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CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

Astringencia

La astringencia, se ha definido como una sensacion tactil generada por la pérdida de
lubricacion en la cavidad bucal (Smith y Noble, 1998) o como una sensacion de
sequedad y aspereza percibida como un estimulo difuso que requiere tiempo para su
desarrollo (Bate-Smith, 1973). Entre los descriptores mas comunes podemos encontrar:
sensacion de sequedad, sensacion de tiza, arrugamiento de las papilas gustativas y

aspereza en la boca (Vidal et al., 2004).

Una serie de mecanismos se han propuesto para explicar el fenbmeno de la
astringencia, pero la hipdtesis comunmente aceptada indica que se trataria de una
interaccion y precipitacion entre compuestos fendlicos, especificamente las
proantocianidinas, y las proteinas salivales (Nayak y Carpenter, 2008; Obreque-Slier et
al., 2010a). Prinz y Lucas (2000); Sarni et al. (2008) y McRae y Kennedy (2011),
sefialan que las principales proteinas que participan en el mecanismo de astringencia,
son las proteinas con un alto contenido de prolina (PRP) y las ricas en histidina, las
cuales tienen gran afinidad por los taninos proantocianidinicos. Este efecto
fisicoquimico produciria una reduccion en la eficiencia de lubricaciébn de la saliva
(Lyman y Green, 1990). Recientemente, se ha observado que la astringencia estaria
mas estrechamente relacionada con la interaccion entre proantocianidinas y proteinas
salivales que con la precipitacion del complejo (Payne et al., 2009; Obreque-Silier et al.,
2010d).
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Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas (Tomas-Barberan
y Espin, 2001) que se caracterizan por poseer un nucleo bencénico sustituido por uno o
varios grupos hidroxilo (-OH) (Monagas et al., 2005; Kennedy et al., 2006). La
clasificacion de los compuestos pertenecientes a la familia de los polifenoles o
compuestos fendlicos es un problema verdaderamente complejo, debido a que estos
constituyen una larga y compleja familia de moléculas con diversas estructuras,

propiedades y tamafos (Ojeda et al., 2002; Monagas et al., 2005).

Sin embargo, su clasificacion esta basada sobre la distincion entre compuestos no
flavonoides y flavonoides (Pefia, 1998; Zoecklein et al., 2001; Hidalgo, 2003; Zamora,
2003). Cada una de estas familias, a su vez, se subdivide en diversos grupos. Asi, por
ejemplo, los compuestos no flavonoides estan conformados por los acidos fendlicos y
estilbenos. Por su parte, la familia de compuestos flavonoides se compone de los

flavonoles, antocianos y flavanoles (Pefia, 1998; Flanzy, 2000; Ojeda et al., 2002).

En el caso del vino, se ha observado que los responsables de la sensacién de
astringencia serian los taninos hidrolizables y/o condensados. Los taninos hidrolizables
estan conformados por los taninos galicos y los taninos elagicos. La estructura de los
primeros, estd dada por una molécula de glucosa esterificada con una o varias
moléculas de acido galico, mientras que la estructura de los segundos es mucho mas
compleja y asociada a la presencia de acido elagico. Estos compuestos son extraidos
de la madera con que tiene contacto el vino durante su elaboracion (Zamora, 2003). En
el caso de los taninos condensados, también conocidos como proantocianidinas o
flavan-3-ol, son polimeros de méas de 10 subunidades de flavanoles. Estos compuestos
estan presenten en hollejos y semillas de uva de vid, desde donde son extraidos
durante el proceso de vinificacion (Riou et al., 2002). Asi, su concentracién en el vino
dependera por una parte, de la carga polifendlica de la materia prima y por otro, de los
procesos dentro de la bodega que favorezcan su extraccion (Zamora, 2003).
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Factores que influyen en la astringencia

Diversos estudios han reportado que la interaccion entre los taninos proantocianidinicos
y las proteinas de la saliva puede ser originada por atraccion electrostética,
interacciones de tipo hidrofébico o por medio de puentes de hidrégeno (Haslam, 1996;
Zamora, 2003), siendo esta ultima unidén la mas frecuente de encontrar entre taninos-
proteinas (Gawel et al., 2001). Estas interacciones son altamente dependiente del pH
del medio (Kallithraka et al., 1997a), contenido de alcohol (Obreque-Slier et al., 2010b),
tipo de proteina (Lopez et al., 2007), concentracién y tamafio de la proantocianidina
(Sarni-Machado et al., 2008), polisacaridos (Mateus et al.,, 2004) y manoproteinas
(Guadalupe y Ayestaran, 2008). Un factor de alta relevancia, que afecta la interaccion
tanino-proteina y consecuentemente la sensacion de astringencia corresponde a la
presencia de los acidos organicos (Lawless et al., 1996; Kallithraka et al., 1997; Fontoin
et al., 2008).

Acidos Organicos de la uva, mostos y vinos

Los acidos organicos son sustancias que se caracterizan por la presencia de una o0 mas
funciones acidas, constituidas por grupos carboxilicos (-COOH) en su molécula. Se
encuentran en estado libre, salificados o parcialmente salificados (Flanzy, 2000). Se ha
observado que la acidez titulable de las uvas suele variar entre 5,0 y 16 g L*
dependiendo de la variedad, condiciones climaticas, practicas culturales y madurez del
fruto. En los vinos se encuentran diversos acidos organicos siendo comunes los acidos
tartarico, malico y citrico, los cuales proceden de la uva, esencialmente de la pulpa de
las bayas, mientras que el acido lactico, es producido de los fendmenos fermentativos y

acciones bacterianas (Lawless et al., 1996; Zoecklein et al., 2001).
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El &cido tartarico, es el mas abundante en el vino y también el mas estable,
representando més de dos tercios del total. Su aporte al vino es conferirle
caracteristicas de fruta madura, sabores frescos y agradables, o que se conoce como
notas vinosas (Centeno, 2006). Su concentracion puede variar entre 1,0a 6,0 g L%, y en
elevadas cantidades puede generar un vino con alta dureza y astringencia. Por su
parte el 4cido malico, proporciona al vino notas &speras poco agradables, como de
verdor. Su concentracién entre 0 a 4,0 g L', depende muy directamente de la
maduracion del fruto y por lo tanto, también del clima (Flanzy, 2000). Asimismo, el acido
citrico es el tercero en importancia entre los de origen natural, encontrdndose en
concentraciones muy inferiores (0,2 a 0,6 g L), aportando sensaciones agradables,

frutales, aromaticas y vivas (Golder, 2008).

Finalmente, el &cido lactico surge inicialmente de la fermentacibn maloléctica y
eventualmente durante la fermentacién alcohdlica. En la fermentacion malolactica, la
transformacion del acido malico en acido lactico supone una desacidificacion biologica
en el vino, un aumento de la estabilidad microbioldgica y le confiere ligereza al vino por
ser el acido lactico mas suave y menos agresivo que el acido malico (Contreras 2002;
Golder, 2008). Segun las condiciones de fermentacién el contenido de éste acido
puede variar entre 0,0001 y 3,0 g L*? (Ribereau-Gayon et al., 1962; Maicas et al., 2000).

Por otro lado, el sabor acido que se percibe en el vino viene condicionado por la
abundancia de protones, es decir, por la acidez real o pH. El pH esta relacionado con la
cantidad de acidos y también con su fuerza, es decir, su grado de disociacién y es
definido como el logaritmo inverso de la concentracion molar de los iones H*. Se
encuentran en una solucion que permite conocer y expresar el grado de acidez o
alcalinidad de una determinada sustancia. Una forma conveniente de expresar la
relativa fortaleza de un &cido es mediante el valor de su pKa (Flanzy, 2000). En un vino,
los Unicos acidos que pueden tener una accion sobre el pH son el acido tartéarico,
malico, citrico y lactico, donde el primero es el que juega un papel mas importante
(Flanzy, 2000; Pérez, 2003).
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Se ha observado que los acidos organicos, intervienen de manera determinante en los
equilibrios gustativos, aromaticos y nutritivos de la baya, y en consecuencia, en el vino.
Estos compuestos tienen una fuerte influencia sobre las reacciones quimicas,
fisicoquimicas y bioquimicas que se presentan en la maduracion del fruto, en la
elaboracion y en la evolucion de los productos transformados, en donde la naturaleza y
concentracion de los acidos formados estan relacionadas con las distintas técnicas de
elaboracion (Flanzy, 2000). La principal propiedad de los acidos organicos es la de
contribuir, en gran medida, a la acidez del vino que condiciona la estabilidad, el color,
sabor y el aspecto. Una disminucion de la acidez se traduce en una falta de brillo, un
aspecto gustativo mas plano, y el vino se convierte en un medio mucho mas fragil
desde el punto de vista microbiologico. Contrariamente, cuando tiene demasiada
acidez, el vino presenta una agresividad molesta, pero a la vez, una mayor estabilidad
microbiolégica (Flanzy, 2000). Finalmente, se ha descrito que los acidos orgénicos
tendrian un efecto relevante sobre la sensacion de astringencia percibida por un panel

de degustadores.

Acidos Organicos y astringencia

Una de las propiedades conocidas de los acidos organicos es que intervienen en la
sensacién de astringencia (Hartwing y McDaniel, 1995). La adicion de &cidos reduce el
pH de una solucién y aumenta el porcentaje de taninos, en la forma de “fenolato” y por
lo tanto aumenta la probabilidad de enlaces hidrogeno (Kallithraka et al., 1997).
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Algunos estudios, han evaluado el efecto de ciertos acidos organicos (malico y lactico)
sobre la percepcion de astringencia (Lawless et al. 1996; Kallithraka et al., 1997a y
1997b; Fontoin et al., 2008). En estas investigaciones, se han utilizado soluciones con
fenoles provenientes de un extracto de semilla, a pH de 3.2 y 3.5. Los resultados
obtenidos permitieron determinar que las concentraciones de cada acido (entre 0,25y
5,0 g LY, no afectaron significativamente la sensaciéon de astringencia, a pesar de las
diferencias que presentaron los distintos acidos en la percepcion de acidez (Kallithraka
et al., 1997). Resultados similares fueron obtenidos por Fontoin et al. (2008), mediante
la adicion de diferentes concentraciones de &cido tartarico (0, 2, 4 y 6 g L) a
soluciones de taninos oligoméricos a un pH constante de 3.5, en donde no se

observaron diferencias significativas en la percepcion de la astringencia.

De acuerdo a un estudio efectuado por Lawless et al. (1996), los cuales evaluaron la
relacion entre la astringencia y la acidez del acido lactico, acético y citrico a distintos
pHs (3, 5y 7), se observd que la intensidad de la astringencia y acidez disminuyen al
aumentar el pH. Por otro lado, la acidez percibida a un mismo pH es diferente entre los
acidos. Sin embargo, los atributos tactiles asociados a la astringencia (sequedad y
rugosidad en la cavidad bucal) fueron similares al utilizar todos los acidos. Asi, los
autores concluyeron que el pH es el factor que tuvo mas influencia sobre la
astringencia. Esta fuerte dependencia del pH, sugiere que la astringencia de estos
acidos es el resultado directo de sus propiedades acidas y no solo debido a los
mecanismos de enlace de hidroégeno, previamente sugerido como una explicacion de la

astringencia por efecto de las interacciones entre taninos y proteinas salivales.

