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RESUMEN

Los atributos de calidad de un vino responden a una interaccion entre sus diversos
componentes, los cuales pueden variar en cantidad y calidad, lo que depende de una gran
cantidad de factores tales como tipo de suelo, variedad de uva utilizada, condiciones
climaticas, préacticas culturales, cepa de levadura utilizada en la fermentacion y manejos en
bodega entre otros muchos.

En esta matriz compleja que es el vino, diversos componentes pueden interactuar durante
del proceso de fermentacién y posterior crianza, produciéndose una modificacion de sus
atributos sensoriales. Ademads, diferentes procesos o técnicas pueden también inducir
cambios en las reacciones que se llevan a cabo entre los distintos componentes del vino.

Diversos estudios han logrado demostrar que los polisacaridos -moléculas estructurales de
la pared celular de la baya y las levaduras- tienen influencia directa en las propiedades
sensoriales de los vinos, interactuando tanto con los compuestos fendlicos como los
aromaticos. Entre todos los tipos de polisacaridos presentes en el vino, las manoproteinas
han sido descritas como las méas relevantes, logrando efectos positivos tales como
reduccion de la astringencia en vinos tintos, disminucion de la quiebra proteica y mejora en
la estabilidad tartérica en vinos blancos, mejora del perfil aromético y estabilizacion del
color.

A pesar de la importancia de lo anteriormente descrito, existe limitada informacién
compilatoria acerca del interés enoldgico de los polisacaridos y los distintos factores que
afectan su contenido. Ademas, en algunos casos la informacion disponible es
contradictoria.

En este estudio se describen las distintas fuentes de polisacaridos presentes en la baya y en
el vino y se analizan los principales factores asociados a su contenido en el vino, como
también el interés enologico de estas macromoléculas. Para ello, se recopilaron las
investigaciones existentes en que se hiciera referencia a este tema de estudio.

PALABRAS CLAVES

- Manoproteinas

- Astringencia

- Quiebra proteica

- Estabilidad tartarica



ABSTRACT

Quality attributes of a wine respond to an interaction among its various components, which
vary in quantity and quality, depending on a lot of factors such as soil type, variety used,
climatic conditions, cultural practices, strain yeast used in the fermentation and cellar
handling among many others.

It is well known that wine is a complex matrix made up of several compounds which can
interact among themselves throughout the fermentation process, thereby modifying their
sensorial characteristics. Besides, different process or techniques can also induce changes
in the reactions that can take place between different wine compounds.

Several studies have succeeded to demonstrate that polysaccharides - structural molecules
on yeasts and berries cell wall - have direct influence on the sensory properties of the
wines, interacting with both phenolic and aromatic compounds. Among all types of
polysaccharides present in wine, mannoproteins have been described as the most relevant,
achieving positive effects like reducing astringency, decreased protein haze and improving
tartaric stability.

Despite the importance of the above described, there is limited information about the wine
interest polysaccharides and other factors affecting its content. Moreover, in some cases the
available information is contradictory.

The various polysaccharides sources present in the berry and wine were described and
factors associated with their wine contents were analyzed, as well as oenological interest of
these macromolecules. To do this, available researches regarding this topical were gathered.

KEY WORDS

- Mannoproteins

- Astringency

- Protein haze

- Tartaric stabilisation



INTRODUCCION

El vino corresponde a una solucién hidroalcohdlica que contiene cientos de compuestos que
provienen de la uva o de la elaboracién del vino y su guarda. En cuanto a los compuestos
presentes en la uva, se encuentran los azlcares, acidos organicos, compuestos fenolicos,
compuestos  nitrogenados, minerales, polisacaridos Yy compuestos aromaticos
(Dharmadhikari, 1994).

La calidad de los vinos esta altamente influenciada por los compuestos fendlicos, sustancias
volatiles y polisacaridos, los cuales son responsables de entregar caracteristicas sensoriales
tan importantes como el color, aroma, cuerpo, astringencia y amargor (Pefia-Neira, 2006).

Segun Guadalupe y Ayestaran (2008), los polisacaridos del vino provienen principalmente
de las células del hollejo y pulpa de la uva, como también de las levaduras participantes en
el proceso de vinificacién. Hay dos fuentes de polisacaridos cuantitativamente menos
relevantes mencionadas por estos autores, que son las bacterias acéticas y lacticas y la
contaminacién de hongos como Botrytis cinerea.

Los polisacaridos de la pared celular de la uva se pueden agrupar en dos categorias:
celulosa y polisacéridos no celuldsicos. La celulosa se encuentra formando una estructura
de microfibrillas, embebidas en una matriz conformada por polisacaridos hemicelulésicos;
que a su vez estd inmersa en una matriz de pectinas (Carpita y Gibeaut, 1993).

Durante la fase Il1 de la curva de crecimiento de la baya, comienza un periodo de expansion
celular (Dokoozlian y Kliewer, 1996), sintetizdndose después del envero una gran cantidad
de pectinas —heteropolisacaridos complejos- que actian como adhesivo en las laminas
intermedias de las paredes celulares. Segun Hidalgo (2006), estas pectinas son degradadas y
solubilizadas en los posteriores procesos de vinificacion por la accién de enzimas
pectinoliticas naturales contenidas en la uva, quedando como resultado unidades
poliméricas de polisacéaridos que se transfieren al vino. Los polisacaridos no celuldsicos
provenientes de la pared celular de la uva pueden clasificarse en dos grandes grupos: (1)
polisacaridos acidos, que engloba a los homogalacturonanos y ramnogalacturonanos | y Il
(RG 1 y ), y (2) polisacéridos neutros, que engloba a los arabinanos, galactanos y
arabinogalactanos I y Il (AG 1 y 1) (Flanzy, 2000; Vidal et al., 2003; Doco et al., 2007). La
concentracion de polisacaridos, segun Del Barrio-Galan (2012), suele oscilar entre 100-400
mg/L en vinos blancos y entre 250-800 mg/L en vinos tintos. Por su parte, la concentracion
de polisacaridos procedentes de la uva depende principalmente de la variedad de uva, el
rendimiento del vifiedo, las condiciones edafoclimaticas, el nivel de madurez de la uva y las
técnicas de vinificacion empleadas (Riu-Aumatell, 2002).

La pared celular de la levadura —segunda fuente de polisacaridos del vino- esta constituida
principalmente por polisacéridos en proporcion de 58% p-glucanos, 40% manoproteinas y
2% de quitina (todos de caracter neutro), cantidades que pueden variar considerablemente



en estructura y composicion debido al estrés, condiciones del cultivo, edad y
modificaciones genéticas (Fleet y Manners, 1977) ademas de la aireacion, agitacion, grado
de clarificacion del mosto y principalmente del tiempo de crianza sobre lias (Caridi, 2006).

Los polisacaridos en general y las manoproteinas en particular, moléculas que representan
el 35% de los polisacéridos totales en el vino (Dubourdieu y Moine, 1997; Feuillat y
Charpentier, 1998; Vidal et al.,, 2003), son responsables de mejorar algunas de las
caracteristicas sensoriales del vino como el aumento del volumen en boca, untuosidad y
cuerpo, contribuyendo a la sensacion de plenitud. Ademas, por efecto indirecto disminuyen
la astringencia debido a la formacién del complejo polisacérido-taninos condensados (Escot
et al., 2001; Gongalves, y Heyraud, 2002; Vidal et al., 2003; Vidal et al., 2004a; Vidal et
al., 2004b; Doco et al., 2007; Jougquand et al., 2008; Troszynska et al., 2010).

En el rango del pH del vino, las manoproteinas tienen cargas negativas y pueden establecer
interacciones idnicas y electrostaticas con los componentes del vino, lo que deriva en la
formacién de complejos solubles e insolubles. Este proceso es dependiente en gran medida
de su carga eléctrica neta y sus grupos funcionales (Caridi, 2006). Se ha postulado que las
manoproteinas disminuyen la cantidad de proantocianidinas libres capaces de interactuar
con las proteinas de la saliva y también compensan la pérdida de lubricacién, derivada de la
interaccion tanino-proteina a través de un aumento de la viscosidad causada por la
presencia de estos polisacaridos (Pozo-Bayon et al., 2009). La interaccion entre taninos y
manoproteinas puede producir estructuras estables no reactivas con las proteinas de la
saliva produciendo una disminucidn de la astringencia (Guadalupe y Ayestaran, 2008).

Existen otros tipos de polisacaridos que son utilizados en bodega para disminuir la
astringencia en vinos durante el proceso de elaboracion, estos son: carboximetilcelulosa,
goma xantano (polisacarido microbiano) (Jouquand et al., 2008) y goma arabiga (Flanzy,
2000; Cainelli, 2007; Troszynska et al., 2010).

Teniendo en cuenta la implicancia de los polisacaridos en variados aspectos de calidad del
vino, mejorando sus atributos organolépticos y valor comercial, se hace necesaria una
recopilacion bibliografica l6gica y ordenada de la informacién disponible en la literatura
cientifica, tendiente a que académicos, estudiantes y cercanos al mundo de la enologia
tengan una vision mas amplia del tema.



Objetivo

Analizar la importancia de los polisacaridos de interés enolégico y los factores que influyen
en su contenido en el vino.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se llevd a cabo en las dependencias de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de
la Universidad de Chile.

Materiales

Los materiales utilizados fueron las fuentes de informacion bibliogréfica relacionadas con
el tema en estudio. Estas fueron obtenidas desde bases de datos cientificas, a las cuales se
accedio desde la Universidad de Chile o desde la biblioteca Ruy Barbosa de la Facultad de
Ciencias Agrondmicas. Ademas, se revisaron libros, tesis, memorias de titulos, revistas
electrénicas avaladas tales como ACE, Journal Agricultural Food Chemistry, American
Journal of Enology and Viticulture, Australian Journal of Grape and Wine Research y
publicaciones cientificas impresas o disponibles en internet Ademas, se revisd material
disponible en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) y en la biblioteca San
Joaquin de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Método

La metodologia adoptada en este estudio, consistid en una primera instancia en buscar y
recopilar todo el material que pudiese contribuir a la investigacion. Una vez obtenido el
material, se procedio a leer, y clasificar de acuerdo a su utilidad para la investigacion. El
material seleccionado fue analizado para extraer la informacion mas consistente, y generar
posibles discusiones. A continuacidn, se comenzé a redactar el escrito de acuerdo a los
objetivos propuestos.

En este estudio se analizaron los siguientes topicos:

Origen de los polisacaridos presentes en el vino

Interés enoldgico de los polisacaridos

Factores que inciden en el contenido de polisacaridos en las bayas

Manejos enoldgicos en bodega y su relacion con el contenido de polisacaridos
Levaduras y su relacion con el contenido de polisacaridos

Polisacaridos no enddgenos de uso enoldgico

e Conclusiones



RESULTADOS Y DISCUSION

Antecedentes generales

Origen de los polisacaridos presentes en el vino

Los polisacaridos son carbohidratos complejos en los que se unen entre si un gran nUmero
de azlcares simples a través de enlaces glicosidicos (McMurry, 2008). En el vino, los
polisacaridos son originados por distintas fuentes (Figura 1). Algunos provienen de la
degradacion enzimatica de las paredes celulares de las bayas de la uva durante su
maduracién; otros derivan de los tratamientos de vinificacion y otros se liberan de las
paredes de las levaduras durante la fermentacion alcohdlica. Junto a los polifenoles y
proteinas, los polisacéaridos forman uno de los mayores grupos de macromoléculas en el
vino y se pueden encontrar en concentraciones que varian entre 0,2-2 g/L (Pellerin y
Cabanis, 1998).

Dentro de los polisacéridos derivados de la degradacion enzimatica de las paredes celulares
de las bayas de uva, se encuentran las hemicelulosas y pectinas. Estas ultimas son un
complejo y heterogéneo grupo de polisacaridos que incluyen homogalacturanos,
ramnogalacturanos | y Il, galactanos y arabinanos, entre otros (Cosgrove, 2005). Algunos
de estos azUcares tienen caracter &cido como el &cido galacturdnico y otros de caracter
neutro como la ramnosa, galactosa y arabinosa. De este modo, el caracter acido o neutro de
un polisacarido depende del tipo de azucares con los que estén constituidos. Uno de los
polisacaridos pécticos mas abundantes son los ramnogalacturanos. Ademas, se encuentran
polisacaridos simples como los homogalacturanos, arabinogalactanos | (AG-1) y
arabinogalactanos Il (AG-I11) (Flanzy, 2003; Taiz, 2006).

Pared celular de la pulpa

Las paredes celulares solo representan el 0,5% del peso seco de la pulpa (Saulnier y
Thibault, 1987), donde las pectinas constituyen entre el 25 y el 50%. Estas pectinas estan
constituidas principalmente por cadenas de homogalacturanos y ramnogalacturanos, estas
Gltimas denominadas zonas “erizadas” por tener gran cantidad de cadenas laterales de
arabinanos y arabinogalactanos (Saulnier et al., 1988). Asi mismo, segln Flanzy (2000), el
contenido de hemicelulosas varia entre el 15 al 25% del peso seco de la pared y el de
celulosa entre un 20 a 30%.

Pared celular del hollejo
Las paredes celulares del hollejo o piel son bastante mas espesas que las de la pulpa

(representan aproximadamente 3% del peso seco). No obstante, la concentracion de
pectinas es algo menor con respecto a la pulpa, por lo que se infiere que cualquier proceso



de maceracién o contacto con las pieles durante el proceso de vinificacion enriquecera los
vinos de polisacéridos (Flanzy, 2000). En cuanto a la composicion polisacaridica,
predominan la celulosa, las pectinas, hemicelulosas, los xiloglucanos y los mananos (Lecas
y Brouillet 1994). Un hecho importante descrito por Lecas y Brillouet (1994), es la poca
diferencia que presentan las pieles de bayas tintoreras y blancas en cuanto al contenido de
fracciones de polisacaridos, por lo que el contenido de antocianos seria el Unico elemento
diferenciador entre ambas.

