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1. Resumen  
El uso de enzimas pectinolíticas en el proceso de vinificación tiene el propósito de 
aumentar el contenido fenólico (incluídos los pigmentos), mejorar el rendimiento, y 
facilitar las etapas de clarificación y filtración. Las maceraciones con pectinasas mejoran 
notablemente los tenores de polifenoles. Estas están condicionada por diversos factores 
físico-químicos, siendo uno de los más importantes el pH. El objetivo del presente trabajo 
fue investigar el efecto de la adición de un nuevo preparado pectinolítico obtenido de 
Bacillus sp. SC Ch-15, sobre la extracción de pigmentos y polifenoles totales, en la 
maceración de mostos de uva Malbec, y realizar un análisis comparativo con preparaciones 
comerciales (Inozyme terroir y Extrazyme terroir - Institut Enologique de Champagne). Se 
estudió, asimismo, los cambios producidos por modificación del pH, tanto sobre la 
actividad pectinásica como sobre el equilibrio de antocianos. Se observó que el uso del 
nuevo preparado pectinolítico SC Ch-15 produjo mostos más ricos en compuestos fenólicos 
y con un mejor aspecto visual, a pH 5 (óptimo de la enzima) y a 30ºC. Se encontró un 
óptimo de concentración enzimática para la extracción de color de 5,88% (ml extracto 
enzimático crudo/100 ml solución). Al pH de mostos (3,5), tanto el preparado enzimático 
en estudio como los comerciales, disminuyeron significativamente la actividad pectinásica. 
Asimismo, se observó el efecto neto del pH sobre la composición antociánica, indicando 
que este factor resulta ser un parámetro crítico en el proceso de vinificación. Las 
coordenadas CIE-Lab permitieron una definición mucho más precisa que los parámetros 
clásicos, observándose cambios relevantes en el color al pH de mostos y vinos por el uso 
del preparado SC Ch-15.  
 
2. Marco teórico 
El color es uno de los parámetros organolépticos más importantes de un vino tinto y su 
calidad y estabilidad dependen del contenido en compuestos fenólicos y de las 
combinaciones que se establezcan entre ellos. Algunos de ellos, como los flavonoides y 
estilbenos, han sido estudiados por ser responsables de varios efectos fisiológicos 
beneficiosos asociados con el consumo de vino tinto, en general debido a sus propiedades 
antioxidantes y antiinflamatorias (Monagas y col., 2006; Stoclet y col., 1999). Los 
antocianos se encuentran, particularmente, en las vacuolas presentes en las pieles de los 
granos de uva y en la pulpa, en el caso de las variedades tintas. Al comienzo del proceso de 
vinificación, los antocianos son extraídos de los hollejos por la ruptura de las células y las 
vacuolas, pasando rápidamente al mosto, el cual presenta un bajo contenido alcohólico.  
La adición de enzimas pectinolíticas es una práctica común en la elaboración de vinos, para 
aumentar el contenido fenólico, mejorar el rendimiento, y facilitar las etapas de 



clarificación y filtración (Kashyap y col., 2001). Las pectinasas son complejos enzimáticos 
efectivos en la despolimerización de pectinas vegetales, polisacárido estructural de la pared 
celular vegetal, y actúan facilitando la liberación de moléculas asociadas a la membrana 
celular o intracelular a partir de bayas de uvas, tales como polifenoles, pigmentos y 
compuestos de aroma y sabor (Valdés Sánchez y Regodón, 1994).  
Las pectinasas extracelulares pueden ser producidas por diferentes microorganismos, las 
más comunes en el mercado son producidas por hongos. Dentro de las bacterias, el género 
Bacillus es un candidato ideal para producir enzimas. Además, la mayoría de las especies 
son consideradas GRAS (Generally Regarded As Safe) por la FDA (Gordon, 1977). En 
nuestro laboratorio se aisló la cepa Bacillus sp. SC Ch-15 por su buena actividad 
pectinolítica a baja temperatura, 15ºC (Cabeza y col., 2005).  
Por otro lado, la extracción de los polifenoles de la uva durante la maceración es 
condicionada por diversos factores. De las condiciones físico-químicas que afectan la 
estabilidad de antocianinas en mostos y vinos, la influencia del pH es bien conocida. En 
soluciones acuosas, los antocianos existen como una mezcla de diferentes estructuras en 
equilibrio químico con coloraciones características, lo que condiciona en forma muy 
importante el color del vino (Heredia y col., 1998).  
La definición y evaluación objetiva del color del vino es un tópico complicado. El método 
de referencia es el propuesto por la O.I.V. (1990), aunque se ha demostrado que carece de 
precisión en el caso de vinos fuertemente coloreados (Heredia y Guzmán, 1991). La 
aplicación de sistemas colorimétricos, como el método estandarizado de la “Comisión 
Internacional de L’Eclairage” (CIE-Lab, 1986), es de gran valor en la cuantificación y 
caracterización de propiedades cromáticas de antocianos. La aplicación de valores 
triestímulos ofrece una medición más objetiva del color, debido al hecho de que está basado 
sobre la consideración de todo el rango del espectro visible, y permite que el perfil real 
cromático de cada compuesto sea obtenido (Heredia y col., 1998). Los parámetros 
triestímulos han sido ampliamente aplicados a alimentos con diferentes propósitos y han 
sido relacionados a concentración de pigmentos (Ihl y col., 1994) y parámetros físico-
químicos y sensoriales (Heredia y Guzmán, 1995).  
 