En concordancia con las investigaciones antes sefialadas, los resultados obtenidos por
Sowalsky y Noble (1998), permitieron observar que los acidos tartarico, malico, citrico y
lactico utilizando una solucién modelo y dos dosis de cada éacido (0,45 y 1,0 g L?),
tienen influencia sobre la astringencia pero en funcién del pH, ya que ni el anion
especifico ni la concentracion del acido influyen en la intensidad de percepcidn, a pesar

de afectar significativamente la acidez percibida.
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Contrariamente, Kallithraka et al. (1997a), evaluaron el efecto del acido malico antes y
después de la ingesta de una solucion modelo con taninos proantocianidinicos. Estos
autores, observaron un aumento significativo de la astringencia cuando la solucion de
acido malico fue degustada, después de la solucion de taninos, sugiriendo una accion
del acido sobre los complejos tanino-proteina formados en la cavidad bucal, con el

consecuente aumento de la precipitacion de éstos.

Por otro lado, se ha inferido que las interacciones idnicas parecen ser el mecanismo
mas probable de las interacciones entre taninos-proteinas, por ende, de la generacion
de la astringencia. De la misma manera, dado que las proteinas pueden ser
desnaturalizadas, perdiendo su conformacion habitual a un pH bajo, parece razonable
inferir que las funciones lubricantes y protectoras de las proteinas salivales se verian
comprometidas con un bajo pH. Por otro lado, algunos autores han propuesto que la
acidez podria afectar el caudal y la composicion salival, lo que generaria cambios en la
capacidad buffer de la saliva y la produccion de proteinas salivales, afectando la
modulacién de la astringencia (Lawless et al.,, 1996). Esta observacion seria
corroborada por Davies et al. (2009), quiénes demostraron que las bebidas acidas
estimulan un mayor porcentaje de flujo salival, en comparacion con la estimulacién

generada por el agua.

Aunque diversos estudios han reportado el efecto de los acidos organicos sobre la
interaccién tanino-proteina, en la totalidad de ellos se ha empleado como metodologia
la evaluacion sensorial, la cual arroja resultados contradictorios. Asi, algunos autores
muestran una estrecha relacion entre las variacion de la percepcion de astringencia y la
concentracion de los acidos organicos (Kallithraka et al., 1997a). Mientras, otros autores
observan una tendencia contraria (Lawless et al., 1996; Kallithraka et al., 1997b;
Fontoin et al. 2008). Actualmente, los ensayos de difusion y precipitacion sobre
membranas de celulosa representa una metodologia que ha permitido la evaluacion
expedita, rapida y simple de la interaccion tanino-proteina y la utilizacion de sustratos

complejos como la saliva (Obreque-Slier et al., 2010a).
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A partir de los antecedentes anteriormente expuestos, se observa que existe limitada
referencia sobre comparaciones simultdneas entre diferentes acidos organicos a
distintas concentraciones y su efecto sobre la percepcion de astringencia. De la misma
manera, aunque la concentracion de los acidos organicos no tendria efectos directos
sobre la astringencia, la sensacion acida favoreceria la salivacion, generando una
mayor produccion de proteinas salivales, por ende, una mayor interaccion con los
taninos. Mas aun, el uso de las pruebas de difusion y precipitacion en membranas de
celulosa, podria ser una importante herramienta para aportar a la discusion del efecto
de los acidos organicos sobre la interaccion tanino-proteina y consecuentemente sobre

la astringencia.
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CAPITULO Il

EFECTO DE LOS ACIDOS ORGANICOS SOBRE LA INTERACCION
TANINO-PROTEINA Y SU RELACION CON LA SENSACION DE ASTRINGENGIA
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RESUMEN

La astringencia es una sensacion tactil, generada por la reduccién de la lubricacion en
la cavidad bucal y considerada como uno de los aspectos sensoriales mas importantes
en las caracteristicas de los vinos. Esta sensacion, es generalmente atribuida a la
interaccién de proantocianidinas o taninos condensados, provenientes principalmente
de la semilla, con proteinas salivales y la subsecuente agregacién y precipitacion de los
complejos taninos-proteinas. Se ha observado que diversos factores influyen en la
interaccion tanino-proteina, tales como pH, alcohol, composicion polifendlica y
contenido de polisacaridos, entre otros. Un factor escasamente estudiado corresponde
al efecto de los a&cidos organicos sobre la interaccidn tanino-proteina y

consecuentemente sobre la percepcion de astringencia.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diversos acidos organicos sobre
la interaccion entre proantocianidinas de semilla de Vitis vinifera var. Carménere y
proteinas salivales y la astringencia percibida por un panel de degustadores. Para ello,
el comportamiento de difusion de las proteinas salivales se evalu6 mediante el uso de
los ensayos de difusion y precipitacion sobre membranas de celulosa. Los ensayos
fueron realizados en presencia proantocianidinas provenientes de un extracto de
semillas y de acidos organicos (acido tartarico, malico, citrico y lactico) de diferentes
tipos y concentraciones. Paralelamente, los extractos de semillas en presencia de los

distintos acidos organicos fueron evaluados sensorialmente por un panel entrenado.

Se observo que los acidos organicos utilizados interactian con las proteinas salivales,
afectando su interaccion con las proantocianidinas de semillas. Este efecto estaria
estrechamente relacionado con el tipo y concentracion del acido organico.
Sensorialmente, la presencia de los distintos 4cidos organicos afectan la sensacion de
astringencia, independiente del tipo y concentracion del &cido organico.

PALABRAS CLAVE

Proantocianidinas, proteina, astringencia, acidos organicos.
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ABSTRACT

Astringency is a tactile sensation generated by the reduced lubrication in the buccal
cavity and considered one of the most important characteristics of the wine sensory
aspects. This sensation is generally attributed to the interaction of proanthocyanidins or
condensed tannins, mainly from seed, with salivary proteins and subsequent
aggregation and precipitation of tannin-protein complexes. It has been observed that
various factors influence the tannin-protein interaction such as, pH, alcohol, phenolic
composition and content of polysaccharides, among others. A factor scarcely studied
correspond to the effect of organic acids on the tannin-protein interaction and

consequently the perception of astringency.

The aim of this study was to evaluate the effect of various organic acids on the
interaction between seed proanthocyanidins of Vitis vinifera var. Carmenere and salivary
proteins and perceived astringency by a panel of tasters. For this, the diffusion behavior
of salivary proteins was evaluated using diffusion and precipitation assays on cellulose
membranes. The tests were conducted in the presence of proanthocyanidins from seed
extract and organic acids (tartaric, malic, citric and lactic acid) of different types and
concentrations. Similarly, seed extracts in the presence of various organic acids were

evaluated by a trained sensory panel.

It was observed that the organic acids used interact with salivary proteins, affecting its
interaction with seed proanthocyanidins. This effect would be closely related to the type
and concentration of the organic acid. Sensory, the presence of different organic acids
affectastringency sensation, independent of the type and concentration of the organic

acid.

KEYWORDS

Proanthocyanidins, protein, astringency, organic acids.
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INTRODUCCION

La astringencia es una sensacion tactil de rugosidad, sequedad y aspereza, generada
en la cavidad bucal debido a la interaccion de los compuestos fendlicos presentes en
diversos alimentos, bebidas y vegetales, con las proteinas salivales (Horne et al., 2002;
Llaudy, 2004; Dinella et al., 2009). En la uva, las proantocianidinas o taninos
condensados de las pieles reaccionan con menor intensidad con las proteinas que
aguellos que provienen de semillas y tallos (De Freitas and Mateus, 2001; Llaudy,
2004). Asimismo, la afinidad de los polifenoles es mayor con proteinas y polipéptidos de
alto contenido de prolina, tales como las proteinas de la saliva. Quimicamente, se ha
postulado que la sensacion de astringencia, esta asociada a la unién y subsecuente
precipitacion de las proteinas salivales al unirse con las proantocianidinas (Kielhorn and
Thorgate, 1999; De Freitas and Mateus, 2001).

Se ha observado que la interaccién tanino-proteina depende de diversos factores tales
como el pH (Kallithraka et al., 1997), contenido de alcohol (Obreque-Slier et al., 2010a),
azucares (Quiang et al., 2006), polisacaridos, minerales, concentracion y tamafio de los
taninos (Llaudy, 2004), manoproteinas (Guadalupe y Ayestaran, 2008) y acidos
organicos (Lawless et al., 1996). El vino tiene principalmente seis acidos organicos,
unos provenientes de la uva (esencialmente de la pulpa de las bayas) y otros
resultantes de los fendmenos fermentativos y acciones bacterianas (Lawless et al.,
1996). En el primer caso, los acidos organicos se forman durante el proceso de
maduracion natural de la planta (acido tartarico, malico y citrico). Por el contrario, los
acidos lactico, succinico y acético son aquellos derivados de los procesos fermentativos
y de las acciones bacterianas en el mosto (Lawless et al., 1996).

Los acidos organicos han sido estudiados como factor influyente sobre la interacciéon
tanino-proteina y astringencia. Segun Bloudin et al. (1979) (citado por Flanzy, 2000), el
gusto acido percibido en el vino, esta condicionado por la abundancia de protones, es
decir, por la acidez real o pH, siendo los acidos organicos que tienen accion sobre el pH

del vino el tartarico, malico, citrico y lactico.
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Diversos estudios han evaluado el efecto de ciertos acidos organicos, sobre la
percepcion de la astringencia (Lawless et al., 1996; Kallithraka et al., 1997a; Sowalsky y
Noble, 1998; Fontoin et al., 2008; Davies et al., 2009). En estas investigaciones, se han
utilizado soluciones con polifenoles provenientes de extractos de semillas o taninos
comerciales, concentraciones entre 0,25 a 6 mg mL* de Acidos organicos y diferentes
pHs. En general, se deduce que los acidos organicos afectan la percepcion de la
astringencia en la medida que sea modificado el pH de la solucién (Lawless et al., 1996;
Sowalsky y Noble, 1998; Davies et al., 2009). Asimismo, a un mismo pH, la
concentracion de los acidos organicos no tendria efectos directos sobre la astringencia
(Kallithraka et al., 1997a; Fontoin et al., 2008) ni tampoco el anién especifico (Sowalsky
y Noble, 1998).

