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RESUMEN

La astringencia corresponde a una sensacion t@etisequedad, rugosidad y aspereza
percibida en las mucosas de la boca, la cual esttéchamente relacionada con la
interaccion de proantocianidinas o taninos preseerediferentes alimentos, tales como el
vino, con las proteinas de la saliva.

Se ha observado que las manoproteinas, presentiespamed celular de las levaduras,
podrian interferir en la interaccion proantocian&proteina salival, uniéndose a las
proantocianidinas, formando estructuras moleculastsbles que impiden su union.

En este estudio se evaluo el efecto de una mamdpactobre la interaccion entre proteinas
salivales y taninos proantocianidinicos de semifla¥itis vinifera mediante ensayos de
difusion y precipitacion en membranas de celulosa.

Los resultados obtenidos, indican que la manopratetilizada interactia tanto con las
proteinas salivales asi como con las proantocizsdprovenientes de semillas \ditis
vinifera.

Asimismo, la manoproteina usada, afecta signifieatente la fuerte interaccion entre las
proteinas salivales y proantocianidinas de senmdiastis vinifera Sin embargo, su efecto
estaria estrechamente relacionado con el ordeneesan mezclados los tres componentes.

Palabras claves

Astringencia
Proantocianidina
Saliva
Manoproteina



ABSTRACT

Astringency corresponds to a sensation of drymesgihness and harshness perceived in
the mouth mucous, which is closely related to thieraction of proanthocyanidins or
tannins present in different foods, such as wivith saliva proteins.

It has been observed that the mannoproteins, mrésethe cell walls of yeast, might
interfere  with the interaction proanthocyanidinkgaly protein, joining the
proanthocyanidins, forming stable molecular strregypreventing such union.

The effect of a mannoprotein on the interactiorMeen salivary proteins and tannins of
seed ofVitis vinifera through diffusion and precipitation assays onuteie membranes
was evaluated in this study.

The results obtained indicate that the mannoprate@racts with both the salivary proteins
as well as with the proanthocyanidins coming freaeds olVitis vinifera

Likewise, the studied mannoprotein, significantiigets the strong interaction between the
salivary proteins and proanthocyanidins of seed¥it$ vinifera However, this effect
would be closely related to the order in whichttivee components are mixed.

Key words

Astringency
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INTRODUCCION

La astringencia corresponde a una sensacion ticilequedad, rugosidad y aspereza en
las mucosas de la boca, provocada por algunos cenfes presentes en diversos

alimentos, tales como las proantocianidinas o tande bayas de uva para la produccion
de vinos (Bajec y Pickering, 2008). Esta sensadiérsido estrechamente relacionada con
la interaccién de las proantocianidinas con laggfmas de la saliva, lo cual provocaria una
disminucion en la propiedad lubricante de éstaa@PriLucas2000).

Las interacciones entre proantocianidinas y prateflependen de diversos factores, tales
como pH del medio (Kallithrakat al., 1997), contenido de alcohol (Obreque-Séeal,
2010b), acidos orgéanicos (H¢ al, 2006), minerales (Kaat al, 2007), fosfolipidos (He

et al, 2006), azlcares (H# al, 2006), estructuray conformacion de la protéirdtgpezet

al., 2007), concentracion y tamafo de la proantociaaitSarniet al.,2008), polisacaridos

y manoproteinas (Guadalupe y Ayestaran, 2008).

Las manoproteinas son componentes mayoritario{29- de la pared celular de las
levadurasSaccharomyces cerevisifevadura ampliamente utilizada en la elaboradién
vinos) que, junto con otros polisacaridos, proporan estructura y rigidez a la célula
(Lépez, E. 2010). Estos compuestos se liberan teidanfase de crecimiento activo de
ellas y después de la muerte celular (autdlisis)e®os estudios han demostrado que las
manoproteinas contribuyen a la estabilidad taaafmor bloqueo de las reacciones de
cristalizacion), proteica y de materia colorantar{d, 2006). Asimismo, se ha observado
que las manoproteinas mejoran la percepciéon orgatich contribuyendo a un aumento
del cuerpo y volumen en boca de algunos alimefiosimente, se ha observado que las
manoproteinas interactuarian con los compuestosdlidfes provenientes de los vinos
tintos, disminuyendo el amargor y la astringentiggéz, 2010).

En el rango de pH del vino, las manoproteinas tiex@@gas negativas y pueden establecer
interacciones ionicas y electrostaticas con lospmmantes del vino, lo que deriva en la
formacion de complejos solubles o insolubles. Bsbdeeso es dependiente en gran medida
de su carga eléctrica neta y estructura de susogrfymcionales (Cadiri, 2006). Se ha
postulado, que las manoproteinas disminuirian fdidad de proantocianidinas libres
capaces de interactuar con las proteinas de l@asalomo también compensarian la
pérdida de lubricacion, derivada de la interact¢amino-proteina a través de un aumento
de la viscosidad causada por la presencia de pslisacaridos (Morenet al, 2009). La
interaccion entre taninos y manoproteinas produestructuras estables no reactivas con
las proteinas de la saliva, con lo que dismind&iastringencia asociada a la interaccion
taninos- proteinas salivales (Guadalupe y Ayest2@08).

