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Introduccién:

El presente trabajo es una monografia resultante de la investigacion de un antioxidante natural
y poco conocido , como es el Glutation, presente en todos los organismos como plantas, en
nuestro caso de interés la Vid, también presente en su producto final el mosto y vinos,

inclusive presente en el ser humano.

La eleccion del tema tiene varios fundamentos, entre ellos se encuentran la competencia entre
los diferentes paises productores de vino y también entre los diferentes productores de vino
individuales que tienen la posibilidad de inserciéon en el mercado global, el cambio de
preferencias de los consumidores fuera de vino basico de los vinos de calidad en funciéon a
mayor duracion de sus caracteristicas organolépticas en botella y también en funcion de la

salud.

Ademas de producir vinos de calidad, la capacidad de satisfacer las demandas del consumidor
en términos de un producto saludable se convertird en un motor econdmico cada vez mas
importante de la rentabilidad, estrategias para mejorar y preservar la calidad del vino

conferiria una ventaja competitiva a los productores de vino.

El aumento de los niveles de glutation (GSH) en el vino, podria ayudar a obtener tal ventaja
teniendo en cuenta la funcion de preservar la calidad de este antioxidante natural juega en el
vino. Ademas de la limitacion de coloracion oxidativa en el zumo de uva y el vino, GSH
ejerce un efecto protector sobre diversos compuestos de aroma, impacto durante el

envejecimiento del vino, tales como tioles volatiles, ésteres y terpenos.

Los altos niveles de este antioxidante natural también pueden permitir el uso de dioéxido de
azufre (SO;) en baja dosis en el vino, abordando parcialmente las preocupaciones

relacionadas con la salud en relacidon con el uso de SO, en el vino.

La variabilidad en la concentracion segun la variedad vinifera y la sensibilidad oxidativa que
representa en cada caso, teniendo consecuencias perjudiciales sobre la calidad del vino, lo que
resulta en una pérdida de aroma caracteristico, el desarrollo de un caracter de sabor

envejecimiento atipico y pardeamiento visual.

La identificacion de las practicas enologicas que pueden resultar en niveles de GSH vino

elevados seria de gran valor para la industria enologica.



Otro de los fundamentos fue mi curiosidad sobre diferentes cepas de levaduras disponibles en
el mercado, las diferencias en los requisitos de asimilaciéon o de GSH entre cepas de levadura
pueden por lo tanto resultar en vino contenido de GSH a variar cuando se utilizan diferentes
cepas para la fermentacion alcoholica y de una amplia gama de productos enriquecidos en
glutation que estan actualmente disponible en el mercado que pretende mejorar la estabilidad
sensorial de vinos y poder hacer uso de este espacio, sobre lo leido en bibliografias,
documentos, reportes cientificos, revistas enoldgicas, y a modo para brindar respuestas a esta
misma inquietud de los lectores o como aporte para investigaciones mas profundizadas de

alguno de los capitulos

Para ello he ordenado y clasificado la informacion en esta monografia, espero que sea un

proceso dinamico e interactivo.

“Hay mas filosofia y sabiduria en una botella de vino, que en todos los libros”. Louis Pasteur
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Capitulo 1: El glutation:

J

1.1 Definicién:

El glutation (GSH) es un tri-péptido no proteinico que se deriva de los aminoacidos.
Formado por los aminoacidos L-cisteina, acido L-glutdmico y glicina.

Contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo

de la cadena lateral del glutamato.
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El glutation, un antioxidante, ayuda a proteger las especies reactivas de oxigeno (EROs) como
los radicales libres y los peroxidos. El glutation es nucleofilico en azufre y ataca los aceptores

conjugados electrofilicos.

1.2 Potencial antioxidante:

Pareja biologicas de 6xido-reduccion A Potential Redox (mV a pH 3.5)

(forma oxidada — forma reducida)

0,/H,0 +1022 mV
Q/QH, +475 mV
G-SS-G / G-SH 240 mV

Siendo un compuesto tiolico no proteico intracelular (0,2-10 mM) presente en la mayoria de
organismos procariotas y muchos mamiferos (tiol es un compuesto que contiene el grupo

funcional formado por un atomo de azufre y un 4tomo de hidrégeno).

Los grupos tiol se mantienen en un estado reducido a una concentracion de aproximadamente
~ 5 mM en células animales. En efecto, el glutation reduce cualquier enlace disulfuro formado
dentro de proteinas citoplasmaticas de cisteinas, al actuar como un donante de electrones. En

el proceso, el glutation se convierte en su forma oxidada disulfuro de glutation (GSSG).

1.2.1 Estructuras moleculares:

Estructuras moleculares: de (a) glutation (GSH) y (b) disulfuro de glutation (GSSG).

i

Q [a] H o]
HG,J\/\_/lL N\)L'U
T H
NH, H

(b)

(a)
SH
H
HMN OH
H
NH;, 0

= Forma reducida = forma oxidada

(Tiol) (Disulfuro)

= pareja de oxido-reduccion (redox)




El glutatién se encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya que la enzima que
vuelve de su forma oxidada, la glutation reductasa, es constitutivamente activa e inducible al
estrés oxidativo. De hecho, la proporcion de glutation reducido a glutation oxidado dentro de

las células a menudo se utiliza cientificamente como una medida de la toxicidad celular.

Una vez oxidado, glutation se puede reducir de nuevo por la glutation reductasa, usando

NADPH como donante de electrones.

GLUTATION PEROXIDASA

2H0, — 2H,0+0,

GLUTATION REDUCIDO {‘

(R-S-H) (R-S-SR)

GLUTATION OXIDADO

NADP* «<—— NADPH

GLUTATION REDUCTASA



1.3 Enzimas

1.3.1 Glutatién peroxidasa:

La enzima Glutation peroxidasa (GPX) o Glutationa peroxidasa, cataliza la reaccion de
oxidacion de glutation a glutation disulfuro utilizando para ello peréxido de hidrogeno. Esta

enzima usa como cofactor el selenio.
2 Glutation + H,O, Glutation disulfuro + 2 H,O

La glutation peroxidasa tiene como principal funcion proteger al organismo del efecto

degradante de los hidroperéxidos formados de forma endogena.

1.3.2 Glutatién S-transferasa

El glutation S -transferasas (GSTs) , anteriormente conocido como ligandins , comprenden
una familia de eucariotas y procariotas fase Il metabolicos isoenzimas mejor conocidos por su
capacidad para catalizar la conjugacion de la forma reducida de glutation (GSH) a
xenobidticos sustratos con el proposito de desintoxicacion .Estan clasificadas como enzimas

multifuncional especializadas diméricas.

La familia GST consta de tres superfamilias: la citosolica, mitocondrial y microsomal -
también conocidas como MAPEG - proteinas .Se encuentra en casi todas las formas de vida,

incluyendo bacterias, hongos, levaduras, insectos, mamiferos y plantas superiores.

GSTs catalizan la conjugacion de GSH - a través de un grupo sulfidrilo - a los centros
electrofilicos en una amplia variedad de sustratos con el fin de hacer que los compuestos sean

mas solubles en agua.



1.4 Biosintesis:

El glutation no es un nutriente esencial, ya que puede ser sintetizado a partir de los
aminoacidos L-cisteina, dcido L-glutamico y glicina. El sulthidrico (tiol), grupo (SH) de la
cisteina, sirve como donador de electrones y es responsable de la actividad bioldgica del
glutation. La prestacion de este aminoacido es el factor limitante en la sintesis de glutation en
las células porque la cisteina es rara en los productos alimenticios. Por otra parte, si se libera,
como el aminoacido libre, la cisteina es toxica y de manera espontanea cataboliza en el tracto

gastrointestinal y el plasma de la sangre.

El glutation se sintetiza en dos pasos dependientes del trifosfato de adenosina:

* En primer lugar, la gamma-glutamilcisteina se sintetiza a partir del L-glutamato y la
cisteina a través de la enzima gamma-glutamilcisteina sintetasa (también conocida
como Ligasa glutamato-cisteina (GCL) ligasa). Esta reaccion es el paso limitante en la

sintesis de glutation.

* En segundo lugar, la glicina se anade a la C-terminal de la gamma-glutamilcisteina a

través de la enzima glutation sintetasa.



1.5 Estrés oxidativo

Para entender a las especies de oxigeno reactivo tenemos que conocer al protagonista quimico

de estos, siendo el oxigeno.

El oxigeno molecular (O;) o dioxigeno es uno de los gases mas importantes de la Tierra.
Constituye el 21% de la atmosfera, 89% del peso del agua del mar y al menos el 47% de la

corteza terrestre. La atmosfera terrestre esta constituida por los siguientes componentes:
* Nitrogeno: 78.08%

* Oxigeno: 20.95%

* Argon: 0.93%

* Bioxido de carbono: 0.03%
* Neon: 0.0018%

* Helio: 0.0005%

* Cripton: 0.0001%

* Hidrogeno: 0.00006%

* Ozono: 0.00004 %

* Xen6n: 0.000008 %

El oxigeno atmosférico es producido por la oxidacion del agua por el complejo de ruptura del

agua del fotosistema I de las células fotosintéticas durante la fase luminosa de la fotosintesis:
2H20 - 02 + 4H+ + 4e—

En los organismos aerobios el oxigeno es el ultimo aceptor de los electrones en la cadena
respiratoria en donde se forma agua. La enzima citocromo c¢ oxidasa, el complejo IV de
transporte de electrones, reduce completamente el oxigeno a agua por la adicién de cuatro

protones y 4 electrones.

O, +4H+ +4e— — 2H,0



A esta reaccion también se le conoce como reduccion tetravalente del oxigeno, indicando que

este complejo reduce completamente al oxigeno y no libera especies parcialmente reducidas.

Las reacciones 1 y 2 establecen un ciclo entre los organismos productores y consumidores de

oxigeno.

Tabla 1. Diferencias entre el proceso de oxidacion y el proceso de reduccidn (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Término Definicion Ejemplo
Oxidacidn Proceso quimico que implica:
+ Ganancia de oxigeno C+0, = (0, (el dtomo de Cse oxida a didxido
de carbona).
« Pérdida de elecirones Na = Na* + ¢ (El atomo de Na se oxida al cation
Na con pérdida de un electron).
Reduccidn Proceso quimico que implica:
+ Pérdida de oxigeno (0,4 C = 2 CO(EI CO,esreducido a CO mientras
queel Ces oxidado a CO).
» Ganancia de hidrégeno C+2H, = CH, [Fl dtomo de C es reduddo a
metano).
_ (+e = ((Eldtomode Cl es reducido al ion CI
 Ganancia de electrones con ganandia de un electro)
Agente oxidante  |ES un compuesto quimico que oxida a otro compuesto, ya sea
tomdndole electrones o hidrdgeno o bien adiciondndole
oxigeno con su correspondiente reduccion.
Agente reductor  |ES un compuesto quimico que reduce a otro compuesto, ya sea

dondndole electrones o hidrégeno o bien removiéndole
oxigeno con su correspondiente oxidacidn.

Acoplado al proceso de respiracion o consumo de oxigeno, las células sintetizan la mayor

parte del adenosin trifosfato (ATP) que se requiere para los diversos procesos celulares. A

estos dos procesos acoplados (la oxidacion de los acarreadores de electrones reducidos

NADH y FADH 2 y el transporte de los electrones hasta el O, para formar H,O y la sintesis

de ATP a partir del ADP) se le conoce como fosforilacion oxidativa.

El oxigeno no sdlo se requiere en la respiracion; hay muchas enzimas que también lo utilizan.
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Tabla 2. Algunas enzimas que requieren oxigeno.

Sintasa de oxido nitrico
Hemo oxigenasa

Xantina oxidasa

NADPH oxidasa

Acil CoA desaturasa
Triptofano 2,3 dioxigenasa
Citocromo P450

Escualeno monooxigenasa
Desmolasa

Fenilalanina hidroxilasa

Ademas el oxigeno juega un papel esencial en la quimica de los radicales libres, razon por la
cual resulta de importancia definir algunos conceptos basicos para entender la importancia del

mismo no solo en el proceso respiratorio sino también en el metabolismo celular.

1.5.1 Radicales libres

Un radical libre ( RL) se define como cualquier especie quimica, ya sea atdbmica o molecular,
capaz de existir independientemente, que contenga uno o mas electrones desapareados (que
ocupan por si mismos un orbital molecular o atdmico), ya sea por ganancia o pérdida de un

electron de un no radical o por la ruptura homolitica de una molécula:
X —e-+X+
Radical formado por la pérdida de un electron de un no radical.
Y+te-—Y.—-
Radical formado por la ganancia de un electron de un no radical.
A:B— A +B.
Radicales formados por la ruptura homolitica de una molécula.

La presencia de electrones desapareados modifica la reactividad quimica de un atomo o de
una molécula, y suele ser mas reactiva que su correspondiente no radical. Sin embargo, la

reactividad quimica de los diferentes tipos de radicales libres es muy variable.
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Es importante mencionar que los RL existen como derivados de muchos elementos o
moléculas quimicas, y los mas importantes desde el punto de vista biologico son los derivados
del oxigeno y del nitrégeno principalmente, aunque también destacan los derivados del
hidrogeno y del carbono, asi como los formados por los metales de transicion como el hierro

y el cobre, entre otros.

1.5.2 Toxicidad del oxigeno

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, a altas
concentraciones o bajo ciertas condiciones a la concentracion normal llega a ser toxico. A este
hecho contrastante se le conoce como la “paradoja del oxigeno”. La toxicidad del oxigeno se
puede explicar por la formacion de las especies reactivas de oxigeno (EROs). Estas especies,
como posteriormente se explicara, son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de
triplete. Las principales especies son: (a) las que se producen por la ruptura o la excitacion del
oxigeno (oxigeno atomico, ozono y el oxigeno singulete) y (b) las parcialmente reducidas

(anio6n superoxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo).

Para entender la reactividad del oxigeno molecular o dioxigeno (porque son dos atomos de
oxigeno atémico unidos por un enlace covalente, O,), debemos entender su estructura
electronica. Una de las caracteristicas interesantes del oxigeno es el hecho de que tiene dos
electrones desapareados (que no estan unidos cada uno con otro electrén) ocupando cada uno
de ellos dos diferentes orbitales moleculares externos (en el orbital n* —pi antienlace— ver
tabla 3). Este tipo de estructura es llamado estado basal o estado triplete y significa que el
oxigeno es un birradical, pues los radicales son usualmente mas reactivos tratando de
encontrar otro electron con quien establecer un par (recordando que un RL por definicion
tiene al menos un electron desapareado). Sin embargo, como se observa en la tabla 3, el
dioxigeno posee estos dos electrones en giro paralelo (el espin nuclear —representado por la
punta de la flecha— se encuentra hacia arriba) y esto le dificulta tomar dos electrones libres
con giro antiparalelo (donde el espin nuclear —representado por La punta de la flecha— se
encuentra hacia bajo) a la vez, por ello s6lo puede recibir estos electrones de uno en uno para
cada orbital molecular externo. Esto explica por qué en su estado basal y a temperatura

ambiente el oxigeno reacciona muy poco, a pesar del hecho de ser un birradical.
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Tabla 3. Configuracion electronica de algunas moléculas de
oxigeno diatomico en el orbital 2rn°

Especie de oxigeno Configuracion electrénica
en el orbital 27

Dioxigeno (0,) F X

Oxigeno singulete ('0,)

forma'z 4 _vl_
forma 'a Qk T

Superéxido (0, N

A la adicion sucesiva de electrones a la molécula de oxigeno se le conoce como reduccion
univalente y esto produce especies parcialmente reducidas de oxigeno. Esto contrasta con la
reduccion tetravalente del oxigeno catalizada por la citocromo oxidasa en donde no se

producen estas especies parcialmente reducidas.

+e” +e” +& +&
0, - O~ - HO, - OH - HO
Dioxi- Anién Peroxido de  Radical  Agua
geno  superdxido hidrégeno hidroxilo

Entonces, el desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno y la defensa
antioxidante provoca un dafio oxidativo conocido como estrés oxidativo, que lleva a una
variedad de cambios fisiologicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro y muerte

celular. Se puede medir este tipo de dafio mediante métodos directos e indirectos.

Entre los primeros tenemos la medicion de la concentracion de agentes oxidantes, que es muy
dificil por su corta vida media y lo costoso que resultan los equipos, lo que hace

imprescindible medirlos indirectamente mediante:

1) Determinacion de productos terminales de la accion oxidante sobre biomoléculas: los
métodos para medir peroxidos lipidicos son el patron de oro, cuando se trata de probar el

papel de los oxidantes en algun tipo de dafio celular.

2) Medicion de la concentracion de antioxidantes: los resultados de diferentes estudios

muestran que los niveles de antioxidantes pueden disminuir o aumentar en muchas
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enfermedades, por lo que al monitorearlos pueden ser utilizados como marcadores de

enfermedad o para el seguimiento terapéutico.

3) Medicion del estado antioxidante total: este método refleja el balance dinamico entre el
sistema antioxidante y los prooxidantes (EROs) y es beneficioso en un sinnumero de

enfermedades. Como instrumento para estimar el riesgo de dafio oxidativo.

El "estrés oxidativo" puede provenir de:

— Una deficiencia del sistema de defensa antioxidante.

— Un incremento de la formacion de EROs, cuya alta reactividad puede provocar:

peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular, rotura del ADN, degradacion proteica.

El aumento de varios de estos agentes oxidantes a la vez, provoca cambios biologicos de
manera progresiva en el organismo, siguiendo mas o menos un patron comun y la

acumulacion progresiva de esos cambios ocasiona la enfermedad.

1.5.3 Especies reactivas del oxigeno (EROs)

La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones enzimaticas, pero del 2-
5 % escapa a esta reduccion bivalente y elige la monovalente, y de ello resulta la formacion
de radicales libres de oxigeno (RLO), que no son mas que atomos o moléculas que poseen un
nimero impar de electrones en su Orbita mas externa, y que también se generan cuando ocurre
una adicion a un doble enlace. Son muy inestables y pueden reaccionar con otras moléculas,

entregando o recibiendo un electron.

Ultimamente prefiere llamarsele EROs, para agrupar a algunos compuestos que como el

perdxido de hidrégeno, no constituyen un verdadero radical.

Estas EROs son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al cuerpo humano
mediante reacciones bioquimicas de REDOX, que ocurren como parte normal del
metabolismo celular o por la exposicion a factores ambientales y se forman de la manera
siguiente: La reduccion univalente del O, produce el radical superoxido (O,) cuya fuente mas

importante es la NADPH oxidasa durante el estallido respiratorio.

La reaccion univalente subsecuente, genera el peroxido de hidrogeno (H,O;) a través de la

enzima superoxido dismutasa (SOD), que no es un RLO, pero tiene una alta capacidad
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oxidante por via de la reaccion de Fenton, y forma el radical hidroxilo (OH) que es varios
miles de veces mas reactivo que el O,.- y deriva facilmente a la formacion de nuevos radicales

libres.

1.5.4 Sistema de defensa contra las EROs

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan EROs. Esta
situacion es incompatible con la vida, a menos que existan en las células mecanismos de

defensa que las neutralicen.

A estas defensas se les denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia
que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que cualquier otra molécula para

interaccionar con un radical libre.

Existe una primera linea de defensa antioxidante constituida por enzimas y scavengers o

eliminadores de radicales.

1.5.4.1 Enzimas:

— La citocromo oxidasa esta encargada de evitar la reduccion univalente del oxigeno.

— La superoxido dismutasa esta especializada en captar el radical anion superdxido mediante

una dismutacion y asi convertirlo en peroxido de hidrogeno.

— Catalasa y peroxidasas, glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) que

neutralizan al H,O, y lo convierten en agua.

1.5.4.2 Scavengers o eliminadores

— La vitamina E o o tocoferol neutraliza al radical .OH por su ubicacion en las membranas

donde su proteccion es particularmente importante.

— La vitamina C, por su caracter reductor, reacciona rapidamente en el O,. Y con el OH,

también es captor del oxigeno singlete y del ion hipoclorito.

— El glutation (GSH), ademas de captar el H;O, como substrato de la GPx, también capta al
(0)3 y al OH.

— La transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de metales de transicion, hierro y

cobre respectivamente, que son generadores de RLO.
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1.6 El antioxidante cosmopolita- Funciones:

Como ya hemos comentado anteriormente el glutation (GSH) es uno de los principales

compuestos antioxidantes no enzimaticos tanto en plantas como en animales.

El glutation tiene multiples funciones:

* Es el principal antioxidante enddégeno producido por las células, participando
directamente en la neutralizacion de los radicales libres y compuestos de oxigeno
reactivos, asi como el mantenimiento de los antioxidantes exdgenos tales como las

vitaminas C y E en sus formas reducidas.

¢ Regulacion del ciclo 6xido nitrico, que es fundamental para la vida, pero puede ser

problematico si no se regula

* Se utiliza en las reacciones metabdlicas y bioquimicas tales como la sintesis y
reparacion del ADN, la sintesis de proteinas, la sintesis de prostaglandinas, el
transporte de aminoacidos, y la activacion de la enzima. Por lo tanto, cada sistema en
el cuerpo puede ser afectado por el estado del sistema de glutation, especialmente el

sistema inmunologico, el sistema nervioso, el sistema gastrointestinal y los pulmones.

e A través de la conjugacion directa, participa en la desintoxicacion compuestos

extrafos (xenobioticos) y agentes carcindgenos.

Por lo tanto, las funciones del glutation son multiples, pero sobre todo participa en la

regulacion del estado redox (reacciones 6xido-reduccion) celular.

El estado del glutation es modulado por los oxidantes asi como por factores nutricionales y
otros factores tales como las respuestas de defensa frente a patdgenos, etc. Por estas razones,
el glutation es considerado como una molécula sefializadora que integra la informacion
ambiental en la red celular. Hoy en dia, hay pruebas inequivocas de que el glutation es un
metabolito multifuncional en plantas y en animales, siendo fundamental en numerosos

procesos celulares.
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Capitulo 2: El glutation en las plantas:

2.1 Biosintesis en las plantas:

GSH se sintetiza en el citosol y los cloroplastos de las células vegetales.

La glutamato cisteina ligasa de las plantas (GCL) es una enzima redox homodimérica
sensible, conservada en el reino vegetal. En un ambiente oxidante se forman puentes disulfuro

intermoleculares y la enzima cambia al estado dimérico activo.

Ademas del control redox estd la enzima GCL inhibida por GSH. La GCL esta
exclusivamente situada en los plastidios y la glutation sintetasa estad en los plastidios y el
citosol, por lo tanto son GSH y gamma-glutamylcisteina exportados de los plastidios. Las dos

biosintesis de las enzimas del glutation son esenciales en las plantas.

2.2 Funcidn en plantas

En las plantas, el glutation es crucial para la gestion del estrés bidtico y abidtico. Es un
componente fundamental del ciclo de glutation-ascorbato, un sistema que reduce el peroxido

de hidrogeno venenoso.

Es el precursor de fitoquelatinas, oligomeros de glutation que el quelato de metales pesados
como el cadmio. El glutation se requiere para la defensa eficaz contra patogenos de las plantas
tales como Pseudomonas syringae y Phytophthora brassicae. APS reductasa, una enzima de la
via de asimilacion de azufre utiliza glutation como donante de electrones. Otras enzimas que
utilizan como sustrato glutation son glutaredoxina, estas pequefias oxidorreductasas estan
involucradas en el desarrollo de flores, acido salicilico y la sefializacion de defensa de la

planta.

2.3 Glutation en las uvas

GSH se cuantifico primero en las uvas en 1989, donde se realizo un estudio para analizar el
contenido de GSH tanto de las bayas y los respectivos mostos de 28 variedades de uva Vitis
vinifera diferentes. El contenido de GSH variaba 56-372 mol / kg (17-114 mg / kg) entre las

variedades de uva.

Estas grandes variaciones entre las variedades, sin embargo, no eran estrictamente
dependiente de la variedad sino también de la vendimia, ubicacion y practicas tecnologicas

todos pueden influir en el contenido de GSH.
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GSH se ha observado que aumenta en el inicio de la maduracion de las bayas de Vitis
vinifera. Este aumento se observo en el contenido de GSH en las variedades blancas, tintas,

sin semillas y con semillas.

La fuerte correlacion entre GSH acumulada y sélidos solubles persiste hasta que las bayas

alcanzar los 16 ° Brix donde después el contenido de GSH se mantiene estable.

El aumento de GSH en el inicio de la maduracion en las bayas puede ser atribuido a un
aumento de la contribucion de los componentes del floema a la baya de fuentes tales como

hojas maduras.

El Contenido de GSH en la uva esta muy relacionado con el estado nutricional y de nitrogeno

de vid estimada.

2.4 Nutrientes:

Para la produccion de glutation en vid, tenemos que tener una planta equilibrada y nutrida, en

primer lugar el nitrégeno, que va a ser el que forme los péptidos y compuestos nitrogenados.

La planta de vid necesita para su desarrollo no solo de C, H y O, si no también de otros 13
elementos minerales. Unos en dosis mayores (Macronutrientes) y otros en menores

concentraciones (Micronutrientes).
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2.4.1 Necesidades nutricionales

Macronutrientes

Micronutrientes

Nitrogeno

40a70 kg NOs;—NH4

Hierro 600 g

Potasio 40 a70 kg Zinc 1002200 g
Calcio 40 a 80 kg Manganeso 80a 160 g
Magnesio 6a 15kg Boro 80als0g
Fosforo 4al10kg Cobre 60al120g
Azufre 6 kg

Considerando la ley de Liebig, la ley del nutriente que se encuentra en minima cantidad,

aunque los demas se encuentren en concentraciones suficientes, este va a ser el que limite la

productividad. Sabiendo eso, tenemos que mantener un vifiedo equilibrado en todos los

nutrientes que necesita.

Macro y micronutrientes son capaces de modificar el contenido de carbohidratos, proteinas,

aminoacidos, aromas y vitaminas en el mosto, como asi mismo los acidos organicos (malico,

tartarico, oxalico).

N\
—

y O, provienen del aire
siderados nutrientes miner.
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2.4.2 Factores de nutricion:

Existen ciertos factores que varian en las cepas, como por ejemplo la edad de la vifia, una vid
mas joven tiene menor capacidad de extraccion en Kg/ha que una mas vieja, debido al sistema

radicular mas complejo;

2.4.2.1 Edad de la vifia

Extracciones de macronutrimentos de un vifiedo joven
hasta el quinto afio desde su plantacion (kg/ha).

Nutrimento 1erano 2°afo 3erafo 4°afo 5°ano

N 45 165 226 399 482 |
P 0,6 2,3 3,9 6,0 74
K 57 234 345 603 717
Ca 147 185 360 636 858
Mg 24 38 6,9 122 158
S 2,0 35 54 105 126

Fertilizaciones excesivas con N durante la etapa juvenil causan desequilibrio entre el
crecimiento aéreo (mucha masa foliar) y subterrdneo (pequefio sistema radical para
abastecer tantas hojas) lo que puede derivar en colapso y muerte subita de plantas jovenes

con sobreproduccion en dias calurosos y secos de verano.

2.4.2.2 Momento Fenoldgico

El momento fenoldgico que se encuete, ya sea brotacion, floracion, grano arveja, envero,

postcosecha, estas etapas también varian el nutriente que se necesita en mayor cantidad.

=70 kg / ha/afio
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2.4.2.3 El suelo y su pH.

El pH del suelo es importante porque los vegetales s6lo pueden absorber a los minerales

disueltos, y la variacion del pH modifica el grado de solubilidad de los minerales.

AT : + 2+ 2+ +
En un suelo con pH acido, los iones H™ reemplazan a los de Ca™, Mg~ y K" los cuales son

posteriormente lavados del suelo, disminuyendo la riqueza de nutrientes disponibles.
En un suelo de pH neutro o basico los iones de Ca, Na y K reemplazan a los de H.

El rango 6ptimo del pH del suelo para el crecimiento de la mayor parte de los vegetales es de
6.0 a 7.0 porque la mayor parte de las sustancias nutritivas de las plantas esta disponible en

este intervalo.

La vifia ha de extraer del suelo las sustancias minerales que son necesarias para su existencia.
Sin embargo, la cantidad de algunos de los nutrientes disponibles, no siempre deriva en un
incremento proporcional de la calidad.
Asi ocurre con el nitrogeno y la materia organica, cuyo nivel elevado proporciona cosechas
abundantes pero de baja calidad. El fosforo y el potasio, por el contrario, son elementos que

afectan  positivamente a la  calidad, proporcionalmente a su presencia.
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El calcio en su forma de caliza activa ejerce una influencia notoria y compleja sobre la
calidad. La mayor parte de los grandes vinos de crianza proceden de vifiedos situados sobre
suelos bien dotados de este elemento.
Otro factor de clara incidencia en el desarrollo de la vid es el contenido en hierro de los suelos
donde esté plantada. Un exceso de hierro puede originar vinos con tendencia a la oxidacion, al
actuar como catalizador y la escasa presencia de este mineral, o su eventual bloqueo en
terrenos muy calizos, origina el problema de la "clorosis férrica", con pérdida de la funcion

sintetizadora clorofilica de las hojas.

2.4.3 Cémo Determinar las Necesidades de Fertilizacion de una Planta Adulta:

* De manera visual: Observacion de sintomas.
* Andlisis de suelo: Muy importante en preplantacion.

* Analisis de peciolos: Luego de la plantacion nos da la mejor informacion sobre

los requerimientos nutricionales y posibles deficiencias.

2.4.3.1 Nitrégeno:

Es el elemento nutritivo que favorece el crecimiento y el vigor en la vid .Importante
constituyente de los aminoacidos a partir de los cuales se sintetizan las proteinas y enzimas.

Forma parte de la clorofila y los acidos nucleicos (ADN y ARN).

2.4.3.1.1 Sintomas de Deficiencia de Nitrégeno

¢ Reduccion general del vigor, brotes pequefos que generalmente no llegan a

alcanzar el ultimo alambre.
* Rendimiento disminuye afio tras afio.

* Hojas maduras de la parte basal del brote con coloracion verde palido a

amarillento. Pudiendo presentarse defoliacion prematura.
* Los brotes crecen muy lentamente y los entrenudos son cortos.
* El crecimiento del brote se detiene en la mitad del verano.
e La calidad de la uva es pobre, racimos pequefios y algo ralos.

* La concentracion de N del peciolo en floracion es menor al 1%.
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2.4.3.1.2 Sintomas de Exceso de Nitrégeno

Planta excesivamente vigorosa (mucha sombra en los racimos).

Hojas grandes, color verde oscuro y coridceas.
Quemaduras en los bordes de las hojas.

Excesivo crecimiento de los brotes, con entrenudos largos.
Excesivo desarrollo de feminelas.

Mal agostamiento de los sarmientos.

Retardo en la senescencia de las hojas.

Alteracion en la fertilidad de las yemas.

Problemas de madurez y calidad en los frutos (poco: color, aziicar y acidez, aromas

herbaceos, podredumbres).
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2.4.3.1.3 Movilidad del N _en el Suelo

El nitrogeno es un elemento muy movil, llevado por el agua de riego.

Se lava y lixivia a capaz mas profundas facilmente. Entonces conviene dividir las
aplicaciones en 2 o 3 veces. Se agrega en superficie enterrandose levemente para

evitar pérdidas por volatilidad.

2.4.4 Vias de Incorporacion de los Nutrientes

2.4.4.1 Fertilizacion Edafica:

Incorpora nutrientes para reponer los extraidos en durante el ciclo o para mejorar el estado
nutricional ante deficiencias de los mismos. Se aplican grandes dosis en una sola vez o
fraccionadas dependiendo el tipo de nutriente, suelo, riego, etc. Respuesta del nutriente en

mediano a largo plazo (quimicos 15-30 dias; guanos 3-18 meses).

2.4.4.1.1 Guanos y Enmiendas Orgénicas:

Material N(%) P,0s(%) K,O (%)
Guano de gallina con cama 28 0,7 0,3
Guano de gallina sin cama 52 1.0 0,3
Guano de caballo 1,4 0,7 0,4
Guano de cabra i3} 0,3 0,5

Guano de oveja 1.5 0,9 0,6
Guano de vaca 1.1 055 0,4
Orujo de uva agotado 1,9 0,1 0,2
Sarmientos 05 0,7 0,3

Los guanos de gallina son recomendados como fuente de nitrégeno
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2.4.4.2 Fertilizacion Foliar:

Incorporacion de nutrientes en bajas dosis. Respuesta rapida. Generalmente para corregir
deficiencias de micronutrientes. Solamente es complementaria de la fertilizacion edafica. Una
fertilizacion nitrogenada del suelo resultd en mosto con unas seis veces el contenido de

nitrégeno asimilable por levadura, siendo superior en comparacion con el control.

Este mosto también contenia precursores conjugadas superior de cisteina y los niveles de
GSH. En este estudio, el contenido de GSH de mosto procedente de vifias de nitrogeno
deficientes era significantemente inferior a mosto de vides que fueron fertilizados después de

la floracion.

Resultados anteriores fueron confirmados en otro estudio que evalué el impacto de
aplicaciones de nitrogeno foliar (LEAFN) y nitrogeno foliar y azufre (LEAFNS) midiendo
GSH y tioles volatiles en vino. Ambos tratamientos resultaron en mosto con niveles mas altos
de nitrégeno asimilable de levadura en comparacion con el control. El contenido de GSH del

vino de ambos tratamientos fue también mayor.

Sin embargo, la adicion de azufre a la pulverizacion foliar de N no aumentd

significativamente el contenido de GSH del vino.

2.4.4.3 Manejo del suelo:

El manejo del suelo es otro de los factores que pueden afectar la nutricion de la vid

NUEVAS RAICES ¢ s 3 NUEVAS RAICES
T 1
PARADORMICION ECODORMICION
DESARROLLO DE YEMAS LATENTES
o EEE VEGETATIVO
brotacion CRECMIIIIENTO AGOSTAMIENTO CAIDA HOJAS
Iniciacién y diferenciacion de
inflorescencias REPRODUCTIVO

floracién = crecimiento

~ PRIMAVERA VERANO ~ INVIERNO
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Tiene influencias directas sobre las mejoras de las propiedades fisicas, quimicas, biologicas e
hidricas del suelo; Controlar las malas hierbas y numerosos parasitos; Disminuir los riesgos

de heladas primaverales.

El manejo de los suelos viticolas ha cambiado profundamente en los ultimos treinta afios.
Tradicionalmente, las vifias se labraban para controlar las malas hierbas y mantener un buen
estado hidrico del suelo. Esta técnica fue reemplazada, en parte, por la aplicacion de
herbicidas a toda o a parte de la superficie del cultivo (escarda quimica). La continuidad de
esta practica afectd notablemente la estabilidad estructural del suelo, aumentando la
compactacion y determinando inconvenientes para el manejo del cultivo, especialmente luego
de precipitaciones que afectan la traccion de la maquinaria y en general el transito de los

operarios.

En el momento actual la produccion agricola esta basada cada vez mas en el respeto al medio
ambiente (huella del CO,, del agua, produccion integrada, ecoldgica, etc.). El interés de los
consumidores por la calidad y la tipicidad del producto, nuevos materiales vegetales utilizados
en plantaciones, maquinaria de trabajo mas tecnologica, nos lleva a recapacitar sobre las

técnicas de manejo del suelo viticola.

El desequilibrio entre el vigor y el rendimiento es uno de los principales problemas de la
viticultura actual. La limitacion de la produccion, en nuestra actual estructura vitivinicola,
necesaria para el mantenimiento de una determinada calidad, nos lleva a menudo a limitar los
rendimientos mediante el aclareo de racimos, antes de la vendimia. A largo plazo no parece
l6gico mantener un sistema de cultivo de gran produccion para limitarlo posteriormente, antes
de la recoleccion, con costosas operaciones manuales, que no cabe duda, puedan tener cabida

en afios 0 momentos puntuales para obtener un determinado producto.

2.4.4.3.1 Cubierta vegetal:

La cubierta puede ser un medio para equilibrar el vigor de la vifia y su rendimiento teniendo

como resultado final un aumento en la calidad de la cosecha.

La cubierta vegetal viva en vifla es una técnica de mantenimiento del suelo que consiste en
mantener con hierba el suelo de cultivo, pudiendo ser cubierta natural, dejando crecer la flora

espontanea, o cubierta implantada, sembrada para tal fin.
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Las principales ventajas de la cubierta viva en vifia son:

+ Proteccion contra erosion.

+ Control de rendimiento.

+ Control del vigor en el cultivo.

+ Mejora de la calidad de las uvas.

+ Mayor sanidad de cosecha (disminucion de ataques de Botrytis).
« Mejora de la estructura del suelo.

« Facilidad en el paso de maquinaria en cualquier época.

« Reduccion del apelmazamiento del suelo por maquinaria.

« Enriquecimiento del suelo en materia orgéanica.

+ Activacion de la vida microbiana del suelo.

« Control de ciertas malas hierbas.

Los principales inconvenientes son:

« Competencia excesiva por los nutrientes (fundamentalmente nitrogeno).
« Competencia excesiva por el agua.

« Riesgo de heladas primaverales.

+ Fermentaciones mas largas de los mostos.

« Posible problematica en los sabores en algunos vinos blancos.

La competencia por los nutrientes es uno de los detalles a tener en cuenta, ya que la falta de
estos y como protagonista del glutation el Nitrogeno, es muy importante mantenerlo en las

cantidades Optimas de desarrollo.

Se ha realizado un estudio que se ha centrado en la comparacion entre un suelo labrado y la
cubierta vegetal permanente de las interlineas. Las especies utilizadas para cubierta son

gramineas (Lolium perenne y Festuca arundinacea).

La experimentacion se ha realizado sobre dos variedades, Tempranillo y Chardonnay.

El ensayo esta ubicado en vifiedos de la Bodega Sefiorio de Otazu, situado en la Cuenca de

Pamplona con precipitaciones anuales en torno a los 800 mm.
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Se estudiaron los pardmetros agrondémicos y los enologicos de los vinos producidos durante 9

afios en el caso de tempranillo y en el caso del Chardonnay es el quinto afio del ensayo.

Se establecieron tres niveles de ocupacion del suelo:

1. Cubierta total (CT): todas las calles sembradas.

2. Cubierta parcial (CP): una calle sembrada y otra sin sembrar.

3. Testigo (T): sin cubierta con laboreo.

La cubierta estd formada por la mezcla de dos especies de gramineas: Festuca (60%) y ray-

grass (40%). Los controles que se han realizado son los siguientes:

« Control del peso de madera de poda

« Analisis foliares (en cuajado y en envero)

« Controles agrondomicos y enologicos en vendimia (peso/cepa, numero de racimos,
analisis de los mostos, etc.)

« Vinificaciones de las variantes

« Analisis de los vinos obtenidos y cata

« Estudio de fermentaciones, NFA (nitrogeno facilmente asimilable), aminoacidos

« Control sanitario

Resultados en tempranillo

Los parametros productivos de la vifia se han visto muy afectados por las cubiertas. La
cubierta vegetal permanente de gramineas ha limitado el rendimiento de las cepas, siendo mas
acusada esta limitacion en la cubierta total (50% menos que el testigo) y menos en la cubierta
parcial (15% menos que el testigo). En la cubierta total, este menor rendimiento se debe a una
disminucién de todos los parametros productivos (numero de racimos, peso del racimo,
tamaio de la baya). En la cubierta parcial, esta menor produccion se debe a un menor numero
de racimos, ya que el peso de racimos de la cubierta parcial y del testigo es el mismo y el peso

de la baya es mayor en la cubierta parcial

Los parametros enoldgicos del mosto presentan diferencias entre tratamientos. La cubierta

total optimiza todos los pardmetros enoldgicos con un mayor grado probable, menor acidez
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total y menor acido malico. La cubierta parcial presenta diferencias en la acidez total y en el

acido malico, respecto del testigo

Los pardmetros de color, como la intensidad colorante, el Indice de Polifenoles Totales (IPT
280nm), los taninos y los antocianos de vinos procedentes de cepas con cubierta, presentan
valores mas altos que los del testigo sin cubierta, destacando la cubierta total con los valores

mas elevados.

Analisis foliares: Los niveles de nitrogeno, fosforo y potasio mas bajos corresponden a la
cubierta total. El elemento que mayores diferencias marca entre variantes es el sodio, que en

el caso de la cubierta total y en envero adquiere valores muy elevados.

Resultados en Chardonnay

En los parametros agrondmicos obtenidos hasta ahora, no se aprecia un efecto tan marcado de
las cubiertas como ocurre con la variedad tempranillo. No obstante, y de forma general, la
tendencia es similar a la observada en la variedad tinta. Los pardmetros mas afectados han
sido vigor (medido como peso de poda) y acidez del mosto, que en el caso de las cubiertas

alcanza los valores mas bajos.

Respecto a los parametros enoldgicos, ya hemos observado en ensayos anteriores, como la
cubierta vegetal en variedades tintas consigue mejorar la calidad de los vinos gracias al
control del vigor de la vifia, control de la produccion, mejor exposicion de racimos, mayor

sanidad etc. Sin embargo estos efectos no son tan claros en el caso de los vinos blancos.

Otros investigadores, el nivel de extraccion de nitrogeno es mas alto en los vinos tintos ya que

fermentan con los hollejos.

2.4.5 Nitrégeno facilmente asimilable (NFA)

Las sustancias nitrogenadas de la uva se encuentran en forma mineral (nitrégeno amoniacal,
+ . ;. . , . yg
NH,") y en las diferentes formas organicas, entre las que destacan los aminoacidos, péptidos y

proteinas. En la baya, el nitrogeno se localiza principalmente en el hollejo y las pepitas.

El nitrogeno mineral del mosto representa del 5 a 10% del nitrogeno total, es decir unas

decenas de mg/l, si bien es la forma mas directamente asimilable por las levaduras. Los
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aminodcidos del mosto son alrededor de veinte y representan del 20 al 30% del nitrégeno
total. La composicion cuantitativa y cualitativa depende de la variedad, del suelo, de la
conduccion y de las condiciones climaticas del afio, etc. La composicion de los aminoacidos
de un mosto es modificada por la fermentacion, excepto en el caso de la prolina, no asimilada

por las levaduras.

Estos aminoacidos presentes en el mosto, favorecen el crecimiento y desarrollo de las
levaduras. Ademas el contenido en aminoacidos afecta a la cinética de fermentacion. Asi,
mostos pobres en nitrdgeno pueden provocar fermentaciones lentas o paradas de

fermentacion.

El nitrégeno asimilable, formado por el nitrégeno amoniacal y los aminoacidos contenidos en
los mostos, es un elemento esencial en el crecimiento y en el metabolismo de las levaduras.
Su concentracion influye directamente en la cinética fermentativa. El umbral de carencia de

NFA en los mostos cominmente admitido se situa en 140-150 mg/1.

Pero el nitrogeno no es solo necesario para la buena marcha de la fermentacion, esta también

implicado en los procesos de formacion de diferentes compuestos aromaticos.

La utilizacion de cubiertas puede entrafiar una disminucion del contenido en nitrégeno de los
mostos. Debido al modo de vinificacion, las variedades blancas son mas sensibles a este
fenomeno. Conviene, por tanto, estar atentos a la intensidad de la competencia que la cubierta

ejerce en variedades blancas, para poder limitar los riesgos fermentativos.

Por todas estas circunstancias, en este ensayo se midieron parametros relacionados con la
fermentacion, como nitrogeno facilmente asimilable., aminoacidos de los mostos (fig. 2) y
vinos, asi como compuestos aromaticos de los vinos (alcoholes superiores, ésteres, etc.). Se

presentan los resultados mas destacados de algunos parametros.
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Figura 1. Resultados correspondientes al nitrégeno facilmente asimilable (NFA), cosecha 2011.