[ POLISACARIDOS DEL VINO ]

[ POLISACARIDOS DE LA UVA ] [POLISACARIDOS DE LAS LEVADURAS]
Celulosa
| Quitina

Homogalacturanos 1
Ramnogalacturanos I

| Manoproteinas

Tipo! (RG-1) Tipo Il (RG-1) |
B- glucanos
]
Arabinanos ]
Arabinogalactanos [ OTROS POLISACARIDOS ]
Hemicelulosas — I | |
Tipol Tipoll I I
Polisacdridos de Polisacaridos
Botrytis provenientes
cinerea de bacterias

Figura 1. Distintas fuentes de polisacaridos presentes en el vino (Del Barrio-Galan, 2012).
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Polisacaridos de la uva

Celulosa

La celulosa es un polimero lineal de D-glucosa unida por enlaces a-(1 - 4). Las cadenas
lineales de celulosa se agregan para formar fibrillas macromoleculares de 5-15 pm de
diametro (McCann et al., 2001) con una disposicion paralela (Figura 2), cuya estructura
cristalina esta soportada por numerosos puentes de hidrogeno intramoleculares. Las
microfibrillas celul6sicas suelen estar cubiertas por xiloglucanos y glucoarabinanos unidos
fuertemente. Esta disposicion permite la existencia de espacios entre las microfibrillas que
estan ocupados por los polisacéridos de la matriz (Carpita y Gibeaut, 1993).

Lamina

media

Pared

celular

Membrana [

plasmatica

L " ¢ Hemicelulosa
50 nm

Figura 2. Estructura de los polisacéaridos que conforman la pared celular (McNeil et al.,
1984).

Polisacaridos no celulésicos

Los principales polisacaridos no celulésicos presentes en las paredes primarias de
dicotiledoneas son las pectinas y las hemicelulosas (heteroxilanos, xiloglucanos y
glucomananos) (Selvendran, 1985).

Pectinas

Las pectinas son una mezcla compleja de polisacaridos compuestos principalmente de
homogalacturanos y ramnogalacturonanos del tipo | (Stevenson et al., 1988) (figura 3).
Constituyen alrededor del 35% de las paredes celulares (Grant Reid, 2000) y se encuentran
distribuidas de manera desigual (Roldan y Vian, 1981); son las principales macromoléculas
(excepto en gramineas) de la lamina media y junto con las proteinas (Bacic et al., 1988;
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Carpita y Gibeaut, 1993) actlan como sustancias cementantes (Jarvis, 1998).
Quimicamente, estan formadas por largas cadenas de centenas de acido galacturénico
(homogalacturanos), con cadenas laterales de ramnogalacturanos, en las cuales la ramnosa
se intercala con unidades de 4acido galacturénico. La zona ocupada por los
homogalacturanos, denominada zona “lisa”, adquiere gran importancia enoldgica, dado que
es el sitio de accion donde las enzimas hidrolizan mas facilmente a las pectinas. En
contraparte, existe la zona “erizada”, ocupada por las cadenas de ramnogalacturanos, que
posteriormente también son liberadas por la accién enzimatica (Hidalgo, 2010).

AGHI

HG RG HG \‘T—’T

HG: Homogalactano Zonas “lisas”
A: Arabinano

AG-ll:  Arabinogalactano Il
RG-I: Ramnogalacturano |
RG-Il:  Ramnogalacturano Il

Zonas “erizadas”

Figura 3. Modelo estructural de las sustancias pécticas (Hidalgo, 2010).

Homogalacturanos. Los homogalacturanos son polisacaridos pécticos que estan
constituidos por cadenas sin ramificar de residuos de acido D-galactur6nico unidos por
enlaces a-(1-4), que pueden estar metilesterificados, formando lo que se conoce como
zonas lisas de las pectinas (Figura 4). La esterificacion parcial de los &cidos galacturénicos
ocasionada por el metanol o el &cido acético, produce un importante grado de
polimerizacion y de metilacién de las cadenas de homogalacturanos (Cartaya et al., 2009).
Segun Flanzy (2003), esta conformacidn les confiere dos caracteristicas importantes:

)} Una sensibilidad extrema a las enzimas pectoliticas, entre ellas las endo y exo-
poligalacturonasas

i) Acomplejamiento de los iones calcio con la consecuente capacidad de formar
geles

Segun el mismo autor, esta tendencia a la hidrélisis enzimatica conduce a la rapida
desapariciéon de las cadenas de homogalacturanos y la liberacién simultanea de
ramnogalacturanos | y Il, lo que explica su abundancia en mosto y baja presencia en el
vino. Siguiendo esta linea, Doco et al. (2007) describen presencia de unidades
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monoméricas de acido galacturénico en el vino, producto de la degradacién enzimatica de
los homogalacturanos por parte de las endo y exo- poligalacturonasas. Son el grupo de
polisacaridos mas abundante en la uva (Vidal et al., 2001; Pinelo et al., 2006).

COOH COOH COOH
0 O 0]
(o] H 0 O
OH H P _~0
H dH OH OH

Figura 4. Estructura molecular de los homogalacturanos (Cartaya et al., 2009)

Ramnogalacturanos |. Los ramnogalacturanos | (RG-1), segundos polisacaridos mas
abundantes en la uva, son polimeros con un esqueleto base de residuos alternados de D-
galactosa unidos en a-(1-4) y L-ramnosa unidos o-(1-2) (Lau et al; 1985). Numerosas
cadenas laterales de residuos de azlcares neutros pueden estar unidas a través de la
ramnosa en las posiciones C4 y/o C3, confiriendo un aspecto erizado. Las cadenas laterales
normalmente estan constituidas por arabinanos, galactanos y arabinogalactanos (Figura 5).
Estas moléculas son abundantes en las paredes celulares de las bayas (Lecas y Brillouet,
1994), sin embargo en el vino se encuentran en cantidades menores debido a su baja
solubilidad y a su marcada sensibilidad a la degradacion enzimatica (Pellerin y Cabanis,
2003, citado por Del Barrio-Galan, 2012).

5 R

Pl ﬁ

R y R': Cadenas laterales de arabinanos
y arabinogalactanos

HCe

000K __ 0O

HO
on

Figura 5. Estructura molecular de los ramnogalacturanos | (Hidalgo, 2010).

Ramnogalacturanos Il. Los ramnogalacturanos Il (RG-II) son otro tipo de polisacéaridos
pécticos encontrados en las paredes celulares primarias. Los RG-I1 tienen un esqueleto base
de ramnogalacturonano, pero contienen una compleja estructura de ramificaciones de
monosacaridos del esqueleto base (Figura 6) (Stevenson et al., 1988). La proporcién de
RG-11 en las paredes celulares de las bayas es relativamente baja, usualmente alrededor de
4% o menos (O’Neill et al.,, 1996). El ramnogalacturano 1l es uno de los mayores
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polisacaridos presentes en los vinos, lo que se explica por el caracter resistente de este
polisacarido a la accion de enzimas hidroliticas como las pectinasas (Pellerin y Cabanis
1998; Doco et al., 2007). Su concentracion es altamente dependiente de los procesos de
maceracion de las partes solidas, por lo que son mucho mas abundantes en vinos tintos (80-
120 mg/L) que en vinos blancos, donde su concentracion ronda los 30 mg/L (Doco et al.,
2007).

O, ",
0 .
A P,
0 | 0 AAA
noec o 0 HoOC ™ O™
MO 0 |
o moOC
o~ 0~
) 0
|

Figura 6. Estructura molecular de los ramnogalacturanos Il (Hidalgo, 2010).

D

Los ramnogalacturanos | y Il son més abundantes en las paredes celulares de los hollejos
que de la pulpa (Vidal et al., 2003, citado por Del Barrio-Galan, 2012). Ademas, es
importante mencionar que los ramnogalacturanos | no se encuentran presentes en vinos
blancos (Gerbaud et al., 1997).

Arabinanos. Estas moléculas forman una de las cadenas principales de los
ramnogalacturanos | (Villetaz y Amado, 1981). Los arabinanos estdn constituidos por
residuos de L-arabinofuranosido con uniones a-(1 - 5), por ramificaciones de residuos de
L-arabinofuranosido a través de las posiciones C2 o C3 o ambas. Los galactanos estan
constituidos por un esqueleto base de D-galactosa con uniones B-(1-4) y L-ramnosa
unidos en B-(1-4). Cuando este esqueleto de galactano estd sustituido con cadenas
laterales de a-arabinofuranosido, el galactano es conocido como arabinogalactano | (AG-I).
El arabinogalactano 11 (AG Il) es un polisacérido estructuralmente distinto caracterizado
por residuos de D-galactosa con uniones 3-(1 - 3) y (1 - 6) con sustituciones o-L-arabinosa
(Figura 7). Existe todavia controversia si el AG-11 es un componente real de la pared celular
primaria o si esta asociado al espacio extracelular y la membrana plasmatica (Carpita y
Gibeaut, 1993). Debido su baja solubilidad, son poco abundantes en mostos y vinos
(Pellerin y Cabanis., 1998).

->5)-a-L-Arsf -(l—-bS)-a-b-Arg( -(1-5)-a-L-Arg/ -(1 —»5)-a-(.~Ar¥ -(1—-5)-a-L-Arsf -(1—

T T
1 1
a-L-Arsf a-L-Ary/

Figura 7. Estructura de los arabinanos del vino (Hidalgo, 2010).
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Arabinogalactanos 1. Estan formados por una cadena de moléculas de galactosa o
galactopiranosa unidas por enlaces B-(1-4), con ramificaciones sobre el carbono en
posicion 3 o cadenas de arabinosa unidas por enlaces del tipo a-(1 - 3) (Figura 8). Son
moléculas muy insolubles, lo que explica su total ausencia en mostos y vinos (Hidalgo,
2010).

9 9

COpa—a- H-pa—a- >

Figura 8. Estructura del arabinogalactano | (Del Barrio-Galan, 2012).

O D-Galactosa

O L-Arabinosa

(g 1)o-
(g1)o-

Arabinogalactanos Il. Son polisacaridos estructuralmente distintos caracterizados por
residuos de D-galactosa con uniones B-(1-3) y B-(1-6) con sustituciones de a-L-
arabinosa, que se encuentra unido lateralmente a las cadenas de ramnogalacturanos I
(Figura 9). Corresponden al grupo de polisacaridos mas abundantes en mostos y vinos, con
contenidos entre 50-150 mg/L en los vinos blancos y entre 100-200 mg/L en los vinos
tintos (Hidalgo, 2010). Estas moléculas forman parte de la llamada zona “erizada” de las
pectinas y tienen masas moleculares altas, con valores entre 130.000 y 260.000 Dalton.

Existe aln controversia si los arabinogalactanos Il son un componente real de la pared

celular o si estan asociados al espacio extracelular y a la membrana plasmatica (Carpita y
Gibeaut, 1993).

p-D-Galp-(1- 4)-p-D-Galp<(1 -+ 4)-p-D-Galp-(1 -» 4)-3-D-Galp-(1 - 4)

3 3
1 1
a-L-Araf-(1- 5)-a-L-Araf a-L-Araf

Figura 9. Estructura del arabinogalactano Il (Hidalgo, 2010).
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Hemicelulosas

Las hemicelulosas son macromoléculas en gran parte neutras, que forman asociaciones no
covalentes con la celulosa. Las hemicelulosas pueden constituir alrededor del 30% en peso
de las paredes celulares primarias (Grant Reid, 2000).

El xiloglucano (XG) es el principal componente hemicelulésico de las bayas (Pauly et al.,
1999) y puede constiutuir alrededor del 20% de los polisacaridos no celulésicos de las
paredes celulares primarias (Dey y Brinson, 1984), aunque este valor puede ser muy
variable. El xiloglucano contiene un esqueleto base de D-glucosa con uniones 3-(1 - 4) que
presenta sustituciones de residuos D-xilosa unidos en a-(1 - 6), a los cuales pueden estar
unidos otros azlcares neutros tales como galactosa, arabinosa y fucosa (Figura 10). Los
xiloglucanos estan unidos fuertemente a las microfibrillas de celulosa a través de multiples
puentes de hidrégeno, conectando la cadena principal del XG a la superficie de las
microfibrillas de celulosa. Estos entrecruzamientos de microfibrillas de celulosa confieren a
la pared resistencia y también limitan la velocidad de elongacion de la pared (Alabersheim
etal., 1994).

Figura 10. Estructura de los xiloglucanos presentes en las paredes celulares (Pauly et al.,
1999).

Los heteroxilanos constituyen una pequefia proporcion de las paredes de las bayas. Estan
compuestos de un esqueleto base de D-xilosa con uniones -(1 - 4), con sustituciones muy
variadas o ramificaciones originadas a partir de residuos Xilosil unidos en posicion C2 o
C3. Estas sustituciones y las cadenas laterales estan constituidos por combinaciones de
residuos de arabinosa, glucurosilo (o su derivado 4-O-metil), xilosa y galactosa (Bacic et
al., 1988).