3. Objetivos  
El objetivo del presente trabajo fue investigar el efecto de la adición de un nuevo preparado 
pectinolítico obtenido de Bacillus sp. SC Ch-15, sobre la extracción de pigmentos y 
polifenoles totales, en la maceración de mostos de uva Malbec, y realizar un análisis 
comparativo con preparaciones comerciales comúnmente utilizadas en vinificación. 
Asimismo se pretende estudiar los cambios producidos por modificación del pH, tanto 
sobre la actividad pectinásica como sobre el equilibrio de antocianos, parámetro 
fundamental en el color de los vinos tintos.  
 
4. Materiales y Métodos  
 
4.1. Obtención del preparado enzimático  
La cepa Bacillus sp. SC Ch-15 fue aislada en trabajos previos a partir de uvas de la región 
DOC de San Rafael (Mza.) (Cabeza y col., 2005). El medio de cultivo utilizado fue el caldo 
Pectato modificado (Kobayashi y col., 2000). La obtención del extracto enzimático crudo 
se realizó mediante centrifugación a 5000xg durante 15 min. y filtración esterilizante (0,22 
µm) del cultivo bacteriano crecido 24 h a 30ºC y 65 rpm.  



 
4.2. Enzimas comerciales  
Se utilizaron soluciones de Inozyme Terroir y Extrazyme Terroir (Institut Œnologique de 
Champagne).  
 
4.3. Ensayo de la actividad pectinásica 
La actividad pectinásica fue determinada por la cuantificación de azúcares reductores 
liberados a partir de una dispersión de pectina al 0,25% en buffer acetato de Na con el 
reactivo ácido 3,5-Dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959). Unidad enzimática (UE) es la 
cantidad de enzima que libera un µmol de ácido galacturónico/min.  
 
4.4. Ensayo de actividades secundarias (xilanasa, celulasa y β-Glucosidasa)  
Las actividades xilanasa y celulasa fueron determinadas de acuerdo a los métodos descritos 
por Chadha y col. (2005) y Sharma y col. (2007), respectivamente, con algunas 
modificaciones. Fueron utilizados como sustratos xilano birchwood y celulosa 
microgranular, preparados al 1% en buffer acetato de Na (pH 4). La cantidad de azúcares 
reductores liberados fue cuantificada usando xilosa o glucosa como estándar. La actividad 
β-glucosidasa fue cuantificada por medición de glucosa liberada a partir de celobiosa 
utilizando un kit enzimático específico (Ghose, 1987).  
 
4.5. Determinación del pH óptimo  
El efecto del pH sobre la actividad enzimática fue estudiado sobre sustratos constituidos 
por pectina a una concentración de 0,25% en distintos buffer, abarcando un rango de pH de 
3 a 10. Seguidamente, se incubó la mezcla de reacción 30 min. a 20ºC y se midió la 
actividad pectinolítica (Miller, 1959).  
 
4.6. Efecto de las preparaciones pectinolíticas sobre la extracción de pigmentos y 
polifenoles a partir de hollejos de uva  
Los ensayos se realizaron a partir de 1,65g de hollejos de uvas de la variedad Malbec y se 
adicionó a cada tubo una cantidad creciente de extracto enzimático crudo SC Ch-15 (50, 
100, 150, 200 y 250 µL) y un volumen de buffer acetato de sodio (pH 3,5 o pH 5) tal que el 
volumen final sea igual a 2,5 ml. Por otro lado, se analizaron las preparaciones comerciales 
(Inozyme y Extrazyme), utilizando 2,4 ml de buffer acetato de sodio y 100 µL de una 
solución de dichas enzimas (concentraciones de 1,5 y 3 g/hL, respectivamente). Se 
maceraró 2 horas con agitación a 130 rpm y a 30ºC. Las absorbancias se determinaron a 
longitudes de onda (λ , nm): 420, 450, 520, 570, 620, 630 y 750.  
Se utilizaron los parámetros clásicos de análisis de color. El Índice de Color (IC), según 
Glories (1984), se obtiene a partir de las sumas de las absorbancias a tres λ (420, 520 y 620 
nm), y el Índice de Sudraud (1958) define el Matiz como la relación entre la absorbancia a 
420 y 520. El análisis del Contenido de Polifenoles Totales (TPC) fue realizado mediante la 
técnica de Folin-Ciocalteau, con ácido gálico como estándar (Singleton y Rossi, 1965). Se 
calcularon los valores triestímulos según la “Comisión Internacional de L’Eclairage” (CIE, 
1986). Mediante un software apropiado se calcularon los parámetros CIE-Lab: 
Luminosidad (L*), verde-rojo (a*), azul-amarillo (b*), Saturación o chroma métrico (C*) y 
Tonalidad (H*). Se calculó también la diferencia de color CIE-Lab (?Er,s ), entre cada 



