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1. Resumen

El uso de enzimas pectinoliticas en el proceso de vinificacion tiene el proposito de
aumentar el contenido fendlico (incluidos los pigmentos), mejorar el rendimiento, y
facilitar las etapas de clarificacion y filtracion. Las maceraciones con pectinasas mejoran
notablemente los tenores de polifenoles. Estas estdn condicionada por diversos factores
fisico-quimicos, siendo uno de los mas importantes el pH. El objetivo del presente trabajo
fue investigar el efecto de la adicion de un nuevo preparado pectinolitico obtenido de
Bacillus sp. SC Ch-15, sobre la extraccion de pigmentos y polifenoles totales, en la
maceracion de mostos de uva Malbec, y realizar un andlisis comparativo con preparaciones
comerciales (Inozyme terroir y Extrazyme terroir - Institut Enologique de Champagne). Se
estudio, asimismo, los cambios producidos por modificacion del pH, tanto sobre la
actividad pectinasica como sobre el equilibrio de antocianos. Se observd que el uso del
nuevo preparado pectinolitico SC Ch-15 produjo mostos mas ricos en compuestos fenolicos
y con un mejor aspecto visual, a pH 5 (6ptimo de la enzima) y a 30°C. Se encontré un
optimo de concentracidn enzimatica para la extraccion de color de 5,88% (ml extracto
enzimatico crudo/100 ml solucién). Al pH de mostos (3,5), tanto el preparado enzimatico
en estudio como los comerciales, disminuyeron significativamente la actividad pectinasica.
Asimismo, se observo el efecto neto del pH sobre la composicion antocidnica, indicando
que este factor resulta ser un parametro critico en el proceso de vinificacion. Las
coordenadas CIE-Lab permitieron una definicidon mucho mas precisa que los pardmetros
clasicos, observandose cambios relevantes en el color al pH de mostos y vinos por el uso
del preparado SC Ch-15.

2. Marco tedrico

El color es uno de los parametros organolépticos mas importantes de un vino tinto y su
calidad y estabilidad dependen del contenido en compuestos fendlicos 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 fisiologicos
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
vinificacion, los antocianos son extraidos de los hollejos por la ruptura de las células y las
vacuolas, pasando rapidamente al mosto, el cual presenta un bajo contenido alcoholico.

La adicién de enzimas pectinoliticas es una practica comun en la elaboracion de vinos, para
aumentar el contenido fenolico, mejorar el rendimiento, y facilitar las etapas de



clarificacion y filtracion (Kashyap y col., 2001). Las pectinasas son complejos enzimaticos
efectivos en la despolimerizacion de pectinas vegetales, polisacarido estructural de la pared
celular vegetal, y act@ian facilitando la liberacion 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 Sanchez y Regodon, 1994).

Las pectinasas extracelulares pueden ser producidas por diferentes microorganismos, las
mas comunes en el mercado son producidas por hongos. Dentro de las bacterias, el género
Bacillus es un candidato ideal para producir enzimas. Ademas, la mayoria de las especies
son consideradas GRAS (Generally Regarded As Safe) por la FDA (Gordon, 1977). En
nuestro laboratorio se aislé la cepa Bacillus sp. SC Ch-15 por su buena actividad
pectinolitica a baja temperatura, 15°C (Cabeza y col., 2005).

Por otro lado, la extraccion de los polifenoles de la uva durante la maceracion es
condicionada por diversos factores. De las condiciones fisico-quimicas 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 quimico con coloraciones caracteristicas, lo que condiciona en forma muy
importante el color del vino (Heredia y col., 1998).