Los mananos estan constituidos por una cadena lineal de D-manosa con uniones en [3-
(1-4) de grados de polimerizacién variables (Bacic et al., 1988). Los galactomananos
tienen un esqueleto base B-(1 - 4)-manosa que esta sustituido generalmenete en la posicién
C6 con residuos individuales de o-galactosa. Los glucomananos y galactoglucomananos
son polisacaridos constituidos por residuos de D-manosa y D-glucosa unidos en B-(1 - 4)
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dispuestos al azar en una sola cadena. En los galactoglucomananos, los residuos de la
cadena principal se sustituyen con residuos individuales de a-D-galactosa en la posicion
C6. Estos polisacaridos son s6lo componenentes minoritarios de las paredes celulares de las
bayas (Bacic et al., 1988).

A contiuacién se presenta un resumen de los principales polisacaridos presentes en bayas
de Vitis vinifera con las concentraciones respectivas citadas en la literatura (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de los polisacaridos constituyentes de las bayas de Vitis vinifera.

Polisacarido Naturaleza  Concentracién en  Concentracion en Referencias
quimica la baya (mg/g)* el vino (mg/L)**
Homogalacturanos cida 100 ~0 Pellerin y Cabanis,
1998;Vidal et al.,
2001
Ramnogalacturanos I? cida 77,9-89,7 <20 Pellerin y Cabanis,
1998; Gerbaud et
al., 1997.
Ramnogalacturanos I1 cida 24,5-26,3 20-250 Hidalgo, 2010;
Doco et al., 2003.
Arabinanos neutra sfi ~0 Pellerin y Cabanis,
1998.
Arabinogalactanos | neutra sfi ~0 Hidalgo, 2010.
Arabinogalactanos 11 neutra sfi 50-200 Hidalgo, 2010.

* material de pared celular
** |os rangos estan dados por la variacion entre cepas blancas y tintoreras

& ausente en vinos blancos
s/i sin informacion

La estructura y disposicidn de los distintos componentes de la pared celular primaria de
Vitis vinifera se muestra a continuacion en la Figura 11, donde se esquematiza la matriz de
polisacaridos o pectinas, como también las microfibrillas de celulosa embebidas en esta
compleja estructura. A su vez, el Cuadro 2 muestra la composicion quimica de los
principales polisacéaridos presentes en el vino.
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CT———/> Celulosa Principales dominios de las pectinas

Principales hemicelulosas SR,

~— "~ Xiloglucano o~ Homogalacturano
~—— Arabinoxilano AAAAAA P~ Xylogalacturano
\< Arabinano

«a@» Ramnogalacturano II

Figura 11. Estructura de la pared celular primaria y los distintos componentes
polisacaridicos que la conforman (Cosgrove, 2005).

Cuadro 2. Composicion quimica de los principales polisacéridos del vino (Vernhaut et al.,
1996).

MPO MP1 MP2 AGPO AGP1 AGP2 RG-II

Proteinas 6,2 3,5 4,6 6,0 3,7 3,9

Acidos urénicos® * 35 4,7 7.3 40,2
Az(cares neutros® 92,7 82,8 72,4 90,5 87,4 74,1 28,9
Fésforo® 0,13 0,34 0,43

Ramnosa® 0,5 1,3 3,5 35,4
Arabinosa” 0,9 0,8 3,8 39,2 46,5 46,4 24,7
Manosa” 96,8 97,6 89,9 1,0 1,2

Galactosa” 0,6 0,9 4,2 60,8 50,4 48,0 15,3
Glucosa” 1,6 0,7 1,6 0,8 0,9 0,7
2-O-CH3-Fucosa” 6,4
Fucosa® 4,8
2-0-CH3-Xylosa" 5,1
Apiosa® 7,9
# Porcentaje de materia seca

o Mol

* < 0,2 % del total

*MP0, MP1Y MP2 corresponden a distintas fracciones aisladas de manoproteinas
*AGP0, AGP1 y AGP2 corresponden a distintas fracciones aisladas de arabinogalactanos
*RG 11 corresponde a los arabinogalactanos 11
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Polisacaridos de las levaduras

La pared celular de las levaduras es una estructura de gran plasticidad, que da forma a la
célula, controla la permeabilidad celular y protege a la célula de los cambios osmoticos
(Molina et al., 2000).

La pared celular de la levadura representa entre 20 a 30% de la célula de la levadura en
peso seco. Estd compuesta de polisacaridos complejos como los [-glucanos, las
manoproteinas y la quitina, todos ellos de caracter neutro (Cuadro 3). Especificamente, la
pared celular de Saccharomyces cerevisiae se encuentra constituida principalmente de
polisacaridos en proporcion 58% de B-glucanos, 40% de manoproteinas y un 2% de quitina
(Fleet et al., 1977). La pared celular estd compuesta por dos capas de polisacaridos. La
primera de ellas denominada capa interna o pared celular interna, es una matriz transparente
y amorfa constituida principalmente de B-(1,3) y B-(1,6)-glucanos, moléculas responsables
de mantener la forma y rigidez de la célula y por tanto determinantes en la resistencia a los
cambios osmaticos y mecanicos (Cid et al.,1995). La segunda, denominada capa externa o
pared celular externa es la mas importante desde el punto de vista enolégico, por su alto
contenido de manoproteinas (30-50% del peso seco), las cuales se encuentran entrelazadas
por enlaces glucosidicos a los 3-(1,6)-glucanos (Molina et al., 2000) (Figura 12).

Las manoproteinas se encuentran ubicadas en la capa externa ancladas a la capa interna de
B-glucanos o bien la atraviesan completamente. Son las moléculas responsables de la
porosidad de la pared, juegan un rol de filtro selectivo y proteccidn contra los ataques
quimicos y enzimaticos de tipo glucanasa (Nguyen et al., 1998, Zlotnik et al., 1984). Por su
parte, la quitina juega un rol importante durante la morfologia y formacion de células del
ciclo celular. A nivel molecular, la arquitectura de la pared parece estar constituida por
blogues de construccion flexibles, que reagrupan a los componentes a través de uniones
covalentes como una estructura ordenada (Liesen et al., 1996, Cabib et al., 2001).

Manoproteinas

” I = Pared
(30-50%)
celular

exterma

Pared
celular
interna

¢~ Espacio periplasmatico

E\ | Membrana plasmatica

fosfolipidica

. ST | | o e et e e e e
RSB LN | | e e s %% 0 0 T Y0
‘/Jv(‘/JJ-J~JJJJ\.)_/\JJJJ\:)J'U_/J\JJJ, sesccoce,

Figura 12. Estructura de las envolturas celulares de la levadura (Molina et al., 2000). Se
indica el porcentaje en peso de cada componente (Klis et al., 2006).



19

Quitina

La quitina se sintetiza a partir de N-acetilglucosamina por accion de la enzima quitin
sintasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio extracelular proximo a la
membrana citoplasmaética (Figura 13). El contenido en quitina de la pared celular varia
segun la fase morfoldgica de la levadura y representa entre el 1 y 2% del peso seco de la
pared celular de las levaduras (Ponton, 2008).

cu20H NHCOCH; cuzon NHCOCH;
NHCOCH; CH20H NHCOCH; cuzou

Figura 13. Estructura de la quitina (Gibbons, 2002).

B-glucanos

Los B-(1 - 3)-glucanos tienen un grado de polimerizacion de ~ 1500 unidades de glucosa en
cadena y tienen una estructura similar a un resorte en espiral que confiere elasticidad y
resistencia a la traccion a la pared celular. En la parte externa se pueden unir moléculas
altamente ramificadas de [-(1-6)-glucanos, que a su vez pueden unirse a las
manoproteinas (Lesage y Bussey, 2006) (Figura 14).

Los B-(1- 6)-glucanos forman un polimero de entre 150-350 residuos de glucosa por
molécula y poseen una estructura amorfa muy ramificada (Lesage y Bussey, 2006).

CH,OH OH
o
H/n o OoH H\H
OH H H
OH CH,OH

Figura 14. Estructura de los B-glucanos (Gibbons, 2002).
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Manoproteinas

Los polisacéridos parietales de las levaduras cedidos al vino (100-150 mg/L), se conocen
con el nombre de manoproteinas. Estos compuestos estdn formados por una cadena
peptidica lineal, llevando, por un lado, cadenas méas cortas de una a cuatro moléculas de
manosa unidas a la cadena peptidica por enlaces O-glicosil sobre la serina y treonina y, por
otra parte, de un o-D-manano de alta masa molecular, con unas 150 a 250 unidades de
manosa muy ramificadas a su vez con otras cadenas laterales de manosa mas cortas de una
a tres unidades, unido a la cadena peptidica sobre la asparagina mediante un enlace N-
glicosil y haciendo intervenir dos unidades de N-acetilglucosamina (Figura 15). Se pueden
distinguir en los vinos dos tipos de estos compuestos (Hidalgo, 2003):

-Manoproteinas mayoritarias; representan entre un 80-100% del total, que contienen un
90% de manosa y un 10% de proteinas. Su masa molecular oscila entre 100.000 y
2.000.000 de Da.

-Glucomanoproteinas minoritarias; representan entre un 10-20% conteniendo un 25% de
glucosa, 25% de manosa y 50% de proteinas. Su masa molecular oscila entre 20.000-
90.000 Da.

De acuerdo a lo sefialado por Navascués (2010), las manoproteinas son componentes
mayoritarios de la pared celular de las levaduras (25-50%) y junto a otros polisacaridos
forman su estructura. Estos componentes son liberados durante la fase de crecimiento
activo de las levaduras y posteriormente durante la autélisis. Quimicamente las
manoproteinas son proteoglicanos que contienen entre un 5-20% de porcién peptidica y un
80-95% de cadenas de manosa (Navascués, 2010).

La liberacion de estos polisacaridos de las paredes de las células se produce por la accion
de enzimas parietales endo [-(1- 3)-glucanasas y endo [B-(1- 6)-glucanasas, con una
importante actividad durante la fermentacion alcohdlica y un mantenimiento mucho mas
debilitado durante algunos meses después de la misma. La autolisis de las levaduras durante
la conservacion del vino sobre las lias, conduce a una liberacién de las manoproteinas
fijadas sobre el glucano de las paredes celulares, asi como una hidrolisis parcial de las
glucomanoproteinas, siendo estos compuestos resultantes muy solubles en medio acuoso
como es el vino. Las manoproteinas pueden ser degradadas por enzimas tales como: exo-
(1 - 6)-0-D-manosa, exo-(1 - 2)-0-manosa y a-D-manosidasa (Hidalgo, 2003).

Se ha determinado que las manoproteinas liberadas al vino durante la fermentacion,
sumado a los arabinogalactanos 11 y ramnogalacturanos Il (RG-I1), derivados de la uva, son
los principales tipos de polisacaridos presentes en el vino, representando el 35, 42,2 y 19%
repectivamente del total de polisacaridos (Vidal et al., 2003).
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Figura 15. Estructura de las manoproteinas extracelulares de levadura (extraido de Bajard-
Sparrow et al., 2007).

Cuadro 3. Contenido de macromoléculas de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae
(Aspinall, 1980).

Macromolécula Peso seco de la pared celular (%0)
Manoproteinas 35-40
B-(1 - 6)-glucanos 5-10
B-(1 - 3)-glucanos 50-55
Quitina 1-2

Propiedades de carga de los polisacaridos del vino

Las interacciones de los polisacaridos del vino con otros constituyentes dependeran tanto de
sus propiedades fisico-quimicas como de su carga neta. Vernhautt et al. (1996) estudiaron
la carga de los polisacaridos para relacionarla con su capacidad de retencion de otras
moléculas. El estudio se llevo a cabo en una solucion hidroalcohdlica de un vino modelo
(pH 3,5) y distinguidé entre las manoproteinas de las levaduras y los polisacaridos de la
baya. En el primer caso, todos los polisacaridos resultaron tener carga negativa en la
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solucién hidroalcohdlica usada como muestra (Cuadro 4). En el segundo caso, se concluy6
que la carga neta de las manoproteinas resulta de la presencia de grupos fosfato y de las
cadenas laterales de grupos amino y carboxilo.

La evolucion de esta densidad de carga en funcion del pH variara dependiendo si estamos
hablando de polisacaridos pécticos o de manoproteinas (Hidalgo, 2010). En el caso de las
manoproteinas, la densidad de carga sufre muy poca variacion en funcién del pH y es
consecuencia de la ionizacion de los grupos fosfato de la porcion polisacaridica, asi como
de los grupos carboxilo y amino de los aminoacidos de la porcion proteica (Amory y
Rouxhet, 1988; Bowen y Ventham, 1994). En el caso de los polisacaridos pécticos, la
densidad de carga es bastante mas sensible a las variaciones de pH, produciéndose un
aumento significativo de la carga negativa entre pH 2 y 5, llegando a un valor de equilibrio
en los rangos de pH del vino. Las carga negativa en estas moléculas esta relacionada con
los grupos carboxilos de los acidos urdnicos (acidos galacturénicos y glucurénico), que son
acidos mas débiles que los grupos fosfato. Las partes proteicas, en tanto, no parecieran
tener mayor influencia en el perfil de carga de estas macromoléculas (Frevert y Ballou,
1985).

El conocimiento de la naturaleza de las cargas netas y naturaleza de los grupos funcionales
de polisacaridos pécticos y manoproteinas permite predecir el comportamiento de estas
macromoléculas cuando interaccionan con otros componentes del vino. Esto permitird
saber como evolucionan estas macromoléculas en funcion del pH y asi conocer su punto
isoeléctrico, informacion necesaria para los endlogos a la hora de decidir sobre la
conveniencia de tratamientos como la clarificacion o la filtracion, o también para entender
como las distintas fracciones de polisacaridos interaccionan con los compuestos fendlicos
del vino (Feuillat y Charpentier, 1998).