Diversos estudios han evaluado el impacto de los &cidos organicos sobre la
astringencia, usando grupos de evaluadores expertos (Lawless et al., 1996; Kallithraka
et al., 1997a; Sowalsky y Noble, 1998; Fontoin et al., 2008; Davies et al., 2009). Estos
ensayos podrian estar sujetos a cierta subjetividad (Centeno, 2006). Recientemente, se
han implementado ensayos de difusion y precipitaciéon sobre membranas de celulosa, lo
cual ha permitido la evaluacién expedita, rapida y simple de la interaccion tanino-
proteina y ademas la utilizacién de sustratos proteicos puros como BSA (Obreque-Slier
et al.,, 2010a), complejos como gelatina (Obreque-Slier et al., 2010d) e incluso con
sustratos proteicos de alta complejidad como la saliva (L6pez et al., 2007). En todos

ellos se ha encontrado asociaciones con la percepcion de astringencia.

Considerando las ventajosas caracteristicas metodoldgicas de los ensayos de difusion y
precipitacion sobre membranas de celulosa, el escaso y controversial conocimiento del
efecto de los acidos organicos sobre la interaccion entre taninos y las proteinas
salivales, se ha propuesto la siguiente hipétesis.
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Hipotesis de trabajo

Los acidos organicos de interés enologico aumentan la interaccion entre los taninos
proantocianidinicos y las proteinas salivales, lo que provoca un aumento en la

sensacién de astringencia.

Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes acidos organicos de interés enoldgico sobre la
interaccidén entre taninos proantocianidinicos de semillas con las proteinas salivales y

su relacion con la sensacion de astringencia.

Objetivos Especificos

Evaluar el modo de difusion y precipitacion de las proteinas salivales sobre membranas
de celulosa, al interactuar con taninos proantocianidinicos en presencia de diferentes

concentraciones de cuatro acidos organicos de interés enoldgico.

Evaluar sensorialmente el efecto de cuatro acidos organicos en presencia de taninos

proantocianidinicos sobre la percepcion de astringencia.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

Los ensayos de difusion y precipitacion se realizaron en el Laboratorio de Biologia
Supramolecular del Programa de Biologia Celular y Molecular-ICBM de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile. Las determinaciones analiticas y los analisis
sensoriales fueron realizados en los Laboratorios de Quimica Enolédgica, Analisis
cromatografico y Analisis Sensorial del Departamento de Agroindustria y Enologia de la

Facultad de Ciencias Agrondémicas de la Universidad de Chile.

Materiales

Semillas

Para la preparacion del extracto de semilla, se cosecharon bayas del cultivar
Carménére con 24 °Brix, en Mayo del 2013 y provenientes de plantas de 10 afios de
edad, las cuales estaban ubicadas en la Region del Maule (35° 8, 94" Sy 71° 20,73 O)
(Castro, 2009). Las plantas produjeron alrededor de 8000 kg hal, estaban cultivadas en
sistema de conduccion espaldera y con orientacidbn norte-sur. Las semillas fueron
extraidas de las bayas de forma manual y posteriormente fueron almacenadas a -4°C,

hasta su uso.

Saliva Humana

La saliva se obtuvo de un individuo sano de 24 afios de edad, sin historial de consumo
de tabaco, alcoholismo o utilizacion de medicamentos, sin estimulacion de la salivacion

y bajo similares condiciones a las propuestas por Obreque-Slier et al. (2010b).
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Panel sensorial

Para los analisis sensoriales se utilizO un panel compuesto por 12 evaluadores

entrenados en astringencia (Centeno, 2006).

Reactivos quimicos

La Seroalbumina bovina (BSA), Coomassie Blue G250 y acidos organicos [tartarico
(W304409), mélico (240176), citrico (251275) y lactico (L1750)], fueron adquiridos en
Sigma Aldrich (San Louis, Missouri, EEUU). Se utilizaron pliegos de membrana de
celulosa Whatman #1, comercializadas por la empresa Whatman Limitada (Maidstone,
Inglaterra). Los solventes grado pro-analisis y HPLC, y la solucion amortiguadora de
Fosfato de sodio a pH 4 y pH 7 requeridos para el ensayo de difusion de membranas y
los analisis preliminares se obtuvieron en Merck S.A. (Santiago, Chile).

Equipos instrumentales

Los equipos utilizados fueron: centrifuga 75008151 Labofuge Heraeus 400; bomba de
vacio Thomas modelo N° 2522C-D2; agitador marca Barnstead/Lab-line®; rotavapor
modelo R-210, marca Buchi®; espectrofotometro UV-VIS de doble haz, modelo
PharmaSpec UV-1700 marca Shimadzu®; microcentrifuga modelo MC-12 V marca
Sorvall® y un agitador Vortex-Genie modelo K-550. Para ajustar el pH se utilizé un pH-

metro de sobremesa modelo PL-700PV marca Lab-Tec®, con un electrodo de vidrio.

Para el analisis de fenoles de bajo peso molecular, se utilizO un equipo de
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, acoplada a un detector de fotodiodos alineados
(HPLC-DAD) marca Agilent Technologies 1200, con una bomba Quat G1311A, un
inyector automatico modelo ALS G1329A, un detector de arreglo de fotodiodos DAD
modelo G1315B, un desgasificador modelo G1322A y una columna Waters Nova- pak
Cis (4 pm, 3,9 mm di x 300 mm). Para la realizacion del fraccionamiento de flavanoles

se emplearon cartuchos Sep-Pak Plus tC 18 (Waters, Irlanda).
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Métodos

Tratamientos y Disefio experimental

Se realizaron tres ensayos independientes (Cuadro 1). El primero, correspondio al
ensayo de difusion y precipitacion con mezclas de 100 pL de saliva, 800 pL de extracto
de taninos proantocianidinicos en presencia de las distintas concentraciones de los
diferentes &acidos organicos (0 - 0,2-0,4-0,6 -0,8-1,0-2,0-3,0y 4,0 mg mL? de
acidos tartarico, malico, citrico y acido lactico).

En el segundo ensayo, se mantuvieron las condiciones anteriormente descritas,
reemplazando la saliva por BSA. Las mezclas de proteina (BSA o saliva)-
proantocianidinas en presencia de los distintos 4cidos orgénicos, fueron ajustadas a un
pH de 3.5. En ambos ensayos, los testigos correspondieron a las mezclas entre saliva o
BSA (100 pL) y 800 uL de extracto de taninos proantocianidinicos, en ausencia de los

acidos organicos.

El tercer ensayo, correspondié a las muestras evaluadas por un panel sensorial

entrenado en astringencia.

Para el primer y segundo ensayo la unidad experimental correspondi6 a las diferentes
mezclas entre el extracto de taninos proantocianidinicos en presencia de una
concentracion de acido organico y saliva o BSA, respectivamente. En cuanto al tercer
ensayo, la unidad experimental correspondi6 a 8 mL del extracto de taninos
proantocianidinicos en presencia de una concentracion de acido organico (0 — 0,6 — 1,0
— 4,0 mg mL1) contenidos en una copa de vidrio transparente.
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Cuadro 1.Tratamientos y Disefio de experimentos

Ensayo Descripcion Disefio Tratamientos y Unidad
experimental repeticiones experimental

1 Efecto de acidos Factorial 4x9 AO*-STH-T 15 uL de
organicos sobre la completamente con 3 mezcla
difusion y precipitacion al azar. repeticiones
del complejo tanino- por tratamiento
proteinas salivales

2 Efecto de acidos Factorial 4x9 AO*-BSA-T 15 uL de
organicos sobre la completamente con 3 mezcla
difusion y precipitaciéon al azar. repeticiones
del complejo tanino- por tratamiento
BSA

3 Evaluacion de Factorial 4x4  AO**-STH-T 8 mL de
percepcion de completamente con 12 solucion
astringencia al azar. repeticiones modelo

por tratamiento

*AO, acido organico (tartarico, malico, citrico o lactico); STH, saliva total humana; T, extracto taninos
proantocianidinicos. * Corresponde a 0 - 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1,0 - 2,0 - 3,0 - 4,0 mg mL?* de &cido
organico. ** Corresponde a0 - 0,6 - 1,0 y 4,0 mg mL1 de &cido organico.

Procedimientos

Caracterizacion del extracto de semilla. El extracto de taninos de semillas fue

caracterizado quimica y fisicamente, segun los analisis del Cuadro 2.

Preparacién de Seroalbumina Bovina (BSA). Para preparar una solucion de 1 mg
mL?* de BSA, 100 mg de BSA se disolvieron en 50 mL de agua destilada a 35-40 °C con
agitacion constante durante 24 horas. Luego, se centrifug6é a 2000 rpm por 5 minutos y
filtr6 a través de una membrana de 0,45 um. La absorbancia a 280 nm de la solucion

final se ajusto a 0,70 con agua destilada.
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Cuadro 2. Resumen de las determinaciones analiticas aplicadas

Andlisis Método Extracto Extracto
taninos taninos-acido
organico
Fenoles totales Espectrofotometria a 280 nm X

(Garcia Barceld, 1990)

Taninos totales Método Metilcelulosa (Lépez et X
al., 2007)

Fraccionamiento Separacibn en columnas vy X

de taninos posterior reaccion con vainillina

en medio &cido (Sun et al.,

1998)
Fenoles de bajo HPLC-DAD X
peso molecular (Obreque-Silier et al., 2010c)
Acidez total Titulacion con NaOH 0,1N en
presencia de fenolftaleina X

(Jaramillo, 2002)

Obtencién de saliva. La saliva fue colectada antes de cada experimento entre 9:00 y
12:00 hrs. con el proposito de minimizar las variaciones diurnas de la composicion
salival (Sarni-Machado et al., 2008). La saliva fue acumulada en la boca durante 1
minuto y expectorada en un contenedor de vidrio esterilizado, la cual fue mantenida en
hielo durante el experimento, por un tiempo maximo de 20 min (Obreque-Slier et al.,
2010b). Luego de preparados los extractos de taninos proantocianidinicos con los
diferentes acidos organicos, se mezclaron con saliva o BSA y se evaluo la interaccion
mediante ensayos de difusién y precipitacion en membrana de celulosa, a través de la
metodologia propuesta por Obreque-Slier et al. (2010a).
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Tincion de proteinas sobre membranas de celulosa. De acuerdo a la metodologia
propuesta por Obreque-Slier et al. (2010b), alicuotas de las muestras de proteinas
(saliva 0 BSA) fueron depositadas sobre membranas de celulosa. Una vez depositadas
las muestras, las laminas de celulosa fueron secadas a temperatura 20°C y sumergidas
en &cido tricloracético 5% por 5 minutos para fijar las proteinas. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas en etanol 80% por 5 minutos y tefiidas en Coomassie Blue
G250 0,025% durante 10 minutos con agitacion mecanica constante. Luego, se
realizaron dos lavados consecutivos de las laminas con acido acético 7%. Finalmente,
las membranas fueron sometidas a dos lavados con agua destilada y secadas a 20 °C.
Cada zona teflida azul en el sitio de colocacién de las muestras represent6 el area de
distribucion de la proteina (Obreque-Silier et al., 2010a).