El NFA del mosto procedente de cubierta vegetal ha sido mas bajo que en el laboreo,
resultando a su vez menor en la cubierta total que en la parcial. En la figura 1 se puede
observar como, en el afo 2011, los valores obtenidos en cubierta total estdn por debajo de los
umbrales de carencia anteriormente mencionados. Ese aflo se observéd una ralentizacion muy

importante de la fermentacion.

El contenido en aminoacidos del mosto se ha comportado de la misma manera que el NFA:
los valores mas altos han correspondido al laboreo, seguido de la cubierta parcial, mientras

que la cubierta total ha mostrado los valores mas bajos

Aminoscidos en mosto

2004 2010 2011

m—TE STIGO C. PARCIAL === TOTAL

Figura 2. Comportamiento de aminodcidos en mosto.

La cosecha 2011 presenta los niveles mas bajos de aminoacidos debido a las caracteristicas
climatoldgicas del afio, marcado fundamentalmente por un gran estrés hidrico y altas

temperaturas del verano.
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Esto significa que la concentracion de glutation esta positivamente relacionada con los niveles

de nitrogeno potencialmente asimilable (tan deficitarios y tan poco medidos en la mayoria de

las bodegas argentinas).

Relacion entre el contenido de nitrégeno asimilable v el contenido de glutatiéon de 8 mostos

blancos diferentes:
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2.5 Estrés

Genes GST pueden ser inducidas por diversos factores exdgenos tales como ataque de

patdgenos, metales pesados, golpes de calor, etc. en forma de defensa de la planta.

2.5.1 El Glutatién en plantas bajo estrés por cobre (Cu)

El cobre como micro nutriente esencial juega un rol vital en el mantenimiento del
metabolismo normal de las plantas, involucrando un amplio rango de procesos bioquimicos y

fisiologicos como:

* Fotosintesis, respiracion, redistribucion de carbohidratos, reduccion y fijacion de

Nitrégeno y metabolismo de proteinas de la pared celular.

* Ayuda a la permeabilidad del agua a los vasos del xilema y controla la relacion de

agua.

* Controla la produccion de ADN y ARN, su deficiencia inhibe la reproduccion de

las plantas.

* Esta involucrado de manera indirecta en mecanismos de defensa de las plantas a

ciertas enfermedades

El rango de Cu para un crecimiento normal es usualmente entre 5 a 20 ppm, mientras que por
encima de 20 ppm se pueden observar sintomas de toxicidad. A niveles de concentracion
altos, el cobre inhibe el crecimiento de las plantas e incluso causa su muerte. El exceso de
cobre en la planta, induce la formacion de especies oxigenadas reactivas, como perdxido de

hidrégeno y radicales hidroxilo
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Figura 1: Diagrama del metabolismo celular del cobre. El diagrama representa un
mecanismo para la ftransferencia de cobre desde GSH a MT
(metalotioneina). También se presenta el mecanismo celular para remover
las especies oxigenadas reactivas, generadas de la oxidacion del complejo
GS-Cu () o del glutatién radical (GS).

El efecto toxico de los metales pesados en las plantas, depende del tiempo y concentracion a
la que estan expuestas. Muchos de estos efectos, estdn relacionados a la interaccion con

grupos carboxilicos y tidlicos.

La fraccion de contaminantes biodisponible no es constante en suelos cuyas caracteristicas
fisicoquimicas son distintas, como por ejemplo pH, contenido de materia organica, cantidad
de carbono disuelto y conductividad del suelo, ya que muchas de estas variables determinan el
grado de solubilizacion de los metales o la capacidad tamponante del suelo. La forma quimica
del cobre que se encuentra en el suelo, la especie de la planta y el tejido estudiado, influyen en
una mayor o menor absorcion de éste por la planta, es asi como el cobre como CuSO4
(especie de alta solubilidad) /al ser absorbido a altas concentraciones por especies sensibles,
produce un notable deterioro en las hojas, no asi cuando se utiliza CuO (especie de baja
solubilidad).

El glutation una de las especies tiolicos de bajo peso molecular mas abundante en los tejidos,
participa en multiples procesos metabolicos, su mondémero reducido (GSH), ayuda a
desintoxicar de xenobidticos y metales pesados, reduce las proteinas tidlicas, mantiene la
membrana celular y desactiva los radicales libres, asi como también es asociado a la
resistencia del estrés y esta involucrado en la regulacion redox del ciclo de la célula, pudiendo
actuar como buffer. Su dimero oxidado (GSSG) controla el contenido de metal en las

metaloproteinas.
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El cobre (Cu), bajo cualquiera de sus estados, es el principal enemigo del glutation, ya que se

ha comprobado una relacion inversa entre glutation y Cu tanto en mostos como en vinos.

Un problema mayor asociado con pulverizaciones a base de Cu en momentos proximos a
cosecha es que el Cu en el mosto, ademas de precipitar moléculas tioladas como el glutation,
es también un poderoso catalizador de la oxidacion, a través de la activacion de la reaccion

de Fenton
H.0- + Cu*? = Cu*® + OH + OH*

El radical hidroxil (OH*) es una de las especies oxidativas mas potentes, que en el
mosto/vino, literalmente, oxida a la primer molécula que se encuentre a su paso . Esto
ultimo representa un problema desde el punto de vista de la concentracion de glutation y
también en el caso de vinos blancos con bajas concentraciones de buffers antioxidantes como

los fenoles.

La razon GSH/GSSG en las plantas puede ser perturbada por factores que inducen el estrés,

como dafio mecéanico y contaminacién ambiental.

El tratamiento prolongado de las plantas con cobre se manifiesta en sintomas de toxicidad con

una drastica disminucion de la biomasa de la parte aérea y raiz.
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Figura 1: Grafico comparativo de concentracion de GSH y GSSG (nmol/g), para tratamiento crénico en a) parte aérea y b)

raiz. Con n=4
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Figura 2: grafico comparativo de concentracion de GSH y GSSG (nmol/g), para tratamiento agudo a) parte aérea, b) raiz.

Con n=4.

El cobre aplicado a la planta modifica los niveles de glutation reducido y oxidado tanto en el
tratamiento cronico como en el agudo. El efecto mas notorio se manifestd sobre el glutation
reducido contenido en la raiz. Este péptido decrece su concentracion a medida que incrementa
la concentracion de cobre, siendo este efecto independiente de los cambios morfologico que

presenta la raiz y del lapso de tiempo en que se le aplico cobre.

En plantas que ya han alcanzado un desarrollo, los cambios producidos en los niveles de
glutation reducido y oxidado cuando son expuestas a cobre por un periodo de tiempo corto

(horas), constituyen un buen indicador de la respuesta temprana al estrés por metal.

2.5.1.1 La presencia de Glutation en las funciones de desintoxicacion de metales pesados:

Se definen como “metales pesados” aquellos elementos quimicos que presentan una densidad
igual o superior a 5 g cm-3 cuando estdn en forma elemental, o cuyo nimero atomico es

superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalinotérreos).

El término “metales pesados” es impreciso. En verdad se pretende indicar con este término
aquellos metales que, siendo elementos pesados, son “toxicos” para la célula. Sin embargo en
realidad cualquier elemento que a priori es beneficioso para la célula, en concentraciones
excesivas puede llegar a ser toxico. Por tanto se seguira manteniendo el término “metales

pesados” para definir dichos elementos.

Junto a ellos hay otros elementos que, aunque son metales ligeros o no metales, se suelen
englobar con ellos por origenes y comportamientos asociados; es este el caso de As, B, Bay

Se. Los metales pesados se clasifican en dos grupos:
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* Oligoelementos o micronutrientes. Necesarios en pequefias cantidades para los
organismos, pero toxicos una vez pasado cierto umbral. Incluyen As, B, Co, Cr, Cu,
Mo, Mn, Ni, Se y Zn.

« Sin funcién biologica conocida. Son altamente toxicos, e incluyen Ba, Cd, Hg, Pb, Sb,

Bi.

El problema de la entrada de metales pesados en la planta es la contaminacion que pueden ser
nocivos para la salud humana o la calidad del medio ambiente, causar dafios a la propiedad
material o perjudicar o entorpecer las actividades recreativas y otros usos legitimos de medio

ambiente.

Las concentraciones anomalas de metales pesados en los suelos pueden deberse basicamente a
dos tipos de factores: causas naturales y causas antropogénicas. Las causas antropogénicas
que podemos reducir al tener conciencia sobre estas son, la mineria, la combustion de
carburantes fosiles, la industria a través de los vertidos, emisiones, residuos (incineracion,

deposito), como algunos pesticidas y fertilizantes, etc.
Los metales pesados siguen unas pautas de movilidad generales:

* Movilizacién a las aguas superficiales o subterraneas.
» Transferencia a la atmdsfera por volatilizacion.
e Absorcion por las plantas e incorporacion a las cadenas troficas.

* Retencion de metales pesados en el suelo de distintas maneras: disueltos o fijados,

retenidos por adsorcion, complejacion y precipitacion.

La absorcion por las plantas es la que nos interesa en este caso. Los iones inorganicos y el
agua (sabia bruta) se transportan desde la raiz hasta las hojas mediante una serie células
tubulares que pertenecen a un tejido lefioso denominado xilema. La fuerza que mueve esta
solucion no radica en las células del tejido xilematico, sino en la fuerza propia del proceso de

6smosis y en otra fuerza, menos habitual, conocida como fuerza de succion.

La 6smosis se produce porque existe una gran diferencia de concentracion entre la parte
superior de la planta (hojas, inflorescencias) donde es mayor y la parte inferior, es decir existe
un potencial hidrico favorable al impulso ascendente. La fuerza de succion se produce cuando

en las hojas se pierde agua por transpiracion, pues las moléculas perdidas producen una
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succion de nuevas moléculas cercanas para reemplazar a las anteriores, de tal manera que se

produce una fuerza que atrae agua desde las raices hacia las hojas.

La toxicidad de los metales pesados depende, como ha quedado expuesto previamente, de la
concentracion, la forma quimica y la persistencia. Un elemento indispensable para un ser vivo

en concentraciones traza puede llegar a ser toxico en concentraciones elevadas.

Por otra parte, la mayoria de metales pesados se combina con otras formas quimicas, antes de
entrar en los organismos o cuando se encuentra en el interior de los mismos; por tanto, antes
de determinar la toxicidad de un elemento es necesario determinar la forma quimica en la que
se encuentra. La causa primaria del elevado nivel de toxicidad a nivel quimico es que los

metales pesados poseen una gran capacidad para unirse con moléculas organicas.

Estos efectos toxicos en sistemas bioldgicos dependen de reacciones con ligandos que son
esenciales para su asimilacion, y estos ligandos estan, a su vez, presentes en gran abundancia
en la célula, ya sea formando parte de moléculas de mayores dimensiones, ya sea como

moléculas aisladas.

En este sentido, cabe destacar la gran afinidad que muestran los metales pesados, como

principales ligandos, por grupos sulfidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo.

El resultado de estas uniones ligando-metal puede ser muy perjudicial para la célula,

destacando en este aspecto sobre otros fendmenos.

(1) la accion genérica sobre proteinas por inhibicion de la actividad o por disrupcion en la

estructura de las mismas,

(2) el desplazamiento de elementos esenciales de su metabolismo estandar, produciendo

efectos de deficiencia, y

(3) la catalisis de reacciones de generacion de moléculas EROs (Especies Reactivas al

Oxigeno) o radicales libres que provocan fenomenos de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es un fendémeno que merece ser estudiado aisladamente, dada su
complejidad e importancia en el desarrollo de los mecanismos basicos de la célula. Como
resumen de dicho fenomeno baste decir que provoca dafio a distintos niveles, destacando los

siguientes aspectos:
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¢ Inactivacion de proteinas y enzimas, fundamentalmente por la oxidacion de los grupos
sulfidrilo, dando lugar a puentes disulfuro que causan la interrupcion del
funcionamiento normal de la proteina o enzima.

¢ Peroxidacion lipidica de membranas, causando rupturas y subproductos de las cadenas
hidrocarbonadas.

¢ Efectos de dafio sobre el ADN. Estos pueden ser desperfectos genotdxicos:
mutaciones, aberraciones cromosomicas, alteraciones en la sintesis y reparacion de
acidos nucleicos y transformaciones celulares. (Alteraciones producidas en oncogenes
y factores de crecimiento/Alteraciones en los genes supresores de

tumores/Alteraciones en los genes reguladores del crecimiento “hormonas”.)

2.5.1.1.1 Mecanismos celulares para tolerancia y detoxificacion de metales pesados en plantas

Para poder comprender la genética molecular de la acumulacion de los metales pesados es
necesario un conocimiento profundo de la interaccion de los mismos con el entorno tanto en

el interior de la planta como en el exterior de la misma.

Conseguir este conocimiento requiere el estudio de diferentes aspectos bien delimitados

Cd

%/ Zn
Citosol Fe-Mn

Eflujo Micorrizas (hongos) Ni
en la pared celular PCS o .
R e
ietal libre GSH — ' prg / '3“10‘{,

ATPasas
de metales
pesados

Metal libre i MTs

MW PC Metal 4 .
ATP Acidos

Diferentes aspectos de interaccion planta-metal relacionados con tolerancia y detoxificacion

son los siguientes:
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2.5.1.1.1.1 Micorrizas:

Las micorrizas son ciertos hongos del suelo que se encuentran en asociacion simbiotica con

las raices de (la mayoria) de las plantas. La propia palabra define la simbiosis entre un hongo

(mycos) y las raices (rhizos) de una planta.

La asociacion fisica se produce porque las raices de las plantas se unen con las hifas de
determinados hongos .La planta obtiene del hongo la parte que viene del suelo mientras el
hongo obtiene la parte que viene del aire, asi la simbiosis proporciona por parte del hongo
nutrientes minerales y agua (suelo), y por parte de la planta, sustratos energéticos y

carbohidratos (fotosintesis).

Las plantas micorrizadas presentan una mayor tolerancia a los metales pesados gracias, en
parte, a la capacidad para inmovilizar los metales en la raiz, impidiendo que éstos pasen a la

parte aérea de la planta.

2.5.1.1.1.2 Pared celular v exudados de raiz:

La raiz constituye el tejido de entrada principal de metales pesados en la planta. Hasta alli los
metales pesados pueden llegar, fundamentalmente, por un proceso de difusion en el medio,

mediante un flujo masivo y por intercambio cationico.

La raiz posee cargas negativas en sus células, debido en gran medida a la presencia de grupos
carboxilo del acido péctico. Las cargas negativas de estas células de la rizodermis
interaccionan con las positivas de los metales pesados presentes en el suelo, creando un

equilibrio dinamico que facilita la entrada hacia el interior celular.

De esta forma, los cationes entran por la pared celular, que ademas es hidrofilica, lo que
facilita el transporte ionico. Una vez unidas las cargas positivas a las negativas de la pared
celular, los metales pesados se transportan, en parte por la via apoplastica, y en parte por la

simplastica.

Los exudados son compuestos organicos liberados por la raices de la planta. Los exudados
facilitan la disponibilidad de los metales. Por ejemplo, se ha observado que los exudados

favorecen la absorcion de Fe en suelos deficientes en el mismo.
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2.5.1.1.1.3 Membrana plasmatica:

La célula necesita tener los siguientes caminos metabodlicos en buen estado: la produccion de
ATP mitocondrial, el metabolismo de calcio, la sintesis de proteinas, la regulacion del ADN,

la glicdlisis y el ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs.

La membrana plasmatica es un sistema complejo y de un funcionamiento altamente
sofisticado, siendo como es la puerta de entrada de cualquier elemento (sefial, nutriente,

toxico, etc.) al lugar donde se realiza la quimica que mantiene la vida de la célula.

La membrana plasmatica es utilizada por la célula para mantener los gradientes ionicos, que a

su vez regulan el volumen celular.

Si se dafna la membrana, entran iones Ca2+ y salen iones K+ (responsables de los fendmenos
de polarizacion y despolarizacion de la membrana y, en definitiva, de la transmision
eléctrica). La salida de K+ favorece la entrada de agua. El aumento de agua incrementa el

volumen celular. Hay varios mecanismos que pueden inducir estos cambios,

La membrana plasmatica se ve rapidamente afectada por metales pesados. Sobre ella se
producen efectos especificos segun el metal, promoviendo dafios mediante varios

mecanismos. De manera resumida:

* Oxidacion y entrecruzamiento de proteinas (conteniendo grupos tiol).

e Inhibicién de proteinas de membrana que son esenciales (como por ejemplo la H+-

ATPasa).

¢ Cambios en composicion y fluidez de los lipidos de membrana, y cambios en la

permeabilidad.

2.5.1.1.1.4 Quelacién:

Uno de los aspectos mas importantes de la acumulacion de metales pesados es el que se
refiere al proceso de complejacion. Un complejo o compuesto de coordinacion es el resultado
de la interaccion de un atomo central, esto es, un ion metalico con orbitales de valencia vacios
que puede actuar como acido de Lewis (aceptor de electrones), y una o varias bases de Lewis
(dador de electrones) con pares de electrones libres. Estas bases se conocen como agentes

complejantes o ligandos. La planta utiliza este mecanismo de complejacion en el interior de la
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célula para detoxificar (amortiguar) los metales pesados, uniendo a ellos ligandos para formar

complejos.

De esta manera, el metal queda inmerso en una interaccion quimica que le mantiene en
equilibrio electronico (acomplejado), pero que no lo deja fuera del metabolismo, no se ha
eliminado del citoplasma de la célula y, por ello, sigue siendo potencialmente toxico. Los
ligandos que utiliza son basicamente aminoacidos y acidos organicos, y mas especificamente,
dos clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioneinas. Entre los aminoacidos y los acidos

orgéanicos se encuentran los acidos citrico y malico, la histidina, la cisteina etc.

2.5.1.1.1.4.1 Metalotioneinas (MTs)

Fueron las primeras proteinas identificadas (en mamiferos) como transportadoras de

Cd. Son polipéptidos de unos 70-75 aminoacidos con un alto contenido en cisteina,
aminodcido capaz de formar complejos con cationes mediante el grupo sulfidrilo que
posee como radical. Son pues proteinas de transporte de metales, ricas en cisteina y de
bajo peso molecular. Se cree que son las responsables esenciales de la quelacion de
metales pesados en el citoplasma de las células de mamiferos y bacterias, pero se
piensa también que no son proteinas tan decisivas en el proceso de quelacion de

metales pesados en plantas.

2.5.1.1.1.4.2 Fitoquelatinas (PCs)

Las fitoquelatinas son ligandos de alta afinidad que complejan metales pesados. Se

piensa que las fitoquelatinas pueden desempefiar en plantas el papel equivalente al que
las metalotioneinas desempefian en mamiferos y bacterias. Las fitoquelatinas se

inducen rapidamente en plantas por tratamiento con metales pesados.

Las fitoquelatinas tienen como sustrato el glutation. (GSH) esta constituida por 3
aminoacidos: Glutamico (Glu), Cisteina (Cys) y Glicina (Gly), cuya estructura primaria es: y-

GluCysGly.

Numerosos estudios indican, como se ha mencionado previamente, que el GSH es el sustrato

para la biosintesis de las PCs.

Este proceso de sintesis se acomete a través de los enzimas que se indican en el esquema (Fig.

3). Se ha demostrado que estructuralmente la sintesis de PCs se produce por union de GSH,
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con residuos de Glu y Cys ligados a través de repeticiones de (y-Glu-Cys) n-Gly donde n= 2-
5.....11. En cuanto al consumo energético, los dos primeros pasos (es decir la sintesis

completa de glutation) requiere consumo de ATP. No asi la sintesis de PCs.

Esquema del proceso de sintesis de PCs.:

[ (-}
Glu + Cys T3 y-GluCys + Gly & csH Y pe
+ = )

Ccd

: YECS (gamma-glutamilcisteina sintetasa)
. GS (glutation/GSH sintetasa)
: PCS (fitoquelatina sintetasa)

2 N —

Las PCs se sintetizan en el citosol, donde se unen a compuestos metalicos formando
complejos. Sin embargo técnicas de HPLC y rayos X detectan mayores concentraciones de
metal y PCs en el interior de la vacuola, por lo que se deduce que el transporte y acumulacion
en su interior estan implicados en tolerancia y detoxificacion. En consecuencia, parece ser que
el paso final en el proceso de detoxificacion, esto es, desde la movilizacion del metal del suelo
a las raices hasta llegar al interior de las células tanto de la raiz como de las hojas, es la

compartimentalizacion vacuolar

2.5.1.1.1.5 Compartimentalizacion vacuolar:

El eflujo de iones y el transporte al interior de la vacuola constituyen dos maneras diferentes

de conseguir el mismo objetivo: reducir la concentracion de metales toxicos en el citoplasma

2.5.1.1.1.6 Biotransformacion:

Al conjunto de caminos metabdlicos por medio de los cuales los tejidos incrementan la
polaridad de un toxico, o a la transformacién quimica de un compuesto en el organismo, se le
denomina biotransformacion. Para reducir la respuesta toxica de una sustancia en un
organismo hay que disminuir la cantidad de sustancia en forma activa (toxica) y el tiempo de
permanencia de la misma en el sitio de accion. Esto se logra incrementando la polaridad ya
que ello aumenta la difusibilidad del téxico y por tanto puede incrementar la velocidad de

excrecion.
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2.5.2 Homeostasis Estrés oxidativo en la vid (Vitis vinifera L.)

Las plantas pueden mantener el crecimiento y el éxito reproductivo mediante la deteccion de
cambios en el entorno y reaccionar a través de mecanismos en los niveles moleculares,

celulares, fisioldgicos y de desarrollo.

Cada condicion de estrés provoca una respuesta Unica a pesar de cierta superposicion entre las
reacciones al estrés abiotico (sequia, calor, frio, sal o alta la luz) y al estrés bidtico

(patdgenos)

Se produce una caracteristica comin en la respuesta a todas las tensiones es la aparicion de
estrés oxidativo, a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs). Como
perdxido de hidrogeno y superdxido estan involucrados en la sefalizacion de estrés, un
control estricto en homeostasis EROs requiere un delicado equilibrio de los sistemas

implicados en su generacion y degradacion.

A nivel mundial, grandes pérdidas agricolas se atribuyen a la sequia, a menudo en
combinacion con calor. Los escenarios disponibles para el cambio climatico sugieren
incrementos en la aridez de las regiones de clima mediterraneo, donde la vid crece
tradicionalmente. Esta especie es un cultivo muy importante en todo el mundo, en los planos
economico y cultural. En el sur de Europa, las fases de post floracion del ciclo de crecimiento
por lo general se producen a altas temperaturas, exceso de luz y las condiciones de sequia en

el suelo y / o nivel atmosférico.

Si la planta no tiene la capacidad de generar potencial de barrido, esta ltima instancia, puede
conducir a la muerte. En la vid, la homeostasis antioxidante puede ser considerada a nivel de
toda la planta y durante el ciclo de desarrollo. El ejemplo mas notable se encuentra en bayas y
sus derivados, como el vino, con propiedades nutracéuticas (hace referencia a todas aquellos
alimentos que se proclaman como poseedores de un efecto beneficioso para la salud humana)

asociados a su capacidad antioxidante.

El estrés oxidativo también surge en propagacion in vitro general aplicada a las especies

ornamentales, también se utiliza para propagar rapidamente vastagos de vid para injertar.

Homeostasis antioxidante estd estrechamente regulada en hojas, asegurando un equilibrio
positivo entre la fotosintesis y la respiracion, explicando la tolerancia de muchas variedades

de vid a ambientes extremos.
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El mejor "precio" a pagar por liberacion fotosintética de O, y plantear el metabolismo
aerdbico en la produccion de EROs. La produccion de EROs también se puede aumentar por
condiciones de estrés. Cuando se inhibe la fotosintesis, la absorcion de energia de la luz puede
estar en exceso a lo que puede ser utilizado por los procesos fotosintéticos, lo que resulta en la

produccion y la acumulacion de EROs.

Lo mismo ocurre cuando el estrés produce una aceleracion inducida de otros procesamiento
EROs mecanismos metabodlicos resultan en la acumulacion de EROs. Las previsiones de
cambio climatico indican una alta probabilidad de episodios de temperaturas extremas, tanto
altas como bajas, una disminucion en la disponibilidad de agua, asi como incrementos en
6xido de carbono y el ozono en la atmosfera. Todos estos factores de crecimiento y desarrollo
de plantas impactan, al afectar negativamente a la homeostasis antioxidante, lo que dificulta la

adaptacion a factores de estrés ambientales.

Una molécula se clasifica como "antioxidante" cuando es capaz de apagar EROs en si sin
someterse a la conversion en un radical destructivo, interrumpiendo asi las cascadas de
oxidacion incontrolada. En esa categoria se incluyen, entre otros, el acido ascorbico
metabolitos (ASA, también denominado vitamina C), el glutation (GSH), y pigmentos

carotenoides.

La sefial EROs o vias de degradacion dependera de enzimas tampon redox antioxidantes tales
como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxirredoxinas (PRX), ascorbato

peroxidasa (APX), y glutation reductasa (GOR).

Sobre los genes de estrés abidtico se alteran los perfiles de expresion y por lo general los
genes asignados a las categorias funcionales del metabolismo de las proteinas y la
modificacion, la sefial y respuesta antioxidante sufren cambios significativos, mejorando asi

los atributos comunes de las vias de defensa abidticos de estrés.

Las propiedades nutracéuticas de la baya de la uva y sus derivados, es decir, el vino, son
comunmente asociados con las propiedades antioxidantes de los compuestos fenolicos que
contienen, desde simples como flavonoides antocianinas a proantocianidinas condensados
(AP), taninos, que pueden solubilizarse en la vacuola o vinculado a los polisacaridos de la
pared celular, por lo que, es de gran interés para comprender sus mecanismos antioxidantes en

planta.
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2.5.2.1 Los metabolitos que participan en la homeostasis Antioxidante: EROs, ASA. GSH,
Pigmentos v Prolina

Los diferentes niveles de tolerancia al estrés presentado por las variedades de vid se

relacionan directamente con la plasticidad genética de la homeostasis antioxidante.

Algunas variedades mantienen bajos niveles basales de metabolitos antioxidantes teniendo asi
a sintetizarlos en el inicio de estrés. Tales variedades tienen una respuesta mas lenta que
aquellos con mayores niveles basales de metabolitos antioxidantes. Esto se puso en evidencia
por el patron diferente de metabolitos antioxidantes en condiciones normales de crecimiento,

como se muestra en la Tabla 1

Las unidades se indican en cada fila, excepto los siguientes:

a nmol mg prot -1; b mUg -1 FW; ¢ Ug -1 FW; d umol H202 mg-1min -1; e ug g-1 FW, FW peso fresco; LA, drea foliar;
Peso seco DW.
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Concentracion de los metabolitos y actividades de las enzimas antioxidantes cuantificadas en

varias variedades de vid antioxidantes v en diferentes tejidos

= o = g = ° N

) Qo | = .§ S g5 g2 % g S & 3
E Sel2 |2 %257 |24z |: &
3 S S| 3 2 > ] k= < 3| .8 g S
= M M| @ = O = Z = E @l E = =
AsA[umolg 'FW] 11 0.8 [ 0.67

DA sA[pmolg ' FW] 3.3 0.23 | 0.08

GSH [pmolg 'FW] 0.12 19° |25

GSSG[umolg 'FW] 0.04 100 |7

Clorofila [mg cm™LA] 12° |4 208 | 409 | 26576
Carotenoides [mg cm™“LA] 56 |21 58 | 113 | 5297
H,0, [umolg ' FW] 2274 10.05° (35 [20 [437[29 ]0.023

Prolina [pmolg FW] 0.71 [0,01 0.01

0, [umolg ' FW] 0.1 ]0.6

MDA [pmolg 'FW] 12

Fenoles [mmolg ' FW] 30

ABA [pmol mg ' DW] 50 6.1 |43 1°
Actividad Enzimatica

Superoxido dismutasa [Unidades | 31.10 4 63 | 1.1

(mg prot min)™]

Peroxidasa [umol GDHP (mg min) 250 664
1

]

Ascorbato Peroxidasa [pumol AsA | 237 23" | 360 | 200 217.3
(mg min)"']

Monodehidroascorbato  reductasa 1.5

[umol NA DH (mg min)™']

Dehidroascorbato  reductasapumol 45° 0.4

AsA (mg min)']

Glutation reductasa [pmol NADHP 0.08 0.16

(mg min)"'] ¢

Catalasa [Unidades (mg prot min) | 5.66 7¢ 13 44
']

Total peroxirredoxinas [nmol H,0, 56.4

(ug prot min)™'] °

LOX [mmol g-1] 242
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2.5.2.1.1 EROs

Los primeros jugadores en la homeostasis antioxidante, que en condiciones normales inducen
la necesidad de desintoxicacion / barrido, son ellos mismos EROs. En los cloroplastos O
producido en la reaccion Mehler se produce en condiciones normales, comunmente creciente
sobre el estrés. Ahora se cree que la formacion de O, es el primer paso en una reaccion en
cadena que conduce a la de control y la regulacién de varios procesos celulares, con EROs

integrado en las vias de sefializacion, a menudo en la diafonia con la regulaciéon hormonal

Cuando la energia del triplete excitados en las clorofilas se transfiere al oxigeno molecular, y
se forma 1 molécula de O,.Este EROs es un agente electrofilo fuerte que puede reaccionar

con lipidos, proteinas y ADN.

Sin embargo, el O, también reacciona con moléculas mediadoras del objetivo que
desencadenan cascadas de sefializacion que conducen ya sea a la muerte celular programada o

a la aclimatacion.

En las hojas de vid, O," y H,0O, se generan en oligoelementos por estrés, como la causada por

boro en exceso.

Los peroxisomas son probablemente los principales sitios de produccion intracelular de H,O,

de, a pesar de O, radicales de 6xido y nitrico (NO ¢) también se producen en los peroxisomas.

La fotoinhibicion que se verifica en hojas de vid sobre la sequia y estrés por salinidad es
acompafia de un aumento en la transcripcion de genes que codifican para la glicolato oxidasa

de peroxisomas, catalasa y varias enzimas fotorespiratorias.

2.5.2.1.2 AsA y GSH

Acido L-ascorbico (AsA) es un metabolito abundante que juega papeles importantes en la

fisiologia de estrés de la planta, asi como en el crecimiento y el desarrollo. AsA es un
antioxidante clave, capaz de eliminar directamente varios diferentes tipos de EROs. Tanto el
antioxidante lipofilico cloroplastico o-tocoferol (vitamina E) y pigmentos carotenoides
(carotenos y xantofilas) dependen de AsA para la regeneracion de los radicales oxidados. AsA
es también el mas importante reductor de sustrato de la H,O,, actuando conjuntamente con el

glutation (GSH, y-L-Glu-L-Cys-Gly) en el ciclo ascorbato-glutation.

GSH es un metabolito multifuncional en las plantas, siendo un importante reservorio no

proteico reducido de azufre, y un elemento crucial en la defensa celular y la proteccion, la
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prevencion de la desnaturalizacion de las proteinas causados por la oxidacion de los grupos
tiol durante el estrés, reacciona quimicamente con una amplia gama de EROs. En vid, AsA y
GSH en grupo y sus ajustes sobre el estrés parecen ser diferentes dependiente y bajo un

estricto control.

Tiene un potencial redox de -340 mV que le permite reducir dehidroascorbato a ascorbato o
reducir los puentes disulfuro de las proteinas. Se encuentra en la mayoria de los tejidos de
plantas, en compuestos celulares y subcelulares; su nivel es mayor en luz que en oscuridad. Su
mayor concentracion se encuentra en los cloroplastos (70-90%) con un promedio de 1-4 mM,

pero cantidades significativas pueden también acumularse en el citosol.

El glutation reacciona quimicamente con oxigeno singlete, superoxido y radicales hidroxilo, y

por tanto, funciona directamente como un captador de radicales libres.

También estabiliza la estructura de membrana mediante reacciones de peroxidacion de
lipidos. Una respuesta inicial al estrés estd relacionada con los cambios en el estado redox del
glutation, mientras que la aclimatacion estd marcada por un incremento de la concentracion
del glutation, incremento relacionado con la actividad enzimatica, y/o un estado redox mas

reducido de glutation.

Sin embargo, cuando el nivel de estrés aumenta, la concentracion de glutation cae y el estado
redox se vuelve oxidado, el cual marca la degradacion del sistema. Cuando la produccion
celular de EROs excede la capacidad antioxidante de la propia célula, las macromoléculas
como lipidos, proteinas y ADN cambian. Los EROs también juegan un papel en la regulacion
génica y en la sefializacion de la transduccion de vias, las cuales pueden estar involucradas en
mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo. Experimentalmente, si se inactiva la
glutation peroxidasa, se acumula peroxidasa la cual puede actuar como segundo mensajero y
regular la expresion de genes antiapoptdticos y la glutation peroxidasa misma para proteger
contra dafios a la célula. El glutation elimina H,O; citotoxico, y reacciona no enzimaticamente

con otros EROs: oxigeno singlete, radical superoxido y radical hidroxilo.

El papel central del glutation en la defensa antioxidante se debe a su capacidad para regenerar

otro potente antioxidante soluble en agua, el 4cido ascorbico, via ciclo ascorbato-glutation.
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2.5.2.1.2.1 Ciclo ascorbato —glutation:

El ciclo de glutation-ascorbato es una via metabdlica que desintoxica el peroxido de
hidrogeno (H,O,), una especie de oxigeno reactivo que un producto de desecho en el
metabolismo. El ciclo implica los metabolitos antioxidantes: Ascorbato, glutation y NADPH

y las enzimas que unen estos metabolitos. 1

En el primer paso de esta via, HO, se reduce a agua por la peroxidasa de ascorbato (APX)
usando ascorbato como el donador de electrones. El ascorbato oxidado
(monodehidroascorbato) se regenera por la reductasa de monodehidroascorbato (MDAR).2
Sin embargo, el monodehidroascorbato es un radical y si no se reduce rapidamente se

desproporciona en ascorbato y deshidroascorbato.

El deshidroascorbato se reduce a ascorbato por la reductasa de dehidroascorbato por el GSH,
dando glutation oxidado (GSSG). Finalmente GSSG se reduce por la reductasa de glutation
(GR) usando NADPH como donador de electrones. Esto quiere decir que el ascorbato y el
glutation no se consumen; el flujo de electrones desde va del NADPH al H,O,. La reduccion
del deshidroascorbato puede ser no enzimatica o catalizada por las proteinas con actividad
reductasa de deshidroascorbato (DHAR), como la S-transferasa omega 1 de glutation o

glutaredoxinas.
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En las plantas, el ciclo de glutation - ascorbato opera en el citosol, mitocondrias, plastidos y

peroxisomas.
NADPH NADP* »
reductasa de glutation
\ = /‘ (GSSG) glutation oxidado
/ \' (GSH) glutation
GSSG GSH deshidroascorbato reductasa
\ / (ASC) ascorbato
DHAR
\ (MDA) monodehidroascorbato
DHA reductasa demonodehidroascorbato
NAD‘; MWaDH f
MDAR :
peroxidasa de ascorbato
asc* T
MDA Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato:
(NADP+ en su forma oxidada)
APX ,
(NADPH+ en su forma reducida)
H.O, H,O

En la vid, la funciéon del ciclo ascorbato-glutation y su contribucion al proceso de
desintoxicacion dependera de varios factores, a saber, el tipo, intensidad y duraciéon de la

tension y el genotipo en estudio.

2.5.2.1.3 Carotenoides:

Los carotenoides son isoprenoides C40 y tetraterpenoides que estan en plastidos de ambos

tejidos de la planta, fotosintéticos y no fotosintéticos.

Protegen el aparato fotosintético contra el dafio foto-oxidativa no sélo por enfriamiento rapido
de los estados triplete de moléculas de clorofila, sino también por barrido de EROs, la
proteccion de pigmentos y acidos grasos insaturados del dafio oxidativo. En la variedad de vid
"Trincadeira" sometido al estrés por calor, los carotenoides juegan un papel importante en la
hoja de EROs de barrido, en conjunto con el ascorbato y el glutation, la primera linea habitual

de defensa antioxidante en plantas.
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2.5.2.1.4 Prolina

El metabolismo de la prolina, incluyendo la oxidacion de prolina, es extremadamente
importante en la respuesta al estrés, ya que es uno de los mas extendidos osmoprotectores,

aumentando en condiciones de déficit de agua.

También en vid, los EROs generados por el estrés en sefial de salinidad de la expresion de a-
GDH subunidad, GDH que actiia como una enzima anti-estrés no s6lo por la desintoxicacion
de amoniaco, sino también mediante la produccion de glutamato que se canaliza a la sintesis

de prolina.

2.5.2.1.5 a-Tocoferol: tiene propiedades antioxidantes como resultado de su capacidad de

amortiguacion, tanto de oxigeno singlete y peroxidos.

2.5.2.2 Las enzimas antioxidantes clave para Homeostasis

Homeostasis Redox comprende la interaccion de EROs con moléculas antioxidantes
formando una interfaz para sefiales metabolicas y ambientales, modulando asi la induccion de

procesos de aclimatacion apropiados o programas de muerte celular.

Vias de sefalizacion de EROs dependen de una estricta regulacion homeostatica logrado a
través de un tampon redox antioxidante. Los antioxidantes determinan el curso de la vida y de

la especificidad de las sefiales o transformacion de productos de EROs.

En este proceso, las enzimas tales como SOD, CAT, Prx, APX, y GOR son los actores clave

en la homeostasis antioxidante.

2.5.2.2.1 Las enzimas de los Ciclos Agua-Agua

En condiciones normales, los electrones obtenidos a partir de la separacion de las moléculas
de agua en fotosistema II (PS II) se canalizan a través del aparato fotosintético y transferidos
al oxigeno molecular por el fotosistema I (PS I). En condiciones de estrés que disminuyen
CO; disponibilidad debido al cierre de los estomas o aumentan la exposicion a la luz excesiva
continua alli es un exceso de transferencia de electrones hacia el oxigeno molecular, la
generacion de O iones en PS I, a través de la reaccion de Mehler. En esta situacion, la
homeostasis redox se puede garantizar en dos pasos consecutivos, la membrana adjunta de
cobre / zinc superdxido dismutasa (CZSOD) que convierte O en H,O, que se redirige al

ciclo ascorbato-glutation, donde se convierte a agua.

56



2.5.2.2.1.1 Catalasa: enzima que cataliza la dismutacion de H,O, en agua y oxigeno. La

catalasa es sensible a la luz, y su actividad puede verse reducida por salinidad, choque térmico

o frio.

Los peroxisomas son organulos subcelulares con una sola membrana que existe en casi todas
las células eucariotas, que contiene como componentes CAT enzimatica basica y H,O, -

producen flavina oxidasas.

A pesar de su simplicidad, que realizan funciones esenciales; a saber, en el metabolismo
antioxidante. Tienen un tipo esencialmente oxidativa del metabolismo, y gran plasticidad
metabolica, ya que su contenido enzimatico varia con el organismo, célula / tipo tisular y las
condiciones ambientales. Al estrés fotooxidativo el CAT peroxisomal es el mas sensible de

catalasas en la vid.

2.5.2.2.1.2 Peroxidasas

Las peroxidasas son una gran familia de enzimas ubicuas que tienen numerosos roles en el

metabolismo vegetal, incluyendo la de retirar el HO, formado como consecuencia del estrés.
En el genoma de la vid se encontraron 109 peroxidasas. Ellos usan diferentes donantes de
electrones, tales como AsA, en el caso de APX en el ciclo ascorbato-glutation; glutation
peroxidasa (GPX) utiliza GSH como reductor y los compuestos genéricamente denominados
"peroxidasas" de uso fenolicos (capaces de utilizar guayacol como sustrato a veces se les

llama "guayacol-peroxidasas").

2.5.2.2.1.3 Glutatiéon S-transferasas

Glutation S-transferasas (GSTs) son enzimas que desintoxican compuestos citotoxicos por
conjugacion de GSH a varios, sustratos electrofilos hidrofobos. GSTs de plantas han sido
estudiadas intensivamente debido a su capacidad para desintoxicar herbicidas, y varios GSTs
que confieren tolerancia a los herbicidas se han caracterizado en muchas especies de cultivos
importantes. Otra subclase GST planta estd implicada en las respuestas de estrés, incluidos los

derivados de ataque de patdogenos, estrés oxidativo, y la toxicidad de metales pesados.

En vid, la induccién de la GST en ataque de patdgenos se produce en paralelo con la de
fenilalanina amonio-liasa (PAL) y sintasa estilbeno (STS). GSTs también juegan un papel en
la respuesta celular a las auxinas y durante el metabolismo normal de productos vegetales

secundarios como antocianinas y acido cinamico.
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2.5.2.2.1.4 Peroxirredoxinas

Prxs catalizan la reduccion de H,O,, alquilhidroperoxidos y peroxinitrito al agua, alcoholes, o
nitrito, respectivamente. Prxs son proteinas redox sensibles que pueden sufrir oxidacion-
reduccion reversible y, como resultado, el interruptor de "on" y "off" en funcion del estado

redox de la célula.

En V. vinifera, en condiciones de luz y el estrés por calor, la actividad Prx disminuyé como
consecuencia de la disminucion de H,O, niveles mientras que, bajo estrés hidrico, la actividad

Prx aumento, lo que refleja el aumento de H,0..

2.5.2.2.1.5 Superdxido dismutasa:

Es una enzima que cataliza la dismutacion de superdxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno.
Hay distintos tipos de SOD clasificados en base al cofactor metalico: los isdémeros Cu/Zn-

SOD, Mn-SOD y Fe-SOD.
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2.5.2.3 Fl estrés oxidativo en sistemas in vitro

Sistemas in vitro ofrecen un método practico y facil de manipular para el estudio del estrés
oxidativo. Cultivos In vitro suelen ser cultivadas en ambientes contenidos con baja densidad
de flujo de fotones y alta humedad relativa. Los medios de cultivo contienen altas cantidades
de unos orgénicos reguladores de fuente de carbono y de crecimiento, que contribuyen al
desarrollo de caracteristicas tales como la anatomia anormal en hoja, escaso desarrollo de

grana y las bajas tasas de fotosintesis.

El estrés oxidativo debido a la fotoinhibicion es propenso a ocurrir en el trasplante de in vivo
condiciones. El grado en el que la fotoinhibicién afecta a la supervivencia de la planta
depende de su estado fisiologico dictado por las condiciones ambientales imperantes, la
eficiencia de los mecanismos de proteccion contra el exceso de los procesos de reparacion de
energia y para restaurar la fotosintesis normal. Estrés abiotico-Nitro oxidativo también puede
causar dafios a cultivos in vitro y, en vid, se muestra procianidinas tener una accion protectora

contra el dafio causado por peroxinitrito peroxisoma asi formado.

Inmediatamente después del trasplante a ex vitro, plantas de vid in vitro propagado mostrd
capacidad fotosintética severamente afectada, que se recuperd después de 1 semana como se

ve claramente en el mapa de calor de la Figura 3:

Figura 3. Cambios de vigilancia en la homeostasis antioxidante de vitro en plantas de vid propagadas durante los primeros

7 dias de crecimiento en la ex vitro condiciones
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El mapa de calor representa las diferencias entre los valores medidos en el momento del
traslado al ex vitro (control) y los monitoreado durante 7 dias de crecimiento de ex vitro:
aumento muy significativo de color verde oscuro del control; verde claro, aumento
significativo del control; gris, no hay diferencias significativas en el control; naranja,

disminucion significativa del control; rojo, disminucién muy significativa desde el control.

Concentracion de EROs es maxima en los primeros 2 dias después de la transferencia
mientras que los indicadores de fluorescencia de clorofila muestran sintomas de la
fotoinhibicion y la maquinaria de barrido EROs se activa. Sintomas de Fotoinhibicion son
menos graves cuando las primeras etapas del crecimiento in vivo se realizan en
concentraciones de CO,, duplicando los valores atmosféricos normales e intensidades de luz

de seis veces mayores que in vitro.