Diversos métodos han sido descritos para evalugtdeaccion entre taninos y proteinas
salivales, entre ellos destacan la nefelométriavélzo et al.,2004), cromatografia liquida
de alta resolucion (Hataret al., 2003), electroforesis (Saret al.,2008), cuantificacion



de taninos precipitados por proteinas mediantelcaktiosa (Mercurio y Smith, 2008),
uso de espectroscopia de fluorescencia (Kuetaal., 2007) y espectrofotometria tras
precipitacion de ovoalbumina (Llaudy al.,2004). La mayoria de estos métodos evallan
la interaccidn tanino-proteina mediante el uso aaplejos equipos y largos tiempos de
analisis. Ademas, estos métodos emplean diverstais proteicos, tales como gelatina,
seroalbumina bovina (BSA) y ovoalbumina, proteigag poseen un comportamiento
diferente al de las proteinas salivales.

Recientemente, ensayos de difusiéon y precipitad@proteinas basados en el empleo de
membranas de celulosa se han utilizado para evdduanteraccion tanino-proteina
(Obreque-Sliert al, 2010a,b). Esta técnica se ha utilizado tanto szmtratos proteicos
puros, como BSA, (Obreque-Slietral, 2010a) complejos, como gelatina, (Obreque-Slier
et al, 2010d) e incluso con sustratos proteicos decaltaplejidad, como saliva y lagrima
(Lopez et al, 2007). La técnica requiere un tiempo de analisiticido y es de costo
relativamente bajo. Considerando estas ventaj@sasteristicas metodologicas y la escasa
informacidn sobre el efecto de las manoproteinds @mteraccion tanino-proteina, parece
razonable y de alto interés abordar en forma sd#iee el estudio del efecto de las
manoproteinas sobre la interaccion tanino-protegrapleando ensayos de difusion y
precipitacion.

Objetivo

Evaluar el efecto de una manoproteina comerciatestdb interaccion entre proteinas
salivales y taninos proantocianidinicos de semdkgitis vinifera



MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio

El estudio se realizO en el Laboratorio de Biolo&apramolecular del Programa de
Biologia Celular y Molecular-ICBM de la Facultad 8edicina de la Universidad de
Chile y en los Laboratorios de Quimica Enolégich Departamento de Agroindustria y
Enologia de la Facultad de Ciencias Agrondémicds tlmiversidad de Chile.

Materiales

Semillas, Saliva humana y Manoproteina

Para la preparacion del extracto de semilla, lasmdalel cultivar Carménere fueron
cosechadas el 31 de mayo del 2010. Las bayas paovda plantas de 6 afios de edad de
la Region del Maule (35° 8,94” Sy 71° 20,73" Qllticadas en sistema de conduccion
espaldera, orientaciéon norte-sur y con una produc@nual aproximada de 8.000
kilos/hectarea (Castro, 2009).

La saliva se obtuvo de un individuo sano de 24 af®sdad, sin estimulacién de la
salivacion y bajo condiciones similares a las pegpas por Obreque-Sliet al.,(2010b).

La manoproteina marca “Surli velvet” fue donada lpoempresa de insumos enoldgicos
Enartis Chile, Ltda., la cual corresponde a un dejofa base de polisacéridos procedente
de paredes de levadura completamente soluble.

Solventes y Equipamiento

Los pliegos de membrana de celulosa Whatman Né&tofuadquiridos en Whatman Ltda.,
Maidstone, Inglaterra. Membrana Millipore de tamafe poro 0,45 pm, adquiridos en
Merck S.A., Chile. El acido clorhidrico (densidadl8 g/cm) fue adquirido en Romil
Chemicals Limited. Acido tricloroacético, Coomasgitie, Etanol, Acido acético y
solventes grado pro-andlisis y HPLC fueron adqagien Merck S.A., Chile.

El equipamiento utilizado consistié en una cengdfry5008151 Labofuge Heraeus 400,
bomba de vacio Thomas modelo N° 2522C-D2, agitadarca Barmstead/Lab-line,
rotavapor Buchi R-210, espectrofotometro ShimadzuVv-1800 Pharmaspec,
microcentrifuga Sorvall modelo MC-12V y un agitadtmrtex-Genie modelo K-550.



Para el analisis de fenoles de bajo peso moleselartilizé un equipo de Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia acoplado a un detectorfatediodos alineados (HPLC-DAD)
marca Agilent Technologies 1200, con una bomba @QU&11A, un inyector automatico
modelo ALS G1329A, un detector de arreglo de fatdds DAD modelo G1315B, un

desgasificador modelo G1322A y una columna WatensgaNpak Gg (4 um, 3,9 mm di x
300 mm).