Preparacién del extracto de taninos proantocianidinicos. Las semillas se separaron
de las bayas, se lavaron con agua destilada y se secaron con papel absorbente. Asi, 10
g de semillas se molieron con un mortero y se mezclaron con 500 mL de agua
destilada. La mezcla ajustada a pH 3,5 se agitdé durante 2 horas, se centrifugé a 3500
rom durante 30 minutos. El sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0,45
pm. El extracto de semillas se diluyé en agua (1:4), para evitar el efecto mordiente de

las proantocianidinas en la membrana de celulosa (Obreque-Slier et al., 2010a).

A un volumen de 20 mL del extracto de taninos proantocianidinicos se le adiciond una
cantidad definida de los distintos acidos organicos. Luego, a cada una de estas mezclas
se les ajust6 el pH a 3.5 con una solucibn de NaOH 0,1N. Los extractos fueron

almacenados a 20 °C, hasta su uso posterior.
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Evaluacion de la interaccién tanino-proteina mediante ensayos de difusion y
precipitacion. En la prueba de difusion, se mezclaron saliva o BSA con extracto de
taninos en presencia de los acidos organicos. Luego, cada mezcla fue agitada por 30
segundos y dejadas en reposo por 5 minutos, como se sefiala en la Figura 1A. Las
membranas de celulosa fueron sujetadas a un soporte en posicion horizontal (Figura
1B) y 15 uL de cada mezcla fue depositada en un punto previamente establecido sobre
el papel de celulosa (Figura 1C). Cada muestra difundié libremente en forma radial
sobre el papel. Una vez colocadas todas las muestras, el papel fue secado a
temperatura ambiente y procesado de acuerdo a lo descrito previamente (Lopez et al.,
2007; Obreque-Slier et al., 2010a; Obreque-Slier et al., 2010b; Obreque-Slier et al.,
2010c).

En la prueba de precipitacion, los tubos Eppendorf, con las mezclas utilizadas en el
ensayo de difusion, se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos. A partir de cada
sobrenadante, se cargaron alicuotas de 15 pL sobre una membrana de celulosa, la que
fue procesada de acuerdo al procedimiento descrito en el ensayo de difusion (Figura
1A). Esta observacion se completd mediante la inspeccion visual del precipitado en los
tubos (Obreque-Slier et al., 2010b).

Una vez realizado los ensayos, las membranas tefiidas se escanearon para su analisis.
Las imagenes digitalizadas fueron sometidas a analisis morfométricos mediante el
software Image-J. Se cuantific el area (cm?) e intensidad (pixeles cm) de las zonas
de difusion de la proteina sobre la membrana de celulosa (Meza, 2012).
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Figura 1. (A) Protocolo de ensayos de difusion y de precipitacion en membrana

s de

celulosa. (B) Superficie de celulosa disponible para cargar alicuotas, sostenida en
posicién horizontal. (C) Alicuotas cargadas en la membrana de celulosa. Se observan

spots humedos y la marca de grafito sefialando el limite de la difusion.
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Andlisis Sensorial. Un total de 12 personas fueron seleccionadas y entrenadas para la
evaluacion sensorial de los pardmetros de acidez y astringencia en tres sesiones. El
grupo estuvo conformado por 7 hombres y 5 mujeres en un rango de edad entre 23 y 53
afios. El entrenamiento consisti0 en el reconocimiento de soluciones estandares
astringentes y acidas, y en el ordenamiento de intensidades en soluciones acuosas
(soluciones modelo) utilizando el Test de Intensidad (Anexo 1) y el Test de Ranking
(Anexo Il). Sumado a esto, los panelistas debieron reconocer el tipo de acido para luego
describir la percepcidn de la solucion. Luego de esto, 750 mL del extracto de taninos de
semillas fue mezclado con 750 mL de agua destilada y se mezclaron con las distintas
concentraciones de los &cidos organicos. Los matraces se sometieron a agitacion
constante y se ajustd el pH a 3.5. La preparacion se realizé horas previas a la

evaluacion.

En una sesion, los 12 evaluadores degustaron 8 mL de cada mezcla del extracto de
taninos proantocianidinicos con los diferentes acidos organicos. Las muestras y el
testigo (correspondiente al extracto de taninos proantocianidinicos en ausencia de acido
organico) fueron entregadas en forma randomizada en vasos de vidrio y con una
temperatura ambiente de 20 + 2°C (Llaudy et al., 2004). Para la evaluacion, los
panelistas mantuvieron la muestra en la boca durante 10 segundos, para luego
eliminarla. Entre cada muestra los panelistas se enjuagaron la boca con 15 mL de una
solucién de 1 g L de pectina durante 20 segundos. Mediante una pauta descriptiva no
estructurada (Anexo lll), con escala de 0-15 cm, el evaluador debi6é sefialar la
intensidad de astringencia percibida, donde cero indicaba la nula y quince la maxima

sensacion de astringencia.
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Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los distintos ensayos de difusion, precipitacion y evaluacion
sensorial fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANDEVA) al 5% de confianza. En
caso de encontrarse diferencias significativas se compararon las medias mediante la
prueba de Rango Multiple de Tukey. Estos analisis estadisticos se llevaron a cabo con

el software Infostat, mientras que los graficos mediante el software SigmaPIot.
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RESULTADOS

Caracterizacion del extracto de semilla

El Cuadro 3, muestra la composicion fendlica del extracto de semillas de Vitis vinifera
variedad Carménére usado en este estudio. Mediante analisis por HPLC-DAD, fue
posible identificar algunos compuestos fendlicos flavonoides tales como, mondmeros
[(+)-catequina (CAT) y (-)epicatequina (EP)], proantocianidinas diméricas (B1, B2, B3 Y
B4), galatos de proantocianidina (GP) y diversas proantocianidinas (P). El acido galico

(AG), fue el unico compuesto no flavonoide identificado (Figura 2).

Cuadro 3. Composicion fendlica del extracto de semillas Vitis vinifera var. Carménere.

Compuestos fendlicos Concentracién mg g
Fenoles totales? 16,1
Taninos totales® 2,1
Acido galico® 0,080
(+)-Catequina® 0,103
(-)-Epicatequina® 0,152
Proantocianidina B1¢ 0,008
Proantocianidina B2¢ 0,027
Proantocianidina B3¢ 0,010
Proantocianidina B4¢ 0,011
Otras Proantocianidinas® 0,070
Galatos de Proantocianidina® 0,023
Mondémeros' 0,57
Oligébmeros' 1,85
Polimeros' 1,70

a mg de acido gdlico g' de semilla; ® mg de catequina g! de semilla; ¢ mg de acido gdlico g de
semilla; 9 mg de catequina g! de semilla; ¢ mg de epicatequina g de semilla; f mg fraccién g de
semilla.
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Figura 2. Cromatograma representativo (280 nm) de compuestos fendlicos de bajo
peso molecular del extracto de semilla de la variedad Carménere. CAT: catequina; EP:
epicatequina; Bl, B2, B3 y B4: proantocianidinas diméricas; GP: galatos de
proantocianidinas; P: diversas proantocianidinas; AG: acido gélico.

Se observo que los polifenoles de bajo peso molecular mas abundantes fueron (+)-
catequina y (-)-epicatequina, mientras que las proantocianidinas B3 y B4 presentaron
las menores concentraciones. ElI Cuadro 3, muestra que la fraccion oligomérica fue la

mas abundante con un 44,9 %, luego la fraccién polimérica con un 41,3% y finalmente
la fraccibn monomeérica con un 13,8%.
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Difusion de los acidos organicos en membranas de celulosa

En este ensayo se utilizaron cuatro acidos organicos (tartarico, malico, citrico y lactico)
en distintas concentraciones (1, 2, 3 y 4 mg mL™?). Alicuotas de 15 pL de cada una de
estas soluciones se colocaron sobre membranas de celulosa, las cuales fueron
procesadas segun lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos. En la Figura 3, se
observa que ninguno de las soluciones de acidos organicos presentd una tincion con el

colorante Coomassie Blue G250 sobre la membrana de celulosa.

AT

AM

AC

AL

Figura 3. Ensayo de reactividad de acidos organicos sobre membranas de celulosa
(AT, acido tartarico; AM, acido malico; AC, acido citrico y AL, acido lactico). Quince pL
de cada acido organico en una concentraciéon determinada (1, 2, 3 0 4 mg mL™t) fueron
depositados, fijados y tefildos sobre una membrana de celulosa.
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Difusion y precipitacion de las proantocianidinas en presencia de acido orgéanico

En el ensayo se evalud la difusibilidad y precipitabilidad sobre membranas de celulosa
de las proantocianidinas mezcladas con distintos &cidos organicos a diferentes
concentraciones (0,2 - 4,0 mg mL1). Ademas, a los distintos extractos se les midi6 la
acidez de titulacion, observando que a medida que aumentd el contenido de &acido

organico se incremento el valor de la acidez de titulacion (Cuadro 4).

Se observo que la muestra T35 (extracto de proantocianidinas en agua destilada a pH
3.5 en ausencia de acido organico), muestra una alteracion de su area e intensidad de
difusién cuando el pH decrece de 6.0 a 3.5 (T versus T3:5). Del mismo modo, la totalidad
de las muestras fueron tefiidas por el colorante de proteinas sobre el papel de celulosa
independiente de la concentraciéon y tipo de acido organico (Ensayo de difusion, Figura
4A).

Luego de centrifugar las mezclas del ensayo de difusibilidad, 15 pL de los
sobrenadantes fueron colocados sobre las membranas de celulosa (Ensayo de
precipitacion, Figura 4B). No se observaron diferencias significativas en el area (datos
no mostrados) e intensidad de tincion entre las distintas muestras (Cuadro 5).
Asimismo, no se observaron precipitados en los tubos Eppendorf de los distintos
tratamientos (datos no mostrados). Finalmente, se percibié una disminucién de la
intensidad de tincion en las muestras sometidas al ensayo de precipitaciones

comparadas con el ensayo de difusion (Figura 4).