muestra y la EN, definida como [(.L*)2 + (.a*)2 + (.b*)2]1/2. Valores mayores a 2,7 indican 
dos colores distinguibles por el ojo humano (Negueruela y col., 2001). 
 
4.7. Análisis Estadístico  
Todos los resultados se analizaron mediante ANOVA y Test de Rangos Múltiples, 
utilizando el programa estadístico STATGRAPHICS Plus 5.1. Las diferencias entres 
medias fueron consideradas estadísticamente significativas cuando el valor p del test F fue 
menor a 0,05 (95% de nivel de confianza).  
 
5. Resultados y Conclusiones  
 
5.1. Actividad pectinolítica de las preparaciones enzimáticas  
La cepa Bacillus sp. SC Ch-15 fue seleccionada, en trabajos previos, por ser una cepa con 
buena actividad pectinolítica a baja temperatura (15ºC). La enzima comercial Inozyme 
terroir es una preparación utilizada para la clarificación, mientras que Extrazyme terroir es 
usada para la extracción de compuestos aromáticos y de color. En la Tabla 1 se comparan 
las actividades pectolíticas específicas (UE/gramo de proteínas), a pH 5, óptimo de los 
preparados en estudio y a pH 3,5, pH de mostos y vinos.  
 
 

TABLA 1: Actividad pectinásica específica del extracto enzimático crudo SC Ch-15  
 y de las enzimas comerciales, a 30ºC y pH 5 / 3,5.  

 
 
El extracto enzimático SC Ch-15 presentó muy buena actividad pectinolítica a pH 5, 
considerando que se trata de un extracto crudo (sin purificar). Respecto a la acción 
enzimática a pH 3,5, las tres preparaciones enzimáticas dieron valores mucho más bajos, 
presentando una actividad del 2, 6 y 0,5% de la correspondiente a pH 5, respectivamente. 
Cabe destacar que la actividad del preparado enzimático en estudio resultó mayor que la del 
preparado comercial Inozyme terroir. Estos resultados demostraron claramente que el pH 
de los mostos resulta ser una condición crítica para la actividad de las enzimas pectolíticas.  
 
5.2. Actividades secundarias  
Celulasa, xilanasa y β-glucosidasa fueron determinadas sobre el extracto enzimático SC 
Ch-15. La actividad celulasa fue de 0,014 UE/ml (30ºC) y 0,032 (15ºC) y la xilanasa de 
0,056 (30ºC) y 0,038 UE/ml a (15º). Celulosa y xilano, son los constituyentes principales 
junto con la pectina de la paredes celulares vegetales. No fue detectada actividad β-
glucosidasa, lo que resulta ventajoso para la aplicación del preparado pectinolítico SC Ch15 
ya que esta enzima actúa hidrolizando parcialmente a los antocianos reduciendo el color de 
los vinos (Todaro y col., 2008).  
 
5.3. Efecto del pH sobre la actividad enzimática del extracto Ch-15  



Alcanzó un máximo de actividad a pH 6, sin embargo a pH 3,5-4 (valor próximo al pH de 
los mostos) mantuvo casi el 60% de la actividad (datos no mostrados).  
 
5.3. Efecto de las preparaciones pectinolíticas sobre la extracción de color  
Se practicó a partir de hollejos de uvas tintas, con el preparado enzimático SC Ch-15, a 
30ºC y pH 5. Produjo comportamientos similares tanto para el CI como para el TPC. 
Diferencias estadísticamente significativas (p<0,05), respecto a la EN, se observaron a 150 
µL del extracto enzimático (muestra C = 0,0209 UE). A dicha concentración se logró un 
aumento para el TPC de 126,7 mgGAE/L y un aumento de casi una unidad y media para el 
CI. Para concentraciones menores o mayores a la muestra C, no se observaron diferencias 
significativas, indicando que se trató de un valor óptimo. Con respecto al Matiz (relación  
pigmentos amarillos sobre rojos) no se observaron diferencias significativas (Figura 1). 
 