Métodos

Tratamientos y Disefio Experimental

El estudio comprendié 3 ensayos independiente®l Ensayo 1 se evalué la interaccion
entre concentraciones crecientes de manoproteinaec@xtracto de semilla o saliva
(Cuadro 1). En el ensayo 2, se combiné inicialmestextracto de semilla con MP, y
luego de 5 minutos, se agrego la saliva (Cuadr&r2kl tercer ensayo se vario el orden de
incorporaciéon de los componentes utilizados emsayo 2. Asi, se mezcld el extracto de
semilla con la saliva y luego se agregaron digtintmtidades de manoproteina (Cuadro 2).
Los ensayos fueron disefiados de forma completansdattorizada, cada uno con 4
tratamientos (T) (extracto de semillas, distintasoentraciones de manoproteina y saliva)
y un tratamiento control (en ausencia de manoprajeiCuadro 2). La unidad

experimental correspondié a la mezcla entre ebetdrde semilla, manoproteina y saliva
contenida en el tubo Eppendorf.

Cuadro 1. Tratamientos y voliumenes (uL) utiliza€ioda evaluacion de la interaccion
entre la manoproteina con el extracto de semidialiva.

Tratamiento Manoproteina Saliva Extracto de semilla Agua
1 - - - 1400
2 100 - - 1300
3 200 - - 1200
4 300 - - 1100
5 400 - - 1000
6 - 100 - 1300
7 100 100 - 1200
8 200 100 - 1100
9 300 100 - 1000

10 400 100 - 900
11 - - 1000 400
12 100 - 1000 300
13 200 - 1000 200
14 300 - 1000 100
15 400 - 1000 -




Cuadro 2. Tratamientos y voliumenes (uL) utilizaginda evaluacion de la interaccion
entre la manoproteina-extracto de semilla-saliva

Tratamiento Extracto de semilla Manoproteina Sava Agua
1 1000 - 100 400
2 1000 100 100 300
3 1000 200 100 200
4 1000 300 100 100
5 1000 400 100 0

Procedimiento

Preparacion del extracto de semillas (ES).as semillas se separaron manualmente desde
las bayas, se lavaron con agua destilada y seosecan papel absorbente. Posteriormente,
0.9 g de semillas se molieron con un mortero, ynmszclaron con 500 mL de agua
destilada. La mezcla se agitd durante 2 horas pastura ambiente, se centrifugé durante
30 minutos a 1852 G y el sobrenadante se filtrta@és de una membrana de 0,45 pm.
Finalmente, el pH del extracto de semillas fue tafis a 3.5 con acido clorhidrico
(densidad 1.18 g/cm).

Obtencién de la Saliva La saliva fue colectada mediante un procedimientovencional,
sin empleo de estimulantes de salivacion, en candis estandarizadas entre las 9:00 y
11:00 a.m. e inmediatamente antes de los expemselna saliva fue acumulada en la boca
durante aproximandamente 1 minuto y expectoradmerontenedor de vidrio previamente
esterilizado. Las muestras fueron mantenidas do digrante el experimento (Obreque-
Slieret al, 2010b).

Preparacion de solucion de manoproteina (MP)La manoproteina se prepar6 de acuerdo
a las recomendaciones del proveedor. Para elloprgpar6 una solucion inicial de
manoproteina a una concentracion de 1,5 g/L en dgstlada a 35°C con agitacion
constante durante 10 minutos, para luego serddteatravés de la membrana de 0,45 um.

Preparacion de Coomassie blue R-250 0,25%,25 g de CB-R250 se pesaron para luego
disolverse en 250 mL de isopropanol, agitandoseanieemente durante 12 horas. Luego
se agreg0 200 mL de agua destilada y se agitd pan&tos, para posteriormente agregar
50 mL de acido acético 100% (agitacion por 5 migutBinalmente, la solucion se filtr6 a
vacio a traves de papel filtro Whatman N°1.

Ensayos de difusion y precipitacion La saliva, el ES y la MP fueron mezclados de
acuerdo a lo indicado en los Cuadros 1 y 2. Ennshg 1, se mezclaron volimenes
crecientes de MP (100-400 pL) con volumenes fijessdliva o ES (Cuadro 1). En el
ensayo 2, se mezclaron con apoyo de un vortex, fQ0fe ES con distintas cantidades de
MP (100-400 pL), luego de 5 minutos de reposo $egigl00 pL de saliva a cada tubo
Eppendorf (Cuadro 2). En el ensayo 3, se modifitborden de los componentes,



mezclandose inicialmente el extracto de semillagadiva y lo que fue seguido a la adicion
de distintas cantidades de manoproteina (Cuadro 2).