29

0,2 0,4 0,6 0,8 1 2 3 4

AT

AM

AC

AL

0,2 0,4 0,6 0,8 1 2 3 4

AT

AM

AC

AL

Figura 4. Difusion de proantocianidinas en presencia de distintos acidos organicos.
Prueba de difusion (A) y precipitacién (B). Quince pL del extracto de proantocianidinas
en presencia de distintas concentraciones (0,2 — 4,0 mg mL™1) de acidos organicos (AT,
acido tartarico; AM, éacido malico; AC, acido citrico; AL, &cido lactico) fueron
depositados, fijados y tefidos sobre una membrana de celulosa. T, proantocianidinas
en agua destilada a pH 6.0. Tss, proantocianidinas en agua destilada a pH 3.5 en
ausencia de acido organico.
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Cuadro 4. Acidez de titulacion (g L* H2SOa4) de las mezclas acido organico-
proantocianidinas

A. Tartérico A. Malico A. Citrico A. Lactico

(mg mL™1)

0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,4 0,2 0,2 0,3 0,3
0,6 0,2 0,3 0,3 0,3
0,8 0,3 0,2 0,5 0,4
1 0,4 0,5 0,8 0,6
2 0,7 0,9 1,2 0,9
3 1,2 1,4 1,8 1,4
4 1,9 2,0 2,1 1,9

Cuadro 5. Intensidades de tincion de proantocianidinas en presencia de acido organico

(Figura 4)
Intensidad de Difusiéon (pixeles cm?)

mg mL? AT-T AM-T AC-T AL-T

0 6,1+ 0,0 Aa 6,1+ 0,0 Aa 6,1+ 0,0 Aa 6,1 +0,0 Aa
0,2 6,7 £0,4 Aa 6,7+t1,1Aa 6,7 £4,2 Aa 7,0+£0,4 Aa
0,4 6,7 £ 0,7 Aa 6,8 +0,1 Aa 6,8+ 0,9 Aa 6,8+ 0,9 Aa
0,6 6,8 + 0,8 Aa 6,8 £ 0,3 Aa 6,6 £ 0,6 Aa 6,6 £ 0,6 Aa
0,8 6,8 + 0,3 Aa 6,6 + 0,2 Aa 6,7 £ 0,2 Aa 6,7 £ 0,2 Aa
1 6,7 £ 0,5 Aa 6,7 +0,6 Aa 6,8 +0,5 Aa 7,1+0,7 Aa
2 6,8 +0,7 Aa 6,5+ 0,5 Aa 6,6 + 0,4 Aa 6,6 + 0,5 Aa
3 6,8+ 0,5 Aa 7,0+ 0,7 Aa 6.6 £ 0,4 Aa 6,9 +0,4 Aa
4 6,7 +0,9 Aa 6,7 +0,3 Aa 6,9 +0,7 Aa 6,8+1,6 Aa

Intensidad de Precipitacion (pixeles cm)

mg mL? AT-T AM-T AC-T AL-T

0 2,5+£0,0 Aa 2,5+£0,0 Aa 2,5+0,0 Aa 2,5+0,0 Aa
0,2 3,1+0,9 Aa 3,2+0,7 Aa 2,8+0,3 Aa 2,8+0,3 Aa
0,4 3,3+£0,2 Aa 3,1£0,1 Aa 3,3+0,6 Aa 3,3+0,6 Aa
0,6 3,3+0,4 Aa 3,3+0,3 Aa 3.5+0,1 Aa 3.5+0,1 Aa
0,8 3,0£0,3 Aa 3,4+£0,6 Aa 2,8+0,3 Aa 2,8+0,3 Aa
1 3,1+0,4 Aa 34+1,2 Aa 3,3+0,6 Aa 3,4+0,3 Aa
2 3,1+0,0 Aa 3,2+0,1 Aa 3,4+0,2 Aa 3,1+0,8 Aa
3 3,1+0,3 Aa 3,2+0,9 Aa 3,1+29Aa 3,2+0,3 Aa
4 3,1+0,4 Aa 3,3+0,6 Aa 3,1+0,6 Aa 3,3+0,4 Aa

Los valores corresponden al promedio + desviacion estandar. Letras mayusculas en la

misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre

concentraciones de Aacido. Letras minlsculas en
significativas (p<0,05) entre los distintos tipos de acido.

las filas

las distintas
indican diferencias
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Difusion y precipitacion de BSA en presencia de acido organico

Una alicuota de 15 yL de BSA (1 mg mL?) (BSA, Figura 5) fue depositada en una
membrana de celulosa, la que fue procesada segun lo descrito previamente. Se
observé un modo monofasico de difusién, con una distribucién de la fraccidon proteica
homogénea, sin agregaciones ni retencion por parte de la celulosa o interferencia de la
difusion. Similar tendencia se percibio al diluir BSA en agua destilada (1:8), a excepcion
de una disminucion en el area e intensidad de difusion de BSA (BSA-H20, Figura 5A).
Sin embargo, al disminuir el pH desde 6.7 a 3.5 de la muestra de BSA-H20, se produjo
una restriccion en el area de difusion y un aumento en la intensidad de coloracion (BSA-
H2035, Figura 5A).

Al evaluar la difusién de BSA en presencia de distintos acidos organicos, se observo
que la presencia de cualquier tipo de acido organico aumento la intensidad del area de
difusién. No obstante, no se observaron diferencias en la intensidad y area de difusion
al usar distintas concentraciones y tipos de acidos organicos (Ensayo de difusion,
Figura 5A y Cuadro 6).

A continuacion, los tubos fueron centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos y 15 pL
de los sobrenadantes fueron depositados sobre las membranas de celulosa (Ensayo de
precipitacion, Figura 5B). En general, se aprecié un efecto similar a lo observado en el

ensayo de difusion (Cuadro 6).
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Figura 5. Difusion de BSA en presencia de distintos acidos organicos. Prueba de
difusién (A) y precipitacion (B). 800 pL de las distintos acidos organicos (AT, acido
tartarico; AM, acido malico; AC, acido citrico; AL, acido lactico) fueron mezclados con
100 pL de BSA. BSA-H:20, proteina diluida en agua destilada. BSA-H2035, proteina
diluida en agua destilada ajustada a pH 3.5 y en ausencia de organico.
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Cuadro 6. Intensidades de tincion de BSA en presencia de los distintos acidos
organicos (Figura 5)

Intensidad de Difusiéon (pixeles cm?)

mg mL! AT-T AM-T AC-T AL-T

0 7,8 +0,2 Aa 7,8+0,2 Aa 7,8+0,2 Aa 7,8+0,2 Aa
0,2 12,0+ 0,8 Ba 12,1+ 0,9 Ba 11,8+ 0,3 Ba 11,7+ 2,1 Ba
0,4 10,9+ 0,7 Ba 10,5+ 0,9 Aba 11,0+£04Ba 12,0+1,0Ba
0,6 11,5+ 0,2 Bab 11,7+ 1,1 Bab 10,1+ 0,3 Ba 12,5+ 1,4Bb
0,8 11,3+ 0,1 Ba 10,1 £ 0,6 ABa 11,7+14Ba 12,0+0,8Ba
1 11,7+ 2,1 Ba 12,0+ 0,9 Ba 12,0+0,8Ba 10,9+0,7 ABa
2 11,5+ 0,4 Ba 11,1+ 2,0 Ba 10,9+0,7Ba 11,7+2,1 Ba
3 12,0+ 0,9 Ba 12,2+ 0,8 Ba 11,1+20Ba 12,0+x0,8Ba
4 11,6 £ 0,5 Ba 10,6 £ 1,7 ABa 12,2+0,8Ba 10,9+0,7 ABa

Intensidad de Precipitacion (pixeles cm)

mg mL! AT-T AM-T AC-T AL-T

0 6,7+ 0,2 Aa 6,7 +0,2 Aa 6,7 +0,2 Aa 6,7 +0,2 Aa
0,2 12,0+ 1,6 Ba 12,0+ 0,4 Ca 11,7+0,0Ba 12,5+0,4Ba
0,4 11,4 + 0,3 Bab 12,0+ 1,2 Cbc 10,8+0,1Ba 13,0+£0,5Bc
0,6 10,2+ 0,3 Ba 10,8 + 1,3 BCa 10,4+0,6Ba 12,3+2,1Ba
0,8 10,2+ 0,4 Ba 9,7+ 0,6 Ba 11,1 £ 0,7 Ba 9,6 £+ 2,3 ABa
1 10,8 £ 0,1 Ba 12,0+ 1,6 Ca 12,3+ 1,4 Ba 10,4+ 0,6 Ba
2 12,0+ 1,6 Ba 10,8 £ 0,1 BCa 120+16Ba 12,0+1,6Ba
3 10,8 +1,1 Ba 10,4 + 0,6 BCa 11,4+ 0,3 Ba 12,0+ 1,6 Ba
4 10,4 £+ 0,6 Ba 11,4+ 0,3 BCa 120+x16Ba 10,8+0,1Ba

Los valores corresponden al promedio + desviacion estandar. Letras mayusculas en la
indican diferencias significativas (p<0,05) entre
Letras minusculas en las filas

misma columna

concentraciones de acido.
significativas (p<0,05) entre los distintos tipos de acido.

las distintas
indican diferencias



34

Difusion y precipitacion del complejo BSA-proantocianidinas
en presencia de acido organico

En la Figura 6, se observa que al mezclar el extracto de semillas con BSA, la intensidad
del area de difusion de la proteina se intensifica con respecto al control (BSA-H20
versus BSA-T). Sin embargo, al disminuir el pH de la mezcla de 6.4 a 3.5, el &rea de
difusion disminuye drasticamente (BSA-T versus BSA-Tss, Figura 6). Asimismo, al
colocar una alicuota de la mezcla del extracto de proantocianidinas y BSA en presencia
de los distintos acidos organicos sobre la membrana de celulosa (Figura 6), se apreci6
que la proteina difundié de manera similar que la mezcla BSA-proantocianidinas en
ausencia de acido organico (BSA-Tss, Figura 6). Asimismo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el area e intensidad de tincién entre las
muestras y el control (Cuadro 7).