Cuadro 4. Carga negativa (en C/g) de los polisacaridos del vino en una solucién de modelo
hidroalcoholico a pH 3,5 (Vernhaut et al., 1996).

Polisacarido Carga (C/g)
MPO 7,8
MP1 52
MP2 66

AGPO 6,6
AGP1 22,4
AGP2 59,5

RG-I1 91,7
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Naturaleza quimica de la interaccion entre los componentes de la uva

Los compuestos fendlicos de la baya interactian constantemente con otros componentes
como las proteinas y los polisacaridos (Terrier et al., 2009). La interaccion de los
polisacaridos con antocianos por ejemplo, puede incrementar la estabilidad colorante,
mientras que la interaccién con flavanoles como la catequina participa en la reduccion de la
sensacion de astringencia y amargor (Pefia, 2005). En cuanto a la naturaleza de las
interacciones entre flavonoides y polisacaridos, Poncet-Legrand et al. (2003) sefialan a las
uniones hidrofobicas y los puentes de hidrégeno como las mas importantes, lo que se
explica por las propiedades fisico quimicas de los agregados de flavonoides, que les
impiden por ejemplo, formar enlaces idénicos con otras moléculas.

Vernhet et al. (1996) describen también la incidencia de las propiedades de carga de los
polisacaridos en cuanto a su interaccién con otros componentes del vino. Estos autores
mencionan que la fraccion acida de los polisacaridos tiende a formar parte de interacciones
electrostaticas e iones con otros componentes cargados, sobre todo considerando la alta
carga negativa de estas macromoléculas en los rangos de pH en el vino. A modo de
ejemplo, se sefiala que las uniones que se forman entre polisacéridos y proteinas, que
pueden resultar en complejos solubles o insolubles, son altamente dependientes de las
cargas netas y de los grupos funcionales de los polisacaridos. De aqui el impacto que
pueden llegar a tener los tratamientos de clarificacion, pues modifican la composicion
glucosidica de los vinos y consecuentemente su estabilidad y atributos organolépticos.

En cuanto al tipo de uniones quimicas entre los diversos componentes polisacaridicos de las
pectinas, Cosgrove (2005) propone un tipo de unién covalente, aunque la naturaleza del
enlace no ha sido claramente determinada. EI mismo autor propone los siguientes puntos en
su modelo (Figura 16):

e Los dominios de las pectinas podrian estar covalentemente enlazados, formando una
compleja malla molecular donde los ramnogalacturanos | actian como soporte,
mientras los otros polisacaridos se insertan en esta matriz a modo de ramas.

e Los homogalacturanos estarian entrelazados por enlaces ionicos a través de iones
calcio, mientras el boro seria el responsable de los enlaces diéster entre los
ramnogalacturanos.

e Los ramnogalacturanos Il se encuentran formando dimeros por medio de enlaces del
tipo éster. Este tipo de union determina algunas caracteristicas como la porosidad y
grosor de la pared celular primaria.

Por consiguiente, los diferentes polisacaridos pécticos estan unidos entre ellos de manera
covalente para formar las pectinas nativas que se encuentran en las paredes celulares
(Albersheim et al., 1996), lo que explica que las llamadas zonas “lisas” (sin ramificaciones)
de las pectinas son rapidamente degradadas bajo la accion de enzimas pectinoliticas
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enddgenas de la uva. Esta hidrolisis enzimatica conduce a una répida desaparicion de las
cadenas de homogalacturanos y a la liberacion simultanea de ramnogalacturanos | y 1l.
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Figura 16. Modelo de formacidn de redes de pectina en la pared celular (Cosgrove, 2005).
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INTERES ENOLOGICO DE LOS POLISACARIDOS

Antecedentes generales

El vino es una suspension coloidal en la que los coloides micelares (materia colorante, sales
tartaricas, fosfato férrico, etc.) son mantenidos en dispersion por la accién de cargas
eléctricas que garantizan una repulsion de las particulas. Los coloides macromoleculares
(proteinas, polisacéridos) son estabilizados por el doble fendmeno de la hidratacion y de
cargas eléctricas. El vino posee una gran variedad de macromoléculas que pueden
aglomerarse y formar particulas finas, que quedan en suspension, apareciendo una turbidez
o terminando en floculos que precipitan y forman depoésitos. Estos problemas pueden ser
resueltos por dos intervenciones enolégicas. La primera consiste en eliminar las moléculas
potencialmente inestables a través de clarificacion y/o filtracidn. Esta técnica, generalmente
conduce a un empobrecimiento organoléptico del vino. La segunda estrategia consiste en
asociar las macromoléculas inestables a otras més estables, conocidas como “coloides
protectores” (Caridi, 2006).

Tratando de demostrar la importancia de los polisacaridos en su rol de coloides protectores,
Fanzone (2012) estudié los parametros fenolicos y polisacaridicos globales en vinos
Malbec y Cabernet Sauvignon, observando una tendencia hacia una mayor concentracion
de estos compuestos en vinos con mayor valor comercial, coincidentes también con una
mejor valoracion sensorial en los vinos de alta gama con mayor contenido de polisacaridos
(Figura 17). Si bien el método de extraccion utilizado en este estudio no permitio la
separacion de las unidades de polisacaridos, se observaron diferencias significativas entre
los distintos umbrales de curva de cada fraccion polisacaridica, midiéndose mayor
concentracion de las distintas fracciones en los vinos de mayor gama.
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Figura 17. Distribucion por peso molecular de las fracciones solubles de polisacaridos en
vinos Malbec y Cabernet Sauvignon de distinto valor comercial (Fanzone, 2012).

En este contexto, las macromoléculas derivadas de las paredes celulares de levaduras,
particularmente las manoproteinas, han atraido mucha atencién en el mundo de la enologia
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en los ultimos 15 afios, debido a su demostrada contribucion a la calidad del vino y su
estabilidad quimica, actuando como coloides protectores (Caridi, 2006).

El vino como un sistema coloidal

La categorizacién del vino como un sistema coloidal (Feuillat, 1987) es fundamental para
entender las interacciones moleculares que se producen, y mas especificamente como los
polisacaridos se comportan en este medio. En general, el concepto de coloide es usado en
las soluciones quimicas para definir ciertos tamafios de moléculas disueltas en ellas
(Hiemenz, 1986). En el caso de los vinos, sin embargo, es mas correcto hablar de un estado
coloidal conformado por dos fases (Flanzy, 2003): la fase dispersa, conformada por las
particulas coloidales y una fase dispersante o continua. En el caso de los mostos, esta
ultima fase es el agua, y en el caso de los vinos, una solucion hidroalcohélica conformada
por sistemas polidispersos conformados por particulas de distintos tamafios y afinidad
quimica por el solvente (Figura 18). Segun Flanzy (2003), entre las caracteristicas méas
relevantes de los coloides estan la solubilidad y la carga quimica. Segun su solubilidad, se
denominan hidrofilos cuando estos coloides son solubles en medios acuosos e hidr6fobos
cuando no los son.

moléculas en solucion: iones
osas
acidos organicos
compuestos fendlicos
NM el aromas, etc.

macromoléculas: polisacaridos
proteinas

particulas: quiebras metalicas en vias de compuestos

formacion, precipitados de compuestos | Ccoloidales
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quiebras proteicas, cristales ;
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Figura 18. Diversos estados fisicoquimicos en el sistema coloidal del vino (Hidalgo, 2010).

Los coloides hidrofilos presentes en el vino pueden ser de origen enddgeno o exdgeno,
siendo los primeros polisacaridos y proteinas provenientes de la uva. Los exdgenos, en
tanto, corresponden a las manoproteinas de levaduras liberadas durante la fermentacién
alcohdlica y el envejecimiento con lias (Flanzy, 2003). Los coloides hidrofobos por su
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parte, corresponden a agregados de moléculas de estructura cristalina, materia colorante
diversa, precipitados, entre otros (Saucier et al., 2000). Es importante mencionar que los
coloides hidr6fobos son inestables en la solucion hidroalcohdlica del vino, y por lo tanto,
son el origen de la turbidez y precipitados (Flanzy, 2010). La floculacion también se puede
dar en los coloides hidrofilos a través de dos fendmenos: supresion de carga eléctrica y
deshidratacion (Ubeda, 2000) (Figura 19).
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Figura 19. Esquema de floculacion de coloides hidrofilos (Ubeda, 2000).

Flanzy (2003) sefiala la existencia de compuestos capaces de impedir la floculacion o
precipitacion de los coloides hidrofobos. La literatura denomina a estos compuestos
coloides protectores, dada su capacidad de participar en procesos de estabilizacion tartarica
y proteica asi como de la materia colorante, lo que finalmente puede mejorar los atributos
organolépticos del vino. EIl efecto protector se explica por una fijacion de los coloides
hidrofilos sobre la superficie de los coloides hidr6fobos, por lo que permanecen estables en
la solucién (Hidalgo, 2010). EI mismo autor sefiala que el efecto final es la estabilizacion
de los otros coloides en el medio, asi como también evitar que estos se aproximen para
flocular.

Segun Hidalgo (2010), el vino contiene de manera natural diversas sustancias que se
comportan como coloides protectores, que en general son todos aquellos que se comportan
como coloides hidréfilos, pero especificamente son los polisacaridos las moléculas que
presentan estas propiedades de forma mas marcada, procediendo en algunos casos de la
vendimia sana, y en otros, de las paredes celulares de los microorganismos del vino en
forma de manoproteinas.

La forma en que estos coloides interacttan en el vino esta siendo ampliamente discutida en
la actualidad, y si bien no esta totalmente claro su modo de interaccion con los distintos
componentes del vino, sus efectos benéficos estan comprobados y avalados en la literatura
que se cita en los capitulos posteriores.
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Estabilidad proteica

La quiebra proteica es un fendmeno enoldgico indeseado, que se produce por la
insolubilizacién de proteinas termosensibles provenientes de las bayas, y que tiene como
principal consecuencia la precipitacion de estas macromoléculas, produciendo defectos
visuales especial y casi exclusivamente en vinos blancos (Hidalgo, 2010).

Como se menciond anteriormente, los coloides hidréfobos del mosto y vino, entre ellos las
proteinas provenientes de la uva y levaduras, pueden flocular debido a distintos fendmenos
fisicoquimicos. En este contexto, el efecto de los coloides protectores contra la quiebra
proteica en vinos blancos ha sido descrito por diversos autores (Waters et al., 1994).

El aumento del contenido proteico en mostos y vinos se debe a diferentes técnicas bastante
difundidas en la actualidad como son: exceso de fertilizacion nitrogenada,
sobremaduracién, maceraciones de los hollejos, desfangados, envejecimiento con lias, entre
otras (Blouin et al., 2003).

La concentracion de proteinas totales depende del tipo de vino y varia tipicamente entre 15
a 230 mg/L (Ferreira et al., 2001). Las proteinas relacionadas con la patogénesis de la baya
son particularmente estables bajo las condiciones de vinificacion, y por lo tanto pasan al
vino, donde pueden precipitar, formando sedimentos y causando la quiebra proteica
(Waters et al., 1996) (Figura 20). Las fracciones proteicas responsables de la inestabilidad
del vino son glicoproteinas térmicamente inestables de bajo peso molecular (12 y 20-30
kDa) y de bajo punto isoeléctrico (Hsu y Heattherbell, 1987; Dawes et al.; 1994), lo que
implica que tienen carga positiva en el pH del vino.
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Figura 20. Mecanismo de la quiebra proteica (Blouin, 2003).

Si bien no hay claridad respecto al mecanismo, hay demostraciones empiricas de los
beneficios de las manoproteinas en la prevencion de la quiebra proteica. Ledoux et al.
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(1992) demostraron que un vino envejecido con lias de levadura tenia un potencial de
quiebra proteica menor y ademas menores requerimientos de dosis de bentonita para
prevenir este fendmeno comparado con otro vino de iguales caracteristicas, en cuanto a
contenido proteico, pero no envejecido con lias. Las moléculas responsables de esta accion
resultaron ser las manoproteinas, no obstante, otras glicoproteinas también han demostrado
tener efecto en la reduccién de la quiebra proteica, incluyendo arabinogalactanos (Waters et
al., 1994).

En un estudio llevado a cabo por Dupin et al. (2000), se evalud el efecto protector de la
turbidez de un aislado de levadura (invertasa), para lo cual se midi6 la concentracion de
manoproteinas y derivados en soluciones de vino con distintos tiempos de crianza con lias,
encontrandose resultados bastante convincentes en cuanto a la prevencion de la quiebra
proteica. En el Cuadro 5 se muestra el grado de disminucion de la turbidez como un
porcentaje de la medicidn de la turbidez inicial, bajo un tratamiento de induccién por calor.
Este estudio también confirma a las manoproteinas (con alto contenido de manosa) por
sobre las glucomanoproteinas, como las principales moléculas responsables del fenémeno,
en una concentracion de 175 mg/L, medidas al final de la fermentacion.

El mecanismo exacto por el que las manoproteinas protegen al vino de la quiebra proteica
no estd del todo claro. Ademas, se ha establecido que la adicion de manoproteinas no
previene la precipitacion, sino que disminuye el tamafio de particulas responsables de la
quiebra (Waters et al., 1993) y que también se puede deber a un fendmeno de competencia
entre las manoproteinas y proteinas del vino. Esto qued6 corroborado por Dupin et al.
(2000), quienes demostraron que el uso de manoproteinas no cambiaba ni la cantidad ni
calidad de las proteinas precipitadas, pero si disminuia el efecto de turbidez en el vino. A su
vez concluyeron que la manoproteina utilizada no formaba parte del precipitado y
permanecia soluble en el vino.