En elensayo de difusigrias mezclas contenidas en cada tubo, se agparo80 segundos
(vortex) y luego de 5 minutos, una alicuota de RGg cada mezcla se deposité sobre el
papel de celulosa (Figura 1). Una vez que las magesifundieron libremente en el papel,
fueron secadas a 20°C y procesadas de acuerddeaddto en trabajos previos (Lopez et
al., 2007; Obreque-Slier et al., 2010a; ObrequerSit al., 2010b; Obreque-Slier et al.,
2010c). El papel con las muestras fue fijado edcaticloroacético (TCA) 5% durante 20
minutos, seguido de lavados con etanol 80% porriutos y se tifieron con Coomassie
blue por 15 minutos. Finalmente, la membrana délasd fue lavada tres veces con acido
acético 7% v/v y una vez con agua destilada, paegfuindos. La membrana de celulosa
fue secada bajo una lampara dispuesta a una dast@®@0 cm. Cada zona tefida azul en
el sitio de colocacion de las muestras representitea de distribucion de la proteina
salival (Obreque-Slieet al, 2010a). En eénsayo de precipitaciortada tubo Eppendorf
con las mezclas utilizadas en el ensayo de difdsi@rcentrifugado a 600 G por 5 minutos.
Luego, 20 uL de cada sobrenadante fue depositdita Eomembrana de celulosa la que
fue procesada de acuerdo al procedimiento desaritd ensayo de difusion.

Variables a medir

Analisis polifendlico del ES Al ES se le cuantifico el contenido de fenoletaltes
mediante absorcion espectrofotométrica a 280 nmc(&8arceld, 1990), taninos totales
mediante el método de metilcelulosa (Mercuetoal, 2007) y compuestos fendlicos de
bajo peso molecular mediante HPLC-DAD (Obrequer$lial, 2010c).

Ensayos de difusién y precipitacionEl area (crf) e intensidad (pixeles/é@nde las zonas
de difusion de la proteina en la membrana de c&ulee cuantificaron mediante el
programa Image J.



Saliva Extracto de Semilla Manoproteina en solucion

Agitar por 30" y reposar por 5’

Complejos Taninos-Proteinas

ENSAYO DE DIFUSION

ENSAYO DE PRECIPITACION

20 pL alicuota

Centrifugacion
600G x5 min Colocacion sobre la Membrana de
Celulosa
Precipitado Sobrenadante
U 1 lzo pL alicuota
|
I': J
| Colocaciéon sobre la > Secar a 20° C por 10 min|

membrana de celulosa

/

Fijaciéon y Tincién de la
Proteina

Figura 1. Evaluacion de la interaccion Extractsemilla-MP-Proteina salival mediante el
ensayo de difusion y precipitacion de proteiolare membrana de celulosa.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamerttavés de ANDEVA utilizando el
programa estadistico Minitab 16.1, y en caso dstiexliferencias significativas entre los
tratamientos se realiz6 una prueba de rango n¥lltg# Tuckey, con un nivel de
significancia del 5%.
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RESULTADOS

Composicion fendlica del extracto de semillas

El Cuadro 3, muestra el contenido de fenoles yntentotales del extracto de semilla (ES)
utiizado en este estudio. El Cuadro 3 incluye fesoles de bajo peso molecular
cuantificados por HPLC-DAD. Dentro de los compusstmdlicos flavonoides fue posible

detectar dos mondmeros [(+)-catequina (C) y (-yapiguina (EC)], tres proantocianidinas
diméricas (B1, B2, y B3), y diversas proantociarad (P) y galatos de proantocianidinas
(GP). El acido galico (AG) fue el unico compuestoflavonoide identificado (Figura 2).

Cuadro 3. Contenido de polifenoles (mg/k) del edttrale semilla

Compuestos Concentracion
Fenoles totalés 31,84
Taninos totales 50,52
Acido gélicd 9,0
Proantocianidina B3 9,6
Proantocianidina B1 2,6
(+)-Catequina 128,6
Proantocianidina B2 27,6
(-)-Epicatequin& 67,2
Proantocianidinds 16,8
Galato de Proantocianidirfas 9,4

2 mg equivalente de &cido galico/k de semiflang equivalentes de epicatequina/k de
semilla.“mg equivalentes de catequina/k de semilla.

AG

(AT

Absorvancia

Tiempo de retencion (minutes)

Figura 2. Cromatograma (280nm) de fenoles de bego molecular en extractos de
semillas Carmeneére. Ver significado de letrasldgaxto.
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Interaccion entre Manoproteina y ES o Saliva

Ensayo de difusion.En la Figura 4F se observa que la saliva humalugddien agua
(1/14) y colocada sobre el papel de celulosa, mudst presencia de al menos dos
componentes (modo bifasico de difusién). Uno deseljuedd representado por un material
gue permanecié en el sitio de depodsito de la nudgise no difusible, mas oscura y
ubicada en el centro) mientras que otro componemateico salival difundié radialmente
acompafando al agua salival (fase difusible, deoracion mas clara y ubicada
externamente). Por el contrario, fue posible olmeque el agua (Figura 4A) y el ES
(Figura 4K), se distribuyeron de forma radial, ppresentaron una tincién nula (agua) o
levemente tefiida (ES). De la misma manera, cam&adecientes de la manoproteina
(MP) (Figura 4, B-E) no fueron detectadas por ebi@asie blue en el papel de celulosa.