Por otro lado, al centrifugar las muestras del ensayo de difusion, se observd una
desaparicion completa de las proteinas del sobrenadante (Figura 7). Asimismo, la
presencia de los acidos organicos en la mezcla no provocé cambios en el area e
intensidad de difusion comparados con el control (BSA-T35). No obstante, un aumento
significativo de la intensidad de tincidon se produjo con concentraciones bajas de los
acidos (0,2 y 0,4 mg mL1) (Cuadro 7).
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BSA BSA BSA BSA BSA
H»O H20 35 T T35

0,2 0,4 0,6 0,8 1 2 3 4

Figura 6. Prueba de difusién de BSA en presencia de proantocianidinas-acido organico.
Ochocientos pL de la solucién acido organico-proantocianidinas fueron mezclados con
100 pL de seroalbumina bovina. AT, acido tartarico; AM, acido malico; AC, acido citrico
y AL, &cido lactico en distintas concentraciones (0,2 — 4,0 mg mlt). BSA-H20, proteina
diluida en agua destilada a pH 6.4. BSA-H20s35, proteina con agua destilada a pH 3.5.
BSA-T proteina mezclada con proantocianidinas, BSA-Tss, seroalbumina bovina
mezclada con proantocianidinas a pH 3.5 en ausencia de acido organico.
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Figura 7. Prueba de precipitacion de BSA en presencia de proantocianidinas-acido
organico. Ochocientos pL de la solucién acido organico-proantocianidinas fueron
mezclados con 100 pL de seroalbumina bovina. BSA-H20, proteina diluida en agua
destilada. BSA-H20s3., proteina mezclada con agua destilada a pH 3.5. BSA-T, proteina
mezclada con proantocianidinas. BSA-Tss, seroalbumina bovina mezclada con
proantocianidinas a pH 3.5 en ausencia de acido orgéanico.
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Cuadro 7. Areas e Intensidades de tincion de BSA en presencia de acido organico-

proantocianidinas (Figura 6y 7)

Area de Difusion (cm?)

mg mL? BSA-AT-T BSA-AM-T BSA-AC-T BSA-AL-T
0 0,3+ 0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+ 0,0 Aa 0,3+0,0 Aa
0,2 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,4 +0,1 Aab 0,3+0,0 Aa
0,4 0,3+0,1 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,1 Aa 0,3+0,1 Aa
0,6 0,3+0,0 Aa 0,3+0,1 Aa 0,3+ 0,0 Aa 0,3+0,0 Aa
0,8 0,4+0,1Aa 0,3+0,1 Aa 0,4+0,1Aa 0,4+0,0 Aa
1 0,3+0,1 Aa 0,3+0,1 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa
2 0,3+0,1 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa
3 0,3+0,1 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa
4 0,3+ 0,0 Aa 0,3+ 0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+ 0,0 Aa
Intensidad de Difusién (pixeles cm)
mg mL? BSA-AT-T BSA-AM-T BSA-AC-T BSA-AL-T
0 20,6 £ 0,3 Aa 20,6 £ 0,3 Aa 20,6 + 0,3 Aa 20,6 £ 0,3 Aa
0,2 21,9+15Aa 20,3+ 1,0 Aa 20,1 +£2,4 Aa 20,6 £ 1,4 Aa
0,4 20,9 £ 0,9 Aa 20,0+ 1,0 Aab 19,5+ 0,0 Aab 21,1+0,6 Ab
0,6 22,8+ 1,4 Aab 19,1+ 0,5 Aa 19,6 £ 0,6 Aa 20,9+ 0,4 Ab
0,8 20,4+ 1,8 Aa 19,9+1,2 Aa 21,0+x1,4 Aa 20,8+ 2,1 Aa
1 22,5+ 0,5 Aab 21,5+ 0,6 Aab 19,2+ 0,8 Aa 21,1+15Ab
2 21,4+ 2,4 Aa 21,8+ 0,6 Aa 21,1+1,8 Aa 21,2+ 34 Aa
3 21,9+ 2,4 Aab 21,7+ 1,4 Aab 19,7 £ 0,9 Aa 19,2+ 1,3 Ab
4 22,4+ 0,7 Aa 21,0+1,0 Aa 21,0+1,3 Aa 20,5+ 2,3 Ab
Area de Precipitacion (cm?)
mg mL? BSA-AT-T BSA-AM-T BSA-AC-T BSA-AL-T
0 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
0,2 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
0,4 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
0,6 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
0,8 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
1 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
2 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
3 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
4 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa 0,0+ 0,0 Aa
Intensidad de Precipitacion (pixeles cm)

mg mL? BSA-AT-T BSA-AM-T BSA-AC-T BSA-AL-T
0 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa
0,2 0,2+0,1Ba 0,2+0,1Ba 0,2+0,1Ba 0,2+0,1Ba
0,4 0,2+0,1Ba 0,2+0,1Ba 0,2+0,0Ba 0,2+0,1Ba
0,6 0,1+0,1 ABa 0,1+0,1 ABa 0,1+0,1 ABa 0,1+0,1 ABa
0,8 0,1+0,1 ABa 0,1+ 0,0 ABa 0,1+0,1 ABa 0,1+0,1 ABa
1 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1Aa
2 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa
3 0,0+0,1 Aa 0,0 £0,1Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa
4 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa 0,0+0,1 Aa

Los valores corresponden al promedio = desviacion estandar. Letras mayusculas en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas
concentraciones de acido. Letras minusculas en las filas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre los distintos tipos de acido.
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Difusion y precipitacion de las proteinas salivales en presencia de acido orgénico

En este ensayo, se observo que al depositar una alicuota de 15 puL en un punto de la
membrana de celulosa, el fluido salival muestra la presencia de dos componentes
(modo bifasico de difusién). La fraccion que permanecié en el centro de la muestra
correspondio a la fraccion proteica no difusible (FND), mientras que el componente
salival que difundié radialmente acompafnando al agua salival correspondio a la fraccion
proteica difusible (FD) (STH, Figura 8A). Este modo bifasico de difusion se mantuvo al
diluir la saliva en agua (1:8), aunque la intensidad de ambas fracciones disminuyo
significativamente (STH-H20, Figura 8A). No obstante, al disminuir el pH de la mezcla a
3.5, la FD de la saliva desaparece, mientras que la FND se intensificO (STH-H203s5,

Figura 8A) comparada con aquella a pH cercano a 7.0 (STH-H20, Figura 8A).

Por otro lado, al mezclar la saliva con agua acidificada con las distintos acidos
organicos, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la intensidad de
tincion con respecto al control (Ensayo de difusién, Figura 8A). Sin embargo, las
diferencias no fueron significativas al compararlas entre tipos y concentraciones de

acidos organicos (Figura 9, Cuadro 8).

Tras la centrifugacion de las mezclas (Ensayo de precipitacion, Figura 8B) se procedi6 a
depositar 15 pL del sobrenadante sobre la membrana de celulosa. Primeramente, se
observé un aumento de la intensidad de las muestras con respecto al control. Las
muestras presentaron un area similar y una intensidad menor respecto a las muestras
del ensayo de difusién (Figura 8A versus 8B). Asimismo, se presentaron sedimentos en

el fondo de los tubos (datos no mostrados).
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Figura 8. Difusion de STH en presencia de distintos acidos organicos. Prueba de
difusion (A) y precipitacion (B). 800 uL de los distintos acidos organicos (AT, acido
tartarico; AM, acido malico; AC, acido citrico; AL, acido lactico) fueron mezclados con
100 pL de saliva. STH- H,0, saliva diluida en agua destilada. STH-H2035, saliva
mezclada con agua destilada a pH 3.5 y en ausencia de organico.
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Acidos orgéanicos sobre STH

Ensayo de Difusion Ensayo de Precipitacion
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Figura 9. Analisis cuantitativo de la prueba de difusion y precipitacion de las proteinas
salivales en presencia de acidos organicos. Los graficos muestran intensidad de tincién
(pixeles cm™) de la Figura 8A y 8B. Los valores presentados corresponden al promedio
(por triplicado).

Cuadro 8. Intensidades de tincion de la proteina salival en presencia de acido organico

Intensidad de Difusion (pixeles cm?)

mg mL? AT-T AM-T AC-T AL-T

0 95+1,0Ca 9,5+1,0Ba 95+1,0Ba 9,5+1,0Ba
0,2 6,6 £ 0,2 Aa 6,8 + 0,6 Aa 7,5+0,9 Aa 7,9 0,6 Aa
0,4 7,6 £1,0 ABa 7,1+0,5 Aa 8,7+0,7 Aa 7,8+1,5Aa
0,6 7,8 £0,6 ABa 8,0+ 0,5 Aa 8,3+ 1,3Aa 8,4 +0,8 Aa
0,8 7,5+0,7 ABa 6,9 +0,4 Aa 7,8+ 1,4 Aa 8,6 + 0,6 Aa
1 7,5+ 0,9 ABa 6,6 + 0,2 Aa 8,2+ 3,0 Aa 7,5+0,9 Aa
2 8,7 0,7 ABa 7,6 £1,0 Aa 7,9+0,6 Aa 8,7+ 0,7 Aa
3 8,0+ 0,5 ABa 7,7+0,3 Aa 78+15Aa 7,5+0,2 Aa
4 6,9+ 0,4 ABa 76+1,0Aa 7,1+0,5Aa 76+1,0Aa

Intensidad de Precipitacion (pixeles cm)

mg mL™* AT-T AM-T AC-T AL-T

0 6,0 £ 0,2 Ba 6,0 £+ 0,2 Ba 6,0 £ 0,2 Ba 6,0 £ 0,2 Ba
0,2 6,7 £ 0,0 Aa 6,4+ 0,2 Aa 6,3+0,8 Aa 6,9 +0,9 Aa
0,4 7,3+0,7 Aa 7,0+ 0,2 Aa 6,7+15Aa 7,3+0,8 Aa
0,6 7,3+0,8 Aa 6,7 £0,5 Aa 53+0,3 Aa 6,6 £ 0,3 Aa
0,8 7,1+0,2 Aa 6,4+ 0,4 Aa 6,9+0,3 Aa 6,4+ 1,8 Aa
1 7,3+0,8 Aa 7,0+ 0,3 Aa 7,3+0,7 Aa 6,7 +0,2 Aa
2 6,9 0,9 Aa 7,3+0,3 Aa 7,3+0,8 Aa 7,1+0,2 Aa
3 6,5+ 0,3 Aab 7,1+ 0,2 Aab 6,2+ 0,4 Aa 7,3+0,7 Ab
4 6,2 +0,4 Aa 6,9 +0,9 Aa 7,1+0,2 Aa 6,5+ 0,3 Aa

Los valores corresponden al promedio + desviacion estandar. Letras mayusculas en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas
concentraciones de acido. Letras minusculas en las filas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre los distintos tipos de acido.
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Difusion y precipitacion del complejo proteinas salivales-proantocianidinas
en presencia de acido organico

En la Figura 10, se observa que al mezclar el extracto de semillas con saliva, la
intensidad de las areas de la FD y FND de la proteina se intensifican con respecto al
control (STH-H20 versus STH-T). Sin embargo, al disminuir el pH de la mezcla a 3.5, el
area e intensidad de la FD y la intensidad de la FND disminuyen drasticamente (STH-T
versus STH-Tzs).

Asimismo, al colocar una alicuota de la mezcla del extracto de proantocianidinas y
saliva en presencia de los distintos acidos organicos sobre la membrana de celulosa
(Figura 10), se observo que la intensidad del area de difusion de la FD y FND de la
saliva disminuy0 significativamente, con respecto a la mezcla saliva-proantocianidinas
en ausencia de acido organico (Figura 11y 12, Cuadro 9). Asimismo, en la Figura 11 se
observdé que el area de la FD disminuye al aumentar la concentracion del acido

organico (a partir de 0.8, 2.0, 3.0 y 2.0 mg mL* de AT, AM, AC y AL, respectivamente).

Por otro lado, luego de la centrifugacion de la saliva diluida en agua (1:8) y la mezcla
saliva-proantocianidinas, se observé que las proteinas del sobrenadante difundieron
monofasicamente en forma radial (STH-H20 y STH-T, Figura 13). Asimismo, la
disminucién del pH a 3.5, provoc6 una disminucién mayor de la intensidad y area de
difusion (STH-H2035 y STH Tss, Figura 13).

