
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Figura 17. Grafics Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk i constants cinetiques del
pardejament del most amb preséncia de 250 mg/L de M. pulcherrima. (V: velocitat; S:
concentracié d’acid caftaric; 1/V: Inversa de la velocitat; 1/S: Inversa de la concentracio
d’acid caftaric). Lletres diferents indiquen l'existencia de diferencies estadisticament

significatives.
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4. Conclusions

I. L’acid caftaric, dels 4 substrats analitzats en aquest estudi, és el que presenta

major pardejament del most, velocitat de reaccié i afinitat amb la tirosinasa.

Il. La (-)-epicatequina també presenta una alta velocitat de reaccio i és oxidada amb
facilitat per la tirosinasa, tot i que no presenta un comportament Michaelia com els

altres substrats.

lll. S’ha verificat que I'acid gal-lic és pitjor substrat de la tirosinasa i que l'acid p-

hidroxibenzoic no provoca pardejament per accié d’aquest enzim.

IV.S’ha verificat que el pH afecta molt a 'activitat tirosinasa essent el pardejament

molt més intens com més alt és el pH.

V. S’ha comprovat que la temperatura també juga un gran paper en el procés del

pardejament enzimatic, essent aquest més intens com més alta és la temperatura.

VI. S’ha vist que la preséncia d’etanol inhibeix I'activitat tirosinasa ja que la seva

preséncia disminueix la velocitat del pardejament.

VII. Pel que fa la concentracié d’etanol, en preséncia d’aquest s’ha vist una reduccié
del pardejament del most comparat amb la condicié control sense etanol. Aquesta

reduccio és més alta com més alta sigui la concentracié d’etanol.

VIIl. S’ha comprovat I'efectivitat ampliament descrita del SO, com a inhibidor del

pardejament del most.

IX.S’ha vist com el glutatié disminueix el pardejament del most i que per tant pot ser

una bona alternativa al SO..

X. S’ha comprovat que la M. pulcherrima també protegeix al most del pardejament
enzimatic confirmant l'interés potencial d’aquest llevat no-Saccharomyces com a

bioprotector.
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Els resultats obtinguts en aquest estudi ens obren noves perspectives de futur. El fet de
desenvolupar un model de mesura de I'activitat tirosinasa mitjangant el pardejament del
most, ens ha permeés estudiar el glutatio i el llevat no-Saccharomyces M. pulcherrima
com inhibidors del pardejament. En aquest sentit, en estudis futurs es poden investigar
altres agents inhibidors del pardejament del most com alternatius al SO,. Pel que fa a la
bioproteccid, es poden provar altres microorganismes gue siguin capacgos de consumir
oxigen de la mateixa manera que M. pulcherrima, aixi com també 'aplicacié en diferents
moments del procés de vinificacié. A més a més, es pot estudiar com aquests inhibidors
actuen sinergicament. En concret, es pot provar I'efecte del glutatié juntament amb

microorganismes per tal de reduir la utilitzacio del SO, o inclus prescindir-ne.

Els resultats d’aquest treball han servit per redactar una comunicacié que ha estat

acceptada com a comunicaci6 oral al 45™ World Congress of Vine and Wine (OIV).
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