Cantidades crecientes de MP (0-400 pL)

MP+H 0

Sal+MP

ES+MP

Figura 4. Ensayo de difusion entre MP, ES y salivaorresponde a agua; B-E, cantidades
crecientes de MP (100, 200, 300 y 400uL); Ryaaliluida en agua; G-J, saliva
mezclada con concentraciones crecientes de MPSKliluido en agua; L-N, ES
mezclado con concentraciones crecientes de MP.
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Cuadro 4. Valores de area @mintensidad (pixeles/cihdel ensayo de difusién entre MP,
ES y Saliva correspondiente a la Figura 4.

Area de difusion (cnf)

Sol. MP (uL) 0 100 200 300 400
MP+H20 18+0la 18+01 a 19+01 a 19+00 a 19+00 a
Sal (FND)+MP 06+00a 06+00 a 06+00 a 06+01 a 06%@0
Sal(FD)+MP  14+02 ab 14+00 a 12+00 b 12+01 b 09& @
ES+MP 1,7+01a 16+01 a 06+00 b 06+00 b 06+00 b

Intensidad de difusion (pixeles/cﬁ)

MP+H20 123+06 a 124+06 a 11,8+03 a 11,4+03 a 116+05 a
Sal (FND)+MP 51,1+04 a 47,7+03 ¢ 47,7+00 ¢ 470+0,1 d ,44903 b

Sal (FD)+MP  423+15a 384+07 b 37407 bc 35601 c,33804 b
ES+MP 31,2+06 c 366+27 bc 361+19 bc 420+30 ab 43,70t 8,

* MP, manoproteina; ES, extracto de semilla; SAI}l; fraccion no difusible de la saliva;
Sal (FD), fraccion difusible de la saliva. Los val® corresponden al promedio +
desviacion estandar. Letras diferentes en larfdécan diferencia estadistica (p<0.05).

A partir de estos resultados, se procedié a meezalatidades crecientes de MP con saliva
(Figura 4, G-J) o con ES (Figura 4, L-N). Se putbsesvar que al colocar la mezcla de
saliva con cantidades crecientes de MP sobre labmzera de celulosa, el area de difusion
de la fraccion difusible de saliva (FD) disminuygnificativamente hasta un 65% de su
superficie inicial, mientras que el area de la didc no difusible (FND) de la saliva
permanece inalterable (Figura 4, G-J) (Cuadro 4).l®misma manera, se observé una
disminucién significativa de la intensidad de térci(pixeles/cr) tanto de la FD como de
la FND de la saliva, cuando fueron agregadas caotel crecientes de MP (Cuadro 4). Por
otro lado, al colocar concentraciones crecientedViéke en presencia del ES, se pudo
observar una disminucion drastica del area deidifiudel complejo MP/ES, asi como un

aumento en la fijacién del colorante, a partiralenezcla de ES con 200 pL de MP (Figura
4M 'y Cuadro 4).

Ensayo de precipitacion La interaccion de una MP con ES o saliva tamb&pvaluaron

a través del empleo de membrana de celulosa triaréaluccion de una etapa adicional

anterior a la colocacion de las muestras sobréalagias de celulosa. En efecto, tras la
mezcla del ES o de la saliva con cantidades cresette MP, los tubos fueron dejados
reposar por 5 minutos y luego centrifugados pagmarse los precipitados. Sobre las

laminas de celulosa se depositd alicuotas de Idsesadantes de cada situacion
experimental. De esta manera, la precipitacionateptejos MP/saliva y MP/ES estimada

mediante la observacion de la desaparicion dent@dti de las alicuotas del sobrenadante
depositadas sobre el papel de celulosa frente race de proteinas (prueba de

precipitabilidad) y la presencia de sedimentosgdude la centrifugacion, en los tubos
eppendorf.
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En este estudio, se observé que a medida que aataecdntidad de MP en la mezcla con
saliva, las proteinas de la saliva sufrieron usandiucion del area de difusion (Figura 5,
G-J). Asimismo, se observé una disminucion de tansidad promedio, obteniéndose
aproximadamente un 35% menos de tincion a maydideahde MP (Cuadro 5), asi como
una diferencia visual en los sedimentos, al existayor compactacion a cantidades
mayores de MP. Por otra parte, tras la mezcla deoB$a MP, desaparecido completamente
la reactividad del sobrenadante frente al coloréfigura 4, L-N versus Figura 5, L-N). El
area de tincion de los complejos ES/MP no varidpo pgisminuyé drasticamente su
intensidad de coloraciéon (Figura 5, L-N), obsendgsed mayor precipitado a mayores
cantidades de MP.

Cantidades crecientes de MP (0-400 L)

MP+H,0

Sal+MP

ES+MP

Figura 5. Ensayo de precipitacion entre MP, ESliyaaA, corresponde a agua; B-E,
cantidades crecientes de MP (100, 200, 300 y4N0, saliva diluida en agua; G-J,
saliva mezclada con concentraciones creciemtésR K, ES diluido en agua; L-N, ES
mezclado con concentraciones crecientes de Ei&tubos Eppendorf de la Figura
corresponden a cada situacion experimental.
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Cuadro 5. Valores de area @intensidad (pixeles/cihdel ensayo de precipitacién entre
MP, ES y saliva correspondiente a la Figura 5.