Asimismo, al mezclar saliva con extracto de proantocianidinas en presencia de los
distintos &cidos organicos, se observé una notoria disminucion de las proteinas
salivares del sobrenadante (Figura 13 y 14). Por otro lado, las mezclas saliva-
proantocianidinas en presencia de los distintos acidos organicos presentaron una
intensidad significativamente menor que la mezcla saliva-proantocianidinas en ausencia
del acido (Cuadro 10). Comparativamente, el uso del AM en la mezcla saliva-
proantocianidinas provocé una disminucién significativa del area e intensidad de la

difusidon con respecto al resto de los acidos (Cuadro 10).
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Figura 10. Prueba de difusion de STH en presencia de proantocianidinas-acido
organico. Ochocientos pL de la solucién acido organico-proantocianidinas fueron
mezclados con 100 pL de saliva total humana. AT, acido tartarico; AM, acido malico;
AC, éacido citrico y AL, acido lactico en distintas concentraciones (0,2 — 4,0 mg ml?).
STH-H:20, proteina diluida en agua destilada. STH-H2035, saliva mezclada con agua
destilada a pH 3.5. STH-T proteina mezclada con proantocianidinas. STH-Ts5, saliva
mezclada con proantocianidinas a pH 3.5 en ausencia de acido organico.
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Fase Difusible Acido organico-proantocianidinas sobre STH
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Figura 11. Andlisis cuantitativo de la interaccion de acidos organicos-proantocianidinas
con proteinas salivales mediante prueba de difusion. Gréaficos elaborados a partir de la
Figura 10.
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con proteinas salivales mediante prueba de difusion. Graficos elaborados a partir de la
Figura 10.
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Cuadro 9.Areas e Intensidades de tincion de Difusion STH en presencia de acido
organico-proantocianidinas (Figura 10)

Area de Difusion de FD (cm?)

mg mL? STH-AT-T STH-AM-T STH-AC-T STH-AL-T
0 15+0,1 Da 15+0,1 CEa 1,5+0,1 CDa 15+0,1 Da
0,2 1,4+0,1 Da 1,7+0,1Db 1,7 £ 0,1 Dab 1,6 £ 0,1 Dab
0,4 1,4+0,1 Da 1,6 £0,1 CDa 1,6 £0,1 Da 1,5+0,1 Da
0,6 1,4+0,0 Da 1,6 £ 0,1 CEb 1,4+0,1 CDa 1,5+ 0,1 Dab
0,8 1,1+0,1BCa 1,4+0,2CDa 1,4+0,1 CDa 1,4+0,2 CDa
1 1,2+0,1Cb 1,0+£0,1BCa 1,4+0,0 CDc 1,2+ 0,0 BCDb
2 0,9+0,1 ABa 0,9+0,1Ba 1,1+0,2BCa 1,1+0,1BCa
3 0,9+0,1Ba 0,8+0,1 ABa 0,9+0,2 ABa 0,9+0,1 ABa
4 0,7+0,1 Aa 0,5+0,1 Aa 0,6 +0,3 Aa 0,6 +0,1 Aa
Intensidad de Difusién de FD (pixeles cm™)
mg mL? STH-AT-T STH-AM-T STH-AC-T STH-AL-T
0 17,0+ 4,4 Ba 17,0+ 4,4 Ba 17,0+ 4,4 Ba 17,0+ 4,4 Ca
0,2 10,0 £ 0,2 Aa 9,8+1,5Aa 95+ 1,3Aa 10,4+ 0,6 Ba
0,4 10,3+ 0,6 Aa 8,9+0,5Aa 9,4+1,1Aa 9,4 +0,6 ABa
0,6 10,3+ 0,4 Aa 9,9+0,8 Aa 9,2+0,9 Aa 10,3+ 1,0 Ba
0,8 8,3+0,4 Aa 8,3+ 0,6 Aa 8,5+0,8 Aa 7,8 +£0,4 ABa
1 9,4+0,2 Ab 9,1+0,9Ab 7,7+0,3 Aa 8,8 + 0,5 ABab
2 6,3+0,1 Aa 7,5+0,6 Ab 6,1+0,2 Aa 7,3+0,2 ABb
3 7,4+0,5Aa 7,3+0,4 Aa 7,0+0,2 Aa 7,1+0,3 ABa
4 6,1 +0,1 Aab 7,2+0,3Ab 7,0+0,4 Ab 56+0,1Aa
Area de Difusion de FND (cm?)
mg mL? STH-AT-T STH-AM-T STH-AC-T STH-AL-T
0 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0Ba 0,3+0,0 Aa
0,2 0,4+0,0Bc 0,3+0,0 Ab 0,2+0,0 Aa 0,3+0,0 Ab
0,4 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,2+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa
0,6 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,2+0,0Ba 0,3+0,1 Aa
0,8 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0Ba 0,3+0,1 Aa
1 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0 Aa 0,2+0,1 ABa 0,3+0,1 Aa
2 0,4+0,0Bb 0,3+0,0 Aa 0,2+0,1 ABa 0,3+0,0 Aa
3 0,4+0,0Bb 0,3+ 0,0 Aab 0,2+0,1 ABa 0,4+0,1Ab
4 0,3+0,1 Aa 0,3+0,0 Aa 0,3+0,0Ba 0,3+0,0 Aa
Intensidad de Difusiéon de FND (pixeles cm2)

mg mL? STH-AT-T STH-AM-T STH-AC-T STH-AL-T
0 25,5+4,3Ba 25,5+ 4,3 Ba 25,5+ 4,3 Ba 25,5+4,3Ba
0,2 13,3+ 0,4 Aa 14,0+ 1,2 Aa 10,3+ 0,6 Aa 12,2+ 0,6 Aa
0,4 13,5+ 0,4 Aa 10,7 £ 0,3 Aa 9,4+0,6 Aa 12,7+ 1,6 Aa
0,6 13,5+ 0,5 Aa 10,3+ 0,8 Aa 9,3+0,6 Aa 12,0+ 0,5 Aa
0,8 11,6 £1,0 Aa 12,9+ 2,0 Aa 12,0+ 1,0 Aa 11,5+1,2 Aa
1 13,7+ 1,0 Aa 13,5+ 0,8 Aa 13,0+ 0,7 Aa 13,5+ 2,7 Aa
2 13,0+ 1,3 Aa 13,3+ 2,5 Aa 13,5+1,4 Aa 14,3+1,1 Aa
3 11,4+ 1,3 Aa 11,3+ 0,9 Aa 10,9+ 1,1 Aa 12,4+1,1 Aa
4 9,4+1.7 Aa 13,0+ 1,0 Aa 12,0+ 0,6 Aa 12,2+ 1,4 Aa

Los valores corresponden al promedio = desviacion estandar. Letras mayusculas en la

misma columna

concentraciones de &cido.
significativas (p<0,05) entre los distintos tipos de acido.

indican diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas

Letras minudsculas en las filas indican diferencias
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STH STH STH STH STH
H»O H20 35 T T35

Figura 13. Prueba de precipitacion de STH en presencia de proantocianidinas-acido
organico. Ochocientos pL de la solucién acido organico-proantocianidinas fueron
mezclados con 100 pL de saliva. AT, acido tartarico; AM, acido malico; AC, acido citrico
y AL, acido lactico en distintas concentraciones (0,2 — 4,0 mg mLY). STH-H20, proteina
diluida en agua destilada. STH-H2035, proteina mezclada con agua destilada a pH 3.5.
STH-T, proteina mezclada con proantocianidinas. STH-Tss, saliva mezclada con
proantocianidinas a pH 3.5 en ausencia de acido orgéanico.
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Figura 14. Andlisis cuantitativo de la interaccion de acidos organicos-proantocianidinas

con proteinas salivales mediante prueba de precipitacion. Gréaficos elaborados a partir
de la Figura 13.
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Cuadro 10. Areas e Intensidades de tincion de Precipitacion de STH en presencia de
acido organico-proantocianidinas (Figura 13)

Area de Precipitacion de FD (cm?)

mg mL? STH-AT-T STH-AM-T STH-AC-T STH-AL-T
0 1,6 £ 0,2 CDa 1,6 £ 0,2 DEa 1,6 £ 0,2 CDa 1,6 £ 0,2 DEa
0,2 1,8+ 0,1 Da 1,9+0,1Eab 1,9+0,1 Dab 1,9+0,1Eb
0,4 1,7+0,1CDa 1,8+ 0,0 Ea 1,8+ 0,1 Da 1,8+ 0,2 DEa
0,6 1,7+0,1 Da 1,7 £ 0,1 DEa 1,7+0,1 Da 1,7+ 0,1 DEa
0,8 1,4+0,1BCa 15+0,1 CDa 1,7+0,2Db 1,6 £ 0,1 CDab
1 1,5+ 0,1 BCDb 1,3+0,1 BCa 1,6 £ 0,1 CDb 1,5+ 0,1 BCDb
2 1,3+0,1Ba 1,2+0,1Ba 1,3+0,1BCa 1,2+0,2Ba
3 1,2+0,1Bb 0,8+0,1 Aa 1,1+0,1 ABb 1,3+0,1 BCb
4 0,9+0,1 Ab 0,5+0,1 Aa 0,9+0,1 Ab 0,8+0,1 Ab
Intensidad de Precipitacion de FD (pixeles cm2)
mg mL? STH-AT-T STH-AM-T STH-AC-T STH-AL-T
0 3,3+0,8Ba 3,3+0,8Ba 3,3+0,8Ba 3,3+0,8Ba
0,2 1,1+0,1 Aab 0,8+0,1 Aa 1,0+ 1,2 Aab 1,3+0,2 Ab
0,4 1,0+£0,1 Ab 0,5+0,2 Aa 0,9+0,1 Ab 0,8 +0,2 Aab
0,6 1,2+0,1 Ab 0,6 +0,2 Aa 1,0+ 0,2 Aab 1,1+0,2Ab
0,8 0,8+0,1 Aa 0,4+0,2 Aa 0,6 £0,1 Aa 0,5+ 0,3 Aa
1 1,0+£0,1 Aa 0,9+0,2 Aa 1,0+0,1 Aa 1,1+0,3 Aa
2 0,8+0,1 Aa 0,4+0,3 Aa 0,8+0,1 Aa 0,7+0,4 Aa
3 0,8+0,1 Ab 0,2+0,1 Aa 0,7 £ 0,2 Aab 0,5+ 0,4 Aab
4 0,5+0,1 Aa 0,2+0,2 Aa 0,5+0,2 Aa 0,3+0,3 Aa

Los valores corresponden al promedio = desviacion estandar. Letras mayusculas en la

misma columna

concentraciones de &cido.
significativas (p<0,05) entre los distintos tipos de acido.

las filas

indican diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas

Letras mindsculas en indican diferencias
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Evaluacién Sensorial

La Figura 15, muestra los resultados del analisis sensorial realizado con los extractos
de proantocianidinas acidificados con los distintos acidos organicos. Es posible notar
qgue la presencia de cualquier acido organico en la solucién de proantocianidinas,
aumenta la percepcion de la astringencia con respecto a la muestra control. No
obstante, no se observaron diferencias estadisticamente significativa entre los tipos y
concentraciones de los diferentes 4cidos organicos, a excepcion del AC, el cual

presenté una mayor astringencia con concentraciones por sobre 1,0 mg mL™2.