Cuadro 5. Actividad protectora de las manoproteinas sobre la estabilidad proteica (Dupin
et al., 2000).

Tiempo en lias de levaduras Concentracion de polimeros de Actividad protectora de la
(semanas) manosa liberados (mg/L) turbidez del material liberado
(% turbidez)
0 0 100
2 4 90
4 10 80
6 11 70
8 15 50

De acuerdo a los antecedentes expuestos, se puede concluir que las manoproteinas
interactian con componentes no proteicos del vino ain no esclarecidos, los cuales son
necesarios para la formacion de largas cadenas de proteinas desnaturalizadas e inestables,
que serian responsables del aspecto de turbidez del vino. Por lo tanto, es vital la
identificacion de estos componentes para un uso adecuado de las manoproteinas y sus
derivados en el manejo de la turbidez en bodega, lo que a su vez puede permitir bajar los
costos por el uso de bentonita como elemento clarificante.
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Estabilidad tartarica

La obtencion de la estabilidad tartdrica es una probleméatica especifica del sector
vitivinicola, debido a la riqueza de las uvas en acido tartarico y en sales de potasio y calcio,
que pueden precipitar en ciertas condiciones fisicoquimicas y termodindmicas (Moutounet
et al., 1999).

El &cido tartarico, en presencia de los iones potasio y calcio, forma distintas sales, tales
como el bitartrato potasico, tartrato neutro de calcio, tartrato doble de potasio y calcio, y
con el acido malico, el malotartrato de calcio. El bitartrato potasico es el mas abundante
entre estas sales y tiene la caracteristica de ser poco soluble en soluciones hidroalcohdlicas
conservadas a bajas temperaturas, pH débilmente acidos y en presencia de ndcleos de
cristalizacion. Estas condiciones, muy frecuentes en los vinos, son los responsables de que
los vinos que no son debidamente estabilizados, durante el almacenamiento precipiten el
bitartrato de potasio en forma de depositos cristalinos o amorfos (Tribuzi, 2013).

De acuerdo a lo sefialado por Togores (2007), los ramnogalacturanos 11 y las manoproteinas
derivadas de la autolisis de las levaduras del vino, son capaces de impedir la
insolubilizacién de las sales de bitartrato de potasio, frenando su posterior precipitacion. El
mismo autor sefiala que cuando el ramnogalacturano 11 excede los 100 mg/L, tal como es el
caso de los vinos tintos o en los blancos fermentados en barrica, este polisacarido tiene un
comportamiento similar al de las manoproteinas, actuando como inhibidor de la
cristalizacion de las sales de tartrato.

Por otra parte, varios estudios demuestran que las manoproteinas inhiben la precipitacion
tartarica (Moine-Ledoux et al., 1999; Lubbers et al., 1994; Togores, 2007) con un efecto
que podria deberse a una inhibicidn competitiva, que limita la formacién de cristales,
impidiendo la nucleacion.

Las manoproteinas pueden actuar ya sea inhibiendo la formacion de cristales o bien
cambiando sus propiedades y haciéndolas mas solubles a una temperatura mas baja
(Goertges y Stock, 2000). De acuerdo a Gerbaud et al. (1997), las manoproteinas afectan la
tasa de crecimiento de las sales de bitartrato de potasio, uniéndose especificamente en los
puntos de nucleacion y previniendo la expansién de la estructura cristalina. Moine- Ledoux
(2002) complementa esta informacion, afirmando que el efecto estabilizador de estas
moléculas es mas eficiente y duradero que el logrado con el &cido metatartarico, insumo
habitual en enologia para lograr la estabilidad tartarica. Se ha demostrado también, que con
una dosis de 25 g/hL de manoproteinas, tanto vinos tintos, blancos y rosé permanecen
estables incluso después de haber sido mantenidos a -4°C por un periodo de 6 dias, lo que
confirma su efecto en la disminucion de la temperatura de cristalizacion (Moine-Ledoux y
Dubourdieu, 1999).
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Influencia en las propiedades sensoriales en boca

En general los estudios indican que la astringencia en el vino se trata de una sensacion tactil
gustativa, producida principalmente por la interaccién entre los polifenoles del vino
(principalmente flavanoles), con las proteinas de la saliva (Gawel, 1998). Algunos estudios
han determinado que algunas proteinas salivales ricas en prolina (Sarni- Manchado et al.,
1999) y otras proteinas comerciales como gelatina y seroalbimina bovina o BSA (Hatano
et al., 2003) presentan una gran afinidad para unirse a los taninos.

Esta sensacion téctil denominada astringencia es un complejo fendmeno que involucra la
interaccion de diferentes compuestos tales como polifenoles, proteinas, carbohidratos, iones
metalicos, entre otros, generando la precipitacion de proteinas y una pérdida de lubricacion
en la cavidad bucal (Mateus et al., 2006). La formacion del complejo insoluble
procianidinas - proteinas salivales puede estar dada por la creacién de puentes de
hidrégeno, interacciones de tipo hidrofébica o por atraccion electrostética (Figura 21)
(Zamora, 2003).
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Figura 21. Mecanismo molecular de la astringencia (Zamora, 2003).

Tratando de entender la importancia de los polisacaridos en la disminucion de la
astringencia, Riou et al. (2002) analizaron la incidencia que tienen estas macromoléculas en
la agregacion de los taninos. Los resultados permitieron observar que los polisacaridos no
impedian la agregacion inicial de taninos, pero influian en la evolucion del tamafio de las
particulas. En este sentido, a las concentraciones de taninos del vino, los ramnogalacturanos
I incrementaron fuertemente el diametro medio aparente de las particulas, mientras que los
arabinogalactanos no impactaron la agregacion de los taninos. Un aumento del diametro
medio de las particulas significa una mayor agregacién de taninos, lo que limitaria la union
de los taninos con las proteinas salivales, disminuyendo la percepcion de astringencia.
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En relacién al efecto de las manoproteinas sobre la percepcién de astringencia, diversos
autores han postulado que los taninos, en ausencia de interacciones con manoproteinas,
presentan una gran reactividad con las proteinas de la saliva. Por el contrario, en presencia
de estos compuestos a las concentraciones del vino (50mg/L), se agruparian formando
macro-estructuras estables, limitando su reaccién con las proteinas de la saliva, y por
consiguiente, la sensacion de astringencia (Zamora, 2003; Riou et al., 2002) (Figura 22).
De la misma manera, se ha observado que los vinos tratados con manoproteinas,
presentarian una mayor redondez en boca, percepcion asociada a una baja astringencia
(Guadalupe et al., 2007).
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Figura 22. Esquema de interaccion tanino-manoproteina y autoagregacion de taninos (Del
Barrio-Galan, 2012).

Guadalupe y Ayestaran, (2008), estudiaron el efecto de las manoproteinas comerciales,
sobre el contenido y perfil de los polisacaridos, y polifenoles del vino. En este estudio se
utiliz6 mosto y vino de la variedad Tempranillo, el cual fue vinificado por un lado, sin
manoproteinas y por el otro, con 13,5 g/hL de un preparado de manoproteinas comerciales.
Los resultados mostraron que al inicio de la fermentacion alcohdlica, los mostos tratados
con manoproteinas presentaban alrededor de 100 mg/L mas de manoproteinas de alto peso
molecular (bMP) que su respectivo control. Luego, se observo una disminucion de bMP en
las muestras tratadas con manoproteinas comerciales, lo que coincidié con una reduccion
sustancial del contenido de taninos. Segun los autores, esta observacién sugeriria una
precipitacion de los agregados manoproteinas-taninos. A partir de lo anterior, Guadalupe y
Ayestaran plantearon dos hipotesis

(1 En las condiciones estudiadas, las manoproteinas podrian actuar como
estabilizadores, ya que la interaccién entre taninos y manoproteinas daria lugar a
estructuras de alto peso molecular que serian inestables y precipitarian, llevando
a una disminucion en el total del contenido de taninos.
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(i) En las condiciones estudiadas, las manoproteinas podrian actuar como
floculantes de los polimeros en lugar de estabilizadores. La floculacion se
explica generalmente por uniones, donde las mismas moléculas de
manoproteinas se unen a los diferentes taninos, dando lugar a la formacion de
grandes agregados y su posterior precipitacion.

Mateus et al. (2006) y Carvalho et al. (2006) sefialan que existen dos mecanismos en los
que la interaccion taninos - proteinas salivales parecen ser inhibidas por la presencia de
polisacaridos. El primero postula que algunos polisacaridos son polielectrolitos y podrian
formar complejos ternarios solubles en medio acuoso de polifenoles — proteinas —
polisacaridos. Esta union puede estar dada por la formacion de puentes de hidrégeno entre
un atomo de hidrégeno de los polisacaridos y un grupo hidroxilo de los polifenoles, o
también por interacciones hidrofébicas. El sequndo, en cambio, sefiala que los polisacaridos
encapsulan a los polifenoles interfiriendo con la unién a proteinas (Figura 23).

COMPLEJO INSOLUBLE

an
P . oﬁ » ﬂ ﬁ TANINO-PROTEINA

o b CO.\[I"LEJO SOLFBLI
l_ In’ 71\ Tomo FRoT.
Ya :3!
— o, fofe fofe
QU000

COMPLEJO SOLUBLE
TANINOS-HIDRATOS DE
CARBONO

Figura 23. Supuestos mecanismos de inhibicion del complejo taninos — proteinas por los

polisacéaridos. P: proteina, T: tanino y C: polisacérido (Carvalho, 2006).

Asimismo, Carvalho et al. (2006), utilizando algunos taninos, dos proteinas salivales (a-
amilasa y proteinas ricas en prolina) y cuatro fracciones de polisacaridos [AGP0, AGP50,
AGP150 (arabinogalactanos) y RG-1l (ramnogalacturano 1l1)], evaluaron el efecto de los
polisacaridos sobre la agregacion tanino-proteina. Los resultados determinaron que las
fracciones mas &cidas de los arabinogalactanos, tienen la capacidad de inhibir la formacion
de agregados tanino-proteina, incluso en concentraciones bajas de hasta 20 mg/L
(polisacarido AGP 150 para a-amilasa y proteinas ricas en prolina y AGP 50 y RG-I1 para
a-amilasa). Segun estos autores, las observaciones previamente sefialadas, demostrarian
que los vinos con estos niveles de polisacaridos podrian presentar una baja astringencia,
incluso con un aumento sostenido de la concentracion de polifenoles. Sin embargo, altos
niveles de algunos polisacaridos, tales como AGPO y RG-II, podrian aumentar la sensacion
de astringencia.
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Vidal et al. (2004b), analizaron sensorialmente algunas fracciones de polisacéridos
(neutros: manoproteinas y arabinogalactanos unidos a proteinas y acidos: ramnogalacturano
I1), en una solucion de vino modelo. Los resultados mostraron que ambas fracciones de
polisacaridos, aumentan significativamente la sensacién de redondez en boca, parametro
sensorial que se correlaciona con una menor astringencia. Ademads, la fraccion de
polisacaridos &cidos (RG-I1) provocd una disminucion significativa del atributo asociado a
la astringencia del vino mientras que la fraccidn de polisacaridos neutros (manoproteinas y
arabinogalactanos) presentd menor efecto sobre la astringencia.

Influencia en el perfil aromatico

Juega et al. (2012), estudiaron la influencia de las manoproteinas en la mejora del aroma en
vinos blancos cv. Albarifio fermentados por 30 dias con tres cepas distintas de levaduras.
Las cepas fueron seleccionadas por su alta capacidad de liberar manoproteinas, para lo cual
fueron previamente evaluadas en laboratorio. La variedad de uva elegida, a su vez, se
explica por ser materia prima de vinos altamente aromaticos.

La mayoria de los compuestos encontrados en el vino final correspondieron a alcoholes
superiores, encontrandose muchas veces diferencias significativas dependiendo de la cepa
utilizada, variando en rangos desde 12,5 mg/L a los 115 mg/L, pero bajo el umbral de los
300 mg/L, considerado como el limite en el que estos compuestos afectan negativamente la
calidad aromatica de los vinos (Figura 24). Lo interesante del estudio, es que los vinos con
mayor cantidad de manoproteinas en la porcién coloidal, fueron a su vez los que mostraron
mayor capacidad de retenciébn de compuestos aromaticos como el geraniol. Destaca
también la capacidad de retencién de terpenos y norisoprenoides, componentes aromaticos
asociados con la frescura y frutosidad de la cepa Albarifio.
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Figura 24. Concentracion (mg/L) de compuestos aromaticos terpenos en tres muestras de
vino (VC=vino control; V1=muestra 1; V2=muestra 2; V3=muestra 3) (Juega et al., 2012).
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Por su parte, Chalier et al. (2007) encontraron evidencia de la interaccién entre
manoproteinas secretadas por las levaduras (a concentraciones normales en el vino
150mg/L) y diferentes compuestos aromaticos. Los autores observaron que las
manoproteinas pueden ayudar a reducir la volatilidad de los compuestos aromaticos en mas
de un 80%. Aparte de esto, concluyeron que tanto la porcion glucosidica como la porcion
peptidica de las manoproteinas, estan relacionadas al fendmeno de retencién de aromas.
Mas recientemente, Comuzzo et al. (2012) encontraron que la retencién de aromas por
parte de la fraccion coloidal rica en manoproteinas es un fendmeno complejo que depende
de una serie de variables (pH, cepa de levadura, temperatura, interacciones con otros
complejos del sistema coloidal, entre otros). Estos autores sugieren que este fenémeno
puede tener implicancias practicas en la calidad aromatica de los vinos, porque estos
compuestos inicialmente retenidos por las manoproteinas, pueden ser liberados y percibidos
a nivel retronasal al momento de la cata a temperatura ambiente, lo que segun del Barrio-
Galan (2012) podria traducirse en una precepcién aromatica mas duradera en el tiempo.