Area de precipitacion (cn‘f)

Sol. MP (pL) 0 100 200 300 400
MP+H,0O 1,8+00 a 19+£01 a 20+£02 a 19+01 a 19+02 a
Sal+MP 18+x02ab 1702 ab 1901 a 1,1+01 c 1,4+ 0,1 bc
ES+MP 16+01 a 14+02 a 16+0,1 a 16+01 a 15+01 a
Intensidad de precipitacion (pixeles/crf)
MP+H20 116+04 a 11,7+01 a 110+x09 a 115+06 a 109+10 a
Sal+MP 245+24 a 218+21 ab 19.8+12 ab 219+20 ab 18®+hb
ES+MP 293+14a 319+45 a 168+09 b 138+09 b 140+08 b

* Ver leyenda Cuadro 4.
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Ensayo de interaccion entre el complejo ES/MP corakva

Ensayo de difusion.El efecto del complejo MP/ES sobre la difusibitidde las proteinas
salivales, fue evaluado mediante la mezcla int&IES con diferentes cantidades de MP,
para después de 5 minutos, agregar la saliva (6@diLuego, alicuotas de la mezcla de
los tres elementos fueron depositadas sobre la na@mlole celulosa.

En ausencia de MP (Figura 6A), la saliva mezclamfaES presentdé un modo bifasico de
difusion, similar a la saliva con agua (Figura 4%in embargo, existi6 un aumento en la
intensidad de tincién de la saliva cuando es mdactaon ES (Figura 6A versus 4F). Por
otro lado, la Figura 6 (B-E) muestra que cantidadesientes de MP mezclada con ES,
provocaron una disminucion significativa del arealal FD de la saliva (Cuadro 6). En el
caso de la FND, mientras el area de difusién peegiarinalterable, la intensidad de dicha
area aumento significativamente con cantidadesetries de MP (Cuadro 6).

Cantidades crecientes de MP (0-400 pL)

Ensayo de
Difusion

Ensayo de
Precipitacién

Figura 6. Interaccién entre el complejo MP/ES caliva. Ensayo de difusion: A, 100 pL
de saliva con 1000 pL de ES en ausencia de MB,;drresponden a la mezcla de 1000
ML de ES con cantidades crecientes de MP (110,300 y 400uL), para luego agregar
100 pL de saliva. Ensayo de precipitacion: €edresponde a alicuotas del sobrenadante
de cada muestra. Figura inferior muestra lossuppendorff de cada muestra.
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Cuadro 6. Valores de area @intensidad (pixeles) del ensayo de difusiénade |
interaccion entre MP-ES y saliva correspondianteFigura 6, A-E.
Area de difusién (cnf)
Sol. MP (uL) 0 100 200 300 400
ES-MP-SalFND 06+0,1a 07+01 a 0600 a 06+01 a 0,618,
ES-MP-SalFD 15+*02a 10+01 b 08+0,1 bc 0700 c 05 @,
Intensidad de tincion (pixeles/crf)

ES-MP-SalFND 44,2 +52 a 422+30 a 469+08 a 480+23 a,34416 a
ES-MP-SalFD 32,7+41 b 341+37 b 383+31 ab 380+17 ah54 13 a
*Ver leyenda Cuadro 4.

Ensayo de precipitacion Las muestras del ensayo anterior, fueron cegadas, para
luego depositar una alicuota del sobrenadante $abmembrana de celulosa. La Figura 6
(F-J) y Cuadro 7, muestran que a medida que auntemgntidad de MP en la mezcla, se
produjo una disminucion estadisticamente signifreatanto del area de difusion del
sobrenadante, asi como de la intensidad promedicolbeacion del area. De la misma
manera, fue posible observar un aumento en ladzaghtie precipitado en el fondo de los
tubos Eppendorf (Figura 6).

Cuadro 7. Valores de area @intensidad (pixeles/cthdel ensayo de precipitacion de la
interaccion entre MP-ES y saliva correspondianteFigura 6, F-J.

Area de precipitacion (cnf)

Sol. MP (uL) 0 100 200 300 400

ES-MP-Sal 15+0,1 a 14+01 a 1,1+01 b 1,0+0,1 b 09+0,1 b
Intensidad de tincion (pixeles/crf)

ES-MP-Sal 333+16 ab 336+13 a 308%+02 abc 303+1,1 9212 c

* Ver leyenda Cuadro 4.
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Ensayo de interaccion del complejo ES/saliva con MP

Ensayo de difusién.Con el objeto de evaluar el efecto de la MP s@breomplejo ES-
saliva, se mezclo ES con saliva, y después de 6taosinse agrego cantidades crecientes de
MP.

Como muestra la Figura 7A, la mezcla de ES cowaan ausencia de MP, presenta un
modo bifasico de difusion, similar al ensayo awotefFigura 6A). Al agregarse voliumenes

crecientes de MP al complejo ES-saliva, se obsengdisminucion menos marcada del
area de la FD de la saliva (Figura 7A-E versus §ASH embargo, se observé un aumento
en la intensidad promedio tanto la FD como de |®EQuadro 8).