En las primeras etapas del crecimiento ex vitro se observa una estabilizacion de Rubisco, lo
que permite la fotosintesis para recuperar los niveles normales. En paralelo, la activacion del
ciclo ascorbato-glutation después de 24 h de ex vitro de crecimiento ayuda a mantener la

homeostasis celular redox y regula la respuesta antioxidante.

Durante este corto periodo, H,O, esta acumulando y se utiliza como un segundo mensajero
para activar las vias que son esenciales para la supervivencia de las plantas en esta fase
delicada del desarrollo, segin lo confirmado por la activacion de los genes relacionados en
hacer hincapié en las vias de defensa, las hormonas y el metabolismo de proteinas en el

mismo periodo de tiempo.

Después de superar la tension inicial de la transferencia, las plantas se someten a un nuevo
ciclo de regulacion de la maquinaria antioxidante, que alcanza un maximo en el dia 6, y no se
acompaiia de sintomas de estrés foto-oxidativo o aumento de ciclos GSH / AsA. Esto coincide
con la proyeccion de nuevas raices y la expansion de la primera ex vitro hoja y culmina con
un pico de ABA y concentracion de H,O, en el séptimo dia después de la transferencia,
ambos producidos en las raices recién expandidas y funcionales (Figura 3). En este punto, la
aclimatacion al ex vitro aun no ha concluido, pero el estrés oxidativo foto ya no es un

problema para las plantas de vid que crecen.
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2.5.2.4 Estallido Oxidativo

Las especies de plantas como la pera, tomate, fresa y pifia muestran una respuesta de estrés
oxidativo especifico durante el desarrollo del fruto, denominado estallido oxidativo. Los
respectivos frutos se denominan a si mismos "climaterio." Mientras que la vid no es uno de
ellos, se trato de algo como una sorpresa cuando Pilati reporto una explosion oxidativa en el
cv."Pinot Noir" que se inici6 en el envero y se caracteriza por la rapida acumulacion de H,O,
y por la modulacion de muchas enzimas que limpian EROs. Este trabajo comprendid un
analisis a fondo de la transcriptomica baya de la uva en las etapas cerca de envero y la
cuantificacion de H,O, . Este ultimo aumentd en el momento del envero , alcanzando sus
maximos 1-2 semanas después, y luego disminuyendo a un ritmo mas lento hacia la
maduracion. A la par, las transcripciones de codificacion APX, GPX, Prxs, TRX,
glutaredoxinas, GST y metalotioneinas fueron regulados en alza, de conformidad con el inicio

de una respuesta antioxidante bien dirigida.

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que algunas variedades mantienen la
homeostasis redox y sin un aparente aumento en su concentracion antioxidante, simplemente
ajustando las actividades de las enzimas antioxidantes y / o la acumulacion de moléculas
antioxidantes, mientras que otros necesitan para sintetizar esas moléculas antioxidantes de
nuevo. El ex in vitro demuestra una extraccion de EROs oportuno y eficiente y una amplia

plasticidad para adaptarse a los cambios ambientales.

Procesos especificos de desarrollo pueden cambiar la homeostasis redox. Un ejemplo obvio es
el estallido oxidativo en las bayas, una caracteristica singular que ocurre en esta especie no
climatérico durante el envero, sobre todo durante la noche. En concreto, este evento
metabolico se acompafia de transporte de aziicar y la sintesis de resveratrol. Los informes de
sistemas de in vitro en vid revelan el estrés y la sefializacion relacionada con el desarrollo

mediada por EROs en el crecimiento de hojas y raices.

Como un todo, la plasticidad fenotipica de diferentes variedades de vid que se comportan
como mas tolerante a las agresiones ambientales que causan estrés oxidativo puede mejorar el

rendimiento del cultivo y la calidad, y por lo tanto el valor econdomico de las especies.
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2.5.3 Estrés Hidrico:

2.5.3.1 Las proteinas en la tolerancia al estrés hidrico en la planta:

A lo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado diferentes respuestas y adaptaciones
que les permiten sobrevivir en condiciones de déficit hidrico. Estas estrategias de adaptacion
pueden ocurrir a nivel fisiologico, celular y molecular. En este ultimo nivel, al modificarse la

expresion génica, se producen diferentes proteinas cuya funcion puede ser:

a) otorgar tolerancia ante una limitacion hidrica, actuando como moléculas
protectoras,

b) sefiales regulatorias.

El conocimiento de estas proteinas y sus funciones, puede ser utilizado por la Biologia
Molecular y la Ingenieria Genética, en la generacion de plantas tolerantes a las limitaciones
hidricas, siendo un importante aporte a la produccion agricola en regiones con baja

disponibilidad de agua.

Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar respuestas de
aclimatacion que tienen efectos sobre el crecimiento, como la disminuciéon de la expansion
foliar y el aumento del crecimiento radicular. Un mecanismo de resistencia, a nivel
fisiologico, es el cierre de estomas, estructuras responsables de la mayor proporcion de

pérdida de agua en las plantas, respuesta mediada por el acido Absisico (ABA)

La sintesis de ABA ocurre en los cloroplastos, siendo las hojas, tallos, y frutos verdes,
importantes sitios de formacion. Ciertas condiciones de estrés estimulan la sintesis de ABA en
hojas, incluyendo la sequia, carencia de nutrientes minerales y condiciones de inundacion.

Existen evidencias de que el ABA aumenta la resistencia tales tipos de estrés.

Las plantas también responden al estrés por déficit hidrico a nivel celular y molecular, y una

de las principales respuestas a esta limitacion es la modificacion de la expresion genética.
La expresion de los genes inducidos por estrés puede ser categorizada en tres grupos:

1) genes que codifican proteinas con funciones estructurales o enzimaticas
conocidas;
2) proteinas con funciones aun desconocidas y

3) proteinas reguladoras

62



La respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés generalmente modifica el patron
proteico. Estos cambios estan relacionados con modificaciones en la expresion de genes
especificos dependiendo de la naturaleza, duracion y severidad del estrés. Para adaptarse al
ambiente, las plantas activan un gran set de genes, lo cual lleva a la acumulacion de proteinas

asociadas especificamente al estrés.

Diversas proteinas especificas han sido caracterizadas en plantas bajo condiciones de estrés y
pueden ser clasificadas como LEA (Embriogénesis Tardia Abundante) proteinas,
dehidrinas (proteinas inducidas por deshidratacion), proteinas tolerantes a la desecacion,
proteinas que responden al 4cido Absisico (ABA), proteinas reguladas por el frio,
proteasas, enzimas requeridas para la biosintesis de varios osmoprotectores tales como:
azlcares, proteinas, glicinbetaina, enzimas para detoxificacion y factores proteicos
involucrados en la regulacion de la traduccion de sefales y expresion génica, tales como
quinasas y factores de transcripcion. La sequia induce genes cuya funcion no sélo es proteger
a las células vegetales de la deshidratacion, sino que también actian en la regulacion de otros

genes que se traducen en sefiales de respuesta al estrés hidrico

Ante condiciones de estrés hidrico, ciertas enzimas y proteinas son afectadas y pierden su
actividad bioldgica. Por lo tanto, el mantenimiento de las proteinas en su forma funcional y el
prevenir el agregado de proteinas es particularmente importante, para la vida de la célula

bajo condiciones de estrés. Esa funcion es llevada a cabo, entre otras moléculas, por proteinas.

La tolerancia a la sequia puede ser considerada como la tolerancia a una deshidratacion
moderada, y la tolerancia a la desecacion generalmente se refiere a la tolerancia a una mayor
deshidratacion. Asimismo, la tolerancia a la desecacion incluye la posibilidad de las células de
rehidratarse exitosamente. Los mecanismos que confieren tolerancia a la sequia estan
principalmente basados en la estabilizacion estructural por hidratacion preferencial, mientras
que los mecanismos que otorgan tolerancia a la desecacion estan basados en el reemplazo del

agua por moléculas que forman puentes hidrégenos.

La disminucion del volumen celular, aumenta la posibilidad de las interacciones moleculares

que pueden causar la desnaturalizacion de las proteinas y membranas.

Dentro de los compuestos quimicos que pueden prevenir estas interacciones adversas,
podemos citar: prolina, glutamato, glicinbetaina, carnitina, manitol, sorbitol, fructanos,

polialcoholes, trehalosa, sacarosa y oligosacaridos. Los mismos son quimicamente diferentes
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y generalmente son excluidos de la superficie de la proteina, posibilitando que la proteina
permanezca hidratada. Ante condiciones de menor disponibilidad de agua, existen las
proteinas LEA y Heat shock protein/ La proteina de choque térmico (HSP) que actian

“reemplazando el agua”, dado que forman puentes hidrogenos con las proteinas.

Un mecanismo adaptativo para la proteccion contra la sequia, es el mantenimiento de la
turgencia celular, durante los periodos de sequia, regulando la presion osmotica de las

células. Para ello, la célula puede:

a) secuestrar iones en los compartimentos celulares y

b) sintetizar osmolitos especializados tales como la prolina, glicinbetaina, manitol,

trehalosa, ononitol y ectoina para reajustar el potencial osmotico celular

Los osmolitos son principalmente compuestos organicos de bajo peso molecular que permiten

el ajuste osmotico y facilitan la absorcion de agua por la planta.

Otra funcion de los osmolitos es participar en el mantenimiento de la estructura de las

proteinas bajo condiciones de estrés.

2.5.3.1.1 Proteinas que protegen a proteinas

2.5.3.1.1.1 Hidrofilinas

Las proteinas LEA integran un amplio grupo de proteinas denominado hidrofilinas

Estas son proteinas no estructuradas o flexibles que participan en la respuesta a condiciones
adversas .Si bien el rol funcional aun es especulativo, existen evidencias de que estas
proteinas participan en la aclimatacion y/o en la respuesta adaptativa al estrés hidrico y bajas

temperaturas .

2.5.3.1.2 Proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (Late Embriogénesis Abundant)
(LEA) proteinas

Entre las proteinas méas importantes por su efecto protector potencial estan las proteinas

LEA (Late Embryogensis Abundant) y las que funcionan como antioxidantes .

Las proteinas LEA protegen a las proteinas y membranas del dafio debido a la deshidratacion .
La progresiva sequia y salinidad induce la sintesis de estas proteinas en los Organos

vegetativos, las cuales estabilizan las enzimas y la estructura de las membranas. Las
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proteinas LEA participan en la reduccion del dafio celular durante la deshidratacion, aunque

el mecanismo preciso involucrado aiin debe ser explorado.

2.5.3.1.2.1 Dehidrinas
Las dehidrinas son proteinas inducidas por estrés hidrico, que presentan una secuencia

consenso de 15 aminodcidos (EKKGIMDKI-KEKLPG), que estd relacionada con las

interacciones hidrofobicas que estabilizan la macromolécula, y posibilitan la interaccion

sinérgica con los solutos compatibles.

2.5.3.1.2.2 Heat-shock proteins (HSPs)

Las Heat-shock proteins (HSPs) comprenden un grupo reducido de moléculas de alto peso

molecular y un grupo complejo de proteinas de bajo peso cuyo tamafio varia entre 15 y 30
KDa. Estas proteinas son parte de un grupo de proteinas inducidas para proteger las plantas

del dafio causado por estrés o para ayudar a reparar el dafio causado por el estrés

2.5.3.1.2.3 Acuaporinas

Las acuaporinas constituyen una familia de proteinas que regulan el movimiento del agua a

través de las membranas celulares. Las acuaporinas se pueden dividir en dos subgrupos
principales, por un lado las proteinas intrinsecas ubicadas en la membrana plasmatica y por
otro las ubicadas en el tonoplasto. Las primeras participan del transporte de agua a través de la
membrana celular, en tanto que las segundas participan en el intercambio de agua entre el

citoplasma y la vacuola y en la osmoregulacion.

2.5.3.1.2.4 Enzimas eliminadoras de EROs

Los procesos metabolicos aerdbicos tales como la respiracion y la fotosintesis
inevitablemente llevan a la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) en
mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas. En condiciones fisioldgicas, el equilibrio entre la
produccion y la remocion de EROs puede ser perturbado por factores de estrés abidticos tales
como alta luminosidad, sequia, bajas y altas temperaturas y estrés mecanico, dando como

resultado el aumento en el nivel intracelular de EROs

Asi el estrés oxidativo (EO), se refiere a una situacion de desequilibrio, que puede ser el
resultado de la disminucion de los antioxidantes o del aumento en la produccion de EROs.
Cuando ocurre el EO la actividad celular conduce a la activacion o silenciamiento de genes

que codifican mecanismos de defensa, factores de transcripcion y proteinas estructurales.
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Las plantas han desarrollado varias estrategias antioxidantes para eliminar estos

compuestos toOxicos.

Uno de los mecanismo de desintoxicacion de EROs de forma enzimatica es por la glutatione
reductasa (GR) y otros como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato

peroxidasa (APX), peroxidasa (POD) y monodehidroascorbato reductasa (MDAR).

Esta enzima se encuentra predominantemente en cloroplastos, aunque también se encuentra

en mitocondria y citoplasma.

2.5.3.1.2.4.1 Glutatidén S- transferasas (GST)

Son un gran grupo de enzimas que catalizan la conjugacion de un sustrato xenobiotico
electrofilico con un tripéptido  glutatione (GSH; glu-cys-gly). Son proteinas
citoplasmaticas, aunque también se han encontrado en plastidos y nucleo. GSTs son
muy abundantes y en algunos casos representan mas del 1% de las proteinas solubles en

células vegetales

2.5.3.1.2.4.2 Glutatiéon peroxidasa (GPX)-nombrada anteriormente-

GPXs es una gran familia de diversas isoenzimas que usan GSH para reducir H,O, e
hidroperoxidos organicos y lipidicos, protegiendo a la planta del estrés oxidativo. Se

encuentran en citoplasma, cloroplasto, mitocondrias y reticulo endoplasmico.
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2.5.3.1.3 Péptido antioxidante

2.5.3.1.3.1 Glutation

El glutatiéon junto con el acido ascorbico, la prolina, tocoferoles, carotenoides y flavonoides,
constituyen los antioxidantes no enzimaticos. El glutation, es uno de los metabolitos cruciales

en plantas, el cual es considerado como una importante defensa intracelular contra las EROs.

El glutation existe abundantemente en su forma reducida (GSH) en los tejidos vegetales y
esta localizado en citoplasma, reticulo endoplasmico, vacuolas, mitocondrias, cloroplastos y
peroxisomas. Es de especial importancia en procesos fisiologicos incluyendo la regulacion
del transporte del sulfato, traduccion de sefnales conjugacion de metabolitos, detoxificacion de

xenobidticos y la expresion de genes en respuesta al estrés.

Ha sido establecido que GSH también juega un rol importante en eventos relacionados con el
crecimiento, tales como: la diferenciacion celular, muerte celular, senescencia, resistencia a

patdgenos y regulacion enzimatica

El glutation es la principal fuente de tioles no proteicos en la mayoria de las células. La
naturaleza nucleofilica del grupo tiol es también importante en la formacion de enlaces
mercaptidos con metales. Esta reactividad junto con la estabilidad y la alta solubilidad en

agua del GSH hace de ¢l un buen protector vegetal bioquimico contra el estrés

El estado de conocimiento actual muestra la importancia de las proteinas en la tolerancia a la

baja disponibilidad de agua, ya sea con una funcién estructural o con fines reguladores.

Sin embargo, dado el avance de la Biologia Molecular y la Ingenieria Genética, este saber,
podra ser utilizado en la generacion de plantas tolerantes a la baja disponibilidad de agua, lo

cual sera un importante aporte a la produccion agricola en regiones con limitaciones hidricas.
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2.5.4 Estrés por radiacién solar.

2.5.4.1 Efectos de la radiacion solar UV-B en vifiedos cultivados a mayor altura v del ABA
sobre la capacidad antioxidante de las bayas

Se ha propuesto que la radiacion solar ultravioleta-B (UV-B) activa los sistemas de defensa
antioxidantes de las plantas, y que el 4cido Absisico (ABA) participa en la disminucion de las

vias de sefializacion.

La luz solar es uno de los factores del medio ambiente, que impulsa la productividad primaria
a través de la fotosintesis, pero también suministra sefiales informativas vitales para el
desarrollo de la planta. La radiacion Solar ultravioleta-B (UV-B) (280-315 nm), la fraccion
mas energética de la luz solar que llega a la biosfera, aumenta a medida altitud aumenta desde
UV-B pasa a través de un ambiente mas delgado (menos de filtrado por menos gases
atmosféricos) para llegar a la tierra. Vifiedos de altura en Mendoza, Argentina c.a 1500 m
sobre el nivel del mar (msnm) reciben niveles de UV-B relativamente elevadas, con
irradiaciones hasta 0,40 W m- al mediodia en verano. UV-B causa fotobiologica directa e
indirecta efectos en las plantas superiores, algunos relacionados con el dafio provocado y

otros como la aclimatacion inducida.

Muchos procesos fisiologicos y bioquimicos de aclimatacion, algunos de los cuales son
comunes para diferentes condiciones de estrés, estan regulados por la fitohormona &cido
Absisico (ABA), por lo tanto, es factible suponer que ABA puede regular respuestas de las
plantas a los rayos UV-B. Pocos estudios trataron de abordar las relaciones entre la radiacion
UV-B y ABA en las plantas, sino un efecto promotora de UV-B en la biosintesis de ABA se

ha encontrado en tejidos de hojas la vid .

Sin embargo, la radiacion UV-B no era responsable de los niveles de ABA en pieles de uva de
bayas, donde ABA fluctu¢ durante la morfogénesis de fruta, el aumento en el inicio de la
maduracion (envero) y disminuyendo posteriormente a la cosecha. Este tltimo, ademas del
hecho de que aplicaciones de ABA se apresuraron una maduracion en baya de la uva ,
sugieren que el ABA juega un papel fundamental en la regulacion de la maduracion de la
fruta. Se presenta los resultados de ensayos realizados durante tres temporadas de cultivo
consecutivas, en cinco etapas de desarrollo, en un vifiedo de Vitis vinifera L. Malbec de
mayor altitud, donde se evaluaron los efectos de la radiacion solar UV-B y de aplicaciones de

ABA, sobre la calidad y el rendimiento.
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2.5.4.1.1 Materiales vy Métodos

2.5.4.1.1.1 Material vegetal y disefio experimental

Las tres temporadas de crecimiento fueron: 2009, 2010 y 2011, en una vifia comercial de
gran altitud (Vifiedo Adrianna, Catena Zapata, 1450 m snm, 69°15'37 " W y 33°23'51 " S),
Gualtallary, Mendoza, Argentina. Las vides eran un clon seleccionado de Vitis vinifera L. cv.
Malbec, plantada en 1997 en sus propias raices, formado en un sistema vertical enrejado,
dispuestos en filas de norte-sur orientadas con espaciados de 2 m de distancia, con 1,20 m
entre plantas sobre la fila y se mantuvieron sin restriccion de agua en el suelo durante todo el
experimento utilizando un sistema de riego por goteo. Las vides se podan y atan apretando a
los 12 brotes por vid cuando estos brotes alcanzan 10 cm de largo, y se quedaron en la

floracion dos racimos por brote.

Un diseno de bloques completos al azar con un arreglo factorial 2 x 2 de tratamientos (UV-B
y ABA) y cinco bloques fueron utilizados (n = 5). La unidad experimental consistié en 4
plantas seleccionadas en la base de su homogeneidad a partir de 6 plantas consecutivos en la
fila. Dos brotes por unidad experimental fueron seleccionados, marcados y se utiliza para
determinar el peso de racimos y el nimero de bayas por racimo en la cosecha (rendimiento de
la fruta), mientras que el resto de los brotes se utilizaron para la baya muestreo en las
diferentes etapas de desarrollo. Las medidas repetidas fueron tomadas en cada unidad
experimental a los 52, 72 (envero), 96, 112 y 131 (cosecha) dias después de la floracion

(DAF) durante cada temporada de crecimiento.

(Figura 1 A muestra una representacion esquematica de una unidad experimental)

A

Tela antigranizo

Media sombra
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Las plantas recibieron UV-B solar elevada (+UV-B), o bien se les filtrd este tipo de radiacion
(-UV-B) desde 15 dias antes de la floracion, y estos tratamientos se combinaron con

aspersiones semanales de 1 mM de ABA (+ABA) o H,O (-ABA) desde 27 dias antes del

€nvero.

Los fenoles en los hollejos (antocianos y polifenoles totales) incrementaron por +UV-B y

+ABA, marcadamente en valores de concentracion (interaccion significativa UV-B x ABA).

Los incrementos en capacidad antioxidante, determinada como capacidad de absorcion de
radicales oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés) y en los fenoles de las bayas expuestas al
tratamiento combinado +UV-B/+ABA fueron mayores que en el tratamiento —UV-B/~ABA,

para el mismo incremento de azicar.

La capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC) se determind con Soluciones de
extraccion de la piel de la baya se diluyeron 1: 750 v/ v en 75 mM tampoén de fosfato de
potasio (pH 7,0). Alicuotas (50 1) de las muestras diluidas y normas Trolox se afadieron a una
placa de color negro de 96 pocillos. Entonces, se afadieron 100 1 de fluoresceina (20 nM
solucion), y la mezcla se incubd a 37° C durante 7 min antes de la adicion de 50 1 de la
peroxilo generador de radicales AAPH [2,2'-azobis (2-amidinopropano) , solucion 140 mM].
La fluorescencia se vigila por medio de excitacion 485 nm y 538 emisiones nm a intervalos de
I min para 90 minutos en un fluorémetro de microplacas . El area bajo la curva de el
decaimiento de fluorescencia durante 90 min y se calcul6d la ORAC se expres6 como mmol de

Equivalentes Trolox (TE) por la piel de la baya y por cada 100 g FW bayas.

Asimismo, *UV-B y +ABA interactuaron reduciendo el niimero de bayas y el peso de los
racimos (menor rendimiento), quizas debido a emisiones de etileno mas elevadas, sin afectar

las concentraciones de azlicar a cosecha (bayas mas chicas).

Se encontrd que los compuestos antioxidantes (protectores para las plantas), incrementan en
+UV-B/+ABA a expensas de la acumulacion de azucar y de la retencion y el crecimiento de

las bayas.
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2.5.4.1.2 Resultados representados como regresiones lineales para ORAC, polifenoles vy

azucares

La Figura S presenta modelos de regresion lineal para el azficar de la baya vs. ORAC (A),

frente a las antocianinas (B) y frente a TPI (C), en + UV-B / + ABA y -UV-B / tratamientos -

ABA, considerando todas las etapas en el desarrollo de bayas y estaciones de crecimiento.

Mas pistas prominentes fueron obtenidos para + UV B / + ABA que para -UV-B tratamiento /

-ABA (aumento de 35,8%, 18,3% y 35,2% para el azicar vs. ORAC, frente a las antocianinas

y vs. TPI, respectivamente).
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Un efecto positivo de la percepcion de los vifiedos de altitud altos niveles de UV-B y los
sprays semanales de ABA (comenzando aproximadamente un mes antes del envero), se
obtuvo en baya con pieles de capacidad de acumulacion de antioxidantes, antocianinas y

polifenoles totales.

Esto significa que a mayor estrés por radiacion UV-B Y ABA aumenta la defensa natural de
la planta desde compuestos fenolicos y otros metabolitos secundarios donde se puede incluir
al glutation como proteccion contra las ORA; terpenos, antocianidinas dihidroxilados como
cianidina y flavonoles como quercetina y kaempferol, flavonoles, flavanoles,
dihidroflavonoles y acidos hidroxicinamicos, entre otros para proporcionar proteccion a las

plantas.
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2.5.5 Estrés bidtico por patdogenos en vid:

Otro de los factores de estrés en la vid , son aquellos que pueden ser producto del ataque de
un patoégeno, pudiendo ser hongos, virus, plaga o malezas. La informacion en relacion a la

respuesta de defensa con el uso de glutation en planta es la siguiente:

La respuesta antioxidante en Vides infectadas por el virus de la vid fan leaf fue analizado a
fondo. En las primeras etapas de la infeccion, los aumentos en H,O, se observaron y
probablemente debido a una mayor dismutacion de O, por SOD, mientras que, hacia la fase
tardia de la infeccion, los aumentos en ASA, glutation( GSH), y la actividad APX pueden ser

las razones para H,O, para recuperar los niveles de control.

En cuanto a la enzima glutation peroxidasa (GPX) se ha implicado en las respuestas de estrés
contra Elsinoe ampelina y vitis Rhizobium y GPX es hasta regulada en respuesta a estreses

abidticos tales como la sequia y la salinidad.

Breve explicacion de los patdgenos protagonistas:

2.5.5.1 Virus fan leaf Grapevine:

Causando la clorosis de las hojas y la reduccion de la calidad de la fruta. Debido a su efecto
sobre el rendimiento de uva, GFLV es un patéogeno de importancia comercial. Se transmite a

través de un vector nematodo, Xiphinema index.
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2.5.5.2 Antracnosis -Elsinoe ampelina:

Ampelina Elsino€ es un patégeno de la planta, que es el agente causal de la antracnosis en la
uva . Este tipo de antracnosis afecta a diversas variedades de plantas, incluyendo algunas
zarzas y las uvas de vino. Antracnosis uva puede ser identificado por las lesiones "ojo de

pajaro” en las bayas y hundida lesiones negras o grises en las hojas y brotes.

A partir de estas lesiones, se producen conidios. Esta enfermedad puede ser letal para la
planta, ya sea a través de la defoliacion y la eliminacion de la capacidad fotosintética, o por
lesion a las regiones activas de la vid. Antracnosis uva es particularmente importante para la
industria del vino, ya que puede disminuir la calidad y cantidad de bayas producidas, asi como
matar a la vid de plano, lo que lleva a grandes pérdidas econdmicas, en particular durante los

meses de verano medio.

2.5.5.3 Agalla de corona-vitis Rhizobium:

Rhizobium es un genero de bacterias Gram-negativas suelo bacterias que fijan el
nitrogeno . Rhizobium forma un endo-simbiotica nitrégeno fijacion asociacion con las raices

de las leguminosas y Parasponia .

Agrobacterium Tumefaciens sinonimo de Rhizobium radiobacter

Las bacterias colonizan las células vegetales dentro de nodulos de las raices; aqui las bacterias
convierten el nitrégeno atmosférico a amoniaco y, a continuacidén proporcionan compuestos
nitrogenados organicos tales como glutamina o ureidos a la planta. La planta proporciona las

bacterias con compuestos organicos hechas por la fotosintesis .

74



El sintoma principal es la produccion de agallas carnosas como el resultado de la infeccion de
las heridas por el patdégeno. Estos son primero aparente como crecimientos carnosos blancos
desarrollar adyacente a las lesiones. Galls se componen principalmente de tejido del floema
desorganizado pero pueden incluir parénquima. Ellos se vuelven marrones y se secan y corky.
Estos se encuentran mas comunmente en la parte inferior del tronco e inmediatamente por
debajo de la superficie del suelo. Estas agallas tienen la capacidad de rodear tallos que
conduce a retraso en el crecimiento y la reduccion de los rendimientos. Agallas localizadas
pequeias que se extienden hasta el tronco también son comunes. Las agallas en las raices
laterales son poco comunes. R. vitis difiere de otras especies patdogenas Rhizobium
(Agrobacterium) en la causa unica lesiones hundidas oscuras en las raices de la uva, lo que

lleva a la decadencia.
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2.6 Efecto varietal sobre el contenido de glutatiébn en mostos v vinos blancos

El glutation es un compuesto que desempefia un papel fundamental en la prevencion de los

procesos oxidativos de los mostos y vinos debido a su elevada actividad antioxidante

Los niveles de glutation presentes en las bayas estan influenciados por numerosos factores

(variedad, localizacion, condiciones ambientales, afiada, practicas culturales...).

Se origina durante la maduracion de la uva, incrementandose significativamente después del
envero. Su acumulacion en la baya es paralela a la de solidos solubles hasta que se alcanzan
los 16° Brix, y a partir de este momento se mantiene estable. Asimismo, el glutation presente
en la uva estd estrechamente relacionado con el nivel de nutricion nitrogenada de la vifia,

habiéndose observado valores mas bajos en el caso de vifiedos con deficiencia en nitrogeno.

En el mosto, se combina con el acido caftarico dando lugar a un compuesto incoloro

denominado GRP, y por ello impide las posteriores reacciones de pardeamiento de éste acido.

Durante el proceso de vinificacion, su contenido es muy variable y puede estar influenciados
por numerosos factores, como son la exposicion al oxigeno, la actividad tirosinasa, el tiempo
de maceracion prefermentativa (mas o menos tiempo de contacto), el prensado (diferentes

presiones), etc.

Los resultados existentes acerca de su evolucion durante la fermentacion alcohodlica son
contradictorios. Algunos autores observaron un incremento, mientras que en otros casos este
compuesto disminuyo. El glutation esta implicado en algunos mecanismos de respuesta al
estrés en Saccharomyces cereviasie, pudiendo ser asimilado o excretado durante Ia
fermentacion alcoholica. El contenido de glutation después de la fermentacion puede
depender de la cepa de levadura utilizada, aunque las diferencias observadas en algunos
trabajos fueron insignificantes. Durante el proceso de conservacion del vino, la concentracion
de glutation generalmente disminuye, pudiendo verse afectada de forma notable por la

exposicion al oxigeno durante el embotellado.

En los mostos, el glutation juega un papel crucial limitando los procesos oxidativos de tipo
enzimatico. Después del prensado, las polifenoloxidasas inician las reacciones de oxidacion
de los 4acidos hidroxicinamicos y dan lugar a la formacion de las correspondientes o-

quinonas.

76



El glutation reacciona con el acido caftarico generando un compuesto incoloro denominado
GRP (acido2-S-glutationil caftarico), que impide las posteriores reacciones de pardeamiento
enzimatico de dicho acido, las cuales pueden conducir al deterioro de la calidad final del
mosto y del vino. La ratio 4cidos Hidroxicinamicos / glutation puede considerarse un buen
indicador de la susceptibilidad de los mostos a la oxidacion el glutation ejerce un efecto
protector sobre el aroma del vino, preservando de la oxidacion a algunos compuestos volatiles

con gran impacto sensorial.

La adicion de levaduras inactivas ricas en glutation desde 10 a 40 g/HI en diferentes formas
de agregado ( antes de la fermentacion, realizado un tercio de la fermentacion, o en los vinos
durante el embotellado), puede prevenir el incremento del color amarillo y evitar la
desaparicion de aromas varietales (4-mercapto-4-metil-2-pentanona, 3-mecaptohexan-1-ol,
linalol) y esteres procedentes de la fermentacion (acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, oc-
tanoato de etilo).Este compuesto manifiesta también efectos beneficiosos sobre la salud
humana, debido a su actividad antioxidante, inmunitaria y desintoxicante, por lo que es

considerado una potente ,versatil e importante molécula autogeneradora de defensas.

En los ultimos afios el glutation ha sido objeto de numerosos estudios, aunque hasta el
momento se desconocen muchos aspectos de su comportamiento y evolucion en los mostos y

vinos.

Se realizo un trabajo con el objetico de la determinacion del contenido en glutation en mostos

y vinos de diferentes variedades blancas cultivadas en la D.O.Ca.Rioja (Espaiia).

El estudio se ha llevado a cabo, durante las vendimias 2012 y 2013, en un vifiedo
experimental localizado en Logrofio (La Rioja; Espafia), que se implanto en 2002, conducido
en espaldera, doble cordon Royat, con un disefio estadistico de tres repeticiones con 100 cepas
por variedad. Las variedades estudiadas, todas ellas autorizadas en la Denominacion de

Origen Calificada (D.O.Ca.) Rioja, fueron las siguientes:

. Tempranillo blanco. Derivada de Tempranillo tinto como consecuencia de una

mutacion natural, que se detecto en un vifiedo de La Rioja (Espafia) en 1988.

. Maturana blanca. Cultivada en la zona en otros momentos y recientemente recuperada
a partir del material vegetal existente en la coleccion ampelografica del CIDA de La

Rioja (Espaia).
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. Turruntes .Presente en la zona antiguamente y recuperada en la actualidad en vifiedos
viejos. Sinonimia confirmada, mediante microsatelites, de la variedad Albillo mayor.

. Garnacha blanca. Con difusion en diferentes regiones del noreste de Espafia, pero con
escasa presencia en el vifiedo riojano, si bien de gran interés por su calidad en los
ultimos afios.

. Malvasia riojana. Con referencias de su cultivo en la zona desde antiguo, pero escasa
superficie en la actualidad. Sinonimia confirmada, mediante microsatelites, de la
variedad Alarije, muy extendida por el centro de Espaiia.

. Viura. Variedad blanca mas abundante en la zona, muy extendida por todo el Valle del

Ebro. Sinonimia de Macabeo

La parcela experimental se localiza en la Finca La Grajera (Logrofio), estd conducida en
espaldera, doble cordon Royat, y su disefio estadistico es de tres repeticiones con 100 cepas

por variedad.

La vendimia se realizo de forma manual en el momento que se entendid adecuado de
madurez, excepto en la Variedad Malvasia, que se recolecto antes de alcanzar un grado

alcoholico adecuado debido a su elevada sensibilidad a Botrytiscinerea .

Variedad Mostos 2012 | Mostos 2013
Tempranillo

blanco 123+ 0.19 13.6 +0.64
Maturana

blanca 2.6 4+0.43 12.7+0.05
Turruntés 12.1+0.05 11.5+0.00
Garnacha

blanca 13.0+ 0.20 12.2 £ 0.00
Malvasia

riojana 112+ 1,11 10.4 +0.57
Viura 12.24+0.24 12.6+0.43

Tablal. Grado alcohdlico probable (%v/v) en mostos de variedades blancas. Aiios 2012 y 2013. Media % desviacion

estandar (n = 2).

La vinificacion se llevo a cabo en la bodega Experimental del Servicio de Investigacion y
Desarrollo Tecnoldgico Agroalimentario de La Rioja. El mosto obtenido mediante estrujado

sin despalillado y prensado suave, se desfango de forma estatica a baja temperatura (10 ~C)
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con adiciéon de enzimas pectoliticas y sulfitado (60mg/L). La fermentacion alcohodlica se
desarrollo en depositos de 100L mediante la inoculacion de levaduras comerciales (Zymaflore
X16, de Laffort), a 20 °C de temperatura. Una vez concluida dicha fermentacion, los vinos se

sulfitaron con 40 mg/L de SO, y se conservaron a 5 °C durante un mes antes del embotellado.

En los mostos y vinos elaborados se analizaron parametros basicos como: grado alcohdlico

(%v/v), pH, acidez total (g/l acido tartarico), D.0.420 nm, D.O. 320nm e IPT 280nm.

La determinacion analitica del contenido de glutation reducido en los mostos desfangados y
en los vinos, se realizo con un equipo de HPLC Agilent 1100, mediante derivatizacion
automatica en pre columna con OPA. La separacion se llevo a cabo en una columna Hypersil

ODS (250 x 4.0mm 5pm). Los eluyentes empleados fueron

sodio 75 mM, 0.018 % trietilamina (pH 6.9)+0.3 %

A. tampdén acetato de
tetrahidrofurano; y
B. metanol /acetonitrilo /agua (45/45/10). La deteccion se efectud por fluorescencia (A

excitacion = 340nmy A emision= 450nm).

Las concentraciones de glutation obtenidas en los mostos desfangados de las diferentes

variedades se muestran:

Tabla 2. Contenido en glutation (ppm) en mostos de variedades

blancas. Afios 2012 y 2013. Media = desviacion estdndar
(n=2).
Variedad Mostos 2012 Mostos 2013 | gs
Tempranillo
blanco 533 £ 1.81] 10.4 £ 1.98 mn.s
Maturana
blanca 2.65 £0.77 4.02 £0.91 I.S.
Turruntés 0.570 £0.28 b 511+ 1.24a | =
Garnacha
blanca 1.22 +£0.20 2.48 £0.49 n.s
Malvasia
riojana 1.23 +1.05 3.93+2123 I.s.
Viura 4.62 £5.73 8.67 £4.30 1.8
2.5, n.s. n.s. n.s.

Como puede observarse, no se encontraron diferencias significativas entre variedades en
ninguna de las campafias consideradas. No obstante, los valores medios fueron mas elevados
en la variedad Tempranillo Blanco, oscilando entre 5.33mg/L en2012 y 10.4 mg/L en 2013.

Los mostos de la variedad Viura presentaron contenidos mas proximos a Tempranillo blanco
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que el resto, entre 4.62 mg/L y 8.67 mg/L. Los valores de glutation obtenidos en los mostos se
sitian en el rango de los indicados por diferentes autores, entre cero y 100 mg/L, 1.1y 71

mg/Ly 1.1y 42.3mg/L.

La influencia de la afiada unicamente fue significativa en los mostos de la variedad Turruntes,
aunque en todos los casos se obtuvieron concentraciones medias de glutation mas elevadas en
2013 que en 2012. Estas diferencias podrian estar relacionadas con las condiciones

climatoldgicas de cada una de las campafias estudiadas.

La afiada 2013 se caracterizo por una mayor cantidad de precipitaciones durante el periodo

previo al envero, que alcanzaron los 85mm durante los meses de junio y julio.

Por el contrario, 2012 fue un afio con menor abundancia de lluvias, inicamente se recogieron
30 mm entre los meses de junio y julio. Por ello, en la campaiia 2012 el vifiedo presentaba un

cierto estrés hidrico, hecho que pudo afectar a las sintesis de glutation.

En los mostos con mayor concentracion de glutation, correspondientes a las variedades
Tempranillo blanco y Viura, el color amarillo estimado por la medida de la D.0.420nm, fue
mas bajo; Por el contrario, los mostos de Garnacha blanca y Malvasia, con bajo contenido de

glutation, presentaron un color mas oxidado.

Tabla 3. D.O. 420 nm en mostos de variedades blancas. Afios
2012 y 2013. Media = desviacion estdndar (n = 2).

Variedad Mostos 2012 | Mostos 2013
Tempranillo blanco | 0.070=0.0] 0.077 £ 0.00
Maturana blanca 0.145 £0.01 0.131 £0.00

Turruntés

0.100 = 0.03

0.097 = 0.01

Garnacha blanca

0.101 = 0,01

Malvasia riojana

0.253=0.18

0211 =015

Viura

(

(
0.128 = 0.02

(

(

0.086 =0.02

0.057 = 0.01

En los vinos tampoco se obtuvieron diferencias entre las variedades estudiadas en la campafia
2012, mientras que en 2013 los elaborados a partir de la variedad Viura mostraron un

contenido superior a los procedentes de Malvasia, siendo el resto intermedios:
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Tabla 4. Contenido en glutation (ppm) en vinos de variedades
blancas. Afios 2012 y 2013, Media £ desviacidn estdndar
(n=2).

Variedad Vinos 2012 Vinos 2013 g.s.
Tempranillo | 263+ 1.44a | 159+ 0.85b
blanco ab &
Maturana 11.§ £3.03 15.9 £0.02
blanca ab n.s.

7.29 £+ 1.06 7.33 £2.21
Turruntés ab ns
Garnacha 11.7+1.77 11.5 +0.90
blanca ab ns
Malvasia 6.68 4,14 4.31 £3.39
riojana b n.s.
Viura 139+ 124 21.8+8.97a n.s

a

2.5, I.S. * I.S.

Al igual que en los mostos, la variedad Tempranillo blanco presento los valores mas elevados
en 2012; sin embargo, en 2013 fueron superiores en Viura. En ambas campafias el contenido
mas bajo correspondio a los vinos de Malvasia riojana. Los contenidos de glutation en un
estudio efectuado sobre 28 vinos de Sauvignon blanc mostraron un rango de concentraciones
entre 1.3 y 34.7 mg/L, con un valor medio de 12.5mg/L. En 43 vinos de Sudafrica
procedentes de diferentes variedades de uva (Chardonnay, Sauvignon blanc, Chenin blanc,
Semillon y Petillant Blanc) el valor mas elevado de glutatiéon encontrado fue de 27.4 mg/L,

observandose un descenso de su contenido durante el envejecimiento.

En todos los vinos se produjo un incremento del contenido de glutation con respecto a los
mostos de partida. Los resultados existentes en la bibliografia sobre la evolucion del glutation
durante la fermentacion alcoholica son contradictorios, algunos autores observaron un
incremento, mientras que en otros casos este compuesto disminuyo. El contenido de glutation
después de la fermentacion puede depender de la cepa de levadura empleada. En un trabajo
llevado a cabo con diferentes inoculos de levaduras comerciales en un vino sintético
suplementado con glutation, se aprecio una disminucion de este compuesto durante la
fermentacion alcohélica, observandose que los vinos fermentados con la cepa X16 mantenian

un contenido superior al resto.
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Las concentraciones medias de glutation en los mostos y vinos varietales se muestran en la

Figura 1.
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Figura 1. Contenido en glutatién (ppm) en mostos y vinos de
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variedades blancas. Media £ desviacidn estindar (n = 2).

El incremento de glutation observado en los vinos fue muy significativo en todas las
variedades excepto en Malvasia y en Viura, en esta ultima debido a la elevada desviacion
estandar de los resultados. El intervalo de incremento medio se situd entre el 53% (en

Malvasia) y el 84% (en Garnacha blanca).

Entonces se puede decir que los niveles de glutation obtenidos en mostos y vinos se
encuentran dentro del intervalo descrito en otros trabajos sobre este compuesto. En los mostos
se ha observado una reduccion del color amarillo al aumentar la concentracion de glutation.
La variedad Tempranillo blanco ha presentado concentraciones elevadas de este compuesto en
mostos y vinos, que sugieren un buen potencial antioxidante. Esta variedad manifiesta
caracteristicas sensoriales de calidad y solamente se cultiva en la D.O.Ca.Rioja (Espafia).La
variedad Viura también ha mostrado un alto contenido de glutation, especialmente en los
vinos, que puede ser la causa de su color amarillo palido. El incremento de glutation ha sido

muy notable en los vinos y podria estar relacionado con la cepa de Levadura inoculada.
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Capitulo 3: El glutation en Mostos v Vino:

3.1 Glutatién: papel en la elaboraciéon y Saccharomyces cereviseae

El deterioro oxidativo del vino blanco y rosado constituyen un problema bien conocido en la
industria enologica. Estos vinos, puede ser sensibles a la exposicion al oxigeno que puede
conducir a una pérdida de aroma caracteristico, el desarrollo de personajes atipicos de

envejecimiento y cambios de color no deseados.

El glutation (GSH), un tripéptido de origen natural en la uva, desempefia un papel integral en
la oxidacion de mostos blancos donde atrapa orto-quinonas, formado durante la oxidacion,

para limitar la cantidad de pigmentos pardos.
Ademas, GSH ejerce un efecto protector sobre diversos compuestos aromaticos en el vino.

GSH esta presente en altas concentraciones de hasta 10 mM en la levadura, Saccharomyces
cereviseae. Esta especie también se emplea actualmente en la produccion fermentativa
industrial de GSH .La levadura puede influir en la concentraciéon de GSH en el vino debido al

metabolismo de los mismos durante la fermentacion alcohdlica.

Esta critica tiene un doble enfoque. La primera seccion se centra en GSH en cuanto a su papel
en la elaboracion del vino. Se hace especial hincapié a su aparicion en la uva, mosto y de vino
y su papel como antioxidante en el vino. El efecto de GSH en ambos compuestos aromaticos
deseados y no deseados también se perfila. Por otra parte, el uso de GSH enriquece productos
en la elaboracion del vino y se discuten las diversas técnicas analiticas para la cuantificacion

de GSH en el mosto y el vino.

La segunda seccion de esta revision se centra en el papel de GSH en S. cereviseae, con

especial énfasis en su papel en la respuesta a las tensiones nutricionales y ambientales.