La definicion y evaluacion objetiva del color del vino es un topico complicado. El método
de referencia es el propuesto por la O.1.V. (1990), aunque se ha demostrado que carece de
precision en el caso de vinos fuertemente coloreados (Heredia y Guzman, 1991). La
aplicacion de sistemas colorimétricos, como el método estandarizado de la “Comisioén
Internacional de L’Eclairage” (CIE-Lab, 1986), es de gran valor en la cuantificacion y
caracterizacion de propiedades cromaticas de antocianos. La aplicaciéon de valores
triestimulos ofrece una medicion mas objetiva del color, debido al hecho de que esta basado
sobre la consideracion de todo el rango del espectro visible, y permite que el perfil real
cromatico de cada compuesto sea obtenido (Heredia y col., 1998). Los pardmetros
triestimulos han sido ampliamente aplicados a alimentos con diferentes propdsitos y han
sido relacionados a concentracion de pigmentos (Ihl y col., 1994) y pardmetros fisico-
quimicos y sensoriales (Heredia y Guzman, 1995).

3. Objetivos

El objetivo del presente trabajo fue investigar el efecto de la adiciéon de un nuevo preparado
pectinolitico obtenido de Bacillus sp. SC Ch-15, sobre la extraccion de pigmentos y
polifenoles totales, en la maceracion de mostos de uva Malbec, y realizar un analisis
comparativo con preparaciones comerciales comunmente utilizadas en vinificacion.
Asimismo se pretende estudiar los cambios producidos por modificacion del pH, tanto
sobre la actividad pectinasica como sobre el equilibrio de antocianos, parametro
fundamental en el color de los vinos tintos.

4. Materiales y Métodos

4.1. Obtencion del preparado enzimdtico

La cepa Bacillus sp. SC Ch-15 fue aislada en trabajos previos a partir de uvas de la region
DOC de San Rafael (Mza.) (Cabeza y col., 2005). El medio de cultivo utilizado fue el caldo
Pectato modificado (Kobayashi y col., 2000). La obtencion del extracto enzimatico crudo
se realiz6 mediante centrifugacion a 5000xg durante 15 min. y filtracion esterilizante (0,22
um) del cultivo bacteriano crecido 24 h a 30°C y 65 rpm.



4.2. Enzimas comerciales
Se utilizaron soluciones de Inozyme Terroir y Extrazyme Terroir (Institut (Enologique de
Champagne).

4.3. Ensayo de la actividad pectindsica

La actividad pectindsica fue determinada por la cuantificacion de azlcares reductores
liberados a partir de una dispersion de pectina al 0,25% en buffer acetato de Na con el
reactivo acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Unidad enzimatica (UE) es la
cantidad de enzima que libera un umol de acido galacturonico/min.

4.4. Ensayo de actividades secundarias (xilanasa, celulasa y F-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 azucares
reductores liberados fue cuantificada usando xilosa o glucosa como estandar. La actividad
B-glucosidasa fue cuantificada por medicion de glucosa liberada a partir de celobiosa
utilizando un kit enzimdtico especifico (Ghose, 1987).

4.5. Determinacion del pH optimo

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica fue estudiado sobre sustratos constituidos
por pectina a una concentracion de 0,25% en distintos buffer, abarcando un rango de pH de
3 a 10. Seguidamente, se incubo la mezcla de reaccion 30 min. a 20°C y se midio la
actividad pectinolitica (Miller, 1959).

4.6. Efecto de las preparaciones pectinoliticas sobre la extraccion 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
adiciono6 a cada tubo una cantidad creciente de extracto enzimatico crudo SC Ch-15 (50,
100, 150, 200 y 250 uL) 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 uL. de una
solucion de dichas enzimas (concentraciones de 1,5 y 3 g/hL, respectivamente). Se
macerar6 2 horas con agitacion a 130 rpm y a 30°C. Las absorbancias se determinaron a
longitudes de onda (A , nm): 420, 450, 520, 570, 620, 630 y 750.