El efecto de niveles crecientes de polisacaridos (arabinogalactanos principalmente) sobre
los compuestos aromaticos volatiles fue estudiado por Rinaudo (2004) en vinos modelo.
Segun el estudio, los compuestos volatiles de isoamil acetato, etil hexanoato, 2 metil-1-
butanol y é&cido octanoico fueron débilmente afectados después de la adicion de
arabinogalactanos en el rango de 0-5g/L. El mismo autor sefiala que el arabinogalactano es
un polisacéarido neutro de alto peso molecular, que probablemente tiene una relativa baja
solubilidad debido a la existencia de un largo nimero de puentes de hidrégeno, los que
estabilizan las interacciones entre cadenas. Sin embargo, a niveles mas altos de adicion de
arabinogalactanos, se observé una reduccion de los compuestos volatiles, sugiriendo una
uniéon intermolecular entre estos compuestos y los polisacaridos presentes. Esta
disminucidn, en el caso del etil octanoato, etil decanoato y etil dodecanoato, fue seguida de
un rapido incremento, lo que puede atribuirse a la incapacidad de los arabinogalactanos de
interactuar con ciertos compuestos volatiles. Por otro lado, no se evidencié influencia en la
volatilidad del hexanol hasta dosis de 1g/L, mientras que se requirieron niveles mas altos de
arabinogalactanos para disminuir su volatilidad, lo que indica la interaccién bimolecular
entre el hexanol y los arabinogalactanos. Esto fue consistente con los resultados obtenidos
por Dufour y Bayonave (1999), quienes también observaron una reduccion de la actividad
del hexanol al incrementar la adicion de polisacaridos.

El efecto de las pectinas (homogalacturanos, ramnogalacturanos | y 1) en la concentracion
de compuestos aromaticos volatiles también fue estudiado. Una baja concentracion de estas
moléculas parecié mantener mayor cantidad de compuestos aromaticos con respecto a los
vinos control, especialmente el etil octanoato, etil decanoato, etil dodecanoato, dietil
succinato y el hexanol. Sin embargo, para un incremento en las concentraciones de pectinas
de 1 a 2g/L, se observé una disminucidn significativa, excepto para los esteres etil
octanoato, decanoato y dodecanoato (Dufour y Bayonave, 1999).

El comportamiento disimil entre las pectinas y los arabinogalactanos en la volatilidad de
estos compuestos, puede estar relacionado con su estructura. Las pectinas estan compuestas
de enlaces a-(1-4), parcialmente metiladas, por lo que son consideradas carbohidratos
aniénicos. La repulsion electrostatica domina a pH neutro y las moléculas de pectina se
conforman en una estructura de espiral aleatoria (Marin, 2003). EI comportamiento
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molecular cambia marcadamente a valore de pH mas bajos (bajo grado de ionizacién),
produciéndose un incremento en la rigidez de la cadena probablemente por un incremento
en las interacciones intermoleculares (Marin, 2003). Se presume que las pectinas podrian
haber incrementado la liberacion de los compuestos aromaticos menos hidrofébicos, a
través de un efecto desalador, tal como lo demostraron Oakenfull y Scott (1984) para los
geles de pectina. Las pectinas contienen un gran nimero de unidades de azlcar y serian por
lo tanto, capaces de capturar una gran cantidad de agua. La disminucién de agua disponible
para los compuestos del aroma puede haber incrementado su liberacion.

En contraparte, segun los estudios de Chinachoti (1995), las moléculas de pectina, pueden
por estiramiento, alinearse con segmentos de otras moléculas y formar micelas que son mas
hidrofobicas porque el agua ligada es reemplazada por puentes de hidrégeno. Esto podria
explicar la alta retencion de etil octanoato, etil decanoato y etil dodecanoato, los cuales
poseen diferentes grupos funcionales, pero similar hidrofobicidad.

A pesar de los antecedentes empiricos recabados, el mecanismo exacto involucrado en la
retencion de aroma en soluciones de polisacaridos puras y mixtas, aun no es completamente
comprendido. Una de las razones es que la estructura quimica de estos polisacaridos varia
segun la fuente o el proceso industrial usado en su extraccion o purificacion (Rinaudo,
2004).

Estabilizacién de color en vinos tintos

Diversos autores del mundo de la enologia, han debatido acerca del rol de las
manoproteinas como moléculas ligadoras de compuestos fendlicos como los antocianos,
logrando una mayor estabilidad de color en el vino. La teoria sefiala que las manoproteinas
son absorbidas por las moléculas coloidales de antocianos y copigmentos, cubriendo la
superficie de estos coloides y ademas evitando su degradacion y precipitacion (Feuillat y
Charpentier, 1998) (Figura 25).

En un estudio de Guadalupe et al. (2010), se usaron manoproteinas de origen comercial
para evaluar el efecto en la estabilidad de color de vinos tintos cv. Tempranillo. Estas
moléculas fueron agregadas al vino en la etapa prefermentativa. La preparacion comercial
de manoproteinas consistié en 73% de polisacaridos y 2% de proteinas. La manosa fue el
principal azlcar (91%), seguida por la glucosa. La primera observacion importante del
estudio, es que las manoproteinas afiadidas se mantuvieron solubles durante la etapa
prefermentativa y no precipitaron. A pesar de esto, los resultados en cuanto a intensidad de
color fueron bastante erraticos, en cuanto a la teoria de las manoproteinas como coloides
protectores. Sin embargo, se debe considerar que la composicién quimica y fisica de las
manoproteinas difieren dependiendo del tipo y origen de levadura y/o preparado comercial
usado en el proceso de vinificacion.
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Figura 25. Efecto de las manoproteinas en la estabilidad de la materia colorante (Del
Barrio-Galan, 2012).

A pesar de los numerosos estudios acerca de la influencia de las manoproteinas en la
mejora de color, ninguno ha logrado determinar hasta el momento este supuesto beneficio.
No obstante lo anterior, algunos de estos estudios si han demostrado un efecto benéfico en
la estabilidad colorante en vinos tintos. En este sentido, Palomero et al. (2007) demostraron
cémo las manoproteinas derivadas de la pared celular de las levaduras, ejercen un efecto
protector sobre la degradacién de los antocianos monoméricos y sobre la variacion a formas
no coloreadas de estos compuestos fendlicos, en vinos que han sido sometidos a una
crianza con lias. Demostraron ademas, que la coloracién azul-roja de la cual estas
moléculas son responsables, perdura mas en el tiempo ante la presencia de las
manoproteinas.

Més aun, Palomero et al. (2007), lograron probar la influencia de las manoproteinas sobre
la estabilidad de ciertos compuestos antocianicos responsables del color en los vinos. Estos
autores demostraron cdmo las vitisinas -moléculas antocianicas- permanecen estables por
mayor tiempo cuando los vinos son sometidos a una crianza con lias, lo que segin los
mismos autores esta relacionado con la actividad protectora de las manoproteinas al unirse
a los pigmentos poliméricos, como también a su capacidad protectora contra la oxidacion
(Rossenfeld et al., 2003).

De lo anteriormente expuesto, se puede concluir que las manoproteinas ejercen un efecto
estabilizante sobre la materia colorante al interactuar con pigmentos poliméricos
especificos. La interaccion pareciera depender de multiples factores, entre ellos la cepa de
levadura utilizada, que determinarad a su vez la naturaleza quimica de las manoproteinas
liberadas al medio. Al ser la pigmentacion un fendmeno complejo y dependiente de
multiples moléculas, se hace necesaria mayor investigacion en cuanto a la conveniencia del
uso de manoproteinas en la estabilidad de la materia colorante.
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Factores que inciden en el contenido de polisacaridos en las bayas

La estructura y composicion de la pared celular puede variar considerablemente en
respuesta al estrés, condiciones de cultivo, edad y modificaciones genéticas (Fleet, 1991;
Ha et al., 2002; Klis et al., 2002; Aguilar-Uscanga et al., 2005). Muchos de estos factores,
sumados a condiciones externas como exposicion solar, temperatura, nutricion, topografia y
tipos de poda pueden modificar el contenido de polisacaridos en las bayas, sin embargo se
nombran a continuacién solo los factores mas relevantes desde el punto de vista
agronémico.

Variedad

El contenido especifico de polisacéaridos no ha sido ampliamente estudiado y en general los
estudios sefialan que no existen diferencias significativas en el contenido de pectinas entre
las distintas variedades de Vitis vinifera (Saulnier et al., 1988).

La diferencia mas importante que sefialan Pellerin y Cabanis (1998) es la ausencia de
ramnogalacturanos | en las cepas blancas, mientras que Hidalgo (2010) sefiala diferencias
importantes en cuanto a los contenidos de ramnogalacturanos Il y homogalacturanos Il
entre variedades blancas y tintoreras.

Rendimiento

En un estudio realizado por Riu-Aumatell et al. (2002), quedd demostrado que las
concentraciones de polisacaridos fueron mas bajas en las muestras obtenidas de predios de
alto rendimiento (> 10.500kg/ha). Un gran ndmero de racimos por hectarea puede resultar
en paredes celulares y hollejos mas delgados y menor cantidad de polisacaridos, debido a la
distribucién de los nutrientes en la baya. Las fracciones polisacaridicas en predios de alto y
bajo rendimiento difirieron significativamente, tanto para polisacaridos neutros como
totales. Segun Jackson (1993), el rendimiento puede afectar directamente la composicion de
la baya por cambios intrinsecos en el metabolismo.

indice de Maduracién

Segun Flanzy (2003), el grado de maduracion de la uva se correlaciona positivamente con
las fracciones polisacaridicas. El autor asevera que durante el curso de la maduracién la
pared celular se ablanda, porque las pectinas de la lamela media son solubilizadas por las
endopoligalacturonasas y las pectinmetilestarasas. Esto podria explicar el incremento de los
polisacaridos a niveles mayores de madurez.

Por otra parte, Canals et al. (2005) mencionan que el grado de madurez puede ejercer un
efecto indirecto en el grado de solubilizacion de los polisacaridos. En particular menciona,
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que a altos niveles de etanol, a medida que la baya va madurando, disminuyen la
concentracion de polisacaridos por efecto de la precipitacion.

Asimismo, Yakushiji et al. (2001), demostraron que las fracciones de pectinas decrecen
fuertemente después de la fase de envero, mientras que las fracciones de hemicelulosas
muestran una marcada disminucion desde semanas antes de la pinta. Segln los mismos
estudios, el contenido de celulosa disminuyd constantemente a medida que la uva
maduraba, pero el decremento mayor se produjo desde pre-pinta a pinta. Sin embargo, los
xiloglucanos sufrieron tendencia a la despolimerizacion en esta misma etapa.

Manejos enoldgicos en bodega y su relacion con el contenido de polisacaridos

Crianza sobre lias

La crianza de los vinos constituye una etapa fundamental de la vinificacion, puesto que
condiciona la calidad final del vino mediante la revelacion de su potencial y su estabilidad
en el tiempo. Para los vinos tintos, el interés de las lias ademas del aporte de polisacaridos
solubles provenientes de las levaduras es que interviene a nivel de potencial de éxido
reduccidn, observandose una estrecha relacion entre la intensidad de los caracteres frutados
del aroma de los vinos y la presencia de borras (Blaise et al., 2006).

Las lias vinicas de fermentacion son el residuo formado al decantar la biomasa de levaduras
responsables de la fermentacion alcohdlica de un mosto. Esta poblacion microbioldgica
sera, en mayor o menor medida heterogénea, en funcién de la inoculaciéon o no de una cepa
de levadura seleccionada, y de su implantacion. Poblaciones de bacterias lacticas y/o
acéticas asi como diferentes sales tartaricas y restos vegetales derivados del procesado de la
vendimia, pueden encontrarse también acumulados en el fondo de un depdsito tras la
fermentacion. (Palomero et al. 2007).

El interés de esta técnica radica en la mejora de las cualidades sensoriales y gustativas del
vino a través del aporte, principalmente, de manoproteinas y glucanos provenientes de las
paredes de las levaduras ya lisadas en el proceso previo de fermentacion (Figura 26).

Durante la autolisis de las levaduras, existe una desestructuracion de la pared celular por
rotura de las fibras de glucanos y quitina debido a la propia dotacion enzimatica de la
levadura. También existe hidrélisis de proteinas que incrementa los contenidos
nitrogenados del vino (Lurton et al., 1989); como consecuencia de esta despolimerizaciéon y
protedlisis las paredes celulares pierden rigidez (Feuillat, 1998). Las glucanasas, presentes
en la pared hasta después incluso de 4 meses, y las manosidasas en menor parte, son las
responsables de la degradacion de las envueltas celulares (Charpentier y Fressinet, 2004).
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Figura 26. Compuestos liberados en el transcurso de la crianza sobre lias, y respectivos
papeles enoldgicos (Fuente: Adaptada de Feuillat, 1998).

La degradacion de la pared se traduce en una modificacion de su estructura y de su
composicion, posterior a una hidrolisis de glucanos por enzimas del tipo B-glucanasas. El
proceso esta descrito en cuatro etapas (Feuillat, 1998):

e Una mezcla de polisacaridos y de cadenas cortas de oligosacaridos es liberada por
accion de una glucanasa

Luego la estructura de la pared se desestabiliza por hidrélisis parcial de los
glucanos. Consecuentemente, se liberan las manoproteinas.