3.1.1 Actividad antioxidante del glutation en mosto y de vino: la inhibicion del pardeamiento

El pardeamiento es un proceso oxidativo que ocurre durante la vinificacion de vino, que resta

valor a sus propiedades sensoriales.
Pérdida de calidad organoléptica:

*Deterioro del color: pardeamiento (Aumento de los colores amarillos y Pardos ;Pérdida del

color rojo)
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*Deterioro del aroma: (Pérdida del aroma varietal; Presencia de etanal libre; Sabor = gusto +

aroma.)

Los fenoles, en particular orto-difenoles son responsables de la pardeamiento oxidativo en el

vino, siendo amenaza:

* Inhiben la expresion de la fruta.

* Proporcionan agresividad y amargor.
* Son motor y substrato de oxidacion.

El pardeamiento puede ser el resultado de la oxidacion enzimatica (Oxigeno + sustrato +
enzima) que tiene lugar casi en su totalidad en el mosto de uva, y la oxidacién no enzimatica
(Oxigeno + sustrato), también llamado oxidacion quimica, que se produce principalmente

durante el envejecimiento del vino.

Las enzimas participantes de las oxidaciones enzimadticas son la tirosinasa (orto-difenol-
oxido-reductasa) Cataliza la oxidaciéon de monofenoles a orto —difenoles y quinonas (acido
cafeico, catequina, quercetina. Y Lacasa (para-difenol-6xido-reductasa) que cataliza la

oxidacion de ortodifenoles, paradifenoles y otros (M-3-G) a quinonas

El Pardeamiento enzimatico consiste en la transformacion de los compuestos fendlicos en

polimeros coloreados.

OH 0O
e OH 0
)+ 0 + H,0,
R R
(Fenol) (Quinona)
CH,CH,OH + H,O, > CH,CHO + 2H,0
Quinona + Fenol/S.quinona > Estrucuras Polimericas
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3.1.1.1 Oxidacioén en el vino:

Copigmetacién (40%)
“U Taninos Antocianinas libres
Antocianinas liores (50%) + - _ o
Pigmento polimérico
Pigmento polimérico (10%)
VINO JOVEN

VINO VIEJO

En el mosto de uva esta altamente correlacionado con el contenido de hidroxicinamato del

mosto, presentando el principal grupo de compuestos fendlicos en los mostos blancos.

HOLLEID
RLAVANOLES 50%
ACIDDS HIDROXICINAMICOS 0%

Acido Caftarico (cafeoiltartarico) y Acido Cumarico (cumaroiltartarico) son los mas

abundantes hidroxicinamatos en el jugo de uva que tuvieron con un contacto minimo con la
piel.

COOH R
I R=0H: Acido trans-cafeoiltartarico
HO-C—H
@
H=C—0—C-C=C OH
Ill I-ll R=H: Acido trans-p-cumaroiltartdrico
COOH

La principal enzima responsable de los mecanismos de degradacion oxidativa de los

compuestos fenolicos en los mostos es la catecoloxidasa, conocida frecuentemente como

88



polifenoloxidasa (PPO), que cataliza la hidroxilacion de los monofenoles a o-difenoles

(actividad cresolasa) y oxidacion de estos ltimos a o-quinonas (actividad catecolasa).

Reacciones catalizadas por polifenoloxidasas (cresolasa y catecolasa) y por lacasa.

Cresolasa

OH Catecolasa
OH v 0
2\\‘ OH 1,0, \.
———
R
oH Lacasa
OH o
Y% O,
R \\‘ !
—)v\
OH tH,0 o
HO Q
R R

En la baya intacta, los hidroxicinamatos, predominantemente presentes en la vacuola, no estan
en contacto con la PPO, que se encuentra en el citoplasma, debido a los diferentes sistemas de

membrana celular.

Sin embargo, cuando la baya se tritura en presencia de oxigeno, los sistemas de membrana se
interrumpen y la oxidacion enzimatica (catalizada por PPO) convierte estos hidroxicinamatos

a los correspondientes electrofilos orto-quinonas reactivas.

La actividad de la polifenoloxidasa cresolasa en uva convierte primero el 4cido cutarico a

acido caftarico antes de ser oxidado adicionalmente a acido caftarico quinona.

El GSH, con su grupo mercapto que sirve como un centro nucleofilico rico de electrones,

sustituye en el anillo electrofilico del 4cido caftarico quinona
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3.1.1.1.1 Reaccion de GSH con orto-quinonas.

orthouinone addition
product

NH: “ 0
= VY
0 0 0
S
OH

ortho-quinone glutathicne

NH, 0
o HDMH\{L OH
SO Y
0 0 0 0
HS

El producto, un tioéter conocido como 2-S-glutationilo 4acido caftarico o Producto de

OH

Reaccion de la uva (GRP) no es un sustrato para la oxidacion adicional por PPO a pesar de su
estructura orto-dihidroxifenol. Esto supone un proceso de paralizacion de la quinona frente a
las reacciones, anteriormente mencionadas, que dan lugar a la formacién de pigmentos
pardos. El 4cido caftarico atrapado como GRP es inerte, o casi, para fomentar la oxidacion

por PPO, y la reaccion llega a su fin con la desaparicion del acido caftarico

Pero ademas el GRP es un poderoso antioxidante per se: mientras que un mol de fenol simple
puede consumir 3,4 atomos de O,, el mismo fenol combinado con el glutation bajo la forma

de GRP, puede consumir hasta 8,5 moles de O;.

NH, .
& Formula desarrollada del acido S-
HOOC =CHz=NH=CO=CH=NH=CO=CH;=CH;~CH—COOH
He glutationil-2-cafeoil tartarico,
COOH 1 . .,
| < OH conocido como producto reaccion
CH H ‘L
He O G de la uva (GRP)
% OH
HO—CH O o
COOH

Acido S-glutationil-2-cafeoil lartarico (GRP)

De esta manera, el glutation atrapa los orto-quinonas en una forma incolora y la formacion de

polimeros de color marroén es limitado.

Si GSH se agota en el mosto, el acido caftarico o-quinona, siendo un oxidante, puede oxidar
GRP y otros flavanoles y reducirse de nuevo a acido caftarico, con el resultado de un
pardeamiento intenso. La adicion de 4acido caftarico a soluciones PPO-GRP inducen la

degradacion completa del derivado glutationil, debido a un fendémeno de cooxidacion,
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implicando la oxidacién enzimatica del acido caftarico a la correspondiente o-quinona,
seguida de la oxidacion del GRP por dicha quinona. Ademas, el &cido caftarico o-quinona
también puede polimerizar con acido caftarico para formar un fenol re-oxidable. Estas

reacciones de polimerizacion con orto-quinonas llevan al pardeamiento del mosto de uva.

Mecanismo de oxidacion de acido caftarico y un flavanol:

I
GRP Quinaona G

RP
/\__,< }Glutation

1 -
Acido caftérico’é—oﬂg Acido caftarico quinona—ppgg?a%?s

m Condensacién  Productos de

—* Condensacién

Flavanol o-fquinona :
1 Hidroquinona (Pardeamiento)

secundaria

El 4cido hidroxicindmico a la proporcion de GSH de una necesidad, por tanto, debe presentar
una buena indicacion de su susceptibilidad de oxidacion con relaciones mas altas conducen a

los mostos mas oscuros.
Una proporcion de 0,9 a 2,2 de GSH caracteriza una necesidad ligeramente coloreado.

Mostos de colores medios y oscuros se caracterizan por acido hidroxicinamico a las relaciones

de GSH de 01/01 a 03/06 y 03/08 a 05/09, respectivamente.

En tal caso, un alto nivel de hidroxicinamatos libres con alto potencial de pardeamiento se

retiene en el mosto.

Considerando lo anteriormente expuesto, hay que decir que la susceptibilidad del mosto al
pardeamiento no depende del contenido inicial de 4cidos hidroxicindmicos sino de su riqueza

relativa en glutation y dichos acidos.
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3.1.1.1.2 Cuantificacion de los acidos hidroxicinamicos v GRP

La cuantificacion de los acidos cafeoiltartarico y p-cumaroiltartarico (ambos
hidroxicinamicos), del GRP y de sus o-quinonas respectivas durante la oxidacion de una serie
de mostos blancos obtenidos de diversos vifiedos, junto con el analisis del color de los mostos
oxidados. , han permitido establecer tres clases de mostos, que se diferencian en su relacion

molar acidos hidroxicinamicos/glutation (AH/GSH):

A. mostos poco sensibles al pardeamiento (AH/GSH<1)
B. mostos sensibles al pardeamiento (1<AH/GSH<3)
C. mostos muy sensibles al pardeamiento (AH/GSH>3)

En la clase A, después de una corta fase de retardo, la oxidacion de los &cidos
hidroxicinamicos es muy rapida y las o-quinonas del &4cido caftarico formadas son
rapidamente atrapadas como GRP, siendo pequefio el consumo de oxigeno (menos de 7
mL/L) y la variacion de color muy pequena; siguiendo a esta fase de oxidacion rapida, la
oxidacion acoplada de GRP a su o-quinona, la cual es instantaneamente convertida a GRP2
(acido 2,5-di-S-glutationil caftarico, formado por reaccion de la o-quinona de GRP con una

segunda molécula de glutation), compite con la formacion de GRP.

En la clase B, la concentracion de GRP alcanza un maximo después de algunos minutos y
entonces disminuye continuamente. Siguiendo al agotamiento del glutation, las o-quinonas
del acido caftarico y GRP dan lugar a productos de condensacion; se forma una pequefia

cantidad de GRP2 que desaparece rapidamente, presumiblemente por oxidacion acoplada.

En la clase C, los niveles maximos de GRP y o-quinona de GRP son mucho maés bajos y el de
la o-quinona del &cido caftarico mas alto; ningin GRP2 es detectado, lo cual quiere decir que

el glutation es agotado antes de que comience la oxidacion del GRP.

En las clases B y C, la regeneracion del substrato inicial (acidos hidroxicinamicos) a partir de
su quinona en la reaccion de oxidacion acoplada, bien con o-difenoles o el GRP, es seguida
inmediatamente de una nueva oxidacion; esto se traduce en un gran consumo de oxigeno.
Efectivamente, solo la primera etapa de la oxidacion enzimatica consume oxigeno, de modo
que este consumo depende a la vez del contenido de substratos de la PPO en el mosto y del
namero de sus reciclados, es decir, de la cantidad de moléculas oxidadas por oxidacion

acoplada. Ademas, la adicion de glutation en exceso a un mosto de la clase C limita el
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pardeamiento, lo cual confirma el papel del mecanismo que lleva al GRP a la prevencion de
este fenomeno, ya que todas las quinonas del substrato inicial son atrapadas por el glutation
para formar el GRP, con lo cual no hay posibilidad de que tenga lugar la oxidacion acoplada

que conduce al pardeamiento.

Asi pues, el enriquecimiento de los mostos en compuestos fendlicos y, sobre todo, en
flavonoides, resultado de una maceracion con partes solidas o de un prensado muy fuerte,
favorece el pardeamiento. Por el contrario, la presencia de un exceso de glutation (mostos de
clase A) o la adicion de este compuesto a los mostos de las clases B y C, limita las
alteraciones de color y protege a los flavonoides, lo cual confirma la funcion de la quinona del

acido cafeoiltartarico en sus mecanismos de degradacion.

Sin embargo, el mantenimiento del color observado en mostos ricos en glutation es un
fenémeno temporal. Efectivamente, la sensibilidad de los vinos blancos al pardeamiento esta
relacionada con su contenido en flavanoles (catequinas y procianidinas) ya que estos
compuestos, incluso en ausencia de aire, presumiblemente se polimerizan durante el
almacenamiento, contribuyendo al desarrollo de color adicional en los vinos. Asi, el
mantenimiento de cantidades elevadas de flavonoides en mostos ricos en glutation o
protegidos contra la oxidacion puede dar lugar a un pardeamiento mas intenso en los vinos.
Ademas, el GRP acumulado en los mostos podria constituir una reserva de compuestos
oxidables a largo plazo durante la conservacion de los vinos. Este fendmeno esta
particularmente comprobado en los vinos procedentes de vendimias Botrytizados a causa de

la actividad de la lacasa sobre estos substratos.

Bajo GSH
Quinonas oxidadas |:> Marrdn,

Complejo inestable

Quinonas¥*

% Alto GSH GRPF
Reduccion por GSH |:> A

incoloro, complejo
estable

*Quinonas : compuestos oxidables presentes en el mosto
**Grape Reduction Product
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3.1.1.1.3 Otros componentes del mosto que reaccionan con la quinona del &cido
cafeoiltartarico

Las cinéticas de oxidacion en mostos y soluciones modelo indican que hay compuestos que
compiten con el glutation por la quinona del acido cafeoiltartarico; estdn los reductores fuertes
como el acido ascorbico a los cuales se les atribuye en los mostos un periodo de latencia
anterior a la acumulacion del GRP debido a que regeneran el acido cafeoiltartarico a partir de
su quinona. En efecto, la adicion de acido ascorbico a los mostos retarda la degradacion del
acido caftarico y la formacion del GRP. Por otra parte, estan algunos compuestos fendlicos
que pueden intervenir como reductores o nucledfilos en las reacciones con la o-quinona del
acido cafeoiltartarico y a los cuales se les atribuye que las concentraciones de quinonas y GRP
encontradas en los mostos sean sistematicamente inferiores a las de las soluciones modelo

correspondientes.

Por otra parte, el pardeamiento es debido, como anteriormente se ha indicado, a las reacciones
de polimerizacion que siguen a la formacion de las o-quinonas de diversos flavanoles, ya que
estas quinonas resultan muy inestables, dando lugar rapidamente a productos de condensacion

por reaccion, bien con sus formas reducidas o bien con el acido cafeoiltartarico

GSH anadido a 10 mg / L para vino blanco (ej.: Sauvignon blanc) al embotellado
significativamente se nota disminuido el tinte amarillo del vino durante un periodo de tres

aflos de envejecimiento en comparacion con el vino de control.

Esto desperto el interés en la capacidad de GSH para proteger el color del vino blanco durante
el envejecimiento en botella cuando las reacciones de oxidacion enzimaticos no prevalecen.
La oxidacion no enzimatica surge de la oxidacion de compuestos fendlicos y la posterior
polimerizacion de productos oxidados. Las reacciones de polimerizacion entre fenoles y otros
componentes del vino, incluyendo acetaldehido y acido glioxilico también pueden dar lugar a

pigmentos pardos.

Los compuestos fendlicos mas susceptibles a la oxidacion quimica en el vino incluyen el

acido cafeico y sus ésteres, catequina, epicatequina y acido galico.
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3.1.1.1.4 Impacto del glutatién sobre la formacion de methylmethine- v carboxymethine con
puentes de (+) - catequina dimeros en un sistema modelo de vino.

Se ha demostrado que cantidades suficientes de GSH podrian inhibir la coloracion oxidativa
retrasando la formacion de carbonilo con puentes de (+) - catequina dimeros formados en el

sistema de vino modelo.

El estudio consistié en evaluar el impacto de glutation en la reaccion entre (+) - catequina y

compuestos carbonilicos en condiciones relacionadas con el vino.

(+) - Catequina (0,50 mM) y, o bien acido glioxilico (0,25 mM) o acetaldehido (0,25 mM) se

afiadieron a un sistema de vino modelo con 0,0, 0,25, y 2,5 mM de glutation afiadido.

UPLC-DAD y el analisis LC-MS mostré que la formacion de carbonilo con puentes de (+) -
catequina dimeros se inhibi6 en las muestras con una relacion de glutation a carbonilo de 10:
1 en comparacion con las muestras sin glutation. A una relacion de 1: 1, glutation inhibido los
dimeros de acetaldehido con puentes, pero s6lo tenia un impacto menor en los dimeros de

acido glioxilico con puentes.

Investigaciones adicionales mostraron que esta tendencia de la inhibicion por el glutation en
el dimero de acido derivado de glioxilico era independiente de las temperaturas, 20°C vs 45°

C, o la presencia de iones metalicos, 0,2 mg / | de cobre (II) y 5 mg / L de hierro (II).

(1) analisis H NMR y el analisis LC-MS proporcionan evidencia de que el glutation inhibi6 la
formacion de dimero a través de diferentes mecanismos, dependiendo del compuesto de

carbonilo.

Para dimeros de acetaldehido derivado, el modo principal de inhibicion fue la capacidad del
glutation para formar una (metil-glutationil-metino) - (+) - catequina complejo.
Alternativamente, la formacion de un producto de adicion de acido glioxilico-glutation
impidio la reaccion entre el acido glioxilico con (+) - catequina. Estos resultados demuestran
que el glutation, en concentracion suficiente, puede tener un impacto sustancial en las
reacciones de polimerizacion carbonilo derivados en condiciones de vino similares, tales

como el &cido glioxilico .
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O MNH, carbonyl

e e OH (aldehyde) j’\ H e
. il T T HO._~ N~ _ A _OH
S5 1 b SN o'
-~ |
HS 1 o o 0 o
HO ™~
R

Glutathione (GSH) GSH Addition Product

Figura: Reaccion de adicion de glutation con compuestos de carbonilo. (R = CH3: acetaldehido, R = COOH u COQO: dcido

glioxilico)

Esta inhibicion de reacciones carbonilo de polimerizacion derivadas dificulta la formacion de
pigmentos no deseados, tales como el cation xanthylium amarillo que puede inducir cambios

de color que se correlacionan negativamente con la calidad del vino.

Por tanto, parece como si GSH podria ejercer un efecto protector en el color del vino durante

el envejecimiento.

3.1.1.1.5 GRP v Lacasa

Aunque resistente a PPO, GRP es, sin embargo, un sustrato para la lacasa producida por el

hongo, Botrytis cinérea y posterior oxidacion a su correspondiente o-quinona que, en ausencia
de glutation, se polimeriza aumentando el pardeamiento; sin embargo, este aumento no se
produce si hay glutatiéon en exceso, puesto que entonces, la o-quinona del GRP es atrapada

por el glutation forméandose el acido 2,5-di-S-glutationil caftarico (GRP2).

No parece como si GRP2 puede oxidarse adicionalmente por lacasa en condiciones de

vinificacion
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Secuencia de reacciones propuestas para la oxidacion del acido 2-S-glutationil caftarico por

lacasa vy la formacion del acido 2.5-di-S-glutationil caftarico. GSH=glutation

T T
HOOC-CH,-NH-C-CH-NH-C-CH,-CH,-CH-COOH

HI
S
HOOC oy oL 7
ol %
H-C-0-C-C=C OH R [0-QUINONA]
| ll-I lacasa
(j_'OOH
G
]
S : i
POLIMEROS PARDOS
Hoo(f - OH [ ]
[
H-C-O-C-CZ(i' OH
HO—C-H H
LJ'DOH 8

Acido 2.5 di-S-glutationil caftdrico

La reaccion es muy sensible a la presencia de oxigeno y dioxido de azufre (SO,). SO, inhibe

PPO que por lo tanto previene la formacion de GRP.

3.1.1.2 Impacto del glutatidbn en aromas compuestos en mosto v vino

3.1.1.2.1 Esteres y terpenos

Los ésteres de alcoholes superiores y ésteres etilicos contribuyen positivamente a la calidad
del vino impartiendo aromas frutales. Los terpenos Son derivados del isopreno, un
hidrocarburo de 5 4tomos de carbono, y se acumulan en la uva con maximos al final del
proceso de maduracion. Se encuentran y constituyen un grupo aromatico importante en varias
variedades de uva y sus correspondientes vinos como los vinos Muscat, Gewlirztraminer,

Riesling, Moscatel, Torrontes, Carmenere y Weisser Bukettraube.

En vifiedo su produccion esta ligada a una buena insolacion de los racimos y un estrés hidrico

moderado. Se degradan rapidamente en presencia de Botrytis.

En la uva estan presentes en el hollejo y en la pulpa tanto en forma libre como en forma de

precursor glicosilado. Estos precursores son inodoros por ir ligados a aztcares como glucosa,
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arabinosa, apiosa, ramnosa y xilosa. Durante la fermentacion las actividades enzimaticas
glucosidasas de la levadura liberan el terpeno del azucar, transformandolo en la forma libre, la

responsable del aroma del vino.

LOCALIZACION DE LOS TERPENOS Y SUS PRECURSORES EN LA UVA

Q ARDMA
o Azlcan

FULPA
22% TERPENOS LIBRES
33% TERPENDS GLICOSIDADOS 2

HOLLEJD
T8% TERPENOS LIBRES

67% TERPENDS GLICOSIDADOS

Papadopoulou y Roussis evaluaron el efecto de GSH y N-acetilcisteina en la disminucion de
¢ésteres volatiles y terpenos en tanto el vino blanco Debina y una solucidén vino modelo

durante el envejecimiento.

GSH inhibe la disminucion de varias sustancias volatiles tales como el acetato de isoamilo,
hexanoato de etilo, acetato de etilo octanoato, decanoato y linalol en el vino Debina durante
el almacenamiento. También se ha informado que GSH afiadi6 a 20 mg / L para vino seco

Muscat inhibi6 la desaparicion de linalool y a-terpineol durante el almacenamiento del vino.

En la solucion vino modelo, GSH inhibe la disminucion de acetato de isoamilo, hexanoato de
etilo y linalool en una forma dependiente de la dosis. Un vino con bajo dioxido de azufre libre
de (35 mg / L) suplementado con 20 mg / L GSH fue mas eficaz en la proteccion de varios

¢ésteres y linalol en comparacion con un vino con 50 mg / L de SO; libre.
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La pérdida de compuestos volatiles puede ser atribuida a la oxidacion y otras reacciones
quimicas que tienen lugar. La concentracion de éster en el vino puede cambiar debido a

esterificacion y reacciones de hidrolisis que tienen lugar.

Ademas, la mayoria de los alcoholes terpénicos son reemplazadas por 6xidos de terpeno
mientras que linalol pueden convertir a o-terpineol que tiene un umbral sensorial mucho

mayor .

El efecto protector de GSH en algunos ésteres y terpenos durante el almacenamiento del vino
se atribuye a su fraccion de sulfidrilo libre (SH) que confiere redox unica y propiedades

nucleoéfilos.

3.1.1.2.2 Tioles varietales

Los tioles son compuestos azufrados ligados a una molécula de Cisteina. Tienen elevado
poder odorante pero son muy sensibles a la oxidacion por lo que sus enemigos principales son

el oxigeno disuelto y los polifenoles.

Son la principal fracciébn aromatica en Verdejo, Sauvignon blanc, Gros manseng, Petit
manseng; y en menor concentracion y segun fecha de vendimia pueden estar también en
Muscat, Chardonnay o Viura. También los encontramos en variedades tintas como Syrah,

merlot, Pinot Noir, Tempranillo y otros en vendimia temprana.

En vifiedo su produccion va ligada a la alimentacion nitrogenada, vigor, insolacion controlada

y régimen hidrico generoso. Su enemigo principal en el viiiedo es el cobre.

Hoy dia se han identificado 6 tioles como principales responsables de los aromas reductores

que caracterizan algunos vinos.
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LOCALIZACION DE LOS PRECURSORES TIPO TIOL EN LA UVA

AA.

ARDMA y

V| E——

Compuestos tidlicos varietales particularmente la 4-mercapto-4-metilpen-tan-2-ona (4MMP,
1), el acetato de 3-mercaptohexilo (3MHA, 2) y el 3-mercaptohexan-1-ol (3MH, 3) han sido
identificados como compuesto claves en el aroma de los vinos jovenes procedentes de
diversas variedades como Sauvignon blanc, Colombard, Riesling, Semillon, Merlot, Cabernet

Sauvignon y Garnacha

Compound Structure
3-mercaptohexan- HsC

OH
1-ol (3MH) \/\lsé\/

3-mercaptohexyl
acetate (3MHA) Hges

4-mercapto-4- H3C CHs
methyl-pentan-2-

CH3
one (4MMP) o

AMMP es una reminiscencia de boj y grosella negra con un umbral de percepcion

correspondiente a 0,8 ng / L en solucion vino de modelo (3 ng / L en el vino blanco y tinto).

Los enantiomeros R y S de 3MH es una reminiscencia de pomelo y fruta de la pasion,

respectivamente, con umbrales de percepcion de 50 y 60 ng / L, respectivamente.
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3MHA también ocurre en dos formas enantioméricas: los aromas frutales forma R exposicion
pasion con un umbral de percepcion de 4,2 ng / L mientras que la forma S tiene un olor
herbacea de boj con un umbral de percepcion mucho més baja que corresponde a2,5ng /L .
Los cambios en los precursores de tioles en el viiiedo han sido poco estudiados, debido a la
dificultad de analisis. Los pocos resultados disponibles conciernen a los efectos de la
madurez, la ubicacion del vifledo (terroir), el nivel de estrés hidrico y la fertilizacion
nitrogenada.

Los parametros clave para la obtencion de tioles en la fermentacion son:

» Uva sana vendimiada en la fecha adecuada: piel de coloracion verdosa y elevado contenido

en NFA.

* Maceracion con pieles o borras segun el perfil buscado.

* Gestion correcta de los polifenoles, IPT < 6.

* Inertizacion y proteccion maxima contra el oxigeno disuelto.

* Parametros de fermentacion adecuados: turbidez, levadura, temperatura, NFA.

Estos tioles volatiles son particularmente susceptibles a la oxidacion durante el

almacenamiento, y se ha propuesto que GSH desempefia un papel importante en la proteccion

de estos compuestos durante el envejecimiento botella.

3.1.1.2.2.1 Proteccién de tioles varietales

La adicion de 10 mg / L de GSH a sauvignon blanc vino antes del embotellado resultd en
niveles 3MH significativamente mayores en comparacion con el control después de tres afios
de crianza en botella. Esto estd de acuerdo con los hallazgos recientes, informaron que la
adicion de 20 mg / L de GSH antes del embotellado en general dio lugar a vinos con mas altos

niveles 3MH después de seis meses de envejecimiento en botella.
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Reaccidn con aromas |:> Aromas inestables

i *
Seores Formacion de GRP:
Alto GSH Aromas no pueden
Reduccién por GSH |:> reaccionar con
quinonas

Il

Estabilizacion de
los aromas

En otro ensayo en Vinos Sauvignon blanc enriquecido en glutation durante la Fermentacion

Alcoholico, se obtuvieron los siguientes resultados:

3 MH (ng/L) 3 MHA (ng/L)
Sin GSH 403 221
Con GSH 945 379

Como se menciond anteriormente, los acidos hidroxicinamicos en el vino pueden ser
oxidados a orto-quinonas en presencia de oxigeno. Estas orto-quinonas pueden reaccionar
facilmente con tioles mediante una reaccion de adicion de Michael. La reaccion de Michael o
adicion de Michael consiste en una adicion nucleofila de un carbaniébn a un compuesto
carbonilico a,B-insaturado. Pertenece a la clase mas grande de las adiciones conjugadas. Es

uno de los métodos mas utiles de formacidon de enlaces C-C en condiciones suaves.

rFi’." , Hvﬁ v
B: |

R'

En este esquema los sustituyentes R y R' en el nucleofilo son grupos electroaceptores tales

como el acilo y el ciano convirtiendo al hidrogeno metilénico en acido, que al reaccionar con
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la base B: da lugar al carbanion. El sustituyente en el alqueno activado es normalmente una

cetona, lo que la convierte en una enona, pero puede ser también un grupo nitro.

Ademas, orto-quinonas también pueden generar peroxidos mediante una serie de reacciones

acopladas que son conocidos por sus propiedades oxidativas contra tioles.

El GSH también por ser un tiol, posiblemente, puede competir con los tioles aromaticos para

unirse a los orto-quinonas y en consecuencia limitar la pérdida de aroma varietal .

3.1.1.2.2.2 El glutatién como precursor tiol volatil

3.1.1.2.2.2.1 Las vias de biogénesis en los vinos

La 4mmP, el 3mH y el 3mHa son aromas varietales liberados durante la fermentacion, a
partir de precursores inodoros presentes en las uvas y los mostos. Tres rutas biogenéticas de
formacion de la 4mmP y del 3mH han sido identificadas en los vinos . La formacion del

3mHa es especial y se hace por acetilacion del 3mH por la levadura.

Cysteinylated Glutathionylated (E)-2-Hexenal
PRECURSORS precursors precursors pathway

]

]
Ll [ ]
O s HOOC._ _NH,
=) : j/ HoOG NH cooH
= | Cys3MH
wi = G3MH
< - /\/é\/\ /\/%\/\ /\/\/L
< .
o .
o - Only for 3MH production

: Hooc NH, o

: CVS4MMP j/ HOOC | B T T

u 0

[ M Gammp 4. 79

H,C CH
: ? 2 HacMCHa
YEAST ;

(Alcoholic fermentation) '-'.j: :',3'" "'-',: '

WINE
(.l.ll
jo:?/

og

2

VARIETAL THIOLS AMMP (l) 3MH (é) ................. »> 3MHA (2)

(Fruity notes) (4-mercapto-4- (3-mercaptohexan-1-ol) (3-mercaptohexylacetate)
methylpentan-2-one)
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La primera via implicando precursores cisteneilados fue identificada por primera vez en la
uva sauvignon Blanc, merlot y Cabernet sauvignon, Semillon, Petit y Gros manseng , riesling,
melon B. y Gewlirztraminer y, finalmente, Koshu. Estos conjugados de la s-cisteina son
escindidos por la levadura con la actividad p-liasa durante los primeros dias de fermentacion.
La s-3-(hexan-1-ol)-cisteina (Cys3mH) es mas ubicua y abundante que la s-3-(4-mercapto-4-
metil-2-ona)-cisteina (Cys4mmP), lo que es consistente con las proporciones relativas de los

tioles correspondientes.

La segunda via implica precursores glutathionilados: el s-3-(hexano-1-ol)-glutation (G3mH)
identificado de manera tentativa en la uva de sauvignon Blanc (, y formalmente en la de
melon B., riesling y Gewlirztraminer, y luego Chardonnay, Pinot Gris y Koshu (y el s-3-(4-
mercapto-4-metil-2-ona)-glutation (G4mmP) presente en la uva de sauvignon Blanc, riesling

y Gewiirztraminer.

Por ultimo, una ultima via de biogénesis ha sido identificada en el pasado. Esta ruta implica
compuestos insaturados en C6 tal como el (E)-2-hexenal que reciben un grupo sulfhidrico
durante la fermentacion alcohélica .Sin embargo, el donador de azufre ain no ha sido
identificado: podrian ser compuestos tales como el H,S, la cisteina, el glutation u otros

compuestos que poseen un tiol libre en los mostos.

Glutation S-conjugados estdn involucrados en los sistemas de desintoxicacion de los
organismos vivos. La enzima glutation S-transferasa cataliza la conjugaciéon de GSH con
compuestos toxicos . A partir de entonces, y-glutamil y carboxipeptidasa elimina los restos de

acido glutamico y glicina, respectivamente, para producir la cisteina S-conjugado.

La figura siguiente representa una via propuesta para la biosintesis de la glutationilacion pro-
precursor 3MH vy el precursor cisteneilados 3MH en vid con el tltimo paso que tiene lugar

durante la fermentacion alcohoélica, como resultado de la accion de la levadura B-liasa.
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Sin embargo, y-glutamil nunca ha sido identificado en uvas. Las vias de desintoxicaciéon en
plantas son activados por varias tensiones incluyendo la senescencia asi como abidtico
(oxidacion, lesion) y factores bidticos (patogenos). De hecho, reportaron que la sintesis de
GLUT-3MH Yy el posterior metabolismo para Cys-3MH se mejoran por diversas condiciones

de estrés ambiental a través de la activacion de la glutation S-transferasa.

Ademas, se demostré que Sauvignon blanc y Semillon deben tenian concentraciones
precursoras tiol volatiles considerablemente mayor cuando las uvas fueron infectadas con el
hongo, B. cinérea. Un trabajo reciente realizado demostraron que metabolitos de B. cinérea
que estimularon la produccion de Cys-3MH secretada. La hipotesis establece que estos
metabolitos estimulan la formacion de (E) -2-hexenal que esta conjugado con GSH y luego

desglosan a Cys-3MH.

Otros autores sugirieron que los precursores 3MH son transportados en la levadura a través
del sistema regulado OPT1 de transporte de GSH-P1 GSH que se discute en una etapa
posterior. Se propone que una enzima de levadura liasa carbono-azufre libera el tiol volatil a

partir del precursor de cisteina.

También se ha demostrado que un extracto de enzima libre de células de Eubacterium limosin

que muestra cisteina-S-conjugado actividad [-liasa, podria liberar 4MMP partir de su
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precursor Cys-4MMP. Cuando los genes que codifican supuestas liasas carbono-azufre fueron

suprimidos, una disminucion en la cantidad de 4MMP puesto en libertad.

Ademas que las cepas de levadura del vino modificado con un exceso de genes expresados en
liasa azufre carbono liberaba 25 veces mas 4MMP y 3MH en el modelo de fermentos que las
cepas de control. Esta enzima B-liasa no tenia ninguna actividad hacia el precursor de GSH,

apoyando la degradacion de la via hipotética de GLUT-3MH a Cys-3MH para formar 3MH.

Se ha encontrado que ni (E) -2-hexenal ni Cys-3MH representa a la mayoria de la libre 3MH
y 3MHA detectado en Sauvignon blanc vino .Los autores sugirieron que GLUT-3MH es el
principal precursor de 3MH ya que la delecion del gen OPT1, que codifica para el principal
GSH transportador, dio lugar a la formacion de menor 3MH en comparacion con la cepa de

tipo salvaje.

Del mismo modo, se reporto que la adicion de GSH y (E) -2-hexenal de Sauvignon blanc y
mostos Melon de Bourgogne (Melon B), dio lugar a una mayor produccion y 3SMH 3MHA.

Esto es contrario a los datos de Patel , quien observd que las adiciones de GSH en
prefermentacion de Sauvignon Blanc es traducido en bajos niveles 3MH y 3MHA en vinos
tratados en comparacion con el control de los vinos. Los autores explican este efecto represivo
como la competencia por el GSH para su absorcion por la levadura de los precursores tiol. Sin
embargo, tanto de la concentracion de GSH precursor y conjugados de cisteina aumentan

durante la maduracién de las uvas.

Se ha reportado un aumento de 10 veces en la cisteina y GSH conjugados entre precosecha y
cosecha comercial en un periodo de 14 dias para Sauvignon blanc. Esto se atribuyd a una
pérdida de integridad de la membrana en la madurez con la posterior
descompartimentalizacion y mezcla de enzimas y precursores. Del mismo modo, el aumento
tanto de GSH y (E) -2-hexenal niveles se han reportado durante la maduraciéon y estos

componentes son inevitables para la formacion de conjugado de GSH.

Los estudios realizados sobre la localizacion de los precursores cisteneilados y
glutathionilados en Sauvignon blanc de varias regiones revelaron que la mayor cantidad de
Cys-3MH residia en la piel que estd de acuerdo con otros estudios ,mientras que el exceso -
3MH fue bastante uniformemente distribuido entre la pulpa y las pieles. Por otra parte, el 81%

de la GLUT-4MMP residia en las pieles .Los mismos autores informaron que las variaciones
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entre la distribucion y la abundancia precursor se producen para las muestras de diferentes
regiones y que estas diferencias podrian estar vinculados a diferentes concentraciones de GSH

en los diversos lugares de vifiedos que podria participar en la biosintesis de GLUT-3MH.

El dafio estructural de las bayas de uva parece aumentar los niveles de precursores.
Procesamiento de uvas con un mezclador de palo que resulta en dafio de la baya, dado los
niveles de GLUT-3MH significativamente mayores en comparacion con el mosto flor
obtenido por medio de una prensa neumatica. Algunas oxidaciones son esencial para la
formacion de (E) -2-hexenal. Parece, pues, que las técnicas destinadas a limitar la oxidacion

en mosto en efecto conduce a reducir las concentraciones de GLUT-3MH.

Se estudio el efecto de la oxidacion de jugo de uva en cisteina y GSH conjugados en
Sauvignon blanc y mostos Melon B. Ni los precursores cisteinilado ni los niveles de GLUT-
4MMP se vieron afectados por la adicion de oxigeno. Curiosamente, se observd un aumento
de 2,5 veces para GLUT-3MH en el mosto Sauvignon blanc después de la adicion de oxigeno
en comparacion con el vino de control sin adicion de oxigeno. En consecuencia, GLUT-3MH
que ocurre naturalmente en las uvas, también se formd durante las operaciones

prefermentativa.

3.1.1.2.3 Sulfuro de hidrogeno

El sulfuro de hidrégeno (H,S) contribuye a la "reduccion”, dando un mal sabor en los vinos

con un olor que a menudo se describe como "huevo podrido" o putrefaccion. Su umbral de

deteccion corresponde a 1,6 g/ L en vino blanco.

H,S + 2CH,-CH,-OH — CH;-CH,-S-CH,-CH, + 2H,0

sulfuros

Varios factores influyen en la concentracion de H,S producidos durante la fermentacion
alcoholica, tales como la presencia de compuestos de azufre, cepa de levadura, las

condiciones de fermentacion y el estado nutricional del mosto de uva .

107



3.1.1.2.3.1 Causas de la formacién del aroma “reducido”

Residuos de pesticidas
organicos
— : Dosis elevadas de S02
Mostos no desfangados I g4 de la feirmentacisn
Pulverizaciones con ' /,4[ Levadurado elevado |
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Trabajo en condiciones = : =
reductivas antes de la =0l Aolongada storg
fermentacién : inbid
Fermentaciones e
wmultuosas | pH elevado |

Se postula que GSH también puede ser una fuente potencial de H,S ya que la cisteina, un

aminoacido constituyente, puede ser degradada por desulfidrasa cisteina para formar H,S .

3.1.1.2.3.2 Metabolismo del azufre:

_ "Metionina \
= - [ -h

, Cisteina |
_f_ff/
Levadura
SHy
B

C-5-H (mercaotanol

Los resultados preliminares sugieren que el GSH puede contribuir hasta un 40% del H,S
liberados por levadura con deficiencia de nitrdgeno que se incubaron en presencia de sulfato.
Cuando las células de S. cereviseae se preincubaron en un medio que contiene buthionine-(S,
R) -sulphoximine (BSO), un inhibidor especifico de la sintesis de GSH, la liberacion H,S fue
suprimida por 75% y 45% durante la primera y segunda hora, respectivamente, después de ser

transferido a un medio deficiente en nitrogeno.
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Recientemente, también se ha demostrado que los vinos tratados con GSH antes del
embotellado acumula mas altos niveles de H,S durante el envejecimiento en botella de
Sauvignon blanc vino en comparacion con los vinos no tratados. Este efecto se amplifico bajo
condiciones de oxigeno bajas y la presencia de concentraciones de cobre elevada (II). Los
autores atribuyen la mayor acumulacion de H»S a la capacidad antioxidante de GSH causando

condiciones reductoras que promueven la produccion de H,S .

3.1.1.2.4 Proteccion de los compuestos volatiles del aroma en un vino tinto con bajas dosis de

didxido de azufre por una mezcla de glutation, acido cafeico y acido galico.

El deterioro oxidativo de los dos vinos blancos y tintos es un problema bien conocido en la
elaboracion del vino. El dioxido de azufre es el conservante més utilizado en la elaboracion
del vino, exhibiendo ambas propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Sin embargo,
cuando los niveles de dioxido de azufre libre son entre 15 y 40 mg / L, la mayoria de los

individuos comienzan a detectar un olor distintivo a fésforo quemado.

Se ha observado que la adicion de una mezcla de glutation y acido cafeico a un vino blanco
que contiene dioxido de azufre libre bajo tiene un efecto protector sobre ésteres volatiles y

terpenos.

Los niveles de varios ésteres y otros volatiles en Merlot-Cabernet Sauvignon se mezclan
vinos tintos con dioxido de azufre tipico (35 mg / L), con didxido de azufre baja (25 mg/ L),
y con didxido de azufre baja (25 mg / L), ademés de una mezcla de antioxidantes (glutation

20 mg / L, acido cafeico 60 mg / L y acido galico 20 mg / L).

Después clarificacion y estabilizacion, el vino fue embotellado en botellas de 750 ml, con
tapones de corcho natural para el envejecimiento moderado. En los vinos de control, se afiadio
didxido de azufre en el embotellado y los niveles de didxido de azufre eran tipicas, es decir,

35 mg/ L de dioxido de azufre libre y 75 mg / L didxido de azufre total.

En el vino tinto con el diéxido de azufre bajo, sin adicion de didxido de azufre se hizo en el
embotellado. Niveles de dioxido de azufre fueron 25 mg /L libre didxido de azufre y 58 mg /L

de dioxido de azufre total.

El tercer vino experimental fue el vino con el diéxido de azufre bajo al que se afiadio la

mezcla de glutation, acido cafeico y acido galico al embotellado
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Las botellas se almacenan en un cuarto oscuro a 18 ° C,se evaluaron en el embotellado, y
después de 18 y 36 meses de envejecimiento. La mayoria de los volatiles disminuyeron

durante el almacenamiento del vino.

En el embotellado y después de 18 meses de almacenamiento, los tres vinos exhibieron
niveles similares de compuestos volatiles. Después de 36 meses de almacenamiento, los vinos
con diéxido de azufre bajo mostraron niveles mas bajos de muchos compuestos volatiles, tales
como acetato de etilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo y 2-feniletanol. Por otro lado, los
vinos con di6xido de azufre bajo, mas la mezcla de antioxidantes exhibieron niveles similares
de la mayoria de los compuestos volatiles en comparacion con los vinos con didxido de azufre
tipico. Los presentes resultados indican que una mezcla de glutation, acido cafeico y acido
galico puede proteger ésteres y otros compuestos volatiles en el vino tinto joven con el

dioxido de azufre bajo, y puede sustituir parte del dioxido de azufre suele utilizar.

VINIFICACION Y CONSERVACION
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3.1.1.2.5 Reduccidn de caracter aromatico envejecimiento atipico o UTA (untypical aging)

Esta desviacion organoléptica se presenta fundamentalmente en vinos blancos de
afiejamiento prolongado , pero también y especialmente en los ultimos afios, se ha visto su
incidencia en vinos de consumo anual. El vino afectado, si bien puede no mostrar sintomas
visuales de oxidacion, pierde rapidamente su frutalidad y aparecen notas que han sido

descriptas como "suavizante de ropa", "barniz", 6 "naftalina"; tales descriptores han
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sido atribuidos a la 2-aminoacetofenona, un compuesto derivado del 4cido indol-acético o

AIA (una hormona vegetal normalmente presente en la uva).

Pero el glutation interviene en esta marafia de rutas metabolicas que comienzan en la
planta y repercuten luego en el vino. Al parecer , a partir del afio 1994 en Francia hubo un
vuelco tecnoldgico desde la llamada viticultura con labranza cero o labranza minima y uso

de herbicidas a la llamada viticultura biodinamicay lucha razonada.

Los interfiliares, antes limpios de toda vegetacion, se cubrieron rapidamente con distintas
especies vegetales, algunas nativas y mantenidas ex profeso, otras cultivadas en forma de
coberturas vegetales. Afiosas vides otrora acostumbradas a competir por agua y
nitrégeno, entre otros metabolitos, s6lo con sus pares, se vieron ahora sometidas a un déficit

de éstos debido al consumo extra ejercido por estas coberturas "extranjeras'.

Resultado 1: estrés hidrico y desbalances hormonales respecto del AIA, que al parecer
gatillan la formacion de 2-aminoacetofenona en el vino (solo uno de los compuestos

implicados, aunque pueden haber mas).

Resultado 2: menos nitrégeno general y una disminucion marcada de los niveles de glutation,
lo que resulté en vinos "mas oxidables", que perdian rapidamente sus aromas frutales mas
delicados. Posteriormente se comprobd que altos niveles de glutation previenen Ila

formacion de 2-aminoaetofenona y de sotolon, dos poderosos marcadores de oxidacion .