Cantidades crecientes de MP (0-400 pL)

Ensayo de
Difusién

Ensayo de
Precipitacion

Figura 7. Interaccion del complejo ES/saliva con. [MRsayo de difusion: A, 100 pL de
saliva con 1000 pL de ES en ausencia de MP; &iesponden a la mezcla de 100 pL
de saliva con 1000 pL de ES, para luego agiegdidades crecientes de MP (100, 200,
300 y 400uL). Ensayo de precipitacion: F-J,esponde alicuota del sobrenadante de
cada muestra. Figura inferior muestra los tumsendorff de cada muestra.
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Cuadro 8. Valores de area (rintensidad (pixeles/cthdel ensayo de difusion de la
interaccion entre ES-Saliva y MP correspondianteFigura 7, A-E.
Area de difusion (cnf)
Sol. MP (uL) 0 100 200 300 400
ES-Sal-MP FND 0,5+ 0,0 b 0,7+ 0,0 a 06+00 b 0,7+£0,1 a 0,5 O
ES-Sa-kMPFD 14+01a 13+01 ab 14+00 a 11+00 c 121 6¢
Intensidad de tincion (pixeles/crf)
ES-Sal-MP FND 38,6 + 29 ¢ 43,0+ 17 bc 395+05 bc 502+26 446+13 b
ES-SakMPFD 344+10c¢ 365+11 bc 350+05 bc 394+10 &7,230,7 ab
*Ver leyenda Cuadro 4.

Ensayo de precipitacion.Los tubos de las muestras del ensayo de interac®dcrito
anteriormente, fueron centrifugados y una alicaeasobrenadante fue colocada sobre la
membrana de celulosa. La Figura 7 (F-G) y Cuadrmaugstran que a medida que aumenta
la cantidad de MP en la mezcla, se produjo unaidission estadisticamente significativa
del area de difusion de las proteinas salivales.ePoontrario, los valores de intensidad
promedio (Cuadro 9), asi como sus precipitadosu(gig’), no presentaron variaciones a

medida que aumentd el contenido de MP, salvo cuaadagregé 300 pL de MP (Cuadro
9).

Cuadro 9. Valores de area (@rintensidad (pixeles/cthdel ensayo de precipitacion de la
interaccion entre ES-Saliva y MP correspondianteFigura 7, F-J.

Area de precipitacion (cn7r)

Sol. MP (uL) 0 100 200 300 400

ES-Sal-MP 22+0,0 a 20+0,1 b 20+£01 b 18+0,1 ¢ 1,7+0,1 ¢
Intensidad de tincion (pixeles/crf)

ES-Sal-MP 355+0,7a 348+02 a 341+00 a 325+09 b 34Rl+a

* Ver leyenda Cuadro 4.



19

DISCUSION

Las proteinas de la saliva humana tienen unafitidad con los compuestos polifendlicos
(taninos condensados o proantocianidinas) y foroeemplejos altamente estables (Prinz y
Lucas, 2000). La formacion de estos complejos pueder un papel importante en la
promocion de la sensacion de astringencia que sebpeen el consumo de comidas y
bebidas ricas en proantocianidinas, tales comanel (Bacon y Rhodes, 2000). Diversos
factores pueden influir en la interaccién entreaptocianidinas y proteinas tales como pH,
contenido de alcohol, acidos organicos, azUcareksagaridos y manoproteinas, entre
otros (Kallithrakaet al., 1997; Obreque-Sliest al, 2010b; Heet al, 2006; Guadalupe y
Ayestaran, 2008).

En este estudio se analizé el efecto de una matedpaocomercial sobre la interaccion
entre proantocianidinas y saliva humana, a traeésrsayos de difusion y precipitacion
sobre membrana de celulosa (Obreque-8lieal, 2010a). Para ello, se utilizé un extracto
de semilla de bayas détis viniferg caracterizado por analisis espectrofotométrienqles

y taninos totales) y de HPLC-DAD (fenoles de bags@ molecular). Los resultados
demostraron que los contenidos polifendlicos géegrapormenorizados son coincidentes
con lo observado en otros extractos de semilladifdeentes variedades (Obreque-Seer
al., 2010c).

Por otra parte, se pudo observar que cuando aidesaliva diluida con agua (1/14) fue
depositada sobre el papel de celulosa, el matsaialal que reacciond con el colorante
Coomassie blue se distribuydé en formal radial yndedo bifasico, coincidiendo con
estudios previos (Lopez et al., 2007; Obreque-Siteal, 2010a; Obreque-Sliest al,
2011b). Por el contrario, tanto el agua como elpESentaron una tincion nula (agua) o
levemente tefiida (ES). Esta observacion respaltiacitilizacion de esta metodologia para
detectar mezclas proteicas, como la saliva (L&bett, 2007), en condiciones en que no se
detectaron extractos ricos en polifenoles (Obregjies; et al, 2010a). De la misma forma,
concentraciones crecientes de la MP no fueron @elas por el colorante de proteina
Coomassie blue en el papel de celulosa. Este reaeriria que la composicion de la MP
(proteinas muy glicosiladas con restos de mandsai@ra, 2005; Lopez, 2010), impide su
reactividad con el colorante.