Durante el proceso de autélisis, los glucanos de la pared continGan siendo
degradados por las B-glucanasas extracelulares.

Finalmente, las B-glucanasas degradan los glucanos ligados a las manoproteinas

De este modo, la crianza sobre lias puede contribuir a mejorar las propiedades sensoriales y
tecnoldgicas comentadas anteriormente debido a que los polisacaridos liberados son
agentes estabilizadores contra precipitaciones tartaricas (Lubbers et al., 1994), y proteicas
(Moine-Ledoux et al., 1997). También interaccionan con la fraccion fendlica, permitiendo
una mayor estabilidad del contenido de antocianos mondmeros (Saucier et al., 2000;
Morata et al., 2007). La afinidad y el ratio de consumo potencial por el oxigeno de las lias
alcanza valores mucho més altos que por la fraccion polifendlica del vino (Fornairon-
Bonnenfond y Salmon, 2003). De esta manera, las lias pueden competir notablemente con
los polifenoles por el oxigeno (Salmon, 2006), lo que explica en parte la mayor estabilidad
de la materia colorante y la menor degradacion de antocianos. Por su parte, el aumento de
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la fraccion lipidica, origina un enriquecimiento de la fraccion aromatica del vino, debido a
reacciones secundarias de formacién de ésteres y aldehidos (Pueyo et al., 2000).

Palomero et al. (2007), estudiaron el efecto de la crianza sobre lias en la liberacion de
polisacaridos de las paredes de las levaduras y su influencia sobre el contenido de
mondmeros de antocianos. Para el estudio se us6 como materia prima Vitis vinifera cv.
Tempranillo. EI pH del mosto fue de 3,7 y el contenido de azucar de 210g/L. Para la etapa
fermentativa se usaron levaduras liofilizadas en cantidad de 0,3g/L y el cambio en el
contenido de mondmeros antocianicos fue medido durante 420 dias. En todos los ensayos y
en todos los tiempos de evaluacion (1-3-5-7 y 9 meses), los vinos envejecidos con lias
mostraron mayores contenidos de polisacéridos que los vinos control. Importante destacar
que las mayores cantidades de polisacaridos observadas al noveno mes correspondieron
mayormente a fragmentos de tamafio largo (100.000-120.000 Da).

El mismo estudio destaca la importancia de la crianza sobre lias sobre la concentracion de
vitisinas, compuestos piranoantocianicos altamente estables formados por la condensacién
de los antocianos y otros metabolitos liberados durante la fermentacion alcohélica. Segun
Bakker y Timberlake (1997), las vitisinas son mas resistentes a la decoloracion que otros
antocianos del vino y ademas expresan mayor intensidad colorante que otros pigmentos a
pH 4.

La actividad estabilizante estudiada se fundamenta en que los indices de consumo de
oxigeno por parte de las paredes celulares activas y lias son mucho mas altos que los que
poseen los compuestos fendlicos del vino (Rosenfeld et al., 2003; Fornairon-Bonnefond y
Salmon, 2003). Palomero et al. (2007), por su parte, concluyeron que la liberacion de
polisacaridos durante la autolisis y la competencia de las lias por el oxigeno son los factores
responsables de la mayor estabilidad del contenido de monémeros de antocianos.

Adicion de enzimas B-glucanasas

Los preparados comerciales de enzimas -glucanasas autorizados para el uso en enologia
incrementan de forma muy considerable las concentraciones de polisacaridos. Ellas se
sintetizan y aislan principalmente a partir de especies del género Trichoderma, cultivadas
bajo condiciones que optimicen su produccién y aislamiento (Humbert-Goffard et al.,
2004).

La adicion de enzimas B-glucanasas a los vinos de forma exdgena favorece la liberacion de
los polisacaridos (glucanos) y manoproteinas de las levaduras (Charpentier et al., 2004).

Para demostrar estos efectos benéficos, Palomero et al. (2009) compararon el contenido de
antocianos en vinos cv. Tempranillo en tres tratamientos distintos: fermentacion
convencional, vino envejecido con lias y vino envejecido con lias y adicién de enzimas [3-
glucanasas durante la fermentacion. Los resultados fueron bastante concluyentes, pues en
solo dos semanas las cantidades de polisacéridos eran iguales o incluso mayores que las
obtenidas en un plazo de 9 meses a través del proceso convencional de crianza sobre lias.
Importante destacar que durante la primera semana posterior a la adicion de las enzimas, no
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se observaron evidencias del proceso autolitico (1,3-3,9mg/L de polisacaridos totales). Sin
embargo, durante la segunda semana se observaron cantidades importantes de estas
macromoléculas, poniendo de manifestd la actividad autolitica de las enzimas -glucanasas.
En general, la cantidad liberada al final del proceso de crianza sobre lias fue bastante parejo
para todas las cepas usadas, variando entre 53,1-78,8 mg/L.

A pesar de que la adicion de B-glucanasas condujo a una liberacidn mucho mas rapida de
polisacaridos y acelerd el proceso de autolisis celular (Palomero et al., 2009), el perfil
polisacaridico no fue el mismo al obtenido mediante el proceso convencional de crianza
sobre lias. De hecho, los fragmentos obtenidos fueron usualmente mas pequefios y
uniformes en tamafio, lo que confirmaron en el tiempo de elucion obtenido en el
cromatografo HPLC, donde las fracciones de polisacaridos de alto peso molecular (120.000
Da) y las de mas bajo peso molecular (70.000 Da) fueron bastante menores que en la
autolisis convencional. Segun los mismos autores, esto Ultimo tiene cierta légica, dado que
las B-glucanasas hidrolizan de una manera mas regular las fibras de glucano, liberdndose
fragmentos de tamafio mas similar, lo que en teoria podria mejorar la estabilidad coloidal
de los vinos.

En contraparte, cuando en el mismo estudio se analizaron los momentos de més alta
concentracion de compuestos antocianicos, las muestras con [B-glucanasas mostraron
concentraciones hasta 30% menores que los otros dos tratamientos (control y crianza
convencional). La explicacion se fundamenta en que las enzimas comerciales tienen
pequefas cantidades de enzima B-glucosidasa, la cual hidroliza la glucosa que esterifica a
los antocianos, llevando a la produccion de moléculas menos estables (Wrolstad et al.,
1994; Wightman y Wrolstad, 1996). Esta tendencia se mantuvo durante el tiempo, muy
probablemente por la desnaturalizacion de las enzimas comerciales versus la mayor
estabilidad de las provenientes de las levaduras (Palomero et al., 2009) (Figura 27).
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Figura 27. Intensidad colorante en vinos control (c), crianza sobre lias convencional (a) y
crianza con uso de enzimas B-glucanasas (b) (Palomero et al., 2009).
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Preparados comerciales derivados de levadura

A pesar de los comprobados efectos positivos de la crianza sobre lias en los atributos
sensoriales y tecnoldgicos de los vinos, se han descrito una serie de desventajas surgidas a
partir de su uso, como por ejemplo aparicion de olores indeseables en bodega (Del Barrio-
Galén et al., 2010). Como solucion, la industria vitivinicola ha buscado nuevas alternativas
comerciales como el uso de preparados comerciales derivados de levaduras, que permiten
la liberacion de compuestos como polisacaridos y manoproteinas al vino. Estos
compuestos, como se ha mencionado anteriormente, pueden interactuar con compuestos
fendlicos y aromaticos, modificando la percepcion sensorial de los vinos (Del Barrio-Galan
et al., 2012a).

Segun Pozo-Bayon et al., 2009 (citado por Del-Barrio Galan, 2012), los preparados
comerciales derivados de levaduras pueden clasificarse en

e Levaduras secas inactivas: El proceso de obtencion consiste en la inactivacion
térmica de la levadura y su posterior secado.

e Autolisados de levaduras: Se obtienen por inactivacion térmica con un proceso
de incubacion que permite la liberacion de enzimas de la levadura que degradan
parte del contenido intracelular. Estdn formados tanto por materia soluble como
insoluble procedente de las paredes celulares.

e Extractos de levadura: Son el extracto soluble que se obtiene tras la degradacion
total del contenido citoplasmatico.

e Paredes o corteza de levadura: Se obtienen por centrifugacion durante el proceso
de obtencion de los extractos de levadura. Son insolubles y estan compuestos
Unicamente por las paredes de la levadura sin contenido citoplasmatico.

El efecto que los preparados comerciales puedan ejercer, va a depender directamente de su
composicion quimica, y méas especificamente, de la combinacion y proporcion de
polisacaridos y manoproteinas liberadas al medio. En esta linea de investigacion, Del
Barrio-Galan et al. (2012b), estudiaron la composicion monosacaridica de distintos
preparados comerciales derivados de levaduras, encontrandose proporciones de
manoproteinas bastante similares en las distintas muestras, del orden del 41-43%. Las
diferencias mas importantes descritas por los autores tienen relacion con la proporcion entre
los polisacaridos de alto y bajo peso molecular, lo que pareciera relevante en los fendmenos
de estabilidad coloidal, segin lo descrito por Palomero et al. (2009). Los parametros
enoldgicos (pH, grado alcohdlico, acidez total y contenido de acido tartarico) y la
composicion fendlica no demostraron diferencias significativas en los vinos blancos cv.
Verdejo estudiados. No obstante, los mismos autores mencionaron que luego de tres meses
en botella, los vinos tratados con preparados comerciales, presentaron concentraciones mas
altas de polifenoles totales, debido al efecto ya descrito de estabilizacion coloidal por parte
de las manoproteinas. Corroborando lo anterior, los vinos blancos tratados con las
levaduras YD-4 y YD-5 mostraron una concentracién significativamente mas baja de
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taninos, ésteres tartaricos y flavonoles, que los vinos control (Del Barrio-Galan et al.,
2012b), estos ultimos compuestos fendlicos relacionados con la sensacion de amargor en
vinos blancos.

En el mismo estudio, se encontraron cantidades significativamente mas altas de
polisacaridos neutros en los vinos tratados con preparados que en los vinos control,
encontrandose una correlacion positiva entre el contenido de manosa y el contenido de
polisacaridos neutros. Otro dato relevante del estudio, es que hubo una liberacion
importante de polisacaridos después de mantener el vino tres meses en botella, lo que segin
Del Barrio-Galan et al. (2012) se debe a la presencia de B-glucanasas endégenas del vino,
ya sea liberadas por las levaduras fermentativas o por los aditivos comerciales usados.

Levaduras y su relacion con el contenido de polisacaridos

La cantidad y calidad de manoproteinas liberadas en las distintas etapas de la fermentacion
depende de la especie de levadura, del nimero de células formadas y de su condicion
fisioldgica, que a la vez dependera del medio de crianza (Rosi et al., 2000). En este sentido,
el rol tradicional de las levaduras del vino, como simples transformadoras de azlcar en
etanol, ha sido significativamente ampliado a través de los conocimientos aportados por la
microbiologia enologica (Malherbe et al., 2003). En afios recientes, la seleccion de
levaduras conlleva el desarrollo de técnicas para detectar cepas que puedan mejorar el vino
en términos de su color, aroma, estructura y otras propiedades tecnoldgicas (Benito et al.,
2009).

Rosi et al. (2000), demostraron que distintas cepas de levadura difieren en su capacidad de
producir macromoléculas. El estudio considerd, entre otras variables, la cantidad de
material extracelular producido luego del proceso de fermentacion. Las cepas estudiadas
fueron BRG, BM45 y RC212 donde se observd que la concentracion final de
macromoléculas en las 2 primeras fue de 100 mg/L, mientras que en la ultima sélo fue de
30 mg/L. Rosi et al. (2000), también demostraron que la cantidad de polisacéridos liberada
es altamente dependiente del metabolismo celular de la levadura, que a su vez esta
determinado intrinsecamente por el genotipo de la cepa utilizada. También se hicieron
mediciones en la cantidad de polisacaridos de vinos tintos, donde se encontraron
importantes diferencias cuantitativas. La cantidad de macromoléculas obtenidas por
precipitacion etandlica fue de 200 mg/L para los vinos vinificados con la cepa RC212 y 300
mg/L para los vinificados con la cepa BRG. EIl contenido de polisacaridos de muestras
vinificadas con las cepas BRG y RC212 no fue significativamente diferente, pero la
cantidad de polisacaridos ligados a compuestos fenolicos fue mayor en los vinos elaborados
con la cepa BRG.

Por otro lado, se ha demostrado la importancia del medio de cultivo en la variacion del
contenido de polisacéridos estructurales de la pared celular de las levaduras. Pacheco et al.,
(2005) observaron el efecto de la variacion de las fuentes de carbono (glucosa, sacarosa,
maltosa, manosa y etanol) y pH (3,4,5,6) en un medio mineral “cell factory”. Las células
fueron recolectadas en fase exponencial de crecimiento y se extrajo la pared celular. Los
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extractos de pared se hidrolizaron con H,SO4 al 72% y las muestras fueron analizadas por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Se realiz6 una prueba de resistencia al
rompimiento celular con una B-(1- 3)-glucanasa, con células cultivadas en diferentes
fuentes de carbono y pH. Los resultados del analisis por HPLC, mostraron que la
composicion de los polisacaridos en la pared celular, varia considerablemente con las
modificaciones del medio de cultivo. Se observo que las levaduras cultivadas en sacarosa
tienen mayor porcentaje de pared celular (25%) y mayor cantidad de glucanos (115 pg/mg
peso seco) y mananos (131 pg/mg peso seco), que aquellas levaduras cultivadas en etanol
(13% en peso seco). Las levaduras cultivadas a pH 5 presentaron 19% de pared celular en
peso seco, mientras que a pH 6 el porcentaje fue menor (14%). Se comparé este resultado
con el contenido de polisacaridos en la pared celular y se concluy6 que la resistencia de la
célula al rompimiento, no esta ligada a la cantidad de [-glucanos contenidos en la pared
celular, sino que va a depender del nimero de enlaces B-(1-3) y B-(1 - 6)-glucanos, los
cuales juegan un rol importante durante el ensamblaje de la pared.