3.1.1.2.5.1 Sotolon y 2-aminoacetofenona

Sotolon (4,5-dimetil-3-hidroxi-2 (5) H-furanona) es un compuesto volatil con un intenso olor
de curry y su umbral de percepcion corresponde a 8 g / L en el vino, producido por la

degradacion oxidativa de la treonina.

OH

Esta furanona contribuye a los aromas de "vins jaunes" (vinos amarillos) del Jura y jerez .

Higos secos y matices rancios en vinos generosos franceses. Se ha establecido la contribucion

de sotolon para el caracter atipico envejecimiento de los vinos blancos secos.
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2-aminoacetofenona (2-AAP) es un envejecimiento atipico mal sabor en el vino que confiere
lana mojada, el alcohol fusel, naftaleno y muebles de aromas pulidos si estan presentes en
concentraciones que exceden su umbral sensorial de 0,5 a 1,5 mg/ L en el vino y aumenta por
la oxidacion de su precursor en crianza en barricas. Este compuesto se ha detectado en los

vinos blancos alemanes desde finales de 1980.

NH,

2 - aminoacetofenona (2-A4AF)

Se anadi6 GSH 10 mg / L a Sauvignon blanc vino en el embotellado para demostrar que
puede limitar la formacion de éstos, tanto el envejecimiento atipico y malos olores durante

tres afios de almacenamiento.

3.1.1.2.5.1.1 Concentraciéon de sotolén y 2-aminoacetofenona para el control v GSH
complementado en vinos a lo largo de un periodo de almacenamiento de botellas de tres afios

Ageing off-flavour Wine Wine + 10 mg/L GSH
Satolon (ug/L) 9 3
2-Aminoacetophenane (ng/L) 215 125

La concentracion sotolon en el vino de control supera su umbral de percepcion de 8 mg / L en
el vino, mientras que la adicion de GSH inhibe su desarrollo a niveles por debajo de su
umbral. Aunque los niveles de 2-aminoacetofenona eran todavia menor que el umbral de
percepcion, es evidente que el GSH suprime la formacion de este compuesto en casi la mitad.

Ningun mecanismo fue propuesto por los autores.
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3.1.1.3 Glutatién vy la Fermentacion Malolactica (FML).

Informes sobre GSH en relacion con la fermentacion malolactica (FML) son escasos.

Uno de los estudios es sobre el efecto de GSH en la fermentacion malolactica (FML) y otro

sobre la influencia de la FML en los niveles de GSH en el vino.

En otro estudio observaron que la adicion de GSH a los vinos de pH bajos promovio el

crecimiento de Oenococcus oeni y acelero la velocidad de la FML.

Evaluaron el contenido de glutation reducido oxidado y total de cinco vinos Merlot antes y
después de la FML. Sus resultados mostraron que ninguna tendencia podria ser deducido del
GSH individuo o cuantificaciones GSSG aunque el contenido de GSH reducido en general

parecia bien permanecer constante o disminuir durante la FML.

Sin embargo, el contenido total de GSH disminuy6 significativamente durante la FML (entre

21% y 36% para las cinco muestras).

En otro estudio sobre influencia del glutatiéon en la fermentaciéon malolactica (es un proceso
metabolico que contempla la reduccion de la acidez de los vinos) en vinos de la variedad

Niagara.

La variedad Nidgara, procedente de la region de Santa Maria, RS, tuvo su vinificaciéon durante
la cosecha de 2002 e inoculacion con un cultivo comercial de Leuconostoc venas, Viniflora
oenos, para inducir la fermentacion malolactica. Este tratamiento, fue comparado con la
aparicion espontdnea de la fermentacion malolactica (control) y con vinificaciones sin y con

adicion de 50 ug/ml de glutation.

Las determinaciones de los acidos organicos se hicieron mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia. Se hicieron analisis de °Brix, pH, acidez total, dioxido de azufre total, azlicares
reductores y alcohol en los mostos y vinos correspondientes. Las muestras para determinacion
de acidos organicos fueron colectadas en intervalos de 3°Brix durante la fermentacion, al final
de la fermentacion alcoholica, durante la fermentacion malolactica, antes del primer trasiego y

antes del embotellado.

El valor medio de acido malico hallado en los mostos de Niagara fue de 2, 202 g/l. Al final de

la fermentacion alcoholica estos valores pasaron a 0, 406 g/1.
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Después de la fermentacion malolactica, en tres de los cuatro tratamientos, no fue observado
acido malico alguno. La fermentacion malolactica ocurre normalmente con adicion de
glutation, la cual ejerce un probable efecto benéfico, por lo que puede ser utilizada cuando

esta fermentacion secundaria sea deseable.

3.1.1.4 Métodos de analisis cuantitativos del glutation

Como resultado del creciente interés en GSH, diferentes métodos de analisis han sido
desarrollados para la determinacion de la reduccion, oxidado y el total de glutation en las

uvas, mosto, vino y preparaciones de levadura seca inactiva.

3.1.1.4.1 Métodos enzimaticos:

Basados en la reaccion de GSH con 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) , también

llamada Prueba de Ellman’s para dar 4cido 2-nitro-5-tiobenzoico

l:: :=:.'_
=

Los tioles reaccionan con este compuesto, la escision del enlace disulfuro para dar 2-nitro-5-
tiobenzoato (TNB - ), que ioniza el TNB 2- dianién en agua a pH neutro y alcalino. Este TNB
2- ion tiene un color amarillo. Esta reaccion es rapida y estequiométrica, con la adicion de un

mol de tiol liberacidon de un mol de TNB.

El TNB 2- se cuantificacion la absorcion espectrofotométrica a 412 nm se han utilizado para
la determinacion del total de GSH en las bayas, raquis y hojas de vid. Reactivo de Ellman se
puede utilizar para la medicion de los tioles en masa de bajo peso molecular tales como

glutation en ambas soluciones puras y muestras biologicas.
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3.1.1.4.1.1 Investigacidén del Contenido Total de sulfidrilos libres de Varios Vinos Blanco y

Tintos

El contenido total de Grupos sulfidrilo libres fueron evaluados en varios vinos blancos y
tintos. El Método de Ellman fue adaptado para muestras de vino para la determinacion de

grupos -SH totales.

Se examinaron Veintidos (22) vinos secos de los vifiedos griegos. Vinos Moschoflero,
Assyrtiko, Moschato Alexandrias, Robola, Debina, Roditis, Agiorgitiko y Xinomavro fueron
clasificados como "Denominaciéon de Origen", mientras Vilana, Athiri, Savatiano,
Malagousia, Trebbiano, Chardonnay, Traminer, Riesling, Sauvignon blanc, cabernet
sauvignon, mezcla Kotsifali-Mandilaria, Limnio, Merlot y Syrah fueron vinos de la region. La
mayoria de los vinos blancos tenian un afio de edad, mientras que Traminer y Riesling dos
afios. La mayoria de los vinos tintos fueron dos afios de edad, mientras que Xinomavro tenia

tres anos.

En la Fig. 1, se presentan concentraciones totales de sulfidrilos libre de diferentes diluciones
de un blanco y un tinto. En ambos casos una ecuacion lineal fue tomada por el trazado de los

valores -SH y dilucion vino, indicando la idoneidad del procedimiento.
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La Tabla 1 muestra el total de los grupos sulfidrilo libres de varios vinos blancos y tintos,
expresados como equivalentes glutation en mg / L. En la mayoria de los casos, los vinos

blancos mostraron mayores sulfidrilos libres totales que los vinos tintos.
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TABLE |
Total sulphydry! groups of several white and red wines,

White wines Total -SH Red wines Total -SH
Moschofilero 4254 Agiorgitiko 239+2
Assyrtiko 472+4 Cabernet Sauvignon 1633
Vilana 4353 Kotsifali-Mandilaria blend 467+ 1
Museat of Alexandria 427+ Limnio 35223
Athiri T34 £4 Xinomavro 3337
Robola 57343 Merlot 1854
Debina 603 £2 Syrah 174+
Savatiano 502+4 Mean/'range 273/163-467
Malagousia 431 £2

Trebbiano 622 +4

Roditis 514+2

Chardonnay 645+5

Traminer 5674

Riesling 31542

Sauvignon blanc 436 +5

Mean/range 513/315-734

En los vinos blancos, como el glutation, estaban en el rango de 315 a 734 y de los vinos tintos
en el rango de 163 a 467 mg / L. En la mayoria de los casos, los vinos blancos mostraron
valores mas altos que los vinos tintos. Los altos valores de sulfidrilos totales de vinos blancos

y tintos indican su potencial contribucion a la capacidad antioxidante del vino.

El método utilizado determina el total de sulfidrilos libres, es decir, la suma del total de
grupos sulfidrilo libres de amino- 4cidos pequefios, péptidos y los polipéptidos de las

proteinas.

Por lo tanto, los valores mas altos de los vinos blancos se pueden atribuir a la eliminacion de
los polipéptidos proteinas a partir de los vinos tintos, después de su reaccién con taninos.
Entre amino tiol péptidos acido pequefio de vino, se sabe que el glutation juega un papel
significativo en la oxidacion de los mostos y proteccion de aroma del vino, y existe en

concentraciones mas altas que las otras.

3.1.1.4.2 Métodos de cromatografia de liquidos:

Como un método de electroforesis capilar se han desarrollado para la cuantificacion de GSH

y/o GSSG en el mosto de uva y el vino que se resumen en la siguiente tabla.
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Method Detector® Label’  Matrix Compounds LOD" References
HPLC DAD DTNB Grape juice  Total GSH Cheynier et al, 1989 A )DAD: detector de diodos; FD: Detector
HPLC FO OPA  Grapejuice  GSH 1l Parkeet o, 2000 fluorescente; ESI-MS / MS: ionizacién por
Wine . ,
electrospray conjuntamente espectrometria
HPLC ESI-hiS M3 Grape juice  GSH,G5SG 0.2 me/L (GSSG) du Toit et al,, 2007 .
de masas; PAD: foto detector de red
Wine 0.4 mg/L(GSH)
CE LIF MEB Grape jui GSH 0.02 mg/L Lavi tal., 2007 , .
Gt e T b) DNTB: 5,5 ditiobis (acido
Wine
] - nitrobenzoico) reactivo Ellman' s; OPA: o-
HPLC FO NDA White wine  GSH,GSSG 0.03 me/L [GSH) Marchand &
245 rngfL:[GSSG] de Revel, 2010 phtaldehyde;  MBB:  monobromobimano
Red wine 3.06 mg/L (GSSG) sNDA: 2 3-naphthalenedialdehyde ; pBQ:
HPLC FO OPA Grape juice  GSH 0.06 mg/L lanesetal, 2010 .
parabenzoquinona
Wine
Fracassetti et ol, , . .,
URLC  PAD pBQ Grapejuice  GSH 0.017 mg/L 2011 ¢) LD: limite de deteccion
Wine

3.1.1.4.2.1 Preparacidén vy caracterizacion de microparticulas de beta-coclidextrina/Glutatién y
Quitosano/Glutation obtenido mediante SPRAY-DRYING.

El glutation esta presente de forma natural en pequefias cantidades en las uvas, jugos y vinos,

y tiene el importante papel de la inhibicion de la oxidacion. Sin embargo, la adicion de GSH

en los alimentos es limitada debido a su inestabilidad y pobre biodisponibilidad.

En vista de esto, la encapsulacion de GSH en un sistema polimérico capaz de proteger el
péptido contra condiciones de oxidacion, y que actia como un mecanismo de liberacion
controlada, mejora su funcionalidad y su biodisponibilidad parece ser una alternativa
interesante. El objetivo de este trabajo fue preparar y caracterizar microparticulas secadas por
pulverizacion obtenidas utilizando glutation (GSH) como un compuesto activo hidréfilo y -

ciclodextrina o quitosano, como polimeros.

Las microparticulas obtenidas se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido
(SEM), espectroscopia de infrarrojos (FT-IR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Las
micrografias mostraron que las microesferas eran esféricas, con superficies lisas para

microparticulas de quitosano/GSH y superficies rugosas para B-cyclodextrin/GSH.
Se observo una amplia distribucion de tamatfio de particula.

FT-IR demostré que GSH habia interactuado con quitosano(Chitosan) y B-ciclodextrina.
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La DSC mostrdé que el proceso de encapsulacion produce una marcada disminucion en la

cristalinidad de GSH conferido a la droga un estado casi amorfo.

Los resultados sugieren que el quitosano y B-ciclodextrina son prometedores medios de

soporte para el uso de GSH en vinos como un antioxidante y/o un ingrediente funcional.

3.1.1.4.2.2 Determinacién del glutation en mostos v vinos mediante electroforesis capilar

El presente método permite determinar la concentracion de glutation en mostos y vinos en un
rango de concentracion de 0 a 40 mg/l. Para ello se utiliza la electroforesis capilar (EC) junto

con una deteccion fluorimétrica (LIF).

El método de determinacion utilizado se basa en la modificacion de los grupos funcionales -
SH producida por el monobromobimano (MBB). Antes de proceder al analisis, las muestras
de mostos o de vinos en bruto se clarifican por centrifugacion. El andlisis de vinos

embotellados no requiere clarificacion previa.

El método desarrollado basado en la electroforesis capilar, es una adaptacion para la
determinacion de tioles no volatiles en las hojas de dlamo mediante CLAR con deteccion

fluorimétrica.

La separacion de los solutos de una mezcla por electroforesis capilar resulta de la migracion
diferencial de dichos solutos en un electrolito. El capilar esta lleno de electrolito. La muestra
se inyecta por uno de los extremos del capilar. La accion del campo eléctrico creado por los
electrodos que se encuentran sumergidos en el electrolito provoca la separacion de los solutos

debido a las diferentes velocidades de migracion. La deteccion se produce cerca del extremo
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opuesto del capilar y se registra en forma de picos. En condiciones experimentales concretas,
los tiempos de migracion constituyen un criterio de identificacion de las sustancias quimicas y

el area de un pico es proporcional a la cantidad inyectada.

Se han definido algunos elementos de validacion interna, pero no se ha adoptado un sistema
de validacion que se ajuste al protocolo para la planificacion, la realizacion y la interpretacion

de los estudios de rendimiento de los métodos de analisis.

El vino se utiliza como patron para realizar las curvas de calibrado y las pruebas de
repetibilidad de cada compuesto. cada concentracion se calcula a partir del promedio de tres

determinaciones obtenidas utilizando la recta de regresion de la curva de calibrado.

Los resultados se expresan en mg/l. Las regresiones lineales y los coeficientes de correlacion
se calculan segun el método de los minimos cuadrados. Las disoluciones madres de los tioles
se elaboran a partir de una solucion de HCI/EDTA, por lo que pueden conservarse durante

varios dias a 6 °C sin que se den pérdidas.

El limite de deteccion se estima mediante la dilucion sucesiva de las disoluciones madres, con

una relacion sefial/ruido mayor o igual que 3.

Cada tiol tiene un intervalo de linealidad distinto

Intervalo de Regresion lineal Coeficiente de
linealidad correlacion
Homocisteina 0-15 mg/l y = 0,459x - 0,231 0,9987
Cisteina 0-15 mg/l y =0,374x - 0,131 0,9979
Glutation 0 - 40 mg/I y = 0,583x - 0,948 0,9966
N-acetilcisteina 0-10 mg/l y = 0,256x - 0,085 0,9982

Para determinar la repetibilidad se comparan diez analisis de una misma muestra de vino. Si
la concentracion de tioles es de 10 mg/l, el coeficiente de variacion para el glutation, la
homocisteina, la cisteina y la N-acetilcisteina es, respectivamente, 6,0 %, 3,2 %, 4,8 % y 6,4

%.
El limite de deteccion del glutation es de 20 pg/l y el limite de cuantificacion estd en 60 pg/l.

A la concentracion en que se utiliza en la muestra, el DTT permite que se estabilicen los
grupo sulfidrilo, que son inestables en medio basico y que se oxidan muy facilmente con las
quinona(que proceden de la oxidacion de los compuestos fendlicos), pero sin romper los

puentes disulfuro. De hecho, en las condiciones experimentales del método, la concentracion
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de la forma reducida del glutation (GSH) de un vino es equivalente se haya afiadido o no
glutation en su forma oxidada (GSSG) a razén de 10 mg/l. El método permite, por lo tanto,

determinar el glutation en forma reducida.
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Ejemplo de separacion de los tioles no volatiles conocidos en una solucion HCI/EDTA (A) y en un mosto de uva (B).

1. DTT, 2. homocisteina, 3. cisteina, 4. Cys-Gly, 5. GSH, 6. g Glu-Cys, 7. N-acetilcisteina, 8. SO,

3.1.1.4.2.3 Cuantificacién de glutation, catequina, v Ac. cafeico en el zumo de uva y el vino
por un novedoso método de cromatografia liquida de ultra rendimiento.

Esta investigacion tuvo como objetivo el desarrollo y validacion de un Método de
cromatografia ultra-liquida (UPLC) para la cuantificacion de glutation (GSH) en el jugo de
uva y en el vino blanco después de derivatizacion con p-benzoquinona), para introducir

cromoforos haciendo la deteccion por UV posible.

Los compuestos fendlicos, catequina y acido cafeico que se producen en vino blanco y tienen

efectos antioxidantes, también son cuantificables en el mismo analisis. Catequina es la unidad
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monomérica basica de la uva y el vino taninos y acido cafeico, cuando esta esterificado con
acido tartarico, desempefia un papel relevante en la uva siendo la formacion Reaccion del

producto en uva (GRP).

El método analitico propuesto mostré una buena linealidad, repetibilidad y repetibilidad
intermedia, asi como de alta recuperacion (> 85%). Se aplico para la cuantificacion de GSH,
catequina y acido cafeico en los mostos del Sur de Africa (12) y los vinos blancos (43).Este
nuevo método tendra largo impacto en el tiempo y los costos de los analisis para la industria
del vino a través de permitir una rapida rutina de cuantificacion de GSH, catequina y acido

cafeico.

Los tiempos de elucion fueron 4.2, 7.5 y 9,2 min para derivatizado de GSH, catequina y
acido cafeico, respectivamente, con la elucion MPA derivatizada en 8,2 min. La
derivatizacion de GSH con PBQ es rapido, preciso y sencillo; ningiin paso de purificacion,
que no sea la centrifugacion, ya sea mosto o muestras de vino blanco era necesario antes de la

reaccion de derivacion.

El tiempo de andlisis cortos y la preparacion rapida de muestras, que incluyd una
centrifugacion rapida para el periodo corto de tiempo, permitiendo que los compuestos sean

cuantificados en menos de 20 min.

Todos los compuestos investigados fueron representados por picos separados de la linea de

base
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El nivel de concentracion ensefiaron mostrar una respuesta de

rango lineal para la

concentracion afiadida de GSH que van desde 0,057 hasta 100 mg/L, Catequina que van desde

0,048 a 80 mg/L y acido cafeico que van desde 0.0088 a 50 mg/L; rangos de estas

concentraciones se ajustan a las que se encuentran previamente en el jugo y el vino .

Los graficos de calibracion para el jugo, el vino sintético y vino blanco, respectivativamente

se muestran:
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Con el fin de evaluar si el método es adecuado para su uso como una herramienta de rutina

analitica, 12 muestras de jugo de uva y 43 muestras de vino blanco.

Descripcion de zumo de uva y vinos blancos analizé y su cuantificacion de GSH, catequina y

cafeico.
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Tabla 4: Descripcion de zumo de uva y vinos blancos analizados y su cuantificacion de GSH catequina y cafeico

Matriz Cultivar Vendimia Descripcion GSH mg/I Catequina Cafeico mg/l
mg/l
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 40.0 59 0,78
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 39.6 63 0.83
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 10.6 66 0.51
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 41.4 45 0.41
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 41.8 87 0.59
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 372 7.7 3.7
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 316 7.0 1.0
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 423 7.0 1.0
Blanc tanque
Mosto Sauvignon 2010 muestra de 365 6.6 1.0
Blanc tanque
Mosto Semillon 2010 muestra de 10.1 44 0.82
tanque
Mosto Semillon 2010 muestra de 20.7 34 0.50
tanque
Mosto Chenin Blanc | 2010 muestra de 1.1 0.73 0.51
tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 9.8 230 0.54
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 7.0 15 0.16
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 83 2.5 6.2
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 68 8.0 194
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 18 9.0 6.6
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 9.1 128 0.87
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 6.6 31 0.89
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 126 2.3 1.2
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 4.2 27 0.66
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 274 2.7 1.2
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 5.9 97 0.29
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 118 2.0 1.0
Blanc tanque
Vino Sauvignon 2010 muestra de 115 1.2 1.0
Blanc tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 104 9.7 18.5
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 43 32 0.51
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 8.3 17 0.28
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 5.8 18 0.84
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 4.4 14 0.87
tanque
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Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 35 2.9 1.2
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 130 2.5 11.7
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 108 1.8 7.1
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 77 32 6.1
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 0.39 20 0.89
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 0.27 3.9 7.2
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 0.34 1.4 3.7
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 5.9 20 0.65
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de n.d 2.1 3.1
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de n.d 2.1 2.9
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 0.19 1.9 2.8
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 0.23 4.8 7.1
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 72 4.0 1.0
tanque
Vino Chenin Blanc | 2010 muestra de 4.9 36 0.72
tanque
Vino Sauvignon 2009 vino en n.d 5.3 5.5
Blanc botella
Vino Sauvignon 2009 vino en nd 4.6 2.7
Blanc botella
Vino Petillant 2009 vino en 0.50 11.7 5.0
Blanc botella
Vino Semillon 2009 vino en 0.27 5.9 2.8
botella
Vino Sauvignon 2008 vino en nd 5.0 8.0
Blanc botella
Vino Sauvignon 2008 vino en 0.27 5.9 2.8
Blanc botella
Vino Sauvignon 2008 vino en 0.13 1.6 6.4
Blanc botella
Vino Sauvignon 2008 vino en n.d 4.4 2.9
Blanc botella
Vino Sauvignon 2008 vino en nd 2.5 39
Blanc botella
Vino Chardonnay 2007 vino en nd 3.9 53
botella
Vino Sauvignon 2004 vino en n.d 2.2 53
Blanc botella

Como puede verse en la Tabla, la concentracion mas alta detectada GSH fue 27.4 mg/L, Que

fue, en general, mayor en los vinos blancos de la afiada 2010.
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Durante el envejecimiento del vino, las concentraciones de GSH son conocidos por disminuir,
dando lugar a concentraciones mas bajas de este compuesto en vinos de mas edad, que

podrian explicar los niveles mas altos que observamos en el vino 2010 en general.

Las cantidades que detectamos fueron también de acuerdo con hallazgos anteriores. Los

niveles promedio de GSH de 2010 muestras de Sauvignon, Petillanc blanc (10mg/L).

Fue mayor en muestras de la variedad Chenin 2010 de muestras, Petillanc blanc (5 mg/L )
Mosto blanc .Sauvignon se trata a menudo mas por reduccion en Sudafrica, con la adicion de
N», CO; y mayores niveles de SO; al jugo, que conduce a una elevada conservacion de los

niveles de GSH en el jugo resultante y vinos.

Muchos de estos métodos requieren mucho tiempo, lo que requiere extensa preparacion de la
muestra y solo permitir la cuantificacion de GSH con la excepcion de la cuantificacion de

catequina y caftarico.

Es evidente que un método preciso y rapido que no requiere una amplia preparacion de la
muestra para GSH y GSSG determinacion en el jugo de uva y el vino seria de gran valor para

la investigacion adicional.
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3.1.2 Glutatidén y Saccharomyces cereviseae

GSH es el compuesto organico que contiene azufre mas abundante en S. cereviseae.
Dependiendo de las condiciones de crecimiento, GSH puede dar cuenta de 0,5 a 1% del peso

seco celular y representa mas de 95% de los tioles no proteicos en S. cereviseae.

La alta concentracion de GSH en células de levadura (hasta 10 mM),su bajo potencial redox
de E'o = -240 mV para el intercambio de disulfuro de tiol, asi como el hecho de que el GSH
se mantiene en su estado reducido por el glutation NADPH-dependiente disulfuro reductasa,

render este tripéptido un tampon redox celular.

GSH esta implicado en muchos mecanismos de respuesta al estrés en S. cereviseae tales como
azufre e inanicion de nitrogeno, el estrés oxidativo y la detoxificacion de metales pesados y
xenobidticos. También puede jugar un papel en el mantenimiento de las funciones basicas de

la célula tales como la estructura celular de integridad.

3.1.2.1 Sintesis de glutation

GSH se sintetiza intracelularmente en el citosol por las acciones consecutivas de sintetasa y-

glutamilcisteina: Y-GCS (Reaccion 1)

y L- y -glutamylcysteine-glicina y-ligasa: GSH sintetasa (Reaccion 2).

Estas enzimas son, respectivamente, codificados por los genes GSH1 y GSH2.
GSH 1
1) L-glutamato + L-cisteina + ATP <> L-y-glutamil- L-cisteina + ADP + Pi
GSH2

2) L-y'-glutamil-L-cisteina + glicina + ATP <> GSH + ADP + Pi
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La actividad de y-GCS es inhibida por retroalimentacion de GSH (pero no GSSG) para evitar
el exceso de acumulacion de GSH en la célula, que es de importancia fisiologica. La cisteina
es usualmente el sustrato limitante en la sintesis de GSH. GSH sintetasa, a diferencia de y-

GCS, parece ser una enzima no regulada.

3.1.2.2 Transporte de glutation

Ademas de la biosintesis intracelular, GSH también puede ser tomado desde el entorno
extracelular, tal como el medio mosto. Transportador Hgtlp tiene una alta afinidad GSH ,ha
sido identificado, clonado y caracterizado en S. cereviseae. El transportador, un polipéptido

acido 799-amino, esta codificada por el gen TGHI.

Miyake identifico dos sistemas de transporte de GSH distintas, cinéticamente distinguibles en

S. cereviseae, a saber GSH-P1 y GSH-P2.

GSH-PI es una alta afinidad (Km = 45 M), sistema impulsado y regulado ATP, mientras que
GSH-P2 tiene una menor afinidad (Km> 2 mM) y no esta regulado.

También se identificaron GSH11 como el gen que codifica GSH-P1 estructural. El gen
GSHI11 ya ha sido designado como OPT1 y TGH1 y en la actualidad se acepta que la Hgtlp y
GSH-P1 son homologos y el principal transportador de GSH en la membrana plasmatica de S.

cereviseae.
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El transportador de alta afinidad es capaz de transportar tanto GSH y GSH conjuga en el
citoplasma de la célula. La actividad de Hgtlp / GSH-P1 no soélo esta regulada por cisteina ,

sino también por la metionina y GSH .

Ycflp, el ortdlogo de la levadura de la proteina asociada a resistencia a multiples farmacos de
mamiferos (MRP1), actia como una bomba de vacuolar la mediacion del transporte
dependiente de ATP de GSH y glutation S-conjugados en la vacuola de S. cereviseae. Esta
bomba vacuolar, sin embargo, tiene una afinidad muy baja para GSH (Km =+ 15 mM) y su

funcion principal es el transporte de glutation S-conjugados.

Un intercambiador novedoso GSH, Gex1, fue identificado recientemente en S. cereviseae y se
encuentra tanto en la membrana vacuolar y plasma. Las células superproductoras Gexl,
muestran un bajo contenido de GSH intracelulares y extracelulares alto contenido de GSH.
Ademas, la sobreproduccion de Gexl induce la acidificacion del citosol de levadura,
probatorias de la posibilidad de que Gex1 es un antiporter GSH / protéon. Se requiere mas

investigacion para entender el transporte de GSH en el medio extracelular.

3.1.2.3 Degradacién de glutatién

Una vez GSH se transporta en la vacuola de la célula, que se degrada por las proteinas unidas

a la membrana vacuolar y-glutamil (Y-GT) y dipeptidasa L-cisteinil glicina.

y-glutamil (Y-GT) codificada por el CIS2 (ECM38) gen cataliza el primer paso en la

degradacion de GSH que implica la escision de la fraccion de y-glutamil y la liberacion de

cisteinilglicina.

El resto Y-glutamil se transfiere a péptidos y-glutamil adecuados y aminoacidos mientras que
cisteinilglicina es mas degradada en sus aminoacidos constitutivos, cisteina y glicina. La
enzima L-cisteinil glicina dipeptidasa (CGase: L-cisteinil glicina + H,O — L-cisteina +
glicina) que cataliza esta accion, se asocia con la membrana vacuolar de S. cereviseae, aunque

el gen que codifica para esta enzima, permanece no identificado en la levadura
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Un_ modelo para los principales flujos de azufre en Saccharomyces cereviseae
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(1) acetiltransferasa serina; (2) la sintasa de cisteina; (3) homoserina acetiltransferasa; (4) la sintasa de homocisteina; (5)
sintasa y-cistationina; (6) y-cistationasa, (7) L-cistationasa;(8) L-cistationina sintasa, (9) homocisteina metiltransferasa;
Sintetasa (10) S-adenosilmetionina; Demetilasa (11) S-adenosilmetionina, (12) adenosylhomolcysteinase; (13) el sulfato de
reduccion de la via; La ligasa (14) y-glutamato-cisteina; (15) sintetasa GSH;(16) y-glutamiltranspeptidasa; Dipeptidasa

(17) L-cisteinilglicina.

Se encontr6 que la biosintesis de Y-glutamiltranspeptidasa ser regulada por dos vias

diferentes. La enzima fue reprimida por iones de amonio como fuente de nitrégeno mientras
que se encontraron niveles mas altos de enzimas celulares en presencia de una variedad de

otras fuentes de nitrégeno, incluyendo aminoacidos o urea.

En el caso de la inanicion de nitrogeno, se observd una fuerte desrepresion de la produccion
Y-glutamil. Se han propuesto la posibilidad de una via alternativa degradacion de GSH en S.
cereviseae independiente de Y-GT. Esto se demostré a través de la interrupcion en el gen que

codifica la enzima EMC38 Y-GT en cepas metl15A, que requieren fuentes de azufre organicos

para el crecimiento. Estas células fueron capaces de utilizar GSH como tnica fuente de

azufre, que apoya la existencia de la via Y-GT-independiente de la degradacion de GSH.
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Esta via estd mediada por un nuevo complejo de proteina que participa en tres nuevos genes,

DUGI, DUG2 y DUG3, que se han caracterizado recientemente en S. cereviseae.

3.1.2.4 Papel de Saccharomyces cereviseae durante el estrés nutricional y oxidativo

3.1.2.4.1 Azufre y deficiencia de Nitrégeno

S. cereviseae puede utilizar metionina, homocisteina, cisteina o GSH como tnica fuente de
azufre como resultado de una red metabolica en la que los a&tomos de azufre se intercambian

facilmente entre estos compuestos .

GSH se sintetiza usando cisteina y se degrada para dar lugar a cisteina. Por lo tanto, sirve
como un depdsito de cisteina y azufre en la célula. Cuando las células de S. cereviseae fueron
privados de sulfato externo, GSH era capaz de servir como una fuente de azufre interno hasta
que se alcanza una concentracion residual de aproximadamente 10% de su valor normal. Se
observo Derepressesion de la sintesis y-GT que resulté en un aumento en la tasa de rotacion

de GSH.

Cuando suficiente sulfato estaba presente como un nutriente, la mayoria del exceso de azufre
se incorpor6 en GSH. Esto fue acompafiado por una actividad y-GT baja y una tasa de

rotacion excepcionalmente lento de GSH.

Cuando las células de S. cereviseae se crecieron en medio minimo con (NH4) 2SO4 como
fuente de nitrogeno y luego se transfirieron a un medio desprovisto de fuente de nitrogeno, la
fuente total de GSH aument6 gradualmente en las primeras dos horas 7-17 nmol / mg de peso
seco. El grupo GSH disminuy6 en las proximas dos horas para alcanzar un valor estable de
2,6 nmol / mg de peso seco. Durante el crecimiento en el medio que contiene nitrégeno, el

GSH citoplasmatica constituia 50% con el 50% restante se produce en la vacuola.

La deficiencia de nitrogeno, mas de 90% del GSH celular se desplaz6 hacia la vacuola central
donde el 90% se consumid. Esto estd de acuerdo con Elskens quien también informé de que
s6lo 90% de la fuente de GSH podria servir como una fuente de azufre endogeno cuando las

células de S. cereviseae fueron privados de sulfato.

Por tanto, parece que S. cereviseae tiene un mecanismo inherente que impide el agotamiento
de GSH celular completa .Se formuld la hipotesis de que el GSH cumple el papel de un

compuesto de almacenamiento que se moviliza a la vacuola durante la inanicion. Las enzimas

130



vacuolares Y-GT y L-cisteinil glicina dipeptidasa (CGase), entonces catalizan la hidrolisis de

la vacuolar de GSH almacenado para liberar los aminoacidos constituyentes, L-glutamina, L-
cisteina y glicina que satisfacen parcialmente los requisitos de crecimiento de la levadura en

términos de nitrogeno.

3.1.2.4.2 Estrés Oxidativo

Todos los organismos cultivados aerébicamente sufren estrés oxidativo causado por formas
parcialmente reducidas de oxigeno molecular, conocidos como especies reactivas de oxigeno
(EROs). EROs incluyen radicales anion superoxido (O, ¢ -), peroxido de hidrégeno (H,0,),
hidroperdxidos de alquilo (ROOH) y el radical hidroxilo (HO *)

Estos EROs son casi todos los constituyentes celulares altamente reactivos y de ataque,
incluyendo el ADN, las proteinas y lipidos. GSH es considerado como una molécula de

defensa importante contra el dafio oxidativo en S. cereviseae.

GSH puede reaccionar con EROs no enzimaticamente. En este caso, GSH se oxida a GSSG
por interaccion directa con los radicales libres, eliminando de este modo los oxidantes

reactivos de la solucion.

GSH también puede actuar indirectamente como un cofactor para las enzimas antioxidantes,

tales como GSH peroxidasa, glutation reductasa, glutaredoxinas y glutation S-transferasas.

Glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de hidroperoxidos por GSH como reductor:
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,O

Y fue demostrado ser inducidos por las condiciones oxidativas en S. cereviseae.

Ademas de ser un eliminador de radicales, GSH también puede conjugarse con electrofilos
toxicos tales como xenobidticos y metales pesados, una reaccion catalizada por citosélica

glutation S-transferasa (GSH + RX — GS-X + RH).

Las glutation S-conjugados se excretan a continuacion, en la vacuola central de la célula por

la bomba GS-X ATP-dependiente.

Como se menciond anteriormente, Ycflp ha sido identificado como una bomba vacuolar la

mediacion del transporte de glutation S-conjugados en S. cereviseae. YCF1, el gen que
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codifica este transportador, se aislo por su capacidad para conferir resistencia al cadmio en S.

cereviseae.

Curiosamente, el factor de transcripcion YAP-1 activa transcripcionalmente tanto el gen
YCF1 y el gen GSHI1. Este ultimo codifica y-glutamilcisteina sintetasa, la primera enzima
implicada en la biosintesis de GSH. La expresion del gen YCF1 y la sintesis de uno de los
precursores para el transporte por la bomba vacuolar Ycflp son por lo tanto reguladas

coordinadamente.

Ademas, GSH se puede unir de forma reversible a los grupos sulfidrilo de proteinas que hacen

que estas proteinas protegidas contra el dafio oxidativo irreversible .

3.1.2.5 Glutatién Produccion biotecnologica

Levaduras de la cepa S. cereviseac se utiliza actualmente a escala industrial para la
produccion fermentativa de GSH. El GSH se acumula intracelularmente y la extraccion de los
mismos a partir de células de levadura constituye una parte importante del proceso de

produccion.

Por esta razon, los estudios anteriores se centraron principalmente en la optimizacion de las
condiciones de fermentacion para la produccion intracelular GSH. La acumulacion
extracelular de GSH por S. cereviseae no se ha estudiado en detalle. Wei hizo la suposicion de

que GSH, en general, no puede ser excretado al medio extracelular por las células vivas.

Sin embargo, el trabajo realizado en el intercambiador de GSH recientemente descubierto en

S. cereviseae, Gex1, demostrd lo contrario.

Wei  usaron tensioactivos [Dodecilsulfato de sodio (SDS) Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB)] para mejorar la penetraciéon de la membrana celular y la
posterior acumulacion de GSH en forma extracelular. La adicion de bajas concentraciones de
SDS y CTAB (por debajo de 0,5 y 0,25 g / L, respectivamente), produjo un aumento de la
acumulacion extracelular GSH. El crecimiento celular se inhibi6 drasticamente a

concentraciones mas altas.

Mas recientemente, Rollini estudiaron el efecto de diversos quimicos fermentativa de correos
y tratamientos fisicos sobre la acumulacion de GSH extracelular en S. cereviseae. Los
productos quimicos Triton y Lauroil sarcosina mostraron resultados prometedores mientras

que la liofilizacién también dio lugar a una mayor acumulacion extracelular.
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Aunque esta aplicacion plantea una estrategia atractiva para aumentar el vino contenido de

GSH, la adicion de tensioactivos no esta permitido por la regulacion vino actual.

3.1.2.5.1 Preparacién de levadura seca inactiva enriquecidas con glutatién

Para prevenir la oxidacion de los vinos se emplea extensamente el SO, debido a su accion
antioxidante. A pesar de su amplio uso y de su eficacia, a los sulfitos se les atribuyen serias

reacciones alérgicas.

En este sentido, el glutation (GSH) puede ayudar al SO, en su papel como antioxidante,

favoreciendo el uso de menores niveles de SO.

Debido a que la OIV no permite una suplementacion directa de GSH al mosto durante la
vinificacion, las empresas biotecnologicas del sector estdn desarrollando preparados
comerciales de levaduras secas inactivas ricas en GSH (LSI-GSH) o levadura seca inactivas

(IDY-GSH).

El uso de preparaciones de levadura seca inactivas (IDY) en la elaboracion del vino estd
ganando interés debido a su amplia gama de aplicaciones reivindicadas. Preparaciones de
levaduras inactivas comerciales se fabrican a partir de la inactivacion térmica de la levadura,
S. cereviseae cultiva en un medio de azlcar altamente concentrada bajo condiciones

aerobicas.

Clasifican preparaciones IDY en cuatro categorias: levadura inactiva (obtenido por la
inactivacion térmica antes del secado), autolizados de levadura (contenido intracelular esta
parcialmente degradada por una etapa de incubacion la liberacion de enzimas vacuolares antes
de la inactivacion térmica), cascos de levadura o paredes (los componentes insolubles de las
paredes de levadura excluyendo el contenido citoplasmatica) y extractos de levadura (extracto

soluble después de la degradacion total del contenido citoplasmatica).

Se han hecho los estudios para determinar el contenido de tiol natural en términos de GSH y

la cisteina libre y proteina en levaduras secas activas enoldgicas.

Se informaron los niveles de GSH que van desde 39 mmol / 100 g hasta 0,92 mmol / 100g.
También se analizaron los contenidos tiol de diferentes muestras comerciales de levadura

manoproteinas, cascos, lisados y extractos.
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A diferencia de lo que se esperaba, los extractos de levadura, siendo el extracto soluble del
contenido citoplasmatico, y GSH ser un componente citoplasmatico, no contenian GSH. De
hecho, fueron los productos de lisado que muestran el contenido de GSH mas alta (hasta 4,6

mmol / 100 g).

Tradicionalmente, los preparativos IDY se han utilizado principalmente para mejorar la
fermentacion alcohdlica y malolactica, pero su uso para mejorar las caracteristicas sensoriales

del vino ha recibido recientemente mucha atencion.

El efecto protector de estos productos se atribuye al alto contenido de GSH con propiedades
reductoras. Preparaciones de levaduras secas Inactivas enriquecidas con glutation (GSH-
IDYs) todos pretenden impulsar GSH contenido en el vino, ya sea por la liberacion de GSH
en el vino, o permitiendo que la levadura para asimilar los precursores de GSH durante la

fermentacion alcoholica para aumentar la produccion de GSH.

Sin embargo, la dosis Optima requerida, tiempo de adicion Optima durante la fermentacion y
los efectos de otras vinificaciones dan parametros tales como la temperatura, SO, y pH.
Autores probaron la cantidad del total y GSH reducido liberado en vinos sintéticos de GSH-

IDY's comerciales.
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3.1.2.5.1.1. Pruebas:

3.1.2.5.1.1.1 Ensayo sobre vino rosado de la variedad Garnacha.

Andujar-Ortiz realizo el primer ensayo sobre la evolucion de estos compuestos y fueron
monitoreados también durante un periodo de nueve meses en el vino rosado complementado

con una preparacion GSH-IDY.

Resultados para el vino sintético mostraron que cantidades muy similares de total y la
reduccion de GSH fueron liberados en el vino sintético para los diferentes productos. Cuando
se anadieron las preparaciones a una dosis de 0,3 g/ L, entre 1 y 2 mg / L redujo GSH fueron
liberados en el vino sintético 30 minutos después de la suplementacion. Nueve dias después
de la suplementacion, s6lo se observd una ligera reduccion en la concentracion de GSH

reducido para todo el GSH-IDYs.

En el caso del ensayo de elaboracion del vino, el contenido total de GSH fue a un nivel
maximo directamente después de la fermentacion alcoholica, tanto para el control de vino y el
vino suplementado con el GSH-IDY, que corresponde a 8 y 16 mg / L, respectivamente. Por
otra parte, la diferencia en el contenido total de GSH para el vino de control y el vino GSH-
IDY fue mayor de lo esperado, tener en cuenta la cantidad de GSH publicado por la

preparacion especifica GSH-IDY que se determino en el vino sintético experimento.

Andlisis de la composicion de nitrogeno de los vinos reveld un contenido de aminoacidos y el
péptido mucho mas alto para el vino GSH-IDY en comparacion con el control. Esto condujo a
la hipotesis de que el contenido de nitrégeno mas alto en el vino GSH-IDY estimul6 la
produccion de GSH reducida por S. cereviseae durante la fermentacion alcohdlica. Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la reduccion de

contenido de GSH entre el control y el vino GSH-IDY después de la fermentacion alcoholica.

Los autores explican este fendmeno por una rapida oxidacion de GSH reducido liberado de la
GSH-IDY durante la fermentacion alcohdlica. Sin embargo, el contenido de GSH reducido
del vino de control aument6 de 0,7 mg / L en el mosto a 6 mg / L después de la fermentacion
alcoholica, lo que sugiere que S. cereviseae es una fuente potencial de GSH. Una disminucion
dréastica en la concentracion de GSH durante la fermentacion alcoholica debido a la oxidacion

es probablemente poco probable, debido al ambiente reductor durante este proceso.
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3.1.2.5.1.1.2 Estudio sobre la Variedad Verdejo

La Universidad de Valladolid, Espaiia en el afio 2011 llevo a cabo un estudio con uva de la

variedad Verdejo de la cosecha 2011 procedente de la D.O. Rioja. Los ensayos con las
distintas preparaciones de LSI-GSH se realizaron, por duplicado, en depdsitos de 20 L en la
bodega experimental de la ETSITAA de Palencia (Universidad de Valladolid) siguiendo un

esquema clasico de elaboracion de vinos blancos.

Para dar mas robustez a nuestros resultados, se seleccionaron cinco preparaciones comerciales
de LSI-GSH que se aplicaron a la dosis de 300 mg/L en un mosto con una baja dosis de SO,

total (15 mg/L).

Paralelamente, se incluyeron dos vinificaciones control con mostos con 30 y 15 mg/L de SO,
total y sin la adicion de LSI-GSH. Se realiz6 un seguimiento de la fermentacion alcoholica
(densidad y T%) y un control analitico de los vinos después del embotellado (pH, acidez total y
volatil, grado alcohdlico, azucares reductores, parametros de color, pardeamiento y

compuestos fenolicos).

En términos generales la adicion de LSI-GSH promovié una mayor velocidad en el inicio de
la fermentacion alcoholica, si bien no acortd la duracion de la misma. Por otro lado, la
presencia de LSI-GSH no modifico los valores de pH, acidez total y volatil y azucares

reductores, sin embargo, se obtuvieron vinos con mayor graduacion alcoholica.