18

16 A

14 - bcd

bcd
12 4 bcd

Intensidad Astringencia percibida

Q N
N < < C Y
oééo &Q Q Q \/Q N
@)

Concentracién (mg ml™)

Figura 15. Intensidad de astringencia percibida al evaluar un extracto de
proantocianidinas con acido organico (AT, tartarico; AM, malico; AC, citrico o AL,
lactico) a distintas concentraciones (0,6, 1,0 o 4,0 mg mL?) a pH 3.5. La situacién
control (Control 0) corresponde al extracto de proantocianidinas a pH 3.5 en ausencia
de acido organico. Los valores presentados corresponden al promedio + desviacion
estandar (por triplicado). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los tratamientos.
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DISCUSION

La saliva es un fluido organico complejo producido por distintas glandulas salivales en
la cavidad bucal, constituido por diversas familias de proteinas salivales, las cuales se
han relacionado recurrentemente con la neutralizacién de polifenoles (Gawel, 1998;
Nayak y Carpenter, 2008; Castro, 2009; Mc Rae y Kennedy, 2011) y consecuentemente
con la sensacion de astringencia (Prinz y Lucas, 2000; Bayec y Pickering, 2008). Se ha
observado que diversos factores afectarian las interacciones entre los polifenoles
(especificamente proantocianidinas) y las proteinas salivales lo que afectaria la
percepcion de la astringencia (Lawless et al., 1996; Kallithraka et al., 1997 y 2011,
Guadalupe y Ayestaran, 2008). En el presente estudio, se evaluo el efecto de distintos
acidos organicos sobre la interaccion y precipitacion del complejo proantocianidinas-
saliva o BSA. El uso de BSA se justifica por ser una proteina pura, homogénea y de alto
uso en la investigacion de la astringencia (Hatano et al., 2003; Obreque-Slier et al.,
2010a; Noya, 2013). Para este objetivo, se analizo el efecto de un extracto de semillas
de Vitis vinifera rico en proantocianidinas, en presencia de distintos tipos y
concentraciones de acidos organicos (acido tartarico, malico, citrico y lactico), sobre la
difusibilidad y precipitabilidad de las proteinas salivares o BSA en una membrana de
celulosa. Las condiciones de control de estos experimentos fueron la mezcla de

proantocianidinas con saliva o0 BSA en ausencia de acidos organicos.

Durante la degustacion, los consumidores y/o evaluadores beben entre alrededor de 10
mL de vino (Obreque-Slier et al., 2010a) y diversos estudios mencionan que el volumen
promedio de saliva en boca es de alrededor 1,0 mL (Llena-Puy, 2006; Morales y
Aldape, 2012; Cuenca y Baca, 2013). Estas dos condiciones fueron utilizadas para
establecer las proporciones en las mezclas de fluido salival y el extracto de semillas,
asemejando las condiciones de proporcionalidad que se producen en la boca durante la

degustacion (1:8).
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Inicialmente, el extracto de semillas fue analizado y caracterizado mediante analisis
espectrofotométricos y de HPLC-DAD, observandose que los contenidos de fenoles y
taninos totales coinciden con lo observado en semillas de uva (Meza, 2012; Martinez,
2012; Muioz-Ledo, 2013). Asimismo, las distintas fracciones de flavan-3-oles mostraron
contenidos similares que los sefalados en diferentes estudios (Pefia Neira et al., 2004;
Obreque-Slier et al., 2010a; Obreque-Slier et al., 2010b). Por su parte, la composicion y
la concentracion de fenoles de bajo peso molecular del extracto de semilla utilizado en
este estudio coincide con lo observado previamente por diversos autores (Pefa-Neira,
2004; Pastor del Rio and Kennedy, 2006; Obreque-Slier et al., 2010b).

Por otro lado, el modo bifasico de difusion del fluido salival diluido en una solucion
acuosa ajustada a pH 3.5, sugiere la existencia de una alta organizacion de las
proteinas no difusibles (FND) cuyo tamafio determinaria su retencion sobre la superficie
de la membrana. Por el contrario, el material difusible (FD) corresponderia a proteinas
mas libres facilmente arrastrables por el agua. Esta Ultima observacion representaria el

modo de difusién de BSA en una solucidon acuosa.

Al mezclar el fluido salival con agua destilada acidificada con los distintos acidos
organicos, la intensidad de coloracion de las proteinas salivares se vio fuertemente
afectada. Esto podria deberse a que el pH afectaria el punto isoeléctrico especifico de
las proteinas salivares, tales como PRP acidas (pl ~ 4.0) y mucinas (pl 2.0 a 3.0)
(Hagerman y Butler, 1978), lo que podria generar alguna accion de los aniones de los
acidos organicos sobre las proteinas (Sowalsky y Noble, 1998). Por su parte, BSA
mostré un comportamiento contrario al de la saliva, ya que ni su modo, area e
intensidad de difusion se vio afectada por la presencia de los acidos orgéanicos, lo cual
podria estar relacionado con el mayor punto isoeléctrico de BSA en comparacion a las

proteinas salivares (Hagerman y Butler, 1978).
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De acuerdo a lo mencionado anteriormente, es esperable que la interaccién de este tipo
de proteinas con los taninos proantocianidinicos, provogue una alteracion de su difusiéon
(Obreque-Silier et al., 2010a, 2010c). Mediante el ensayo de difusién, se observo que la
presencia de proantocianidinas a un pH 3.5, afectd significativamente el area e
intensidad de tincién del fluido salival, lo que sugiere que la actividad de los taninos
proantocianidinicos es pH dependiente, coincidente con lo observado por otros autores
(Lawless et al., 1996; Kallithraka et al., 1997a y 1997b; Sowalsky y Noble, 1998; Fontoin
et al., 2008; Obreque-Slier et al., 2011). No obstante, la incorporacién de algun acido
organico en la mezcla proantocianidina-saliva, generé una disminucién significativa del
area de difusion de la fraccion difusible. Mas aun, este efecto seria dependiente de la
concentracion del acido organico. Ambas observaciones reforzarian la hipétesis que el
acido organico posee una accion sobre la mezcla entre el extracto de semillas y la
saliva, la cual se deberia a un efecto del catibn sobre la saliva y/o el complejo
proantocianidina-saliva. Por el contrario, al mezclar BSA con extractos de semillas en
presencia de los distintos acidos organicos, se observo que ni el area ni la intensidad de
difusién de BSA se vio afectada por el tipo y concentracion de acido organico, lo que
implicaria que la interaccion de BSA con las proantocianidinas de semillas no estaria

relacionada con la presencia de estos acidos.

Tras la centrifugacion de las muestras utilizadas en la prueba de difusion, se observo
que el area e intensidad de la FD y FND de la saliva diluida en agua disminuye
significativamente. En presencia de proantocianidinas se observé una disminucién de la
coloracién lo que sugiere que las fracciones de la saliva presentes en la prueba de
difusibilidad, tienen una estructura que permite la precipitacion en conjunto (Obreque-
Slier et al.,, 2011). Esto permite la disminucion en el sobrenadante y por ende
modificaciones en el area e intensidad de difusion. La desaparicion del complejo
proteinas-proantocianidinas del sobrenadante se vio amplificada en presencia de los
distintos acidos organicos. Notese que el uso de acido malico provocé una precipitacion
diferencial con respecto a los demas acidos. Ambas observaciones indicarian que los
acidos organicos afectan la precipitacion del complejo formado entre las proteinas
salivares y las proantocianidinas de la semilla, y que la precipitacion estaria

estrechamente relacionada con el tipo y concentracion del acido organico.
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Es importante destacar que al mezclar BSA con el extracto de semilla en presencia de
los acidos organicos, no se observd un precipitacion diferencial con respecto al control,
lo que indicaria que la precipitacion del complejo BSA-proantocianidinas no esta
relacionado con la presencia de los acidos organicos. Sin embargo, los resultados de
este estudio proponen la existencia de una relacion entre la precipitacion del complejo
de BSA-proantocianidinas con las concentraciones de los acidos orgénicos.

Finalmente, al evaluar sensorialmente los extractos de semillas en presencia de
distintos tipos y concentraciones de acidos organicos, se observéd que fueron percibidos
como mas astringentes que aquel extracto de semilla con ausencia de algun acido
organico. Esta observacion confirmaria que la presencia del acido organico afectaria las
propiedades de la saliva y por ende en la percepcion de astringencia. No obstante lo
anterior, solo se observaron diferencias en la percepcion de astringencia con las
concentraciones crecientes de acido citrico, lo cual evidenciaria que la astringencia
percibida por un panel es independiente del tipo y/o concentracion de acido organico.
Probablemente el efecto de los acidos organicos sobre la interaccion entre
proantocianidinas de semillas y proteinas salivares seria imperceptible por un panel de

evaluadores, pero perceptible en los ensayos de difusion y precipitacion.
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CONCLUSIONES

Los acidos organicos afectan la interaccion y precipitacion entre las proantocianidinas
de un extracto de semillas y las proteinas salivales. Este efecto estaria estrechamente
relacionado con el tipo y concentracién del acido organico. No obstante lo anterior, el
efecto del tipo y concentracion de acido organico sobre la astringencia seria

imperceptible por un panel de evaluadores.
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ANEXOS

ANEXO | Pauta Determinacién de intensidad

NOMBRE: .. e,

N° de Muestras

ACIAO MAIICO oot
ACIAO CItIICO e

ACIAO LACLICO  ooroeeo e e e e,



ANEXO Il

NOMBRE: ...

Por favor, ordene las muestras de acuerdo a su intensidad de menor a mayor

ACIDO TARTARICO

ACIDO CITRICO

63

Pauta Test de Ranking. Medio agua

ACIDO MALICO

ACIDO LACTICO

IMPORTANTE: Espere 20 segundos entre cada muestra.
Deguste los 10 mL de una sola vez.
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ANEXO Il  Pauta no estructurada para analisis sensorial descriptivo
Método descriptivo
(Pauta no estructurada)
NOMDBIE: ... e FEChAL
Muestra:..........ccooovveiiennns

Instrucciones: por favor indique con una linea vertical sobre la horizontal, el punto que mejor
describa el atributo de la muestra, basandose en el siguiente diagrama.

Nula astringencia
|

Maxima astringencia

[
0

I
15

IMPORTANTE:

Mantenga la muestra en la boca durante 10 segundos.
Deguste los 8 mL de una sola vez.

Entre cada muestra enjuagarse con 15 mL de pectina durante
20 segundos.
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