Por otro lado, cuando se mezcl6 cantidades cresiete MP con un volumen fijo de ES,
para luego ser depositado en el papel, se obserd@éstica disminucion del area y un
aumento de la intensidad de difusion. Este hectatda la hipotesis de alta afinidad entre
polifenoles presentes en el ES y la MP (Cadiri,&2@uadalupe y Ayestaran, 2008). De la
misma manera, cuando la saliva se mezclé con MBbservd una evidente disminucion
del &rea e intensidad de difusion de las protedalgales. Esta observacion demuestra que
la MP interactia con las proteinas salivales geaeraomplejos MP/Proteina salival con
menor capacidad de difundir sobre las membranasetidosa. Ambas observaciones
fueron respaldadas por el ensayo de precipitagdasto que a medida que aumento el



20

contenido de MP en la mezcla con ES o saliva, sergb una clara disminucion del area'y
de la intensidad de tincion, debido a que probabieenlos complejos MP/ES y MP/Saliva
precipitaron tras la centrifugacion (Siebettal, 1996; Saucieet al, 2000; Guadalupe y
Ayestaran, 2008; Guadalupeal, 2007).

La parte final del estudio correspondido a la ewdlua de la interaccion de los tres
componentes (MP, ES y Saliva) en conjunto. Parg plimero se mezclaron cantidades
crecientes MP con una alicuota de ES, para luedondi@utos agregar una cantidad fija de
saliva a la mezcla. En el ensayo de difusiéon serebsjue cantidades crecientes de MP en
las mezclas, provocaron una disminucion evidentéuda e intensidad difusion de la FD
de la saliva, permaneciendo inalterable el areatensidad de la FND. Se detect6 un
aumento en la intensidad de tincion de la FD, yaajuifundir menos, el complejo salival
se encuentra mas concentrado. De la misma marembhservd mediante el ensayo de
precipitacion, una disminucién del area e intertsida tincion, lo que se corrobora con un
aumento en los precipitados en los tubos Eppendorbas observaciones sugieren que la
interaccion entre la MP y ES, genera complejos aagpae interactuar con las proteinas
salivales, contrario a lo postulado por otros agafZamora, 2005; Escet al., 2001;
Guadalupe y Ayestaran, 2008) que sefalan que, esemeia de manoproteinas y/o
polisacaridos, se agrupan con las proantocianidorasando macroestructuras estables que
al no poder reaccionar con las proteinas de lasasalisminuirian la sensacion de
astringencia. Esta observacion se veria fuertemesgpalda por el color café de los
precipitados presentes en todos los tubos Epperdaytie indicaria que la MP es capaz de
precipitar tanto al ES como a la proteina saliatjue explicaria el efecto de la MP sobre
la sensacion de asistencia, tal como se descrilzeliéeratura.

Al invertir el orden en que se mezclaron los dissnfactores, esto es, mezclando
previamente saliva con ES, para luego agregar laBviRel ensayo de difusion, se observo
que la saliva mantiene tanto su FD como la FND.eBibbargo, con mayores cantidades de
MP, se produjo una disminucion leve en el areaitiesidn de la saliva, y un aumento
significativo en la intensidad de tincion, tantoladé-D como de la FND de la saliva, lo que
podria deberse a que la MP hace mas reactivoaiarde sobre el complejo ES/Saliva. Por
su parte, en el ensayo de precipitacion, se pradmim una leve disminucion del area de
coloracion, con valores similares de intensidadirtzon, asi como de los precipitados de
las mezclas. Estas observaciones sugeririan qyedastocianidinas del ES son altamente
reactivas frente a las proteinas salivales, formamd complejo muy estable concordante
con diversos estudios (Sarei al, 2008; Sarniet al, 1999; Prinz y lucas, 2000). No
obstante lo anterior, la adicion de MP provocaaidofrmacion de un complejo ES-saliva-
MP, capaz de reaccionar levemente con el colosaptecipitar.

Estos ultimos ensayos demostraron que el ordemsledmponentes en la mezcla afecta
fuertemente la interaccion entre los compuestog8ellas proteinas de la saliva y la MP.
Asi, las proteinas salivales serian capaces deeumirertemente al complejo MP-ES,
mientras que el complejo estable conformado poy E8liva interactia con la MP, la cual
generaria cambios menos significativos en el mododdusion y precipitacion del
complejo.



21

CONCLUSION

Bajo la condiciones del ensayo, la manoproteineatdia en este estudio interactia tanto
con las proteinas salivales como con las proantiireas provenientes de semillas de
Vitis vinifera.

Por otro lado, la manoproteina utilizada afectantaraccion entre las proantocianidinas
del extracto de semilla y la saliva, ya que al ssicon las proantocianidinas, forman
complejos capaces de interactuar con las proteailasles y precipitarlas. Sin embargo, el
efecto de la MP es altamente dependiente del cedeque son agregados los distintos
componentes.
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