Se utilizaron los parametros clasicos de analisis de color. El Indice de Color (IC), segun
Glories (1984), se obtiene a partir de las sumas de las absorbancias a tres A (420, 520 y 620
nm), y el Indice de Sudraud (1958) define el Matiz como la relacién entre la absorbancia a
420y 520. El analisis del Contenido de Polifenoles Totales (TPC) fue realizado mediante la
técnica de Folin-Ciocalteau, con acido gélico como estandar (Singleton y Rossi, 1965). Se
calcularon los valores triestimulos segun la “Comision Internacional de L’Eclairage” (CIE,
1986). Mediante un software apropiado se calcularon los pardmetros CIE-Lab:
Luminosidad (L*), verde-rojo (a*), azul-amarillo (b*), Saturacién o chroma métrico (C*) y
Tonalidad (H*). Se calcul6 también la diferencia de color CIE-Lab (?Er,s ), entre cada



muestra y la EN, definida como [(.L*)2 + (.a*)2 + (.b*)2]12. Valores mayores a 2,7 indican
dos colores distinguibles por el ojo humano (Negueruela y col., 2001).

4.7. Anadlisis Estadistico

Todos los resultados se analizaron mediante ANOVA y Test de Rangos Multiples,
utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS Plus 5.1. Las diferencias entres
medias fueron consideradas estadisticamente 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 pectinolitica de las preparaciones enzimadticas

La cepa Bacillus sp. SC Ch-15 fue seleccionada, en trabajos previos, por ser una cepa con
buena actividad pectinolitica a baja temperatura (15°C). La enzima comercial Inozyme
terroir es una preparacion utilizada para la clarificacion, mientras que Extrazyme terroir es
usada para la extraccion de compuestos aromaticos y de color. En la Tabla 1 se comparan
las actividades pectoliticas especificas (UE/gramo de proteinas), a pH 5, optimo de los
preparados en estudio y a pH 3,5, pH de mostos y vinos.

TABLA 1: Actividad pectinésica especifica del extracto enzimatico crudo SC Ch-15
y de las enzimas comerciales, a 30°C y pH 5/ 3,5.

Enzima Actividad especifica Actividad especifica
pH 5 (UE/g) pH 3,5 (LUE/g)
Ch-15 G957 173
Extrazyme terroir 3079 2057
Inozyme terroir 12085 37

El extracto enzimatico SC Ch-15 present6 muy buena actividad pectinolitica a pH 5,
considerando que se trata de un extracto crudo (sin purificar). Respecto a la accion
enzimatica a pH 3,5, las tres preparaciones enzimaticas dieron valores mucho mas bajos,
presentando una actividad del 2, 6 y 0,5% de la correspondiente a pH 5, respectivamente.
Cabe destacar que la actividad del preparado enzimatico en estudio resulté mayor que la del
preparado comercial Inozyme terroir. Estos resultados demostraron claramente que el pH
de los mostos resulta ser una condicion critica para la actividad de las enzimas pectoliticas.

5.2. Actividades secundarias

Celulasa, xilanasa y B-glucosidasa fueron determinadas sobre el extracto enzimatico SC
Ch-15. La actividad celulasa fue de 0,014 UE/ml (30°C) y 0,032 (15°C) y la xilanasa de
0,056 (30°C) y 0,038 UE/ml a (15°). Celulosa y xilano, son los constituyentes principales
junto con la pectina de la paredes celulares vegetales. No fue detectada actividad B-
glucosidasa, lo que resulta ventajoso para la aplicacion del preparado pectinolitico SC Ch15
ya que esta enzima actua hidrolizando parcialmente a los antocianos reduciendo el color de
los vinos (Todaro y col., 2008).

5.3. Efecto del pH sobre la actividad enzimadtica del extracto Ch-15



Alcanz6 un méximo de actividad a pH 6, sin embargo a pH 3,5-4 (valor proximo al pH de
los mostos) mantuvo casi el 60% de la actividad (datos no mostrados).

5.3. Efecto de las preparaciones pectinoliticas sobre la extraccion de color

Se practico a partir de hollejos de uvas tintas, con el preparado enzimatico SC Ch-15, a
30°C y pH 5. Produjo comportamientos similares tanto para el CI como para el TPC.
Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), respecto a la EN, se observaron a 150
uL del extracto enzimatico (muestra C = 0,0209 UE). A dicha concentracion se logré 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 tratd de un valor 6ptimo. Con respecto al Matiz (relacion
pigmentos amarillos sobre rojos) no se observaron diferencias significativas (Figura 1).
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FIGURA 1: Efecto del preparado enzimatico SC Ch-15 sobre el indice de Color , el Matiz y el TPC. Las
distintas mezclas fueron conformadas por los hollejos y una cantidad creciente de extracto enzimatico siendo
las UE netas en cada mezcla de reaccion: A = 0,00695; B = 0,0139; C =0,0209; D = 0,0278; E = 0,0348. EN
= extraccion natural. Las distintas letras minusculas 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 reaccion (Tabla 2).