Ademas, algunas preparaciones de LSI-GSH redujeron el contenido en polifenoles totales,
acidos hidroxicinamicos y flavonoles, si bien, no se observé una notable modificacion de los

parametros de color (L*, a* y b*).

En algunos casos, las LSI-GSH provocaron un descenso en el nivel de pardeamiento de los

Vinos.
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3.1.2.5.1.1.3 Estudio v cata de productos resultados de preparados de levaduras enriquecidas
en glutation:

Investigadores de la UPM, en colaboracion con el CSIC, en el afio 2014 , demostraron que el

empleo de preparados de levaduras inactivas ricas en glutation puede preservar el aroma de

los vinos jovenes.

Los cientificos del CIAL y de la UPM han llevado a cabo el trabajo en colaboracion con una
bodega de la denominacion de origen Navarra, en el que han estudiado el efecto de un
preparado de levadura inactiva enriquecido en glutation en el aroma de un vino rosado de la

variedad garnacha y en el mismo vino elaborado de la manera convencional (sin preparado).

Para este estudio se contd con un panel de la UPM de 12 jueces entrenados por las propias
investigadoras que realizaron el estudio en el reconocimiento de olores y sabores y en el uso
de escalas de intensidades. Los jueces participantes fueron a su vez sometidos a una

evaluacion del entrenamiento.

Durante el afio que durd el estudio, los jueces llevaron a cabo los ensayos sensoriales que
consistieron en la realizacion de test triangulares para determinar diferencias sensoriales entre

el vino tratado y el control durante la vida util del vino (1, 2, 3 y 9 meses).
Los vinos fueron sensorialmente similares hasta los 9 meses de almacenamiento.

En este punto, y para evaluar cualitativa y cuantitativamente estas diferencias, se llevo a cabo
un analisis sensorial descriptivo en el que los jueces entrenados evaluaron y puntuaron la
intensidad de algunos de los descriptores del aroma mas caracteristicos de estos vinos (fresa,
melocoton, platano, floral, levadura) y del sabor (acidez). Como resultado de este estudio, se
comprobo estadisticamente que los vinos con el aditivo a base de levaduras inactivas
antioxidantes eran mas intensos en aromas frutales (fresa y banana) y menos intensos en notas

aromaticas mas caracteristicas de oxidacion (levadura).

Estos resultados indican que los derivados de levadura inactiva con un elevado contenido en
glutation podrian ser unos interesantes aditivos para preservar el aroma de los vinos jovenes
durante el almacenamiento y una alternativa mas sostenible para reducir el contenido de

sulfitos de los vinos.
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3.1.3 Productos Enologicos

Varios productos IDY o ISL-GSH comerciales usando el poder reductor del glutation estan
disponibles actualmente en el mercado que pretenden preservar el aroma del vino, extender la
vida 1til de los vinos embotellados y retrasar el desarrollo de notas oxidadas y la coloracion
amarillenta de vino blanco. Los costos de estos varian desde 59USD + IVA /Kg a 350
USD/kg.

3.1.3.1 Ejemplos de algunos productos con glutation disponible comercialmente preparados
con levaduras secas inactivas enriquecidas utilizados en la elaboracién del vino

Producto (a) Conposicion dal | Accionas en mostos v vinos (¢)

preducto (by

OptWHITE®R Tevadura  machva|e Protegen 2l color dal vino

OptiMUM-White®  Jecon alto contanido

. Preszrvan frescura v aroma del vinoe

SpringaromE: d= GSH

BIOAROME . Aumentan  sensacion en boca del
BoostarBlanck: VINe

ActimaxGSH®E

+  Retardan oxidativos 2n aparianela
Flevag=Glnk:

o Disnunmyvenla amargins

. Aumentan la estabilidad de 1a

protaina v tartrato

. Mejoran la fermentacion alcoholica

*  Elinonacion de pelifenoles
astringentes

»  Previenen el envejecinneaito
prematuro

a) los productos distribuidos por sociedades: Lallemand, LAFFORT, Springer Oenologie y Enartis, A&B. b) Uno o
mas de estos componentes pueden incluirse en la composicion) Las solicitudes estan de acuerdo a las

descripciones del fabricante incluidas en los productos.
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3.1.3.2 Otros Productos enolégicos comerciales

Productos enologicos comerciales como GENESIS FRESH,GENESIS PRIME,GENESIS
LIFT,OPTI-RED,RED STYLE 1.0,WHITE STYLE,EXTRAFERM,SUPER
BOUQUET,MANNOVIN,MANNOSTAB,BIOLEES , los principales efectos en los vinos

son:

* Aumentan el sabor dulce y disminuye el amargo

* Favorece la eliminacion de fenoles astringentes

* Ayudan a la Estabilizacion tartarica

* Tienen propiedades antioxidantes (glutation)

¢ Mantienen el frescor del aroma y el color en vinos blancos y rosados.
* Rapida liberacion de manoproteinas y péptidos al vinos

¢ Evita la formacion de off-flavors , acidez, etc.

e Promueve la fermentacion y relanza fermentaciones paradas

* Aumenta la estructura y el cuerpo del vino

* Elimina compuestos toxicos de mostos y vinos

3.1.3.3 Estudio comparativo de 3 productos de levaduras secas inactivas enriquecidas con
glutation
El Dr. Wessel du Toit, del Departamento de Viticultura y Enologia de la Universidad de

Stellenbosch, estd investigando sobre los antioxidantes y la oxidacion en el vino.

Se han puesto de manifesto diferencias en las cantidades de GSH liberadas por las distintas
LIE. Estas diferencias parecen estar relacionadas con los distintos procesos de produccion.
Nuestros resultados ilustran la variedad que existe entre las GSH-IDY (LIE ricas en glutation)
en términos de contenido de GSH. Ademas, muestran la importancia de distinguir entre el
GSH y el contenido de GSH total, ya que su forma reducida es el antioxidante activo en el

vino.

Estos datos permiten deducir que el proceso de produccion de GSH-IDY-5. (OptiMUM

White®, Lallemand) se ha optimizado hasta tal punto que contiene concentraciones mucho
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mas elevadas de GSH. Este producto podria ser mas eficaz en la reduccion de los fendomenos

de oxidacion de los vinos en comparacion con otras GSH-IDY empleadas

Se realizo un estudio comparativo entre tres de los productos antes mencionados, siendo

OptiMUM White®, OptiWHITE® y Booster Blanc®.

Es importante comprender que el valor asociado con las diferentes LIE ricas en GSH guarda
relacion con el modo en que se mide el contenido de GSH. Si la medida se realiza mediante la
clasica reaccion quimica, se cuantificaran todas las moléculas con un grupo —SH liberado por
la LIE y no especificamente el GSH en su forma reducida. El resultado se expresa en términos

de “equivalente de GSH” y no de “GSH real”.

La mejor manera de obtener una medida del glutation real es aplicando un método especifico
HPLC/UPLC que revele el contenido de GSH reducido, el cual, como ya se mencion6
anteriormente, es la forma activa de GSH para preservar el color y el aroma del mosto y el
vino. Paralelamente se pueden medir con precision el glutation oxidado (GSSG) y otros

compuestos como la cisteina y la glutamilcisteina.

La siguiente 4 ilustra los resultados del andlisis de varias LIE ricas en GSH y las variaciones
entre los métodos de analisis. Por ejemplo, el uso del método quimico clasico (que mide todas
las moléculas —SH y no solo el GSH reducido activo) y del método HPLC (que mide
unicamente el GSH reducido activo) da lugar a interpretaciones diferentes. OptiWHITE® y
Booster Blanc® presentan el mismo perfil de contenido de GSH, mientras que OptiMUM
White® tiene con mucho los niveles mas altos de GSH real debido a la optimizacion del
proceso, lo que significa que este producto sera el mas eficiente para proteger el color y el

aroma del mosto y el vino.

Podemos apreciar que el producto Y posee el nivel mas alto  de “equivalente de
GSH”, pero también es el que presenta mayor contenido de cisteina, por lo que podria no
ser el compuesto més interesante y apropiado en lo que se refiere a su impacto en la calidad

del vino.
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3.1.3.3.1 Analisis de cisteina y GSH (HPLC) v método quimico clasico de equivalente de
GSH de varias ISL ricas en GSH

35

30

25

" 0 Booster Blanc®
Bl Optiwhite®

15 0 OptiMUM White®
X

10 Y

5

04

Gstelna (mg/g) Equivalente de GSH GSH real

En un estudio realizado por el Departamento de Viticultura y Enologia de la Universidad de
Stellenbosch ,el analisis UPLC revelo las concentraciones de GSH total, reducido y oxidado,

liberadas por diferentes LIE ricas en GSH en una soluciéon modelo de vino.

En la figura 2 observamos que OptiMUM White® liberd el nivel mas alto de GSH reducido
en la solucion modelo de vino, mientras que los otros cuatro productos liberaron una cantidad

similar de GSH reducido en la solucién modelo.

Sin embargo, uno de los otros tres productos (producto 3) presenta un alto nivel de GSH total,

si bien la mayor parte esta en su forma oxidada (GSSG), la cual no es eficiente en el mosto y

el vino.

Estos resultados muestran claramente que OptiMUM White® liber6é la mayor cantidad de

glutation necesario para proteger la calidad del vino.
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3.1.3.3.2 Contenido de glutatién reducido (GSH), oxidado (GSSG) vy total (GSH reducido +
oxidado) liberado por varias ISL ricas en GSH en una solucion modelo de vino.

(ma/L)

GSH real GS5G GSH total

(reducido) oxidado GSH
I Optimum White® B Producto4 W Producto 3

7 Producto 2 I8 Producto 1

3.1.3.4 Ensayo del uso de manoproteinas (OptiWHITE) sobre las caracteristicas enoldgicas y
organolépticas de vinos cv, Chardonnay. Informe n° D88/230205 —INTA.

El objetivo fue evaluar el efecto de la utilizacion de manoproteinas(considerando las
levaduras secas inactivas como manoproteinas) de uso enologico sobre las caracteristicas

organolépticas(aporte en boca, preservacion de los aromas, prevencion de la oxidacion), de

vinos elaborados a partir de uvas cv. Chardonnay

Se partié de uvas cv. Chardonnay , provenientes de la localidad de Mayor Drummond, Lujan

de Cuyo, pertenecientes a la EEA- Mendoza.

Las mismas fueron cosechadas a mano e inmediatamente transportadas a la planta piloto del

Centro de Estudios de Enologia, de la EEA- Mendoza.

Los tratamiento ensayados correspondieron a un testigo (sin agregado de manoproteinas), y a
un mosto con agregado de manoproteinas de uso enoldgico, en dosis de 20g.HL en dos
momentos : 10 g/HI al inicio de la fermentacion alcoholica y 10 g después del primer trasiego.

Los tratamientos ensayados fueron los siguientes:
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* Testigo (sin agregado de manoproteinas)

* Manoproteinas OptiWHITE 20 g/HI

3.1.3.4.1 Procedimiento:

Solo fueron sometidos a moliendo los racimos que presentaban ausencia de Botrytis cinérea,
al menos visual. La unidad experimental fue de 100kg de uva para cada tratamiento. Previo a
la molienda se les determino a las uvas de cada variante: contenido azucarino (°Bx), acidez
total y pH por métodos oficiales argentinos. No se llevo a cabo la correccion de rutina de la
acidez total del mosto, ya que la materia prima presentaba un contenido superior a 7,5g/1 de

acido tartarico.

Posteriormente las uvas fueron molidas, descobajadas , y sometidas a una maceracion a 18°C
por un lapso de dos horas, lo cual se dejo escurrir el mosto flor, el mismo fue sulfitado
inmediatamente a dosis de 50 mg/l y adicionando 5g/1 de bentonita. En estas condiciones se le
efectud un desborre previo sometiendo el mosto a una temperatura de 5° C durante 24 hs.
Finalmente , el mosto limpido fue separado de las borras gruesas y sometido a fermentacion
de damajuanas de 25 L a una temperatura controlada de 18°C, previo al agregado de levaduras
secas seleccionadas Lallemand EC- 1118 en dosis de 20g/HL En el agua de hidratacion de las
levaduras , se adiciono el producto Go-Ferm de la misma empresa , en dosis de 20g/HL En
este momento se agrego también la primera dosis (10g/HL) de las manoproteinas OptiWHITE
en el tratamiento correspondiente. Una vez terminada la fermentacion se ajusto el SO, a 45
mg/l de SO, libre y se realizo un battonage semanal, removiendo las borras durante
aproximadamente 1 mes y medio. Acto seguido los vinos fueron trasladados a camara de frio
durante 1 semana a una temperatura de 3-4°C para la estabilizacion tartdrica y posteriormente
trasegados. En este momento se agrego la segunda dosis (10g/HI) de manoproteinas
OptiWHITE. Luego de esta operacion se dio por terminado el vino, procediendo al
embotellado del mismo previo filtrado por membrana de celulosa y ajuste del SO, a 35mg/1
de SO; libre.

Se realizo un analisis organoléptico con un panel de 12 jurados expertos, mediante analisis

descriptivo y pruebas de preferencia , trabajando siempre sobre muestras anonimas.

Para el analisis descriptivo , en una degustacion preliminar se seleccionaron los descriptores

que sirvieron para diferenciar los vinos. En una segunda degustacion se procedié a medir la
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intensidad de cada uno de los descriptores seleccionados mediante una tabla estructurada de 1
a 5.Luego se obtuvo el promedio de todos los degustadores para cada vino y para cada

descriptor

3.1.3.4.2 Resultados y Discusion:

Datos analiticos de los vinos terminados:

Tabla N°2: Analisis finales de vinos oblenidos a partir de uvas cv. Chardonnay, provenientes de Mayer Drummond,
Lujan de Cuyo, Mendoza. Efecto del uso de manoproteinas sobre las caracleristicas organolépticas de los vinos.
2005.

Acidez total
- Azicares  Acidez volatil
Tratamiento w {“é:m“' pH reductores (gL de dcido Tsfl;l S?; Abs. 420 nm
tartrioc) ol acética)
Testigo 14 30 5,55 362 258 0,20 5760 1728 0,016
OPTI-WHITE 20 ghl' 14,30 581 353 2,35 027 7168 2112 0,011

Puede apreciarse que el tratamiento OptiWHITE , presento un valor de Absorvancia a 420 nm
(tonos amarillos), mucho mas bajo que el tratamiento testigo. De acuerdo con este pardmetro ,
considerando como una medida del estado de oxidacion del vino terminado, el vino
correspondiente al tratamiento OptiWHITE presentaria un color mas conservado en cuanto a

oxidacion, que el tratamiento Testigo.

Andlisis Sensorial:

1. Analisis descriptivo:

Se encontré que el vino tratado con manoproteinas OptiWHITE , fue percibido por los
degustadores como con una menor intensidad de color y matiz verdoso, en comparacion con
el tratamiento Testigo. Para el resto de los descriptores organolépticos , el analisis de la
varianza, utilizando el Test de Tukey, para un nivel de significancia del 0,05% no encuentra

diferencia entra ambos.

Tabla N°3: Descriptores organolépticos de vinos obtenidos a partir de uvas cv. Chardonnay, provenientes de Mayor
Drummond, Lujan de Cuyo, Mendoza. Efecto del uso de manoproteinas sobre las caracteristicas organolépticas de
los vinos. 2005.

Intensidad
Intensidad Matiz Frutos Cancentra Caloren Untuosi-
Tratamiento e vl ; a e trontead Herbaceos i Acidez I Amargo tad
Testigo 342" an" 292" 254" 1,50° 22" 225" 267" 183" 283”7

ﬂr‘:"‘"“ 280" | 238 304 | ape* | 47 | 287 287  2n* 293t 2wt

* Valores precedidos por letras diferentes indican diferencias significativas para el Test de Tukey y P<0.05
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Intensidad colorante )
35 == Testigo

OPTI - WHITE

Concentracion Matiz verdoso

Frutas tropicales

Fig. N°3: Descriptores organolépticos de vinos Testigo y Manoproteinas OPTI - WHITE,
obtenidos a partir de uvas cv. Chardonnay , provenlentes de Mayor Drummond, Lujén de
Cuyo, Mendoza. 2005.

3.1.3.4.3 Conclusiones:

No obstante lo dicho, cabe aclarar que , sin haber preferencia estadistica, el vino
correspondiente al tratamiento OptiWHITE resultaria algo mas “preferido” por los

degustadores en comparacion con el vino testigo.

Siendo percibido por los degustadores el vino tratado con una menor intensidad del color y

matiz verdoso, en comparacion con el tratamiento Testigo.

145



3.2 Glutatién vy la legislacion

El INV no tiene contemplado el uso del glutatiéon en vinos (practica enologica ni tampoco

como producto enologico).

La OIV esta tratando el tema para su empleo en mostos y vinos pero aun sin aprobacion plena
de los paises miembros. El método de determinacion aprobado por este organismos es por

determinacion por electroforesis capilar.

En el Vandemecum se encuentran los productos de uso Enolégico, otros productos vy
elementos de uso en establecimientos vitivinicolas aprobados por el INV, cualquier producto
que no esté en este, no tiene el permiso legal del departamento de control y aprobacion de

productos -INV .

OptiWHITE, OptiMUM-WHITE, Springarom, Biarom, Fresharom, BoosterBlanc, Elevage

GLU, el unico que no se encuentra en la lista del Vandemecum es el ActimaxGSH.

Los productos antes mencionados no se encuentran dentro de los productos considerados

dentro del grupo de Antioxidantes por el INV, sino en el grupo de Levaduras y Activadores.

La informacion técnica de cada producto sobre su concentracion de glutation se ha realizado
en paises del exterior, en nuestro pais, de la lista de productos aprobados tenemos muchos de

estos de los que se desconocen su concentracion en glutation.
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N° | PRODUCTO | EMPRESA MARCA CERTIF. DE | RESOL. / DISP.
APROB.
Ne° FECHA | N° FECHA
331 | Levaduras Lallferm S.A. | Opti White 8- 03-02-05 | B-5 28-01-05
Inactivas 000353
438 | Levadura Seca | A.E.B. Batonnage 8- 20-03-06 | B-22 | 02-03-06
Inactiva Argentina Plus 000467
S.A
Elevage
652 | Paredes Saf Argentina | Springarom | 8- 06-02-09 | B-7 27-01-09
Celulares De | S.A. 000698
Levaduras Y
Tiamina
753 | Paredes Laffort Bioarom 8- 14-04-10 | B-41 | 29-03-10
Celulares De | Oenologie 000804
Levaduras Argentina
S.A.
837 | Paredes Lallferm S.A. | OptiMUM 8- 18-01-12 | C-33 | 09-08-11
Celulares De White 000892
Levaduras
939 | Levaduras Lallferm S.A. | Booster 8- 07-03-13 | C-33 | 09-08-11
Inactivas Blanc 000995
103 | Paredes Laffort Fresharom 8- 23-04-14 | B-41 | 29-03-10
7 Celulares De | Argentina 001099
Levaduras S.A
107 | Levadura Durox Booster 8- 02-12-14 | C-33 | 09-08-11
5 Inactiva Enologia Blanc 001139
S.R.L.

147




3.2.1 Otros- Productos enoldgicos comerciales En la legislacion del INV

En la legislacion del INV, principalmente dentro del Vandemecum, estan aprobados para su

uso €n:

LEVADURAS Y ACTIVADORES

N° | PRODUCTO | EMPRESA MARCA CERTIF. DE | RESOL. /
APROB. DISP.
Ne FECHA | N° | FECHA

535 | Cascaras  De | Centro Enologico | Génesis 8- 16-07- | B- | 03-07-
Levaduras Rivadavia Fresh 000583 | 07 52|07

S.A.

533 | Cascaras  De | Centro Enolégico | Génesis 8- 16-07- | B- | 03-07-

Levaduras Rivadavia Prime 000581 | 07 52 107
S.A.

534 | Cascaras  De | Centro Enoldgico | Génesis Lift | 8- 16-07- | B- | 03-07-

Levaduras Rivadavia 000582 | 07 52 107
S.A.

216 | Nutriente  En | Lallferm S.A. Opti-Red 8- 29-05- | B- | 10-05-
Polvo- 000226 | 02 21 |02
Levaduras
Nativas

327 | Levaduras Lallferm S.A. Red  Style | 8- 03-02- | B- | 28-01-
Inactivas 1.0 000349 | 05 5 |05

707 | Mezcla De | Lallferm S.A. White Style | 8- 22-12- | B- | 10-12-
Activadores 'Y 000755 | 09 59 109
Nutrientes

452 | Cortezas  De | Abastecimientos | EXTRAferm | 8- 23-03- | B- | 13-03-
Levaduras Argentina S.A 000480 | 06 42 | 06

592 | Paredes Enobo S.A. Stper 8- 11-01- | B- | 04-01-
Celulares De Bouquet 000635 | 08 1 |08
Levaduras
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ESTABILIZANTES

I PRODUCTO EMPRESA | MARCA | CERTIF.DE FESOL. / DISP.
APROB.

126 | MANOPROTEINAS | Nutring Mannovin | 6- 27-11- | B-63 | 21-11-08
S.A 000202 | 08

147 | MANOPROTEINAS | Laffort Mannostab | 6- 14-04- | B-46 | 31-03-10
Argentina 000326 | 10
S.A

345 | MANOPROTEINAS | Laffort Biolees 8- 09-03- | B-20 | 03-03-05
Oenologie 000372 | 03
Argentina
S.A
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3.3 Vinos Organicos:

La produccion organica es un sistema sustentable en el tiempo y que mediante el manejo
racional de los recursos naturales y evitando el uso de los productos de sintesis quimica,
pueda brindar productos sanos. A su vez debe incrementar o mantener la fertilidad de los

suelos y la diversidad biologica.

La produccién organica tiene como objetivo principal la produccion de alimentos con mas

sabor, saludables e inocuos para la salud humana y el medioambiente.

Para producir organicos este debe estar certificado por una empresa certificadora habilitada,

regulada y controlada por el SENASA. Ley nac. 25127.

La calidad del producto final esta intimamente relacionada con el manejo en la produccion de
la uva, las técnicas, condiciones y oportunidad de la cosecha, el transporte, calidad de las

instalaciones y el proceso de vinificacion.

Como primera medida a tener en cuenta para la elaboracion de vinos, “a partir de uvas
organicas “u “organicos” (sin adicion de SO,), se debera tener la certificacion definitiva de
los vifiedos, si estos fueran nuevos deben cumplir con los requisitos de agricultura organica
desde el momento de implantarse, si fueran vifiedos convencionales con una cierta
antigiiedad, deberan sufrir un periodo de TRANSICION. Este tiempo tendra una duracion

estipulada por la certificadora.

3.3.1 Vinificacion:

Todas las etapas del proceso y las medidas de tratamiento de las uvas, como la preparacion

del mosto para vino organico deberan perseguir los siguientes objetivos:
a) Evitar procesos que demanden un uso excesivo de agua y energia
b) Limitar al minimo el uso del Didxido de Azufre (SO,)

c) Evitar el uso de cualquier material o sust. que en su fabricacion, empleo y/o eliminacion

sea problematica para la salud o medioambiente.
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3.3.2 Clarificado-Estabilizacion de los fenoles

En este momento hay dos maneras de resolver los problemas de estabilidad de los fenoles:
eliminar las mas inestables o afadir los agentes de proteccion, que evitan o frenan las

reacciones de oxidacion.

Para eliminar selectivamente parte de los fenoles, se pueden utilizar los mismos adyuvantes
usados en la fase de tratamiento del caldo o jugo, a saber, la caseina, la ovoalbumina, la

gelatina, la proteina vegetal, la ictiocola, etc.

Los taninos enologicos, de diferente origen botanico se extraen de diferentes formas y actuan
como agentes protectores. Ellos actian como antioxidantes produciendo radicales libres de

ellos mismos antes de reaccionar con los fenoles del vino.

Recientemente las cascaras de levadura ricas en glutationato (un péptido a base de azufre —
naturalmente presente en las uvas y sintetizada por las levaduras — con propiedades

antioxidantes fuertes); han dado propuestas para la misma funcion accion.

Estas preparaciones de levadura parecen también incrementar el contenido en polisacaridos
del vino, con efectos positivos en el sabor y la estabilidad; no obstante, si se afiade en
cantidades muy altas, pueden afectar adversamente las notas sensoriales (p. e. sabores a

queso), y también comprometen la estabilidad coloidal del vino.

3.3.3 Gestion del SO..

3.3.3.1 Caracteristicas Analiticas

Contenidos de SO, maximos (en vinos organicos).
* Tintos 70 mg/l
* Blancos y Rosados 80 mg/1
* Dulces y abocados 100 mg/l

¢ Espumantes 80 mg/I
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3.3.3.2 Relevancia de la utilizacion de didxido de azufre en los mostos y vinos

Los sulfitos son hoy en dia considerados como aditivos fundamentales en las diferentes etapas

de la produccién de vino, por su actividad antimicrobiana, antioxidante y anti-oxidativa.

El SO; ha sido la molécula “magica” que nos ha ayudado en enologia a controlar de forma

tremendamente eficiente en estos aspectos.

3.3.3.2.1 Beneficios del SO;:

Realiza una seleccion de la flora microbiana ya que inhibe el crecimiento de levaduras

no-Saccharomyces poco productores de alcohol y de bacterias no deseadas

Inhibe las oxidasas que afectan a la uva, enzimas catalizadoras de oxidacion de los

fenoles y el aroma de los mostos.

Efecto antioxidante: protege de consecuencias nefastas para el color y el aroma
» “secuestra” el oxigeno antes de que reaccione con otros compuestos del vino
» Reacciona con el peroxido de hidrogeno
» Reduce las quinonas producidas por la oxidacion a su forma fenol inicial.

Facilita la extraccion de fenoles y materias colorantes de las células del hollejo de la

uva

Reacciona con componentes del vino: acetaldehido, acido piruvico, acido 2-
oxoglutarico, antocianos , acido cinamicos y azucares reductores, modulando las
propiedades sensoriales del vino y modificando reacciones de polimerizacion de

fenoles durante la crianza y conservacion
Protege el aroma del vino
» Se uno con el acetaldehido lo que evita el aroma a oxidacion de este

» La frescura se conserva durante el envejecimiento.
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3.3.3.2.2 Perjuicios del SO,

* Destruye la tiamina (vitamina Bl, pérdida del valor nutricional), un factor de

crecimiento de la levadura que disminuye la produccion de compuestos carbonilicos :

| tiamina— 1 carbonilicos — | SO, fbre — 7 dosis 50,
* Retrasa o impide la fermentacion malolactica

* En ciertas circunstancias origina sabores y olores a sulthidrico y mercaptano

e Si la dosis adicionada es demasiado elevada el vino adquiere un olor picante

caracteristico de este producto y dejo desagradable
¢ Se une a los antocianos decolorandolos.

* El consumidor demanda cada vez mads alimentos con alto valor nutricional
microbiologicamente seguros y los mas “naturales” (sin aditivos quimicos).Importante

en alimentos ecoldgicos/organicos.

3.3.3.2.2.1 Toxicidad de los sulfitos

Las alergias al vino no son tan raras y pueden provocar entre 15 y 30 minutos después del

consumo de vino una rinitis, una crisis de asma, una urticaria o dolores abdominales.

Es a veces dificil de determinar con precision cudl es el alérgeno responsable de

manifestaciones alérgicas ya que numerosas sustancias son encontradas en el vino.

A pesar de las reacciones basicas sefialadas anteriormente, el didxido de azufre es bien
conocido como una sustancia venenosa y alergénica (LD50: 0,7-2,5 mg/kg de peso corporal,
dependiendo de las especies animales, la ingesta maxima diaria: 0,7 mg/kg de peso corporal),
y por esta razon podria tener un fuerte impacto en la percepcion de los consumidores en lo

que respecta a la salud humana.

Se han atribuido numerosas reacciones a sulfitos como diarrea, dolores abdominales, nduseas,
vomitos, urticaria prurito, angioedema, cefaleas, dolor toracico, lipotimia, eritemas
inespecificos, etc. Es conocida la importancia de los sulfitos como desencadenantes de bronco

espasmos y asma grave.
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En el Reglamento CE 1991/2004, los sulfitos deben indicarse en la etiqueta si el contenido
global de vino es superior a 10 mg/L. Esto representa un grave problema para los productores
de vino (si se plantea la oportunidad de reducir los niveles de SO;) y es un tema importante,

sobre todo para el “sector ecologico”.

Y en el Reglamento (CE) N° 607/2009, la mencion de la presencia de sulfitos en el producto
se indicara de la siguiente forma: “Contiene”, seguida de alguna de las siguientes
denominaciones “sulfitos” o “dioxido de azufre. Esto hace que, la indicacion de la presencia

de sulfitos en los vinos sea siempre obligatoria. Podra ir acompaifiada del pictograma:

AL R

Pk,
I'..I
E:

| 50, _
:'“_;_i - {x"'
T

Incluso los vinicultores convencionales orientan su accion a la disminucion de la cantidad de
SO, en sus productos y, a menudo, los consumidores esperan encontrar menores niveles de
los aditivos en vinos de viticultura ecoldgica. Es mas, algunas preguntas relacionadas con el
uso de sulfitos en enologia estan todavia en cuestion. Por ejemplo: “;Hasta cuanto es posible
reducir los niveles de dioxido de azufre, sin correr el riesgo de la degradacion de la calidad, el
sabor, el aumento de la contaminacion microbiana, la oxidacion durante la vinificacion o el

almacenamiento en barriles o botellas?”

3.3.3.3 Practicas de vinificacion importantes para reducir el nivel de azufre

Hoy en dia diferentes practicas alternativas y aditivos podrian utilizarse para reducir el uso de
sulfitos en la elaboracion del vino, pero la eliminacion completa de los sulfitos es, por el

momento, no es posible todavia.

La viabilidad de la reduccion de didxido de azufre es posible durante la etapa de vinificacion.
No en todas las fases del proceso de produccion del vino existen tecnologias adecuadas

disponibles o para sustituir parcialmente o reducir el dioxido de azuftre.

e QGestion correcta de la inoculacién de levaduras seleccionadas

La realizacion de la fermentacion alcohdlica sin adicion de sulfitos, significa que la
inoculacion de levaduras seleccionadas se lleva a cabo en un medio altamente contaminados

por microorganismos silvestres. En estas condiciones, las levaduras silvestres y las bacterias
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lacticas pueden crecer y consumir el nitrogeno asimilable (YAN) que es una fuente basica de

nutricion de las levaduras

Saccharomyces. Este consumo se produce en el caldo solo en las primeras horas después del

prensado y, en general, conduce inevitablemente a un lento proceso de fermentacion.

Con el fin de evitar esta situacion, cuando no se utiliza de SO, antes de la fermentacion
alcoholica, se recomienda hacer una muy temprana inoculacion del cultivo de arranque
(“starter”) seleccionado. Esta practica permite la dominancia del Saccharomyces durante la

fermentacion, porque la fase de seleccion del iniciador, se reducira

¢ Adicién de YAN

Cuando la fermentacion se gestiona sin didxido de azufre, es también recomendable el control
de la levadura de nitrégeno asimilable. Por lo general, los mostos de uvas ecoldgicas no son
muy ricos en YAN y asi deben ser reintegrados, de ser posible, antes de la inoculacion de

levaduras.

Por otra parte, una menor adicion de SO, antes de la fermentacion, puede reducir la
produccion de acetaldehido y asi disminuir la incorporacion del aditivo y mejorar su potencial

actividad en las ultimas etapas del proceso de vinificacion

¢ Co-inoculacion de levaduras v bacterias lacticas

¢ Tecnologias de hiperoxigenacion y de hiper reduccion

Las practicas de hiperoxigenacion y las tecnologias de hiper-reduccion pueden también
utilizarse para reducir los niveles de SO, en los mostos. La primera consiste en una enorme
adicion de oxigeno o aire con el fin de oxidantes completamente todas las materias inestables.
La hiper-reduccion se basa en la adicion de acido ascorbico o de otros antioxidantes para

proteger a la misma debe partir de las reacciones oxidativas

¢ Conservacion bajo gases inertes
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3.3.3.4 Aditivos Alternativos:
e Acido Ascorbico (Vitamina C):

Se encuentra en uvas sanas entre 50-100 mg/l. Se consume casi en su totalidad después del
estrujado — prensado (reaccion con quinonas de hidroxicinamoil-tartaricos para dar los acidos

originales). En el vino es un potente secuestrante del oxigeno, mas rapido que el SO,.
Ascorbico + O, H,0; .Por ello se propone la adicion conjunta con SO,

¢ Lias de vinificacion:

Las lias solas o en combinacion con otros antioxidantes (ascorbico) son efectivas en la
“desactivacion “del oxigeno y de los radicales libres, pero pueden inducir el pardeamiento

durante el almacenamiento.

¢ Autolizados de levaduras

A partir de las propiedades antioxidantes de las lias de vinificacion se han desarrollado

diferentes sub-productos de las levaduras:
1. Levaduras Inactivas
2. Autolizados de levadura
3. Paredes celulares de levadura
4. Extractos de levadura

De acuerdo con los productos su capacidad antioxidante se relacion con su capacidad de

liberar al medio polisacaridos, macromoléculas antioxidantes y glutation.
¢ Glutation

Se encuentra en uvas y mostos (14-114 mg/l). Es capaz de inhibir ciertos radicales libres
(DPPH).Frena la oxidacion de 4cidos hidroxicinamoil-tartaricos produciendo GRP, evitando

la formacion de quinonas y previniendo el pardeamiento.

Solo o en combinacion con cafeico frena el descenso en terpenos y esteres tipico de la
evolucion de vinos blancos en botella. En vinos Sauvignon blanc anadido en el embotellado

preserva la concentracion de ‘MH después de 3 afios de conservacion. En condiciones
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demasiado reductoras aumenta los niveles de H,S durante el embotellado y mas en presencia

de concentraciones elevadas de Cu (II)

En condiciones muy oxidativas altas concentraciones de GSH pueden inicialmente proteger

contra la oxidacion pero eventualmente provocan pardeamiento.

El uso de GSH no se permite aun. Existen preparados comerciales de derivados de paredes

celulares de levadura que presentan con niveles altos de este compuesto.
» Polifenoles:

La adicion prefermentativa de taninos enoldgicos se han mostrado efectivos: inhibicion
enzimatica de las PPO’s y actividad anti-radical. No afectan al proceso fermentativo y en
algin caso se han comprobado que aportan incluso mejoras en la percepcion sensorial cuando

se comparan con vinos SO,.

¢ Chitosan- Chitin.

Polisacéarido con mas de 5000 unidades de glucosamina y acetilglucosamina respectivamente.
Se obtienen de exo-esqueletos de crustaceos, paredes celulares de hongos. Chitosan también

deriva de la Chitin por un proceso de de-acetilacion.

Su caracter antioxidante se debe probablemente a la eliminacion de Fe y Cu y a la adsorcion
de fenoles oxidados. El desarrollo del color se limita y es comparable a la proteccion del

sulfuroso.

e Sorbato (E200)

El acido sorbico presenta una fuerte accion anti-fingico pero no es anti-bacteriano y su uso

esta permitido por la OIV.

¢ Dicarbonato de dimetilo (E242)

Accion anti-fungica: inhibe alcohol-deshidrogenasa y gliceraldehido-3-P-deshidrogensasa. Es
mas efectivo contra las levaduras que el SO,.Mata a las células mientras que el segundo solo

inhibe su crecimiento manteniéndolas en estado de “viable pero no cultivables”.
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Capitulo 4: Experiencias practicas

4.1 Efecto de la adicion de levaduras inactivas ricas en glutation sobre la calidad de los vinos
rosados

4.1.1 Objetivos vy plan de trabajo:

El objetivo principal de este estudio fue:

* Comprobar el efecto de la accion antioxidante de diversos preparados de levaduras

secas inactivas ricas en glutation sobre la calidad de vinos rosados.

Para conseguir este objetivo se procede a la elaboracion de dos vinos rosados con distintas
dosis de sulfuroso, de la variedad Cabernet sauvignon, siguiendo el método tradicional de

vinificacion en rosado que servird de vinos control (VSO1 y VSO2).

Ademas se elaboraran otros cinco vinos (VDLI-VDLS5), a los cuales se le adicionaran
distintos preparados comerciales de LSI-GHS. Se lleva a cabo una analitica completa y un
test de oxidacion de los vinos. Finalmente, se llevd a cabo un estudio estadistico de los datos

obtenidos en los analisis de los vinos de los distintos tratamientos

4.1.2 Materiales v métodos:

4.1.2.1 Tratamientos y desarrollo de la vinificacion:

Una vez recibida la uva de la variedad Cabernet sauvignon procedente de la vendimia del
2013, de los vifiedos situados en la Finca Zamaduefias (ITACyL, Valladolid), se procedio a
su vinificacion en la bodega experimental de la ETSIIAA de Palencia (Universidad de
Valladolid), siguiendo un diagrama de flujo de vinificacién de rosado con maceracion (Fig.
2)
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Fig.2. Diagrama de flujo del proceso de vinificacién realizado

El despalillado y estrujado de la vendimia se realizdo en una despalilladora-estrujadora de
acero inoxidable y se sulfito a 15 mg/L de sulfuroso total. A continuacién, se macer6 el
mosto junto al hollejo durante 24 horas a una temperatura de 6°C. Posteriormente se procedid
al prensado de la uva, utilizando para ello una prensa horizontal de membrana axial durante
dos ciclos. Una vez obtenido el mosto se dejo durante 24 horas desfangado a una temperatura
de 6°C.

Al dia siguiente se realizd un trasiego, eliminando las heces y se tomd una muestra para
analizar pH, acidez total, densidad, °Brix, NFA, sulfuroso libre y total, IPT y color;

obteniendo los siguientes resultados:

pH T Densidad °Brix Acidez SO, SO, NFA IPT
total libre total

3,54 [ 11,4°C | 1100 g/L | 23 (13,45% grado | 4,5 g/L 5 15 290 | 14,25
alcoholico probable) mg/L | mg/L | mg/L

A continuacion una vez obtenidos los datos de la analitica se procedi6 a la correccion de la
acidez, utilizando para ello acido tartarico a una dosis de 0,75 g/L. El nitrégeno no se corrigid
dado que para un grado probable de 13,5%, el contenido de nitrogeno del mosto era

suficiente.

162




Después de realizar un nuevo trasiego para eliminar los fangos se inoculé el mosto con
levaduras neutras comerciales de la especie Saccharomyces cereviseae, a razon de 25 g/hL

siguiendo el protocolo del fabricante.

Una vez inoculado el mosto se divide el volumen total en 14 depositos de vidrio de 3 litros (7
vinificaciones por duplicado), procurando que el mosto sea lo mas homogéneo posible. Se

codificaron los depositos y se afiadieron los aditivos (tabla 1).

Tabla 1. Codificacion de los vinos y tipo de antioxidante afadido.

Codigo | Adicion de compuestos antioxidantes en | Adicion de compuestos

mosto antioxidantes en el embotellado
VSO1 30 mg/L SO> total Llevara 30 mg/L 8Os libre
VS02 15 mg/L 8O- total Llevara 15 mg/L SO, libre
VDL1 15 mg/L 805 total + 300 mg/L LSI-GSH 1 [ Llevara 15 mg/L 8Os libre

VDL2 15 mg/L SOz total = 300 mg/L LSI-GSH 2 | Llevara 15 mg/L SO libre
VDL3 15 mg/L 8O; total + 300 mg/L LSI-GSH 3 [ Llevara 15 mg/L 8Os libre
VDL4 15 mg/L SO: total + 300 mg/L LSI-GSH 4 [ Llevara 15 mg/L 8Os libre
VDL3S 15 mg/L 80; total + 300 mg/L LSI-GSH 5 | Llevara 15 mg/L SO libre

Los vinos VSO1 y VSO2 se tomaron como vinos control, por lo que no se les afiadio ningun
derivado de LSI-GSH. Antes de dar comienzo a la fermentacion alcoholica , el mosto de la

muestra VSOI fue llevado a 30 mg/l de SO, total.

El seguimiento de la fermentacion alcoholica se realizo diariamente midiendo densidad y
temperatura de cada deposito.Una vez finalizada la fermentacion alcoholica se sulfitaron los
vinos hasta conseguir la dosis de 30mg/l de SO, libre en el caso del vino VSOL1 , y de 15 mg/I
de SO; libre en los demas vinos. Una vez corregido el sulfuroso , se guardaron los vinos en
una camara a una temperatura de 6°C durante 7 dias para conseguir una correcta estabilizacion
por frio. Se realiz6 una analitica final de todos los vinos midiendo los siguientes parametros:
pH, acidez total y wvolatil, grado alcoholico, azucares reductores, polifenoles totales,
antocianos totales, taninos totales, acidos hidroxicinamicos, flavonoles y parametros de color.

Todas las analiticas se realizaron por duplicado para cada vino.

Los vinos fueron sometidos a un test acelerado de oxidacion, calentando los vinos a 45°C
durante 7 dias con una camara de aire, con el objeto de favorecer su oxidacion. Se tomaran
muestras a los 0, 1, 2, 4 y 7 dias, y se evaluaran los siguientes parametros por duplicado:
IPT, antocianos totales, taninos totales, acidos hidroxicindmicos, flavonoles y parametros de

color. Las muestras se centrifugaran a 4000 rpm durante 10 minutos antes de analizarlas.
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4.1.2.2 Tratamiento estadistico:

Con toda la informacion obtenida gracias a las analiticas realizadas, se realizo un analisis de
varianza (ANOVA), con la intencion de comprobar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los parametros fisico-quimicos (p < 0,05), comprobando asi

el efecto de los preparados de LSI-GSH anadidos.

Posteriormente con el test de Tukey se realizaron los diferentes subconjuntos homogéneos
definidos con letras. Ademas, se incluyé un andlisis por componentes principales. Dichos

analisis se llevaron a cabo con el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI.

4.1.3 Resultados v discusién:

4.1.3.1 Seguimiento de la fermentacion alcohdlica:

Para el correcto seguimiento y control de la fermentacion alcohodlica se midio de forma diaria
la temperatura y densidad de todos los vinos. Cuando la densidad se estabiliz6 sobre 992
g/L se procedio a realizar un andlisis de los azicares reductores, con el fin de asegurar que la

fermentacion alcoholica habia terminado.

En la grafica de tiempo-densidad (Fig. 3.) se muestra de forma comparativa, la cinética de

fermentacion de todos los vinos.
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Fig. 3. Cmédticade Ermentacién de os viros rosados: VEOD [Ving contral 1) VEO2 [Ving
contrel 2} VDL [Vinos que contiznen derivados de LSI-GSH]
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Durante el desarrollo de la fermentacion alcoholica se distinguen tres fases, claramente
diferenciadas en la grafica: (i) primera fase de latencia, las levaduras se reproducen y
comienzan a transformar los azicares en etanol, (ii) segunda fase de desarrollo celular,
momento en que las levaduras tienen una actividad de transformaciéon maxima y (iii) tercera
fase de declive en el que las densidades comienzan a estabilizarse y las levaduras mueren

debido a la falta de nutrientes y a la elevada toxicidad del medio.

Si observamos las cinéticas de fermentacion de los vinos control (VSO1 y VSO2), existe un
ligero retraso en el inicio de fermentacion del vino con la mayor concentracion de SO,
(VSO1), sin embargo, rapidamente se observa un incremento en la velocidad de su
fermentacion, superando al vino VSO?2. Este fendmeno se debe a un efecto de activacion que
tiene el SO, en dosis normales de vinificacion. La destruccion de sustancias toxicas, la
elevacion de la actividad proteasica de la levadura que incrementa los niveles de nitrogeno
organico asimilable y el mantenimiento en el medio de una mayor cantidad de oxigeno
disuelto que favorece la multiplicacion de las levaduras son algunas de las posibles causas que

pueden explicar la accion estimulante del SO,.