Como se ve, hay un gran nimero de factores intrinsecos que esta determinado por la cepa
utilizada en los procesos fermentativos, lo que se suma a variaciones en la expresion
fenotipica dados por condiciones ambientales, que en el caso de la levadura estan
determinadas por el medio de cultivo.

Intentando unificar un criterio a la hora de seleccionar levaduras, Suarez-Lepe y Morata
(2012) discutieron acerca de las propiedades de las levaduras més relevantes en cuanto a su
influencia en la calidad del vino. A continuacion se nombran las principales propiedades
descritas y los respectivos factores que las condicionan (Suérez-Lepe y Morata, 2012):

e Mejora de color:

- Absorcién de antocianos por las paredes celulares

- Formacion de piroantocianinas durante el metabolismo de las levaduras
- Formacion de piroantocianinas vinilfendlicas

- Prevencion en la formacion de etilfenol

e Enriquecimiento del perfil aromético:

- Formacion de alcoholes y ésteres
- Actividad B-glucosidasa
- Intervencion en el metabolismo del sulfuro

e Mejora de estructura y cuerpo:

- Produccidn de polialcoholes enlazados
- Produccidn de 2,3-butanodioles

De lo factores anteriomente mencionados, el papel de las levaduras como promotores de la
sintesis de vitisinas pareciera ser fundamental en su funcion como agente estabilizante del
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color en vinos tintos (Suarez-Lepe y Morata, 2012). Las vitisinas son copigmentos
formados por una reaccion de condensacion entre el acido piravico y los antocianos del
mosto (Bakker y Timberlake, 1997). A su vez, la cantidad de &cido pirGvico esta
determinada en gran parte por el tipo de levadura utilizada en la fermentacion.

Por su parte, Morata et al. (2007) demostraron que la fermentacion de mostos con levaduras
que contienen la enzima hidroxinamato decarboxilasa, incrementa la formacion de
vinilfenoles, moléculas precursoras de las piroantocianinas vinilfendlicas, responsables en
parte de la estabilidad de la materia colorante en vinos (Figura 28).
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(fermentacion)
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Acido hidroxinémico (uva)

Piranoantocianina vinilfenélica
(vino)

Figura 28. Formacion de piroantocianinas vitilfendlicas a partir de la baya y de levaduras
Saccharomyces cerevisiae seleccionadas (Suarez-Lepe y Morata, 2012).
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Polisacaridos no end6genos de uso enoldgico

Los compuestos fendlicos, si bien imprescindibles en los atributos de un vino, pueden
provocar efectos indeseables en la calidad del mismo, tales como la sensacion de
astringencia. Una de las soluciones que ha propuesto la industria enol6gica para intentar
enmascarar este defecto es el uso de polisacaridos ex6genos, cuyas propiedades quimicas
no sélo permiten combatir la astringencia, sino que también pueden modificar la percepcion
de compuestos volatiles y no volatiles responsables del sabor del vino (Baines y Morris,
1987; Doyen et al., 2001; Jouquand et al., 2008; Koliandris et al, 2008; Malkki et al., 1990;
Malone et al., 2003).

A continuacion, se describen los tres polisacaridos no endégenos mayormente estudiados
en la industria vitivinicola.

Carboximetilcelulosa

La carboximetilcelulosa de Na (CMC) es un ester de celulosa cuya estructura polimérica le
confiere un efecto de coloide protector. Esta sustancia es obtenida por esterificacion de las
funciones alcohdlicas primarias de las unidades glucopiranosidicas enlazadas con enlaces
esterosidicos 1-4 de tipo B (Figura 29). Por ello, las propiedades de las CMC estan
relacionadas con el grado de esterificacion de las funciones alcohdlicas y con el grado de
polimerizacién, es decir, con el nimero de unidades de glucopiranosa por molécula de
polimero, que determina su viscosidad (Tribuzi, 2013).

Estudios de la utilizacion de la CMC como inhibidor de las precipitaciones tartaricas
(Crachereau et al., 2001; Gerbaud et al., 1997; Lubbers et al., 1993; Asvany, 1986),
demuestran, ademas del efecto inhibitorio sobre la cristalizacion del bitartrato de potasio, su
estabilidad en el tiempo, la ausencia de toxicidad (Tusseau, 2009), la escasa retencion de
aromas y el buen comportamiento organoléptico en los vinos blancos (Tusseau, 2009;
Moutounet et al., 1999; Gerbaud, 1997). En contraparte, otros trabajos también ponen en
evidencia, que las CMC;s, al reaccionar con los compuestos fenélicos formando agregados
intermoleculares, aumentan la turbidez de los vinos, disminuyen la intensidad colorante y
pierden parte del efecto inhibitorio (Moutounet et al., 1999).

En cuanto a su dosis de uso, Marchal et al. (2010) comprobaron que 10 g/hL eran
suficientes para estabilizar vinos blancos y espumantes. Este efecto puede ser explicado en
términos de la interaccién entre la carga negativa de la CMC y la carga positiva de los
cristales debido a una acumulacion de iones potasio. Esta interaccién no solo previene el
crecimiento de los cristales, sino que también modifica su estructura (Crachereau et al.,
2001). Dosis de 4 g/hL demostraron ser igual de eficientes que tratamientos de
manoproteinas y acido metartarico a las mismas dosis, y tan eficientes incluso como los
tratamientos de frio, con la ventaja comparativa de ser mucho mas estable (Gerbaud, et al.,
2010).
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Figura 29. Estructura de la carboximetilcelulosa (Tribuzi, 2013).

Goma xantano

La goma xantano es un polisacarido con un esqueleto de B-D-glucosa como la celulosa,
pero cada segunda unidad de glucosa esta conectada a un trisacarido de manosa, acido
glucurénico, y manosa (Figura 30). La manosa mas cercana a la cadena principal tiene un
éster de acido acético en el carbono 6, y la manosa final del trisacarido tiene un enlace entre
los carbonos 6 y 4 al segundo carbono de un acido pirtvico. Este compuesto es producido
por la bacteria Xanthomonas campestris que se encuentra en vegetales cruciferos como la
col y coliflor. Las cargas negativas en los grupos carboxilos de las cadenas laterales causan
que las moléculas formen fluidos muy espesos al ser mezclados con agua. La goma xantano
se usa como espesante para salsas, para prevenir la formacion de cristales de hielo en los
helados, como sustitutos de grasa con pocas calorias y tiene un uso menos difundido en la
retencion de compuestos volatiles en la industria vitivinicola. Este polisacérido
frecuentemente se mezcla con la goma guar porque la viscosidad de la combinacion es
mayor a la de las gomas usadas solas (Diaz et al., 2012).

Figura 30. Estructura de la Goma Xantano (Diaz, 2012).
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Goma arabiga

La goma ardbiga es un exudado de las cortezas de acacias, tipicas de zonas aridas. Su
componente principal es un polisacéarido acido, sobre la forma de sal de calcio y en una
menor proporcién, de magnesio y potasio (figura 31). Es, por lo tanto, un hidrocoloide
constituido de un polisacarido ramificado (arabinogalactano tipo Il), asociado a una
glicoproteina, lo cual revela la presencia de D-galactosa, L-arabinosa, &cido D-glucurénico
y L-ramnosa en cantidades diferentes. Su uso en enologia se debe al excelente poder
estabilizador del vino, gracias a su efecto coloidal protector. Debido a su composicion
quimica, la goma arébiga se caracteriza por mejorar considerablemente las caracteristicas
organolépticas de los vinos. La estructura molecular compleja de la goma permite actuar
sobre los receptores en las papilas gustativas, retardando o disminuyendo el estimulo de las
percepciones astringentes o amargas. lgualmente, participa en la estabilizacién de la
materia colorante coloidal de vinos tintos y para protegerlos contra riesgos de quebraduras
metalicas superficiales. En la practica, la goma aradbiga es utilizada también para
estabilizacion tartérica y proteica de los vinos blancos, como asi también para la mejora de
la fineza y la persistencia del “perlage” de los vinos espumantes (Cainelli, 2007).

Este polisacarido ha demostrado tener un efecto estabilizante sobre los polimeros de
catequina, como asi también sobre la materia colorante. Este efecto de coloide protector se
ha asociado a su parecido estructural a los arabinogalactanos de la uva, que como ya se
sabe interaccionan con compuestos fendlicos responsables de la astringencia y con las sales
relacionadas con la precipitacion tartarica (Saucier et al., 2000).

Segun Cainelli (2007), la goma arabiga puede ser usada de dos maneras distintas: la
primera por dispersion directa en el vino, de preferencia en un tanque con agitacion o
seguida de una recirculacion para conseguir una buena homogenizacion; la segunda, por
inyeccion de una solucion concentrada de goma en el vino durante el envasado, con la
ayuda de una bomba dosificadora. La dosis a utilizar no debe sobrepasar los 30 g/L a pesar
de que no existe ninguna limitacion reglamentaria en cuanto a su empleo.

® Polisacarido GAL
GAL

GAL ARA
MéGLcA-GAL-GAL GAL
0 ARA GAL-GAL
GAL-GAL-GLc-ARA
® ABA '
GAL

Proteina

>

; ARA GAL ARA  ARA-GAL
O o0 - GAL— GAL-GAL-GAL-GAL-GAL—
GAL-ARA— GAL—ARA\  ARA GAL ARA
Gle G.AL Glc
ARA ARA-GAL  ARA

ARA
GAL

Figura 31. Estructura de la goma arabiga (Hidalgo, 2010).
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Troszynska et al. (2010) estudiaron el efecto de los tres polisacaridos mencionados
anteriormente, sobre la sensacién de astringencia en vinos modelo. Para tal efecto, se
definié una concentracion critica del polisacarido (cuya nomenclatura es *c), en la cual este
comienza a interactuar con otras moléculas presentes en el vino. Los resultados obtenidos a
partir de este valor critico de concentracién, demostraron ser bastante parecidos entre la
carboximetilcelulosa, la goma xantano y la goma arabiga (Figura 32).
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Figura 32. Porcentajes de reduccién de la sensacion de astringencia en goma arabiga, goma
xantano y carboximetilcelulosa (Troszynska et al. 2010).

A partir de lo descrito anteriormente, es posible sefialar que la CMC tiene un potencial
importante de uso para la estabilizacion de vinos, considerando también la escasa
estabilidad en el tiempo del &cido metatartérico y el efecto negativo de la estabilizacion por
frio en varios parametros cualitativos del vino (Tribuzi, 2013). Pese a que este polisacarido
actta por inhibicién y no por eliminacion de las sales de bitartrato de potasio, su modo de
accion es bastante eficiente con la ventaja comparativa de ser un método econémicamente
mas atractivo frente a la estabilizacion por frio. La goma arabiga por su parte, tiene un
amplio efecto como coloide protector que va desde la estabilizacion tartarica de los vinos
hasta la interaccion con flavanoles como la catequina, reduciendo la sensacién de
astringencia. En contraparte, la goma xantano tiene un uso bastante menos difundido en la
industria vitivinicola, pero por su capacidad de retencién de compuestos volatiles, pareciera
tener un potencial importante en el tratamiento de vinos con defectos aromaticos.
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CONCLUSIONES

Los grupos de polisacaridos presentes en uva y levaduras estan gquimicamente
identificados, a pesar de lo cual las concentraciones en baya de arabinanos y de
arabinogalactanos | y Il aln no se encuentran cuantificadas.

La presencia en el vino de los distintos polisacéaridos de la baya, depende en gran
parte de la conformacién estructural de las pectinas, pues este factor determina los
sitios activos de accion enzimatica durante el proceso de fermentacion.

Las manoproteinas son los polisacaridos de mayor interés enoldgico, pues
interact(ian con los compuestos fendlicos de maltiples maneras.

La influencia de los polisacaridos sobre la estabilidad colorante es bastante
compleja, pues no s6lo depende de la interaccién con las manoproteinas, sino
también de factores metabdlicos relacionados con la cepa de levadura utilizada en la
vinificacion.

El efecto de los polisacaridos sobre la estabilidad aromatica depende tanto de la
concentracion y naturaleza de las manoproteinas liberadas a lo largo de la autolisis
como del tipo de compuesto aromatico.

Los preparados comerciales derivados de levaduras deben seguir siendo estudiados,
especialmente cuando se intenta corregir vinos con problemas de coloracién y
astringentes.

La crianza sobre lias es una técnica que permite mejorar la estructura de los vinos,
principalmente por la liberacion de los polisacéaridos parietales, que actian como
coloides protectores, sin embargo es necesario continuar estudiando este tipo de
crianza para poder dar mayor certidumbre de su efecto en la calidad fisico-quimica
y sensorial de los vinos.

Para identificar el proceso exacto de como los polisacéaridos intervienen en la
disminucidn de la quiebra proteica, es necesario el uso de tecnologia avanzada que
permita dilucidar claramente cuales son las moléculas responsables y qué partes
estructurales de estas moléculas interactuan.

La influencia de los polisacaridos sobre las propiedades sensoriales en boca esta
ampliamente estudiada y existen los argumentos suficientes para respaldarla.

La aplicacion de técnicas biomoleculares para la seleccion de levaduras altamente
productoras de manoproteinas es una de las prioridades del sector vitivinicola.
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