TABLA 2: Efecto de las preparaciones pectinoliticas sobre la extraccion de color:
Indice de Color (IC), Matiz (M) y Contenido de Polifenoles Totales (TPC).

pH 3 pH 3.5
I M TRC 1C M IPC
Extraccion natural 32" 1,14 " 586,7° 56° 055" 613,2"
SC Ch-15 4.4 ,ine T13,4" 57" 056" 646,8°
Inozyme terroir 46" 16" 678.0" 53" 053" aia7,8"
Extrazyme terroir 3,3 La1® 731.5" 57" 055" To3,9"

Los valores scpmdos de letras diferentes indica que son sigmificativamente distintos entre ellos, con p=20,05 de
senerdo al Test de Rangos Muoltiples.

A pH 5, el extracto SC Ch-15 mostré 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 extraccion a pH 3,5 produjo valores bastante mayores en el CI y TPC comparados con la
extraccion a pH 5, para todas las muestras. El efecto neto del pH fue evidente sobre la



composicion antocianica de los macerados, ya que la EN exhibi6 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 concentracién
de antocianos en la forma idnica de cation flavilio, de intensa coloracion rojiza. Por lo
tanto, puede concluirse que el pH de mostos y vinos es también un parametro critico para la
extraccion, y que el agregado de estas preparaciones pectoliticas mostrd poco o ningin
efecto sobre el color en el andlsis de los parametros clasicos.

Por otra parte, fue estudiado el efecto sobre la extraccion de color por valores triestimulos.
Las coordenadas CIE-Lab, comparadas con los parametros cléasicos, resultaron ser los
métodos mas fieles y tutiles de medicion de color para caracterizar y diferenciar vinos
(Pérez-Magariio y Gonzalez-Sanjosé, 2001). Los resultados se muestran en la Tabla 3.

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

L* C* H* a® h* TEr,s
pH 5
EM BB 9,73 23,02 896 381
C 77,0 13,67 23,00 12,59 5.34 7.0
Inozyme 76,3 15,64 10,00 15,40 2,72 9.2
Extrazyme__ 82.1 11,00 10,24 10,39 3.63 1.0
pH 3.5
EM 70,7 3493 35960 3493 0,26
C G490 37,95 0,43 3795 0.28 35
Inozyme 70,8 3743 ize0 0 37719 -3,31 39
Extrazyme  G6%.5 37,31 33940 3730 -0, 40 2.7

Con respecto a la muestra C (valor 6ptimo 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
relacion inversa) (Negueruela y col,, 2001). La saturacion o chroma métrico (C*:
contribucion de a* y b* en el color total) aumentd, por aumento de a* (rojo) y b*
(amarillo). En cuanto al tono (H*; expresado en grados, 0-360°), que refleja especialmente
a los pigmentos amarillos, no se observd diferencia con respecto al blanco. Estos resultados
indican una buena contribucion de los tonos rojos, caracteristica muy valorada en vinos
tintos. Un observador detectaria caracteristicas cromaticas 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 notaria disparidades para
la muestra C (SC Ch-15) y para Inozyme terroir. Ademds, Inozyme terroir presentd
propiedades semejantes a Ch-15 a pH 5, mientras que Extrazyme terroir no mostré ninguna
caracteristica 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 pardmetro a* para todas las muestras.
Esto indica que ciertamente hubo mayor concentracion 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 pardmetros, que la presencia de enzimas pectoliticas



produjo cambios relevantes en el color al pH de mostos y vinos, con caracteristicas
favorables, lo cual no pudo detectarse con la medicion de los parametros clasicos.
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