Por otro lado, los vinos VDL1 y VDL2 presentan unas cinéticas de fermentacion mas rapidas
que su vino control (VSO2) y el resto de los vinos suplementados con LSI-GSH,
finalizando su fermentacion un dia antes. Es probable que el diferente efecto de los
preparados de LSI-GSH en la velocidad de fermentacion sea causado por su distinta
composicion. La mayor parte de estas preparaciones pueden incluir la parte soluble
citoplasmatica de las levaduras rica en nitrégeno que favorece el desarrollo de las levaduras.
Sin embargo, este efecto no se ha observado en mostos con un alto contenido en nitrogeno

asimilable (300 mg/L).

Por otro lado, la adicion de la fraccion insoluble de las levaduras puede mejorar la eficiencia
de la fermentacion en medios ricos en nitrogeno debido al efecto detoxificante de las paredes
de levadura, ya que son capaces de adsorber metabolitos toxicos como los &cidos grasos de
cadena corta. Por otro lado, se ha descrito un mayor contenido en esteroles en estas
preparaciones, lo que permitira aumentar la permeabilidad de las membranas dando lugar a

una mayor eficiencia en la fermentacion.

El preparado LSI-GSH VDL4 promueve un comienzo mas rapido de fermentacion, aunque

no acorta la duracion total de la misma.
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4.1.3.2. Analisis de los resultados Fisicos “Quimicos sobre la adicion de LSI-GSH sobre los

parametros del vino:

A continuacion se va a valorar si la adicion de LSI-GSH sobre los vinos rosados, unido a una
reduccion del nivel de SO,, tiene efectos sobre los diferentes parametros evaluados. En la
tabla 2, se muestra, tras realizar el analisis de varianza, que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias para todos los parametros basicos de los
vinos, por lo que la adicion de LSI-GSH en los vinos si ha tenido un efecto marcado sobre
estos parametros. Todos los vinos acabaron la fermentacion con valores de azucares

reductores menores a 3 g/L..

Tabla 2. Parametros basicos de los vinos rosados.

Vino V501 vs02 VDL1 vDL2 VDL3 vDL4 VDL5 Significacion®
pH 3,15°£0,02 | 3,14™:0 3,09°£0,01 | 3,11%°:0,01 3,09°20 3,10°20,01 3,08°20 51
Acidez total (g/L) 6,50°+0,08 6,60°+0 5,80°°+0,29 | 6,60°+0,09 7°:0,081 6,50°£0,2 6,50°+0,09 sl
Grado aleohélico (%) | 10,7°:0,2 11°:0,2 10,5°°10,1 10,5°:0,4 9,9°:0,1 10,5°0,4 10,7°0,2 si
Acidez volatil (g/L) | 0,24°:0,01 | 0,25°#0,03 | 0,23°20,01 | 0,29°20,16 | 0,27°°:0,01 | 0,26°"+0,01 | 0,29°°+0,02 s

Sl: p-valor < 0,05, significativo al 95%:; MO: p-valor 2 0,05, no significativo.

Para los parametros pH, acidez total, grado alcoholico y acidez volatil no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos vinos control (VSO1 y VSO2), por lo

que la reduccion del nivel de SO; no afect6 a estos parametros.

La reduccion en el nivel de sulfuroso no promueve notables cambios en los parametros
basicos ni en el color de los vinos, lo que nos lleva a la conclusion que la adicion de LSI-GSH
ha aportado el mismo efecto que el sulfuroso durante la fermentaciéon en condiciones

normales.

Si comparamos el vino control (VSO2) con los vinos con LSI-GSH, no se observan marcadas
diferencias entre los vinos, a excepcion de las encontradas para los vinos VDL2 y VDL3. En
el vino VDL2 se observd la mayor acidez volatil (0,29 mg/L), no observandose diferencias

estadisticamente significativas entre el control y el resto de vinos con LSI-GSH.

Por otro lado, el vino VDL3 ademas de tener un bajo valor de pH (3,09), present6 la acidez
total mas elevada, caracteristica importante en un vino rosado, y un menor grado alcohdlico

(9,9%).

Existen pocos estudios que nos aporten informacion acerca del efecto de la adicion de LSI-

GSH durante la vinificacion.
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Recientemente, Andujar-Ortiz et al. analizaron el efecto que tenia el empleo de un preparado
de LSI-GSH sobre la calidad de un vino rosado de Garnacha. Sus resultados no concluyeron
que existieran diferencias importantes entre los valores de los parametros basicos del vino

(pH, acidez total y volatil y grado alcohélico).

Por otro lado, en un estudio realizado en vino Verdejo, la adicion de LSI-GSH no modifico
notablemente los valores de pH, acidez total y volatil y azlcares reductores, sin embargo, se
obtuvieron vinos con un ligero incremento en su graduacion alcoholica .Otros autores han
abordado el estudio de diversas preparaciones comerciales de LSI durante la vinificacion de
vinos tintos y blancos, y han observaron que los parametros enoldégicos basicos (pH, acidez

total y volatil y grado alcohdlico) no se veian modificados por la adicion de las LSI .

En este estudio, el indice de polifenoles totales (IPT) (Fig. 4) no presenta diferencias
estadisticamente significativas, al igual que los flavonoles (Fig. 6) y los 4cidos

hidroxicinamicos (Fig. 5) entre los vinos.
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Fig. 4. IPT de los vinos rosados terminados
4 Fig. 6. Flavonoles (Abs 365) de los vinos rosados terminados.

Ac. Hidroxicindmicos
o

5

a a a a
a a
& 2 : : :

VS0l V502 vDLL vDL2 VDL3 vDLa VDL

w

]

=

Fig. 5. Acidos hidroxicindmicos (mg/L &c. cafeico) de los vinos rosados terminados.

En cambio en cuanto al nivel de antocianos y taninos (Fig. 7 y 8, respectivamente), el vino
control VSO1 present6 los mayores niveles en estos parametros. Probablemente el uso de una

mayor dosis de SO, disminuyé la oxidacion de estos compuestos. Por otro lado, no se
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observaron diferencias estadisticamente significativas entre el vino control VSO2 y los vinos

con LSI-GSH para los antocianos y taninos.
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Fig. 7. Antocianos (mgyrL) de los vinos rosados terminados. Fig. 8. Taninos (g/L) de los vinos rosados terminados.

A priori, se podria pensar que estos preparados no tienen un efecto protector frente a la
oxidacion de estos compuestos, sin embargo es conocido el poder antioxidante del GSH .Por
otro lado, los polisacaridos de la pared celular presente en los preparados de LSI-GSH pueden
formar compuestos insolubles que reducen los niveles de antocianos y taninos .De esta forma,
es probable, que la accion antioxidante de las LSI-GSH (que implicaria un mayor nivel de
antocianos y taninos que su vino control) se encuentre compensada por la formacion de

compuestos insolubles con los polisacaridos.

En cuanto a los pardmetros de color, tanto ¢l % de amarillo como ¢l % de rojo si presentan
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras (Fig. 9 y 10, respectivamente),

en cambio el % de azules no (Fig. 11).
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Fig. 9. % Amarilio de los vinos rosadas terminados.
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En los vinos control la reduccion de la dosis de SO,, no modificod los parametros de color.
Por otro lado, la adicién de LSI-GSH no tiene una clara influencia en el color del vino. El
vino VDL2 present6 los menores valores para ¢l % de amarillo y los mayores para €l % de

rojo, sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Estos resultados estan en consonancia con los encontrados por Andujar-Ortiz. que no
encontraron claras diferencias entre los vinos rosado control y con LSI-GSH para los

parametros de color después de la fermentacion alcoholica.
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Fig. 12. Intensidad colorante de los vinos rosados terminados.

Mazuelas ,analizé el efecto de los derivados de los LSI-GSH levaduras ricos en glutation
sobre la calidad de los vinos blancos, obteniendo como resultado que los vinos adicionados
con LSI-GSH comenzaron antes la fermentacion alcoholica, al igual que ocurre en algunos
casos (VDLA4) de este estudio, y algunos vinos limitaron su pardeamiento gracias a la accion
de estos productos. Los parametros basicos de los vinos no se vieron modificados en ningun

caso.

4.1.3.2.3 Analisis multivariante de fin de fermentacion:

Se realizé un analisis por componentes principales de las muestras de vinos para comparar el
efecto que produce en los parametros fisico-quimicos la utilizacion de diferentes preparados
de LSI-GSH. Debido al elevado nimero de variables estudiadas, es necesario realizar una
compresion de los datos, reduciendo el numero de variables a unas pocas denominadas
componentes principales (CP) pero manteniendo la maxima informacién. De este modo, en
este analisis se emplearon 13 variables que fueron reducidas a cuatro CP con autovalores

mayores o iguales a 1,0.
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Estas cuatro CP juntas consiguieron explicar el 92,6% de la variabilidad de los datos
originales. La CP1 explico el 46,8% de la varianza; por otro lado, la CP2 explico el 24,8% de

la varianza.

En el grafico de la Fig.13, se muestra el diagrama de dispersion de las muestras de vino y de

las variables en funcion de las CP1 y CP2.
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Fig. 13. Diagrama de dispersidn de las muestras de vino y de las variables en funcidn
de las CP1y CPZ.

Puede observarse que hay cuatro vinos agrupados de dos en dos (VDL4 y VSO2) (VDL1 y
VDLY5), el resto de vinos aparecen separados a lo largo de todo el grafico. Dependiendo de la

cercania de las muestras a unos pardmetros u otros, su concentracion serd mayor o menor.

El vino VSOI1, se encuentra separado del resto con valores positivos elevados de CP1 y
valores algo negativos de CP2, por lo tanto este vino se caracteriza por altos valores de

taninos, antocianos, pH y % amarillo.

Los vinos VSO2 y VDL4 presentan caracteristicas similares al estar agrupados en el
cuadrante positivo de la CP1 y de la CP2, caracterizandose por tener la mayor graduacion

alcohdlica y el mayor pH, a la vez que presentan la menor acidez total y el menor nivel de

IPT.
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El vino VDL2 se encuentra en el cuadrante muy positivo de la CP2 y negativo de la CP1,

presentando altos valores de % rojo, % azul y acidez volatil.

Los vinos VDL1 y VDLS5 se encuentran agrupados en una region intermedia, presentando

valores bajos para todos los parametros.

Por ultimo el vino VDL3 se encuentra en el cuadrante negativo tanto de CP1 como de CP2,
presentando los mayores niveles de IPT, AT, AH y flavonoles; este vino ademas presenta la

graduacion y el pH mas bajos.

Atendiendo a los distintos compuestos fenolicos analizados, hay indicios que los vinos
suplementados con las LSI-GSH1 y LSI-GSH2 sufrieron menos grado de oxidacion durante el
test de oxidacion. Si bien, este comportamiento no se puede corroborar con los parametros de

color.

4.1.3.3 Test acelerado de oxidacion:

Con el objetivo de comprobar el efecto que tiene la adicion de preparados de LSI-GSH sobre
la oxidacion de los vinos rosados, se llevdo a cabo una oxidacion acelerada siguiente el
procedimiento  propuesto por Singleton y Kramling .A continuacion se muestran los
resultados obtenidos en los analisis realizados durante los dias 0, 1, 2, 4 y 7 de oxidacion para
los compuestos fendlicos y el color. Los resultados estan expresados en % relativos,

suponiendo el 100% el valor para después de la fermentacion alcohoélica (dia 0).

ACIDOS HIDROXICINAMICOS

115

110

€
be
ab
105 =
n a

100 n
. I I
i

VEO1 WOz VDLl vDL2 oLl VLA WOLS
Fig. 17 Acidos fidmxichamicos af ois 4 oe oadacion

il

171



FLAVONOLES

il

VEL1 VOLS
Flg. 18 Flsvonokes sl s 4 d fes! qedsciin.

1
ﬁ 1 ——TE01
§ @ " \ - Vi02
2 i == VDLL
: — L2
F —=VDL3

]
T == VDA
50 ——VDL5

1] 1 z 1 4
DiAS

Fig. 20 Ewolucidn miste [(en %) o sofocienos dursnrfe sl fest de  oxldecidn

ANTOCIANOS
a0 . g - a
b b b
mo- b =
8 — .- — = i == I =
50 | = -
A
a5 — — N S .
H = S .
o 1— = L - 2 . -
WRDL WEOY VoL woLa VoLl woiLa YoLs
Fig. 21 Antociznos o de 4 de axidecion
Evolucidn Taninos - Oxidacian
160
140 ——E01
1zZ0
T ——VvE02
an = ———————————  —a&—VDLL
; *:g ——TLZ
g — —— T3
o ——VDLa
[ z a & 8 B
Dins

Fig. 22 FEuolugidn misfivs (an 3% de feninas direnfs &f fesl de cuddsaidn

NOS

W50 V502 VDLl VDLZ voL3 WDL4 WOLS
Ag. 23 meninas 5/ s 4 de auddgcidn,

172



—=V501
=502
=—ir=VOLI
=.=VDOL2
==L
=& VOL4
==VOL5

Evalumciin % rojar

] 1 z 3 + 5 & 7
Fig. 26. Evoluzion mistive (en %) 0 82Ul CUrErTe &1 f8Sl OF cugscion

[iaz

Durante el test acelerado de oxidacion todos los vinos experimentaron un descenso medio en

el nivel de polifenoles totales (Fig. 14), que fue mas acusado para el vino VDLS. Por otro lado

el vino VDLI1 experiment6 el menor descenso de todos.
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Fig. 14. Evolucidn relativa (en %) del IPT durante el test de oxidacidn
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Este fenomeno tiene explicacion debido a la accion de las temperaturas elevadas que
favorecen la oxidacion de los vinos, conduciendo a una pérdida de compuestos polifendlicos.
Del analisis de varianza realizado con los datos del 4° dia de oxidacion (Fig. 15) se determind

que no habia diferencias estadisticamente significativas entre los dos vinos control.
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Fig. 15, IPT & 4° dig ob cxidacidn.

Por otro lado, el menor y mayor descenso en el % relativo de IPT se observo en los vinos
VDL1 y VDLS, respectivamente. Finalmente, el resto de vinos suplementados con LSI-GSH

no mostraron diferencias estadisticamente significativas con los vinos control.

Tanto los acidos hidroxicinamicos como los flavonoles (Fig. 16 y 18, respectivamente),
experimentaron un cierto aumento en el porcentaje de evolucion, para todos los vinos durante

el test acelerado de oxidacion.
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Probablemente, este comportamiento sea debido a la formacion de compuestos oxidados con
absorbancia a 320 y 365 nm. El estudio estadistico al 4° dia de oxidacion reveld que los vinos

VDLI1 y VDL4 son los que mostraron mayor absorbancia a 320 nm, mientras que el VDL4
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mayor absorbancia a 365 nm. Ademas, no se observaron diferencias para ambos parametros

entre los vinos control.

El porcentaje de disminucion del nivel de antocianos totales fue muy similar para todos los
vinos a lo largo de todo el test de oxidacion. Los vinos VDL1 y VDLS5 sufrieron un menor
descenso en el nivel de antocianos (respecto a su vino control VSO2), no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre el resto de vinos suplementados con LSI-
GSH. Al igual que los antocianos, los taninos también sufrieron un proceso de oxidacion
durante el test con calor, observandose un descenso de sus niveles con el tiempo. A los cuatro
dias de oxidacion, los vinos VDL3 y VDL4 son los que mantuvieron los mayores niveles de
taninos (en comparacion con el vino control VSO2), mientras que no se observaron

diferencias para el resto de vinos con LSI-GSH.

En cuanto al color de los vinos, no aparecieron diferencias estadisticamente significativas
para ningun vino analizado al 4° dia de oxidaciéon. De forma general, todos experimentaron
al inicio un descenso de su % de amarillos y % de azules, excepto VSO1 que aument6 su %
azul los dos primeros dias. Posteriormente se da un aumento de ambos porcentajes de colores
para todos los vinos el segundo dia del test; mientras que la coloracion azul seguira en ligero
aumento hasta el final del test, la coloracion de amarillo disminuira a partir del cuarto dia de
oxidacion. En cambio el % de rojo sufrié una disminuciéon los primeros dias, a excepcion de
los vinos VDL1 y VSO1 que por el contrario aumentan su porcentaje; el segundo dia del test
de oxidacion supone un punto de inflexion importante ya que todos los vinos adicionados con

LSI-GSH disminuyen su coloracion roja de forma constante hasta el ultimo dia.

Este fenomeno es normal debido a que la exposicion prolongada de un vino a un tratamiento
térmico en presencia de oxigeno, produce que los compuestos fenolicos se oxiden a

coloraciones amarillas, pudiendo polimerizarse y precipitar disminuyendo su contenido total .

Finalmente, para una mejor comprension de los resultados al 4° dia de oxidacion se realiz6 un
analisis por componentes principales con las variables significativas. La CP1 recoge el 45,7%
de la variabilidad de los datos, mientras que la CP2 el 28,8%. En la Fig. 27 se observa que las
muestras se agrupan en varios subgrupos. Cabe destacar el grupo formado por los vinos
VDL1 y VDL4 que presentan los mayores niveles para los % relativos para todos los

parametros analizados, lo que nos puede indicar que los vinos suplementados con los
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derivados de LSI-GSH1 y LSI-GSH4 sufrieron un menor grado de oxidacion, si bien, es

preciso comentar que no se observaron diferencias estadisticas para los parametros de color.
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Fig. 27. Diagrama de dispersién de fas muestras de vino y de las variables al 4° dia de
oxidacion en funcidn de las CP1y CP2.

La conclusion final de este estudio es que el empleo de levaduras inactivas ricas en glutation

si tiene consecuencias sobre la oxidacion de los vinos rosados, limitando las pérdidas de

color.

Sin embargo no se puede corroborar esta afirmacion con absoluta certeza, para ello seria
necesario desarrollar estudios complementarios que aporten nuevos datos con los que poder

comparar los resultados obtenidos.
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4.2 Nuevo método UPLC-MS / MS para evaluar el efecto de la preparacion de levadura o

levadura seca cepa inactiva enriquecido en los niveles de glutation en las células de

levaduras, mosto, vino y durante la fermentacion alcohdlica

4. 2.1 Introduccioén

La actividad antioxidante de glutation reducido (GSH) en el mosto y el vino ha sido bien

establecida.

El glutation reducido (GSH), la forma dominante en las bayas de uva se ha encontrado que

puede aumentar o disminuir durante la fermentacion alcoholica.

La evolucion de GSSG, formado tras la oxidacion de GSH, durante la fermentacion
alcoholica, encontrd que los niveles de GSSG aumentaron inicialmente y luego disminuyeron
durante la fermentacion del jugo de Koshu. También han informaron de niveles de GSSG en
el jugo de uva blanca con diferentes adiciones de oxigeno en un rango de 0,46 mg /L a 2,93

mg/ L.

Manejo oxidativo del jugo condujo a niveles significativamente mas altos de GSSG. La
cuantificacion de GSSG puede resultar interesante ya que, posiblemente, podria ser utilizado

como un indicador para la oxidacion.

En vino niveles de GSH elevados pueden contribuir indirectamente a la calidad del vino. Sin
embargo, la adicion de la categoria alimenticia GSH al mosto o vino no esta permitido por la
regulacion del vino actual. Hay, sin embargo, otros aditivos permitidos disponibles en el
mercado que pretenden aumentar los niveles de GSH vino y tener efectos positivos en la
calidad del vino, especialmente en términos de aroma y la preservacion del color . Estos
productos, que se refiere como preparaciones de levaduras secas inactivas enriquecidas-GSH
(GSH-IDYs) se incorporan durante la fermentacion alcoholica y pretenden aumentar el
contenido de GSH vino, ya sea por la liberacion de GSH en el vino, o permitiendo que la
levadura para asimilar precursores de GSH para sintesis de GSH durante la fermentacion
alcoholica. GSH, que presenta mas de 95% de los tioles no proteicos en Saccharomyces
cerevisiae, puede dar cuenta de 0,5 a 1% del peso seco celular, dependiendo de las
condiciones de crecimiento. GSH-IDYs se fabrican a partir de la inactivacion térmica de S.
cerevisiae cultivado bajo condiciones especificas que estimulan la acumulacion intracelular de

GSH.
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Hasta la fecha hay so6lo un estudio ha evaluando los niveles de GSH liberados de GSH-IDYs.
Cuando se anade a 0,3 g / 1 para modelar el vino, los niveles de GSH liberados de cuatro
GSH-IDYs diferentes oscilaron entre 1 y 2 mg / 1, mientras que el total de niveles GSH
oscilaron entre 1,82 mg /L y 2,72 mg / L. Ademas, los efectos de ciertos parametros de vino,
tales como etanol y dioxido de azufre (SO;), sobre la liberacion de GSH por GSH-IDY's no se
han dilucidado.

Del mismo modo, el tiempo de adicion optima de este producto durante la fermentacion

alcohdlica, no se ha determinado en detalle.

Existen diversos métodos de analisis que se han desarrollado para el determinacion de GSH,

GSSG y el total de GSH en la uva, mosto y vino.

Recientemente un método de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC)
acoplado con un detector de matriz de foto (PAD) también se ha desarrollado utilizaron la
electroforesis capilar acoplada con deteccion de fluorescencia inducida por laser y

espectrometria de absorcion atomica.

Muchas de las metodologias antes mencionadas requieren mucho tiempo y se necesitan una
amplia preparacion de la muestra. Por lo tanto surge la necesidad de un método rapido,
preciso y robusto que requiere la preparacion de muestras minimo para la determinacion

simultanea de GSH y GSSG en el jugo de uva y el vino.

El objetivo de este estudio fue, por tanto, desarrollar un método UPLC-MS / MS confiable,
rapido y selectivo para la determinacion simultanea de GSH y GSSG en el jugo de uva, mosto
y vino. El método también permite la determinacion simultanea de GSH y GSSG en células

de levadura, asi como GSH-IDYs.

Este método se aplico para evaluar los niveles de GSH y GSSG extracelulares durante la
fermentacion alcohdlica complementados con GSH-IDY. Ademas, los efectos de la cepa de
levadura y tratamientos de canopia de vid en ambos niveles extra e intracelulares de GSH y

GSSG en un Sauvignon blanc deben durante la fermentacion alcohoélica se evaluaron.
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4.2.2 Materiales v métodos

4.2.2.1 Método UPLC-MS / MS

UPLC-MS / MS Se realizaron analisis sobre una Waters Acquity UPLC conectado a un
espectrometro de masas Waters Xevo de triple tetrapolo usando ionizacién por electrospray

en el modo positivo.

Separacion se realizé en una columna Waters Acquity BEH Fenil (100 x 2,1 mm, 1,7 micras),
utilizando un acido trifluoroacético 0,4% (disolvente A) a acetonitrilo (Disolvente B)

gradiente (Tabla 4.1). El volumen de inyeccion fue de 3uL

Tabla 4.1 concentracion de Solventes en el gradiente de elucion; A: acido trifluoroacético 0,4% (v /v), B: acetonitrilo.

Time (min) Flow (mL/min) % A % B
0 0.3 100 0
0.1 0.3 100 0
35 0.5 a8 2
3.8 0.5 0 100
4 0.5 0 100
4.01 0.3 100 0
55 0.3 100 0

Los ajustes de MS se optimizaron para mejor sensibilidad, se utilizd un voltaje de cono de
18V para GSH reducido y 20V para GSSG oxidada. Los datos fueron adquiridos en el modo
de monitorizacion de reaccion multiple (MRM). Una transicion MRM de 308,1> 179.1 a una

energia de colision de 17V se utiliz6 para GSH.

Una transicion MRM de 613.1> 355.1 a una energia de colision de 20V se utilizé para
GSSG. Las recuperaciones fueron probados en diversas matrices incluyendo el jugo blanco y
el tinto de uva y el vino, jugo de uva medios quimicamente definidos, la soluciéon vino de
modelo y de solucion salina tampon fosfato. Se encontré que una dilucion de cinco veces en

agua era Optima para dar los mejores recuperaciones y formas de los picos.

4.2.2.2 Determinacion de GSH en libertad de varios GSH-IDY's
El GSH, GSSG y los niveles de GSH total (GSH + 2 X GSSG equivalentes molares) liberados

en solucidon del modelo de cinco GSH-IDYs comerciales diferentes fueron evaluados
utilizando una soluciéon modelo. Los GSH-IDYs fueron suministrados por diferentes

fabricantes (Lallemand, LAFFORT, Springer Oenologie y Enartis).
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La solucion modelo consistio en 5 g / L de 4cido tartarico se ajust6é a pH 3,3 usando NaOH 5
M . Gas N se burbujeo a través de las soluciones modelo para alcanzar una concentracion de

02 <1 mg/ L (medidor de oxigeno NomaSense con sonda de inmersion).

1 g de GSH-IDY fue transferido cuantitativamente en un matraz aforado de 100 ml, lleno
hasta la marca con soluciéon de modelo y se agita durante 10 minutos donde después de los

analisis se realizé el muestreo de GSH. Este experimento se realizo por triplicado.

4.2.2.3 Influencia del tiempo, SO, y etanol sobre la liberaciéon de GSH por GSH-IDYs en la

soluciéon modelo

Con el fin de determinar los efectos del dioxido de azufre (SO,) y etanol (EtOH) sobre la
liberacion de GSH en la soluciéon modelo, SO, (50 mg / L, K;S,05) y EtOH (12% v / v)

adiciones a la solucion de modelo de acuerdo con la Tabla 4.2.

1 g de GSH-IDY fue transferido cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml, lleno hasta
la marca con el modelo solucion y se agita durante 10 minutos donde después se extrajo la
primera muestra de GSH. Los vinos modelo se mantuvieron a 20 ° C después de lo cual se

extrajeron muestras adicionales después de 1 hora y 24 horas de tiempo de contacto.

El contenido de GSH se determin6 como mg / L o GSH GSSG liberado de 0,3 g/ L de GSH-
IDY. Este experimento se realizo por triplicado para dos GSH-IDYs.

Table 4.2 Codes and description of the different model wines prepared. oo L,
Tabla 4.2 Coédigos y descripcion de los

Code EtOH (% v/v) S0, (mg/L) diferentes vinos modelo preparadas.
-EtOH/-50; 0 0

+EtOH/-80; 12 0

-EtOH/+50; 0 50

+EtOH/+450; 12 50

*Added as tartaric acid

4.2. 2.4 Influencia de GSH-IDY afiadié en diferentes etapas de fermentacién en los niveles de

GSH en el vino en produccion a pequeiia v gran escala

Para la produccion de vino en pequefia escala, las uvas se cultivan y procesan de acuerdo con
practicas viticolas y enologicas estaindar. Mosto de Sauvignon blanc se obtuvo de bodega

KWV, en Paarl, en bidones de 20 litros de acero inoxidable.

Tras la trituracion, se anadido una dosis de 50 mg / L de SO, al jugo. El aire en los

contenedores habia sido desplazada por el gas CO, .Gas adicional de CO, fue volado en el
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espacio de cabeza para excluir cualquier contacto de oxigeno y los recipientes fueron

transportados a la bodega experimental de la Universidad de Stellenbosch.

A su llegada a la bodega experimental, se midieron parametros de vino estdndar analiticos
(°Brix, pH, acides valorable como equivalentes de acido tartarico) utilizando un GrapeScan
FT 120 instrumentos. Concentracion de amoniaco se cuantifico por Bioanalisis usando el
método UV-glutamato deshidrogenasa enzimatica . Nitrogeno Libre de acido a-amino se
determind por el ensayo espectrofotométrico o-ftaldehido / N-acetil-L-cisteina descrito por
Dukes y Butzke. YAN se expresa como la suma del nitrogeno acido a-amino (FAN), ademas
de nitrogeno amoniacal. SO, libre y unida de los jugos se midi6 utilizando el método de

aspiracion. Los valores se presentan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Composicion del mosto Sauvignon blanc.

Table 4.3 Composition of the Sauvignon blanc must. (amoniaco nitrogeno dcido + a-amino)
Free SO, Total SO, YAN? ) i .
*Brix H b) acidez tratable
img/) img/J img/1) P gy | 7

125 44 380 218 338 6.68
¢) equivalentes de dcido tartarico

a) YAN: levadura de nitrogeno asimilable

A continuacion, el zumo se desplazdé con gas CO, en botellas de vidrio de 2 litros a un

volumen de 1,8 litros por botella.

Las botellas de vidrio se habian llenado previamente con agua que luego se desplazé con gas
CO; para lograr atmdsfera inerte. La concentracion de SO, libre de cada tratamiento se ajustod
a 30 mg / L por medio de 2,5% de adicién SO, (solucion K,S,05s) y los niveles de SO, fueron

confirmados por una unidad de titulacion Metrohm .

A continuacion, el zumo se inoculd con levadura S. cerevisiae QA23 a 0,3 g/ L rehidratado
en GoFerm Protect® de acuerdo con la recomendacion del proveedor.GSH-IDY-4 ademas en

0,3 g/ L se hizo para los diferentes tratamientos que se enumeran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4 Tiempo de GSH-IDY-4 adiciones a Sauvignon Blanc mosto durante la fermentacion alcohdlica.

Table 4.4 Time of GSH-IDY-4 additions to Sauvignon blanc must during alcoholic fermentation.

Code Description

Control No addition made

Juice Addition made to settled juice directly before inoculation with yeast
1/3 Addition made 1/3 through fermentation (at 14.5 °Brix)

2/3 Addition made 2/3 through fermentation (at 7.3 “Brix)
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Luego, cada botella se selld6 con un tapoén de goma provisto de una bolsa de aire para liberar
CO; durante la fermentacion y luego se pesa. La fermentacion se inicid a temperatura
ambiente después de lo cual las botellas se transfirieron a una habitacion de temperatura
controlada fijado en 15 ° C. FermaidK® nutriente de levadura a 0,25 g/ L se afiadi6 a la

fermentacion debe después de que se habian fermentado 5 ° Brix.

Las botellas se pesaron cada dia para seguir el progreso de la fermentacion. Cuando la pérdida
de masa se detuvo durante tres dias consecutivos, GrapeScan FT 120 da como resultado
confirmo que todos los vinos secos se fermentan hasta un contenido de azucar residual <5 g/
L. Este experimento, todos los controles y los tratamientos, se realizd por triplicado. Se
tomaron muestras tres veces durante el curso del experimento; muestras de jugo extraidos
antes de la inoculacion, el mosto de muestras en medio de muestras de fermentacion y el vino

alcoholicas después de la finalizacion de la fermentacion alcoholica.

Fermentaciones a mayor escala se realizaron en dos bodegas comerciales diferentes para
evaluar la influencia de las adiciones de GSH-IDY de mostos en los niveles de GSH en el
vino. El mismo mosto de Sauvignon blanc utilizado en la escala pequefia fermento se utilizo
para producir vino en una escala mas grande en KWV, una bodega comercial en Paarl,

Sudafrica.

En el otro experimento a gran escala, llevd a cabo en la bodega Hartenberg, Stellenbosch,
Sudafrica, se utilizé jugo de Riesling. 1 600 tanques de fermentacion litros se utilizaron a
KWYV mientras que 10 000 tanques de litros se utilizaron en la bodega Hartenberg. Los
tanques (de control y tratamiento de GSH-IDY) se llenaron alternando con el jugo establecido

para asegurar la homogeneidad.

Los mostos de Sauvignon Blanc y Riesling se inocularon con 0,3 g/ L de S. cerevisiae QA23
levadura y D254 , respectivamente, rehidratada en GoFerm Protect® de acuerdo con las

recomendaciones del proveedor.

Ademas GSH-IDY-4 en 0,3 g / L se hizo para el tratamiento de GSH-IDY tercera en la
fermentacion alcohdlica (correspondiente a "1/3", como aparece en la Tabla 4.4). FermaidK®
levadura de nutrientes (Lallemand) a 0,25 g/ L fue anadido a la fermentacion después del 5 °©

Brix que habian fermentado.
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Debido a las limitaciones de capacidad de las bodegas comerciales, las fermentaciones a gran
escala no se repitieron. Tres muestras fueron tomadas durante el curso del experimento;
muestras de jugo extraidos antes de la inoculacion, el mosto de muestras en medio de
muestras de fermentacion y el vino alcoholicas después de la finalizacion de la fermentacion

alcoholica.

4.2.2.5 Influencia de la cepa de levadura vy tratamientos en vifa sobre la canopia en niveles de

GSH extra e intracelular durante la fermentacion alcohdlica

4.2.2.5.1 Disefio experimental de la vifia

Este ensayo se realizé en 2011 en un Sauvignon blanc comercial (Vitis vinifera L) Edificio
situado en la region de Overberg . Las vifas (clon 316 injertados sobre portainjertos 101.14
Ruggeri) se plantaron en 2004. La direccion de la fila era NW-SE (2,8m x 1,5m). El sistema
de crecimiento y formacion fue la espaldera posicionado (VSP) espaldera (2 niveles de

alambres moviles) y el sistema de poda del cordon de division.

Dos tratamientos se aplicaron a la canopia del Sauvignon blanc: el lado con radiacion solar de
la mafiana con racimos expuestos al 100% y el otro con racimos sombreadas al 100%. Una
hoja total y la extraccion lateral en la zona de racimo (40 cm altura desde el cordon) se aplico

del 17 al 29 de diciembre de 2010.

El tratamiento con sombra era un canopia gruesa permanente en la zona del racimo durante el
crecimiento del fruto y maduracion. La parcela experimental fue presentado en un disefio de
bloques al azar. El experimento fue disefiado mas de 5 filas con 4 repeticiones de 5 plantas
por tratamiento y por fila. Solo totalmente expuestos y racimos totalmente sombreadas fueron

recogidos de los tratamientos respectivos y se utilizan para producir el vino de estudio.

4.2.2.5.2 Las condiciones de fermentacion

Ambos tratamientos fueron el 01 de marzo 2011 cosechadas a mano a + 23 ° Brix. Los
rendimientos para los dos tratamientos fueron 203,6 kg y 350,9 kg para los tratamientos
expuestos y sombreadas, respectivamente. Uvas de los dos tratamientos fueron despalilladas y
aplastados por separado. Treinta mg / L de SO, se afiadiéo a la masa de uva mediante la
adicion de 2,5% de SO; (K,S,05). Las uvas fueron prensadas a 0,5 bares y el mosto recogido
en contenedores previamente forradas con hielo seco . Enzima pectolitica (Rapidase® Vino
Stuper),se afiadio a 0,03 ml /1 para el jugo, el espacio superior del recipiente lleno de gas CO,

, sella y deja reposar durante la noche a 4 ° C. El mosto claro se acumul6 en un recipiente bajo

183



gas CO,, mezclado homogéneamente y se divide en botes de 20 litros de acero inoxidable
(que habia sido llenado previamente con gas CO;) a un volumen de aproximadamente 15
litros y se cerrd con una bolsa de aire. El ° Brix y los niveles de SO, libre se midieron en esta
etapa. El contenido de azlicar de los tratamientos expuestos y sombreadas fue 23,5 y 22,7 °

Brix, respectivamente, con el nivel de SO, libre es de 25 mg / | para ambos tratamientos.

A continuacion, el zumo se inoculd con S. cerevisiac VIN7 y Cross Evolution a 0,3 g/ 1 de
acuerdo con las recomendaciones y las fermentaciones de los proveedores se realizaron a 15 °©
C. Fosfato diamonico en 0,3 g / L se afiadio a la fermentacion debe después de que habia
fermentado 5 © Brix. GrapeScan FT 120 analisis de los vinos confirm¢ la finalizacion de la
fermentacion alcoholica, con la concentracion de azucar residual de todos los tratamientos que
son inferiores a 2 g / L. El vino fue trasegado de las lias con gas CO,, se hizo una adicion de
40 mg / L de SO; al vino después de lo cual fue estabilizado en frio a 4 ° C durante 1 semana.
Todos los vinos fueron embotellados bajo gas CO, en verde 750 ml botellas y sellados con
tapones de rosca. Muestras de mosto y el vino para la determinacion de GSH y GSSG se
elaboraron cinco veces durante la fermentacion alcohodlica correspondiente a 0%, 25%, 50%,

75% y 100% finalizacion de la fermentacion en términos de pérdida de azucar.

Muestras de levadura para la determinacion de GSH intracelular y GSSG se extrajeron cuatro
veces durante la fermentacion alcoholica correspondiente a 25%, 50%, 75% y 100% de

finalizada la fermentacién en términos de pérdida de azucar.

4.2.2.6 Procedimiento de muestreo, preparacion de muestras y andlisis de GSH

Las muestras destinadas a GSH analisis se hizo mediante la transferencia del volumen
requerido bajo gas CO, en botellas de plastico de muestreo que habian sido llenados

previamente con gas CO,.

Las muestras se elaboraron con una jeringuilla a través del tapon de goma bajo reflujo COs.
Antes de la toma de muestras, se hicieron 1.000 mg / L SO, (K,S;0s)y 500 mg / I de acido
ascorbico ,adiciones a las botellas de muestreo con el fin de evitar la oxidacion. Gas adicional
CO; fue soplado en el espacio de la cabeza de la botella de muestreo y luego se congeld

inmediatamente a -20 ° C hasta que se analizara la muestra.

El muestreo en las bodegas comerciales se llevo a cabo exactamente de la misma manera que
la descrita anteriormente con la excepcion de que las muestras de 500 mL se recogieron

directamente de los tanques utilizando los grifos de muestreo.
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Para el analisis de GSH extracelular, las muestras se descongelaron el dia de analisis y 2 ml
centrifugaron (Centrifuga 5415 D) a 12 800 rpm durante 5 minutos a 20 ° C. El sobrenadante
se diluy6 cinco veces con agua de grado HPLC suplementado con 1,000 mg / L de SO, y una
solucion de acido ascorbico 500 mg / L recién preparado para proteger la muestra contra la

oxidacion.

Las muestras extraidas para determinar el GSH y GSSG contenido liberado de las GSH-IDY's
se centrifugaron inmediatamente (Centrifuga 5415 D) a 12 800 rpm durante 5 minutos a 20°
C. El sobrenadante también se diluyd cinco veces con agua de grado HPLC SO, y acido

ascorbico que contiene como se describe anteriormente.

Mostos y muestras de vino para la determinacion del contenido de GSH intracelular fueron

extraidas de la siguiente manera.

Los mostos se mezclaron homogéneamente por burbujeo de los botes con gas N,.Una parte
alicuota de 2 ml se elabord y se centrifugé (Hermle Z233 M-2) a 5 000 rpm durante 5
minutos. Los sobrenadante se descartaron y el sedimento se lavo con 1 ml de una M EDTA 1
mM y Tris 20 (pH 8,5) solucion. Las células lavadas se re suspendieron en PBS (Na,HPO,
4,3 mM, 1,4 mM KH,PO4, NaCl 137 mM y KCI 2,0 mM, pH 7,4) que contiene 10% de acido
metafosforico e interrumpié con perlas de vidrio (500 micras de didmetro) durante 20
minutos a 8°C. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion (12 000 rpm, 10
minutos, 12°C). Concentracion de glutation se determind en el sobrenadante y se expreso
como mg de GSH (o GSSG) por g de células (como peso hiimedo). El sobrenadante se diluy6

pero no inyecta directamente.

4.2.2.7 Anélisis Estadisticos

Todos los analisis se realizaron utilizando Statistica V. 10 software. Unidireccional modelo de
ANOVA, de tres vias de mixto ANOVA y de medidas repetidas ANOVA de se han utilizado

para los analisis estadisticos.

Diferencias significativas fueron juzgados en un nivel de significacion del 5% (p <0,05).
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4.2.3 Resultados

4.2.3.1 Método UPLC-MS / MS

En comparacion con HPLC convencional, UPLC ofrece una mayor sensibilidad, velocidad y

resolucion para determinaciones analiticas, en particular cuando se combina con
espectrometros de masas capaces de adquisiciones de alta velocidad . UPLC-MS / MS
cromatogramas para las normas de GSH y GSSG se muestran en la Figura 4.1. Los tiempos

de elucion fueron 2,1 y 1,65 min para GSSG y GSH, respectivamente.

EX_WW_111027_32 MRM of 3 Channeia ES+
B513.4> 3551 [Onddiaad)
213

T f T T T T T T T T T T T T T T
025 050 075 100 125 130 w75 200 225 250 M5 A0 33 350 375 4

S Tir

025 050 075 400 @5 tE) 175 200 225 250 278 300 385 350 ATS 400 425 450 475 B0 58

Figure 4.1 UPLC-MS/MS chromatograms of (A) GSSG (2.10 min) and (B) GSH (1.65 min) standards.
Figura 4.1 UPLC-MS / MS cromatogramas de (4) GSSG (2.10 min) y (B) GSH (1,65 min) normas

Las recuperaciones de GSH y GSSG fueron probados en diversas matrices incluyendo el vino
blanco y el tinto, jugo de uva 'y jugo de uva con medios quimicamente definidos y solucién

salina tampon fosfato y se demostrado ser mejor que el 80%.

El limite de deteccion (LOD) de GSH fue de 0,002 mg / L, mientras que el limite de
cuantificacion (LOQ) fue de 0,01 mg / 1. E1 LOD y LOQ de este método para GSSG fueron
0,001 mg /Ly 0,005 mg/ L, respectivamente.

LOD fue tomada en una sefial a ruido de 3 y LOQ a una sefial a ruido de 10. El método

produjo respuestas lineales de hasta 20 mg / L y 40 mg / L de GSSG y GSH, respectivamente.

Tomado en cuenta la dilucion de cinco veces, éstos se mejoran los intervalos de concentracion

en comparacion con los reportados previamente . La preparacion rapida de muestras que
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implica una etapa de centrifugacion rapida seguida por dilucion permitido GSH y GSSG a ser
cuantificada en menos de 8 minutos. Este tiempo de analisis, incluso se puede acortar si la

muestra es microfiltrado (0,22 m, PVDF) en lugar de centrifugado durante 5 minutos.

Este método representa ventajas significativas sobre otros métodos para la determinacion de
GSH y GSSG en el zumo de uva y el vino. En primer lugar, el método permite la
cuantificacion directa y simultdnea de GSH y GSSG sin la necesidad de derivatizacion o una

etapa de reduccion para cuantificar GSSG.

No se requiere preparacion de la muestra, aparte de una etapa de centrifugacion rapida y
dilucion. Por otra parte, este método tiene actualmente el mas corto tiempo de analisis para la
cuantificacion de GSH y GSSG en muestras de jugo y el vino. En vista de la creciente presion
medioambiental, la reduccion en la generacion de disolvente con esta técnica es, pues, otra

ventaja.

El corto tiempo de analisis y una excelente sensibilidad del método permiten el analisis de
rutina de un gran nimero de muestras que podria afiadir un valor significativo a GSH

relacionada la investigacion en el vino.

4.2.3.2 Determinacion de GSH libre de varios GSH-IDY's
El contenido de GSH y GSSG en esta seccion se presentan como un 0,3 g / L de GSH-IDY.

Ademas con el fin de comparar los datos con los que el mosto y vino de Sauvignon blanc y el

estudio de Andujar-Ortiz donde se utiliz6 la misma dosis.

Diferencias significativas (p <0,05) en la cantidad de GSH publicado por el diferente GSH-
IDYs, se puede ver en la Figura 4.2.
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El GSH liberada por las diversas preparaciones oscil6 entre 1,45 mg /1y 2,53 mg/ 1, lo que
corrobora con los datos de Andujar-Ortiz quien inform6 de cuatro preparaciones de GSH-
IDYs para liberar entre 1 mg / L y 2 mg / L GSH en soluciones de vino sintéticos. Estos
autores propusieron que las diferencias en las cantidades liberadas pueden ser atribuidas a
diferencias en los procesos de fabricacion entre las preparaciones, especialmente en términos

de los nutrientes proporcionados durante el crecimiento del cultivo de levadura.