 
FIGURA 1: Efecto del preparado enzimático SC Ch-15 sobre el Índice de Color , el Matiz y el TPC. Las 
distintas mezclas fueron conformadas por los hollejos y una cantidad creciente de extracto enzimático siendo 
las UE netas en cada mezcla de reacción: A = 0,00695; B = 0,0139; C = 0,0209; D = 0,0278; E = 0,0348. EN 
= extracción natural. Las distintas letras minúsculas indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).  
 
Hubo diferencias entre el preparado en estudio (muestra C) y las enzimas comerciales, 
dependiendo del pH del medio de reacción (Tabla 2).  
 
 

TABLA 2: Efecto de las preparaciones pectinolíticas sobre la extracción de color:  
 Índice de Color (IC), Matiz (M) y Contenido de Polifenoles Totales (TPC).  

 
 
A pH 5, el extracto SC Ch-15 mostró propiedades similares a los preparados comerciales, 
tanto para CI como para TPC. Los dos fueron significativamente mayores que los 
producidos por la EN. En el matiz, no se observaron cambios significativos. Por otro lado, 
la extracción a pH 3,5 produjo valores bastante mayores en el CI y TPC comparados con la 
extracción a pH 5, para todas las muestras. El efecto neto del pH fue evidente sobre la 



composición antociánica de los macerados, ya que la EN exhibió también altos valores. Por 
lo que no se observaron diferencias significativas, excepto para Extrazyme en el TPC. En 
cuanto al matiz, fue menor que el correspondiente a pH 5, indicando mayor concentración 
de antocianos en la forma iónica de catión flavilio, de intensa coloración rojiza. Por lo 
tanto, puede concluirse que el pH de mostos y vinos es también un parámetro crítico para la 
extracción, y que el agregado de estas preparaciones pectolíticas mostró poco o ningún 
efecto sobre el color en el análsis de los parámetros clásicos.  
Por otra parte, fue estudiado el efecto sobre la extracción de color por valores triestímulos. 
Las coordenadas CIE-Lab, comparadas con los parámetros clásicos, resultaron ser los 
métodos más fieles y útiles de medición de color para caracterizar y diferenciar vinos 
(Pérez-Magariño y González-Sanjosé, 2001). Los resultados se muestran en la Tabla 3. 
 
 

TABLA 3: Efecto del extracto pectinolítico SC Ch-15 y preparados comerciales sobre los parámetros CIE-
Lab. EN = extracción natural; C (SC Ch -15)=0,0209 UE; Inozyme=0,0319 UE; Extrazyme=0,0598 UE.  

 
 

Con respecto a la muestra C (valor óptimo para SC Ch-15) a pH 5, pudo observarse una 
menor luminosidad respecto a la EN (debido a alto valor del CI, ya que ambos poseen una 
relación inversa) (Negueruela y col., 2001). La saturación o chroma métrico (C*: 
contribución de a* y b* en el color total) aumentó, por aumento de a* (rojo) y b* 
(amarillo). En cuanto al tono (H*; expresado en grados, 0-360º), que refleja especialmente 
a los pigmentos amarillos, no se observó diferencia con respecto al blanco. Estos resultados 
indican una buena contribución de los tonos rojos, característica muy valorada en vinos 
tintos. Un observador detectaría características cromáticas diferenciales en una copa cuando 
el valor de la diferencia CIE-Lab (?Er,s) sea mayor o igual a 2,7 unidades (Negueruela y 
col., 2001). En base a esto puede confirmarse que un observador notaría disparidades para 
la muestra C (SC Ch-15) y para Inozyme terroir. Además, Inozyme terroir presentó 
propiedades semejantes a Ch-15 a pH 5, mientras que Extrazyme terroir no mostró ninguna 
característica especial.  
En cuanto a las coordenadas CIE-Lab medidas a pH 3,5, se observaron diferencias con 
respecto a EN, en el valor C*, particularmente en el parámetro a* para todas las muestras. 
Esto indica que ciertamente hubo mayor concentración de pigmentos rojos en las muestras 
tratadas con enzimas. Con respecto a la diferencia de color CIE-lab (?Er,s), se lograron 
también valores mayores de 2,7 para la muestra SC Ch-15 e Inozyme terroir. Por lo tanto, 
se puede concluir, de acuerdo a estos parámetros, que la presencia de enzimas pectolíticas 



produjo cambios relevantes en el color al pH de mostos y vinos, con características 
favorables, lo cual no pudo detectarse con la medición de los parámetros clásicos.  
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