Varias estrategias de cultivo para optimizar la produccion fermentativa de GSH por S.
cerevisiae han sido reportados en la literatura, con la cisteina siendo establecida como una de
adicion de acido amino clave para la produccion de GSH .La posibilidad de que las diferentes
cepa también podrian haber sido responsables de las diferencias observadas en la cantidad de
GSH en libertad, no debe ser descuidado. Ademas, el dafio térmico durante el proceso de
secado también puede reducir el contenido de GSH presente en GSH-IDYs , que también
puede dar cuenta de la gran variacion reportada por los contenidos de GSSG (0,04 mg /L a

0,88 mg / L GSSG).

Los contenidos totales de GSH liberados, variaron de 1,63 mg / L a 3,44 mg / L que es
también similar a los resultados por Andujar-Ortiz que informaron los niveles totales de GSH
en el intervalo de 1,82 mg/ L a 2,72 mg / L. GSH-IDY-3 muestra el mas alto contenido total
de GSH, sin embargo, ¢l alto contenido de GSSG de este producto se atribuye a la alta GSH

total observada.
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Estos datos ilustran la variacion que existe entre GSH-IDYs en términos de contenido de
GSH. Ademas, se muestra la importancia de diferenciar entre GSH y el total de contenido de

GSH, ya que es la forma reducida que es el antioxidante activo en el vino.

Sin la literatura no se puede conocer en la preparacion industrial de GSH-IDYs, y no se sabe
si se permite enriquecimiento exdgeno de GSH durante el proceso de fabricacion de estos
datos se puede deducir que el proceso de produccion de GSH-IDY-5 esta optimizado hasta tal

punto que resulta en un contenido considerablemente mayor GSH.

Ese enriquecimiento con exdgenos GSH se produjo durante la fabricacion de este producto
solo puede ser especulado. Sin embargo, este producto podria probablemente ser mas
eficientes en la reduccion de los fenomenos de oxidacion en vinos en comparacion con los

otros GSH-IDY s en este estudio.

Los GSH-IDYs comerciales probadas, diferian significativamente en la cantidad de GSH y
GSSG niveles liberados en una soluciéon modelo, que pone de relieve la variabilidad entre los

productos en términos de su potencial antioxidante.

4.2.3.3 Influencia del tiempo, SO, y etanol sobre la liberacion de GSH por GSH-IDY's en la

soluciéon modelo.

La Figura 4.3 presenta los niveles de GSH liberados en una solucion modelo para los
respectivos tratamientos (con o sin SO, / EtOH) 10 minutos después de la adicion de la GSH-
IDY. Las condiciones en la solucion del modelo en términos de concentracion de O,, pH,
acido tartarico, el etanol y el contenido de SO, fueron manipuladas para simular el jugo de

uva o vino (dependiendo del contenido de etanol presente).
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Esto se hizo con el fin de establecer el efecto de etanol y SO, sobre la liberacion de GSH en
virtud de jugo de uva o el vino como condiciones. SO,, al ser un antioxidante, puede impedir
la oxidacion de GSH, mientras que el etanol podria influir en la solubilidad o extraccion de
GSH en la solucion del modelo. Es evidente que, con independencia del tratamiento, GSH-
IDY-5 liberados significativamente mas GSH en la solucion del modelo en comparacién con

GSH-IDY 4.

Parece como si, ademas SO; a la solucion modelo resulté en ligeramente superior liberados
valores de GSH, aunque las diferencias no fueron significativas en todos los casos. En
ausencia de etanol, GSH-IDY-5 liberados significativamente mas GSH en el / + tratamiento
SO, EtOH en comparacion con el tratamiento / -SO, EtOH. Igual cantidad de GSH fueron
liberados por + EtOH tratamientos / + SO, GSH-IDY-5 en el EtOH / -SO,, + EtOH / -SO, y.
Exactamente lo opuesto se observo en el caso de GSH-IDY-4 donde ademas SO, no resultd

en significativamente mayor

En cambio, fue en el etanol que contiene tratamientos donde significativamente mas (p <0,05)
GSH Fue producido en EtOH / + tratamiento SO, +, en comparacion con el tratamiento / -SO,

+ EtOH.

Sin embargo, el contenido de GSH del tratamiento / + SO, + EtOH no difirid
significativamente del EtOH / -SO, y tratamientos EtOH / + SO,.
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Teoricamente hablando, SO,, al ser un antioxidante, puede proteger indirectamente GSH
contra la oxidacion, por reaccion con oxidantes como H,O,, capaces de oxidar GSH, pero si
esto sucedid en nuestras condiciones es poco clara. Sin embargo, este efecto protector solo se
observo en ausencia de etanol para GSH-IDY-5 y en presencia de etanol para GSH-IDY-4.
Por tanto, es evidente que los dos productos comportarse de manera diferente en respuesta a
etanol y SO; adiciones. Sin embargo, ya que no hay diferencia significativa en liberado GSH
se pudo observar entre el EtOH / + SO, y + EtOH / + tratamientos de SO, para GSH-IDY-4,el
efecto del etanol sobre la liberacion de GSH en el corto plazo parece insignificante. Los
niveles de GSSG fueron todas por debajo de 0,2 mg / L, consistente con los datos de GSH-
IDY-4 y GSH-IDY-5 en la figura 4.2, con no significativa diferencias observadas entre los

diferentes tratamientos.

La significativa menor GSH contenidos para GSH-IDY-5 en el / -SO, tratamiento EtOH y
GSH-IDY-4 en el tratamiento / -SO, + EtOH tanto, no se asociaron con mayores contenidos
de GSSG, lo que sugiere que la oxidacion no era responsable de los valores mas bajos de
GSH obtenidos. En consecuencia, se postula que la extraccion de GSH de la GSH-IDYs se
vio afectada en estos dos tratamientos, lo que conduce a valores mas bajos de GSH en

comparacion con los otros tratamientos.

Curiosamente, cuando un factor de tiempo se introdujo en el experimento mediante el analisis
del contenido de GSH publicado por GSH-IDY's después de una hora y 24 horas de tiempo de
contacto, el efecto del SO, no tenia influencia significativa en los niveles de GSH . Figura 4.4
por tanto, s6lo muestra el efecto de etanol y GSH-IDY.

Current effect: F(2, 31)=3.6004, p=.03926 Bl GsH-iDv-4
[ ] GSH-IDY-5

3.5

3.0

2.5

GSH (mg/L}

2.0

o

oe |

Figura 4.4 contenido de GSH liberado en
solucion modelo de 10 minutos, 1 hora y 24

horas después de la adicion de la GSH-IDYs.

Las barras verticales indican el 95%
intervalo de confianza para los medios. Las
letras indican diferencias significativas en un

nivel de significacion del 5%.

10 min

1h

Time

- EtOH

24h

10min

1h

Time

+EtOH

24h

191




Con un tiempo de contacto mas largo, el GSH-IDYs podria haber liberado compuestos
solubles tales como cisteina con propiedades reductoras, que podrian haber eclipsado el efecto
protector de SO, en GSH. Autores han reportaron algunas preparaciones IDY para contener
cantidades suficientes de proteina reducida cisteina (RPC) para servir como antioxidante

eficaz.

Sin embargo, en otro estudio que investigd los compuestos solubles liberados en una solucion
modelo mediante preparaciones IDY, no se hizo mencion de la cisteina y la incertidumbre

sigue siendo si no se detecta o simplemente no se midio.

No obstante, durante un tiempo de contacto mas largo, etanol parece haber tenido un mayor
efecto sobre la liberacion de GSH por el GSH-IDYs, especialmente en el caso de GSH-IDY -
5. El contenido de GSH para GSH-IDY-4 quedd constante en la 1 hora del experimento sin
diferencias significativas observadas entre el etanol tratamiento deficiente y el tratamiento que
contiene etanol. Curiosamente, una diferencia significativa (p <0,05) en el contenido de GSH
lanzado pudo observar después de 24 horas de tiempo de contacto con el tratamiento de etanol
que contiene presentan un mayor contenido de GSH en comparacion con el etanol tratamiento

deficiente.

En el caso de GSH-IDY -5, fluctuantes contenido de GSH se observaron durante el transcurso
del experimento y los contenidos diferian significativamente (p <0,05) entre el tratamiento
que contiene etanol y el etanol que carecen de tratamiento. Después de 10 minutos de adicion
GSH-IDY, cantidades significativamente menores de GSH fueron liberados en el tratamiento
con etanol en comparacion con el tratamiento sin etanol. Sin embargo, después de una hora de
tiempo de contacto, el contenido de GSH de la que carece de etanol tratamiento habia
disminuido significativamente mientras que la del tratamiento que contiene etanol, se

mantuvo constante.

Después de 24 horas de tiempo de contacto, los valores de GSH aumentaron para ambos
tratamientos, pero el contenido de GSH de la etanol que contiene tratamiento fue
significativamente (p <0,05) mas alta que el tratamiento sin etanol, similar a los resultados

obtenidos para GSH-IDY-4.

Por otra parte, el contenido de GSH para el tratamiento sin etanol s6lo aument6 hasta el nivel
presente inicialmente después de 10 minutos de su adiciéon mientras que la del etanol que

contiene el tratamiento, el aumento de los niveles significativamente mas altos que
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inicialmente presente. Por tanto, parece como si el etanol puede preferiria tener un efecto
estimulante sobre la liberacion de GSH cuando GSH-IDYs estin sometidos a mas largo

tiempos de contacto.

El contenido de GSSG de los tratamientos respectivos de nuevo eran todos por debajo de 0,2
mg / L y no aumentar o disminuir durante el curso del experimento (resultados no mostrados).
La reduccion en el contenido de GSH para el tratamiento carente de etanol, no podria por lo
tanto ser atribuido a la oxidacion de GSH a GSSG. La posibilidad de que el GSH fue atado
temporalmente por otra sustancia en el GSH-IDY y posteriormente puesto en libertad, no
debe excluirse. Esto es parcialmente apoyado por el trabajo realizado por Andujar-Ortiz , que
inform6 de que la cantidad de GSH se libera en una solucion vino modelo permanecid
bastante estable durante un periodo de nueve dias mientras que se observd una ligera
reduccion del contenido total de GSH. Sin embargo, este estudio proporciona los primeros
resultados preliminares sobre los efectos del SO, y el etanol sobre la liberacion de GSH por

GSH-IDYs.

Dependiendo del tipo de GSH-IDY y tiempo de contacto con el producto, SO, y etanol puede
afectar los niveles de GSH observados en solucion del modelo. Se requiere mas investigacion
para determinar los efectos de otros parametros, tales como el pH y la concentracion de O, en

la liberacion de GSH por GSH-IDYs.

4.2.3.4 Influencia de GSH- IDY afadido en diferentes etapas de fermentacion en los niveles

de GSH en el vino

4.2.3.4.1 Niveles de GSH para la fermentacion a pequeiia escala

Todos los tratamientos presentan un contenido de azicar residual <5 g / L.. La
suplementacion con preparacion GSH-IDY no tuvo ningin efecto sobre la tasa de
fermentacion (resultados no mostrados), a pesar de que posiblemente contribuye a los
nutrientes de levadura en forma de aminoacidos y péptidos. Figura 4.5 presenta las

concentraciones de GSH para los diferentes tratamientos durante la fermentacion alcoholica.
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Es evidente que el contenido de GSH aument6 durante la fermentacion, independientemente
del tratamiento aplicado. Aunque la interaccion entre el momento de la suplementacion y el
tiempo GSH-IDY durante la fermentacion no es apoyada por un valor de p <0,05, tendencias
importantes con respecto a la influencia de los tratamientos sobre el contenido de GSH

todavia se puede ver que se apoya en la literatura.

De estos datos, parece como si el "jugo" y tratamiento "1/3" resultaron en un mayor contenido
de GSH después de la fermentacion en comparacion con el control y tratamiento "2/3". Las
concentraciones finales de GSH para el "jugo" y "tercera" tratamientos fueron 59,9 mg /L y
58,5 mg / L, respectivamente, mientras que las de el control y tratamiento "2/3" eran 51,6 mg
/Ly51,8mg/ L. La diferencia entre el contenido de GSH del control y "jugo" o tratamiento
"1/3" era por lo tanto aproximadamente 7-8 mg / L. Esto fue bastante interesante, tener en
cuenta la cantidad de GSH liberado de GSH-IDY-4 en la solucion del modelo segtn lo cual

era de aproximadamente 1,6 mg / L.

Estudias demuestran que numerosos compuestos nitrogenados solubles fueron puestos en
libertad por la preparacion de levadura seca inactiva cuando se prueba en soluciones de vino
modelo, algunas tienen un efecto estimulante sobre la sintesis de GSH por la levadura. Esto
condujo a la hipdtesis de que los nutrientes proporcionados por la preparacion GSH-IDY
(aminoacidos libres, péptidos etc.) suplementado en el inicio o después de un tercio de la
fermentacion alcoholica se habian completado llevado a aumento de la sintesis de GSH y

posterior liberacion por la levadura en comparacion con el control y tratamiento "2/3".
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El hecho de que el contenido de GSH del tratamiento "2/3" no diferia de la de control puede
haber sido debido al hecho de que la suplementacion se hizo demasiado tarde durante la
fermentacion alcohodlica para que la levadura se benefician del aumento de nutrientes para
sintetizar y liberar GSH. De hecho, etanol inhibe la importacion de iones de hidrogeno
acoplado de aminoacidos y es probable que las células de levadura fueron incapaces de
asimilar los aminoacidos suministrados por el GSH-IDY para producir y secretar GSH en una
etapa tan tardia durante la fermentacion alcoholica. GSH-IDY-4 lanzado aproximadamente
1,6 mg / L de GSH en la soluciéon modelo .Sin embargo, la diferencia en la concentracion de

GSH entre el control y el tratamiento "2/3" no fue significativamente diferente.

Otra explicacion para el aumento de los niveles de GSH observados por el "jugo" y el
tratamiento "1/3" es la absorcion preferencial de los nutrientes proporcionados por la
preparacion GSH-IDY sobre GSH temprano durante la fermentacion, lo que resultod en niveles
mas altos de GSH en el final de la fermentacion alcohdlica. La falta de enriquecimiento de
nutrientes durante las primeras etapas de la fermentacion en el control y tratamiento "3.2"
puede haber provocado la absorciéon de GSH por la levadura con la consiguiente disminucion

de los niveles de GSH en el mosto y / o vino.

Sin embargo, este estudio demuestra que no es necesariamente el contenido de GSH liberado
de la GSH-IDY especifica que conduce a un aumento de los niveles de GSH en el vino.
Parece que es mas bien una funcion de tiempo de adicion permitiendo la absorcion de ciertos
nutrientes por la levadura que conduce a un aumento de niveles GSH en el vino. Si esto es
como resultado de un aumento de la sintesis de GSH y la secrecion por la levadura o la
absorcion preferencial de los nutrientes mas de GSH, sigue siendo poco claro y una mayor
investigacion es, pues, necesario. El tiempo de suplementacion recomendada actual de la

GSH-IDY especifico es tercera en fermentacion alcoholica.

Hemos demostrado que la suplementacion a su jugo directamente después de la traducido en
igual contenido de GSH vino en comparacion con el tratamiento "1/3". Esto podria simplificar
el proceso de elaboracion del vino, en el sentido de que el endlogo no tiene que controlar las
fermentaciones especialmente para la adicion de la GSH-IDY en la fase correcta. La
inoculacion de la levadura y la adicion de GSH-IDY puede por lo tanto ser hecho

consecutivamente con el GSH-IDY que se investigo.
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4.2.3.4.2 Niveles de GSSG para la fermentacidén a pequeia escala

Figura 4.6 presenta los valores de GSSG durante la fermentacion alcohdlica para los
diferentes tratamientos. Una vez mas, la interaccion entre la etapa de la suplementacion con

GSH-IDY vy la etapa de muestreo durante la fermentacion no es apoyada por un valor de p

<0,05 y, en consecuencia, solo tendencias pueden ser discutidos.

655G (mg/L)

Currenteffect: F{6, 16)=.88754, p=0.52620

1.0

Figura 4.6 glutation oxidado (GSSG)
evolucion durante la fermentacion alcohdlica
de jugo de Sauvignon blanc complementado
con GSH-IDY-4 en diferentes etapas durante
la  fermentacion. Las barras verticales

indican el 95% intervalo de confianza para

los medios.
- Control
ME AF [ | Juice
B 13
Time during fermentation D 2/3

La concentracion de GSSG fue inicialmente muy baja (<0,7 mg / L), que es normal

En el medio de fermentacion, los niveles de GSSG para todos los tratamientos habian
disminuido a aproximadamente 0,1 mg / L. Al final de la fermentacion se habia incrementado
de nuevo para llegar a niveles que van desde 0,35 mg /L a 0,56 mg/ L. Los primeros trabajos
realizados por Cassol y Adams sugiri6é que el glutation esta presente en el vino blanco como
el disulfuro, GSSG. Sin embargo, parece que aunque los niveles de GSSG siguen siendo muy

bajos durante fermentacion alcohoélica

Aunque GRP no se midi6 durante este estudio, se ha demostrado por otros autores que los
niveles de GRP no varié drasticamente durante la fermentacion alcohoélica. Bajos niveles de
oxigeno y la inhibicion de la polifenol oxidasa con SO, inhibe la formacion de GRP en gran
medida. También se tomaron varias medidas para prevenir la formaciéon de GRP y la

consiguiente pérdida de GSH.

El jugo se tratd muy reductora y los niveles de SO, también se ajustaron a 30 mg / L libre y
60 mg / L de SO, total. Andtjar-Ortiz observaron diferencias significativas en el contenido de
GSH después de la fermentacion alcohodlica entre un control y GSH-IDY complementado

vino.
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Sin embargo, el GSH total para el GSH-IDY complementado en vino era el doble que en el

vino control (16 mg / L en comparaciéon con 8 mg/ L).

Aunque no se midieron el contenido GSSG de los vinos, los autores explican esta gran
diferencia de GSH por una rapida oxidacion de GSH a GSSG. Esto esta en contraste con
nuestros hallazgos que muestran que la suplementacion GSH-IDY al jugo o mosto de
fermentacion no conduce a niveles elevados de GSSG severamente en comparacion con el
tratamiento control. La fermentacion alcoholica es normalmente un ambiente reductor, con
poco oxigeno entra en contacto con el vino, lo que podria explicar los bajos niveles de GSSG

observados en nuestro estudio.

4.2.3.4.3 Niveles de GSH para fermentaciones a gran escala

Debido a las limitaciones de capacidad de las bodegas comerciales, las fermentaciones a gran
escala no se replicaron (Figura 4.7). Estos datos deberian, por tanto, sélo se pueden ver como

los resultados preliminares.
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(B): Riesling complementa con GSH-IDY-4 a 30 g / hL tercera en la fermentacion alcohdlica.

La adicion de GSH-IDY-4 a los respectivos jugos se realizd segun las recomendaciones del
fabricante es decir, después tercio de la fermentacion alcohdlica se ha completado. Zumos
suplementadas con GSH-IDY-4 resultaron en contenido de GSH mayor vino en comparacion
con el vino de control. Esto es contrario a los datos por Andijar-Ortiz quienes encontraron
diferencias estadisticas en GSH entre un control y GSH-IDY complementado fabricados

comercialmente Vino rosado en Sauvignon.

197



El contenido de GSH del mosto Sauvignon blanc fue inicialmente 42 mg / L, similar al
contenido de GSH de los pequefios fermentaciones escala. Sin embargo, contrariamente a los
aumentos de los niveles observados en el medio de fermentacion en los pequefios
fermentaciones escala en comparacion con los niveles de GSH zumo, el contenido de GSH de
los fermentos a gran escala fueron de aproximadamente 10 mg / L inferior. El contenido final
de GSH para el vino de control fue de 37 mg / L, mientras que la del vino al que GSH-IDY
fue agregado tenia una concentracion de GSH de 49 mg / L. El contenido de GSH en el final
de la fermentacion alcoholica para las pequenas y grandes fermentos escala de la misma jugo

diferian en casi 10 mg / L.

Varios factores en los fermentos escala comercial podria haber posiblemente influido en la
concentracion de GSH, por exposicion al oxigeno instancia superior, las diferencias de

temperatura de fermentacion y los valores de presion mas altas en los tanques mas grandes.

Sin embargo, es evidente que la suplementacion con GSH-IDY resulté en un mayor contenido
de GSH después de la fermentacion alcoholica. La misma observacion en términos de
aumento de los niveles de GSH se hizo en el caso del mosto Riesling complementado con

GSH-IDY.

Curiosamente, el bajo contenido inicial de GSH de la Riesling debe de aproximadamente 3
mg/L aument6 considerablemente durante la fermentacion alcohdlica para llegar a una
concentracion de 14 mg / L y 19 mg / L para el control y el vino complementado,
respectivamente. Por tanto, es claro a partir de estos datos que la suplementacion del mosto
con GSH-IDY temprana durante la fermentacion alcohdlica conduce a un aumento de los

niveles de GSH en los vinos resultantes.

El efecto estimulante propuesta de los aminoacidos en la sintesis de GSH por la levadura en
condiciones de vinificacion con el consiguiente aumento de los niveles de GSH vino debe ser
examinado mas. Aunque varios autores han utilizado estrategias de adicion de aminoécidos
para mejorar la produccion de GSH en S. cerevisiae, el GSH produce siempre habia sido en

forma intracelular.

Incluso aunque Gex1, un antiporter / protones GSH transporte de GSH al medio extracelular,
recientemente se ha identificado en S. cerevisiae existe, poca o ninguna informacién en

cuanto a como y en qué condiciones GSH es secretada por la levadura. El mecanismo exacto
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por el cual los preparativos GSH-IDY conduce a un aumento de los niveles de GSH en el vino

por lo tanto tiene que ser dilucidado.

Suplementacion con GSH-IDY podria resultar en niveles elevados de GSH vino, siempre que
la suplementacion se hace dentro del primer tercio de la fermentacion alcoholica. Ademas, la
diferencia en el contenido de GSH entre el control y GSH-IDY complementado vino era cinco

veces mayor que el contenido de GSH liberado en una soluciéon modelo.

Mas productos GSH-IDY también deben ser empleadas en fermentaciones alcoholicas para

validar la estrategia de adicion temprana y para evaluar los niveles de GSH presentes después

de la fermentacion.

4.2.3.5 Influencia en la deformacion de la cepa de levadura y tratamientos en vifia sobre la

canopia en niveles de GSH extra e intracelular durante la fermentacion alcohdlica

La figura 4.8 muestra la duracion de la fermentacion de los diferentes tratamientos. La
velocidad de fermentacion de los diferentes tratamientos diferia ligeramente. Cross Evolucion
fermentado ligeramente mas rapido que VIN7, mientras que la duracion de la fermentacion
también era mas larga para los tratamientos expuestos, que pueden atribuirse al contenido de

azucar reducido superior del mosto procedente de los tratamientos expuestos.
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Figura 4.8 El consumo de aziicares
reducidos durante la fermentacion
alcohdlica para los tratamientos
expuestos y sombreadas
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Los tratamientos en Canopia pueden afectar a los niveles de GSH presentes en el zumo, ya
que el jugo de los racimos expuestos tenia un contenido de GSH significativamente mayor en
comparacion con la de los racimos sombreadas. Se demostré que los niveles de GSSG

extracelulares, en general, se mantuvieron bajas (<2 mg / L) durante la fermentacion
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alcoholica, lo que indica que la disminucién en los niveles de GSH de vino no es unicamente

atribuible a la oxidacion del GSH a GSSG.

4.2.3.5.1 Niveles de GSH extracelular

La evolucion de GSH durante la fermentacion alcoholica para los diferentes tratamientos se

muestra en la Figura 4.9.

El contenido promedio de GSH del jugo para los tratamientos expuestos y sombreadas era 75
mg /Ly 70 mg/ L, respectivamente. Tales niveles altos se han reportado antes en el zumo de

uva que habia sido aplastado y tratada de forma reductora.

Exposed treatment Shaded treatment
Current effect: F(4, 31}=4.9637, p=0.00328
85
=~ Cross Evolution
g0 —&— VINT
75
70
=
= 65
E
7 B0
0
55
50
45
40
o 25 50 75 100 o] 25 50 75 i00
% completion of alcoholic fermentation % completion of alcoholic fermentation

Figura 4.9 GSH evolucion durante la fermentacion alcohdlica para diferentes cepas de levadura y diferentes tratamientos de

canopia.

Las barras verticales indican el 95% intervalo de confianza para los medios. Las letras indican diferencias significativas en

un nivel de significacion del 5%.

El promedio ° Brix para el zumo del tratamiento expuesto y sombra fue de 22,4 y 21,
respectivamente. El tratamiento de eliminacion de la hoja (tratamiento expuesto) por lo tanto
resultado en bayas con un contenido de s6lidos solubles mas alta. Por tanto, parece como si el
mayor contenido de solidos solubles del jugo del tratamiento expuesta se correlaciona con un
mayor contenido de GSH. Autores han demostrado que un aumento en sélidos solubles en
bayas de uva se acompafia de un aumento en el contenido de GSH. Sin embargo, esta
correlacion s6lo se mantuvo hasta las bayas llegd a 16 ° Brix, donde después el contenido de

GSH estabilizado.
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Estos resultados sugieren que el aumento de la exposicion al sol en el vifiedo podria conducir
a un aumento de la acumulaciéon de GSH en las bayas, pero esta postulacion requiere mayor
investigacion. Sin embargo, esta es la primera vez GSH contenido de jugo en relacién con una

tratamiento de eliminacion de la hoja en el vifiedo, se informo.

El contenido de GSH extracelular diferia significativamente (p <0.05) durante la fermentacion
alcoholica para las diferentes cepas de levadura y los tratamientos aplicados con dosel.
Durante la primera mitad de la fermentacion alcohodlica, se observo una disminucion en el
contenido de GSH para todos los tratamientos. Sin embargo, el contenido de GSH del mosto
del tratamiento expuesto, fermentado con Croos Evolution, no disminuye en la misma

medida que los otros tratamientos.

Contenido Extracelular de GSH luego aumento, con diferencias que se observan de nuevo
entre los tratamientos. En el 0ltimo trimestre de la fermentacién, una disminucién en el
contenido de GSH se observo de nuevo en el VIN7 expuesto y sombreado tratamientos Croos
Evolution. Curiosamente, el contenido de GSH del jugo fermentado con Cross Evolucion en
el tratamiento expuesto se mantuvo constante, lo que resulta en el contenido de GSH mas alto

después de la fermentacion alcoholica.

No hay diferencias significativas en el contenido de GSH se pudieron observar entre los otros
tratamientos. Asi, la evolucion de GSH diferia segun la cepa de levadura utilizada y la
composicion del jugo. Una posible explicacion de esto es el diferente comportamiento de la
misma levadura en las diferentes condiciones de las dos zumos (mayor contenido de azucar,
etc.), posiblemente influir en el metabolismo de GSH en el nivel intracelular que fue entonces

también se expreso en el medio extracelular.

4.2.3.5.2 Niveles de GSSG extracelular

La evolucion de GSSG extracelular durante la fermentacion alcoholica para los diferentes
tratamientos se muestra en la Figura 4.10. Los niveles de GSSG extracelulares fueron
inicialmente muy baja (<0,2 mg / L) y se mantuvieron relativamente constantes hasta el 75%

de nivel de finalizada la fermentacion alcoholica.

El ultimo trimestre de fermentacion fue asociado con un aumento en el contenido de GSSG
con diferencias significativas (p <0.05) se observa entre las cepas y los tratamientos aplicados

en canopia. Tanto para los tratamientos expuestos y sombreadas, Cruz evolucion dio lugar a
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vinos con una significativamente mas bajos niveles de GSSG extracelulares al final de la

fermentacion alcoholica en comparacion con VIN7.

El tratamiento expuesto fermentado con VIN7 fermenta el mas lento, lo que podria haber
dado lugar a mas oxigeno que entra en contacto con el vino en las Ultimas etapas de este
tratamiento, lo que lleva a los niveles mas altos de GSSG. Sin embargo, los niveles de GSSG
fueron, en general, sigue siendo relativamente bajo en comparacion a los niveles de GSH en el

final de la fermentacion.

Exposed treatment Shaded treatment

Currenteffect: Fid, 32}=5.4600, p=0.00004

2.2 - -
20k - L —— Cross Evolution 4
1.8 1 —G-VINT .
1.4
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0.2 8p _ab  ab ab 3D
0.0
-0.2
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0 25 50 75 100 8] 25 50 75 100

24 completion of alcoholic fermentation 24 completion of alcoholic fermentation

Figura 4.10 extracelular GSSG evolucion durante la fermentacion alcohdlica para diferentes cepas de levadura y diferentes
tratamientos de dosel. Las barras verticales indican el 95% intervalo de confianza para los medios. Las letras indican

diferencias significativas en un nivel de significacion del 5%.

Por tanto, es claro que los niveles maximos de GSSG extracelulares (0,69 a 1,8 mg / L) se
llego al final de la fermentacion, (correspondiente a 13 a 21 dias de fermentacion) .Por otra
parte, estos autores informaron de una disminucion en el contenido GSSG extracelular hacia
el final de la fermentacion alcoholica. Debe, sin embargo, mencionar que estos autores hacen
uso de una cepa de levadura diferente (Uvaferm CM) que podria haber tenido una influencia
en los niveles extracelulares de GSSG observados durante la fermentacion alcoholica. Las
condiciones de fermentacion son también muy variables de un cultivar a otro, lo que puede

explicar con mas detalle las diferencias observadas en GSSG evolucion en los dos estudios.
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4.2.3.5.3 Los niveles totales de glutatién intracelular reducidas y oxidadas

Aunque anteriormente se sugiere que varios factores podrian haber influido en el metabolismo
de GSH levadura que dio lugar a las diferentes evoluciones extracelulares GSH observadas
para las diferentes cepas de levadura y tratamientos en canopia, no se observaron diferencias
significativas en GSH intracelular entre tratamientos de canopia o diferentes cepas de
levadura. La evolucion del total de GSH intracelular de las diferentes cepas y tratamientos de

canopia es asi como se combina en la figura 4.11.

Intracelular homeostasis GSH se mantiene a través de un sistema complejo que implica la
captacion de GSH, el uso, la sintesis y la secrecion y es importante tener en cuenta que las
tendencias de concentracion de GSH extracelular no necesariamente se reflejaran en el nivel
intracelular. Las diferencias significativas en el contenido total de GSH podria, sin embargo,

se observan en relacion con el tiempo durante la fermentacion alcoholica (p <0,05).

El contenido total de GSH intracelular aument6 durante el curso de la fermentacion
alcohdlica, con una ligera disminucion observada al final de la fermentacion. El contenido de
GSH intracelular total al final de la fermentacion alcohoélica varié desde 0,93 hasta 1,18 mg
células GSH / gramo de peso en himedo como que se traduce en aproximadamente 0,5% del

peso seco de células de levadura como se informa en la literatura.

Con respecto al contenido intracelular de GSH, de nuevo, no hay diferencias significativas
podrian ser observado en las concentraciones de GSH intracelular entre las diferentes cepas de
levadura y tratamientos dosel sobre el curso de la fermentacion alcoholica. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas (p> 0.05) en el transcurso de la fermentacion alcoholica.
El contenido intracelular de GSH aument6 a medida que avanzaba la fermentacion alcoholica

y se estabilizo en el nivel de finalizacion en el 75% de la fermentacion alcohdlica.
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Figura 4.11 Evolucion de (A) en total (todos los tratamientos combinados), (B) reducida (todos los tratamientos

combinados) y (C) oxidado glutation intracelular durante la fermentacion alcohdlica.

Las barras verticales indican el 95% intervalo de confianza para los medios. Las letras indican diferencias significativas en

un nivel de significacion del 5%.

El contenido total de GSH intracelular consistioé sobre todo en la reduccion de GSH GSSG
mientras que s6lo representaba una pequefia cantidad del total de GSH. Esto es consistente
con otros estudios que informan que el estado redox intracelular de glutation es

predominantemente en una forma reducida (relacion redox de GSH: GSSG ~ 11 £ 16: 1).

204



En general, los niveles intracelulares de GSSG eran muy bajos a lo largo de la fermentacion
alcoholica y pequenas diferencias podrian ser observadas entre las cepas de levadura y los

tratamientos de la canopia.

Sin embargo, en el nivel de terminacidén 75% de la fermentacion alcohdlica, el contenido de
GSSG diferian significativamente (p <0,05) para dos fermentos. La necesidad del tratamiento
expuesta fermentada con la cepa Croos Evolucion muestran un contenido significativamente
mayor GSSG intracelular en comparacion con la necesidad del tratamiento con sombra. Por el
contrario, significativamente mayor contenido de GSSG para el mosto fermentado con VIN7

cepa, se observo para el tratamiento sombreada.

Factores de estrés al azar en el nivel intracelular podria haber sido responsable de los mayores
niveles de GSSG intracelulares en los dos fermentos especificos. Sin embargo, tener en cuenta
las muy bajas concentraciones varian de GSSG, estas diferencias significativas no tuvieron un

impacto importante en la evolucion de GSH intracelular global observado.

Hasta donde sabemos, este es el primer reporte de intracelulares de GSH y GSSG niveles de
cepas de levadura del vino comerciales en la fermentacion de mosto. Niveles de GSH
intracelular aumentaron a medida que avanzaba la fermentacion alcoholica mientras que los
niveles de GSSG intracelulares se mantuvieron relativamente constantes a lo largo de la

fermentacion alcohdlica.
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4.3 Influencia de la cepa de levadura, el contacto prolongado lias v la suplementacion de

nitrogeno sobre la concentracidon de glutation en el vino.

4.3.1 Introduccién

La oxidacion de los vinos blancos con la consiguiente pérdida de aroma caracteristico, el
desarrollo del caracter y sabor del envejecimiento atipico y el pardeamiento visual constituye

un problema bien conocido en la industria del vino.

Un Vino blanco, en particular, Sauvignon blanc, es sensible a la exposicion al oxigeno que
puede tener un impacto negativo en la calidad del vino. El didéxido de azufre (SO,) es el
conservante mas utilizado en la elaboracion del vino, mostrando propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y anti-enzimadticas .Sin embargo, a pesar de SO, es muy eficiente para
proteger contra la oxidacion del vino, las preocupaciones relacionadas con la salud se han

traducido en presion de los consumidores para reducir su uso .
El uso de otros antioxidantes puede permitir el uso de SO, dosis inferiores en el vino.

En vista de los efectos positivos que GSH puede tener sobre la calidad del vino, en términos
de limitar el pardeamiento y la pérdida de aroma, la gestion prudente de este antioxidante, por
medio de factores como la eleccion enolodgicas cepa de levadura, lias de contacto extendido y

la manipulacion de jugo contenido de nitrégeno asimilable, seria de gran valor.

Este estudio se llevo a cabo tanto para determinar la influencia de la cepa de levadura del vino
comercial, contactos lias y el contenido de nitrégeno asimilable en la concentracion de GSH
en el vino. Finalmente, los resultados preliminares sobre la respuesta al estrés oxidativo en la

levadura en relacion con diferentes contenidos de GSH intracelular, también se reportan.
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4.3.2 Materiales v métodos

4.3.2.1 Cepas de levadura y medios

Saccharomyces cerevisiae comerciales cepas

Strain Company
VINT, VIN 13, Aichemy 1, Alchemy 2, NT 116 Anchor

de vino usados en este estudio, enumerados

segun el fabricante.

D21, OQA23, DV10, Rhoned600, W1116, Ball, R2, Cross Evolution, ECI118*  Lallemand

* No utilizado en el experimento de

CK 5102, UCLM 5325 Springer Oenclogie ., . .

seleccion, pero el experimento jugo en la uva
X16, X5, VL3 Laffort (temporada 2011).
ES181, Top Essence Enartis

* not used in screening experiment, but in grape juice experiment (2011 season).

Un medio de zumo quimicamente definido de uva se utilizé para las fermentaciones de vino

sintéticos.

El contenido de nitrogeno asimilable levadura de este medio de 300 mg / L en forma de libre
de nitrogeno amino alfa y NH4CI. Las cepas se cultivaron en un minimo de base nitrogenada
de levadura (YNB) suplementado con 0,67% w / v de base de nitrogeno de levadura sin
aminodcidos (Difco) y 2% w / v de glucosa ,donde se indica. Cuando sea necesario, medios de

comunicacion YNB se solidificaron por la adicion de 2% (w / v) de agar.

Las células se rompieron en tampén PBS (4,3 mM Na,HPO,, KH,PO4 1,4 mM, NaCl 137
mM y KCI 2,0 mM, pH 7,4) que contenia dcido metafosforico al 10% .

4.3.2.2 Las condiciones de fermentacioén

Una parte alicuota de 90 ml CDGJIM se dividi6 en botellas de vidrio 100 ml (calor esterilizo a

120 ° C, 20 minutos) y se trataron con GSH a una concentracion final de 40 mg/ L .

Levaduras secas activas se rchidrataron segin lo recomendado por los proveedores y se
inocul6 en los medios de fermentacion para dar una concentracion celular de 1 x 106 células /
mL Las botellas se sellaron con tapones de goma esterilizados equipados con cerraduras de

fermentacion (codos burbujeantes CO, llenos de agua) y fermentada a 20 °© C.

El progreso de fermentacion se monitorizd mediante el pesaje de las botellas diariamente.
Cuando la pérdida de masa acumulada fue estable durante tres dias, las fermentaciones
completadas fueron confirmados por el GrapeScan FT 120 con resultados que muestran las

concentraciones de azucar residual todas por debajode 5 g/ L.
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Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado. Las muestras destinadas a analisis de
GSH se toman directamente antes de la inoculacion y después de la finalizacion de la

fermentacion alcohélica.

4.3.2.3 Proyeccion en el jugo de uva para supervisar la evolucion del glutatiéon durante la

fermentacién alcohdlica

Varias cepas del experimento de seleccion llevado a cabo en el zumo de uva quimicamente
definido también fueron utilizadas en un estudio adicional en el zumo de uva. Se usaron
mostos de Sauvignon blanc después de establecerse a partir de dos bodegas diferentes (s6tano

1 y 2 de la bodega ubicada en la region de Durbanville y vino Franschhoek, respectivamente).

Las uvas se cultivan y procesan de acuerdo con practicas viticolas y enologicas estandar. Los
mostos fueron recolectados en 40 litros bidones de acero inoxidable de la cual el aire se
desplaza anteriormente por el gas CO; .Gas adicional de CO,; introducido en el espacio de
cabeza para excluir el oxigeno y evitar la oxidacion. El hielo seco se afiadi6 también a los
botes para emitir gases de CO, durante el transporte a la bodega experimental de la

Universidad de Stellenbosch.

Se midieron los pardmetros analiticos general de vino (° Brix, pH y acidez titularle como
equivalentes de acido tartarico) en los mosto se midieron con un instrumento GrapeScan FT

120 .SO; libre y unido se midié utilizando una unidad de titulacion Metrohm .

Concentracion de amoniaco se cuantificé usando el método UV-glutamato deshidrogenasa
enzimatica Bioanalisis. El nitrogeno Libre de 4cido a-amino se determind por el ensayo
espectrofotométrico o-ftaldehido / N-acetil-L-cisteina . YAN se expresa como la suma del

nitrogeno acido a-amino (FAN), ademas de nitrégeno amoniacal.

Composicion _de los diferentes zumos de

Sauvignon blanc utilizados en el estudio.

Table 3.2 Composition of the different Sauvignon blanc juices used in the study.

Juice Free SO, mg/L  Total SO, (mg/L) YAN" mg/L “Brix pH TA g/L" a) YAN: levadura de nitrégeno asimilable
Apnd it = 230 220 Sl 357 (amoniaco nitrégeno dcido + a-amino)
c 28 50 310 226 332 338
b) la acidez valorable
D 9 36 320 22.4 3.49 4.8

¢) equivalentes de dcido tartarico

A continuacién, el zumo se dividi6 en botellas de vidrio de 4,5 litros que habia sido
burbujeado vigorosamente con gas CO, antes del llenado. Se analiz6 el contenido de GSH de

mosto de A de la bodega 1 y se encontré que 20 mg / L . Las botellas de mosto fueron
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divididas en dos grupos, uno de los cuales, se afiadieron GSH a 80 mg / L, denominado jugo
B. El contenido de GSH de jugo de la bodega 2 se analizo y se encontrd que 10 mg /L y no

ajustada. El contenido promedio de GSH de los diferentes jugos se enumeran en la Tabla 3.3.

Para la cosecha de 2011, se instalé el jugo de Sauvignon blanc fue nuevamente obtuvo de
bodega 1. Exactamente el mismo protocolo se siguidé para la cosecha de 2010 con la
excepcion de que 2 litros en lugar de botellas de vidrio 4,5 litros se utilizaron como unidades

de fermentacion. Este jugo se conoce como jugo de D.

Tabla 3.3 Promedio de concentracion de GSH de los diferentes jugos blanc Sauvignon.

Juice Average GSH content (mg/L) Cellar
A 20 1
80 1
10 2
15 1

o 0w

La concentracion de SO, libre de cada tratamiento se ajustd a 30 mg / L por medio de 2,5% de
adicion SO, (solucion K,S,0s) y los niveles de SO, fueron confirmados por una unidad de

titulacidon Metrohm .

A continuacion, el zumo se inoculd con diferentes preparaciones comerciales de S. cerevisiae
en 0,3 g/ L de acuerdo a las recomendaciones de los proveedores. Las cepas utilizadas para
los zumos de A, B y C fueron VIN7, QA23, Croos Evolucion y VL3. Jugo D se inocul6 con

las cepas mencionadas anteriormente, ademas de otros tres cepas; R2, X16 y EC1118 .

A continuacidn, cada botella se selldé con un tapon de corcho equipado con una esclusa de aire
para liberar CO, durante la fermentacion y se pesaron. La fermentacion se inicid a
temperatura ambiente después de lo cual las botellas se transfirieron a una habitacion de
temperatura controlada fijado en 15 ° C. FermaidK® levadura de nutrientes a 0,25 g/ L y
fosfato diamonico (DAP) a 0,1 g/ 1 se afiadieron a la fermentacion debe después del 5 © Brix

habia fermentado a cabo.

Las botellas se pesaron cada dia para seguir el progreso de la fermentacion. Cuando la pérdida
de masa se detuvo durante tres dias, GrapeScan FT 120 resultados de analisis confirmaron que

todos los vinos se fermentan hasta un contenido de azucar residual <5 g/ L.

Este experimento se llevo a cabo por cuadruplicado en la temporada 2010 y el triplicado en la

temporada 2011. Las muestras destinadas a analisis de GSH se tomaron cinco veces durante la
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fermentacion de acuerdo con la pérdida de peso que correspondia a 0, 25%, 50%, 75% y

100% la pérdida de azucar.

Se tomaron muestras de jugo antes de la inoculacion después de que habia sido dividido en las

botellas separadas.

4.3.2.4 Influencia del envejecimiento v contacto con lias

Los vinos fermentados con cepas Croos Evolucion y QA23 en 2010 con una concentracion
inicial de GSH de 20 mg / | se utilizaron para este experimento. Estos vinos se dividieron en
cuatro tratamientos diferentes: vino sin lias, vino con lias, vino con lias y enzima afiadida y

vino modelo con lias.

El primer tratamiento fue de acumular el vino con las lias de levadura bajo gas inerte con CO,
en una botella de vidrio de 100 ml. Las lias de levadura y el vino se mezclaron luego

homogéneamente después de lo cual se dividio en tres botellas de 100 ml.

Enzima Extralyse se afiadieron a una concentracion final de 3 g/ hL a una botella. El cuarto
tratamiento fue centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos, el medio sobrenadante se desecho
y el vino afiadido al modelo de las lias (retenido). La solucion vino modelo consistia en etanol
13% y 5,3 g de acido tartarico / L, y el pH se ajusté a 3,3 con una solucion de hidroxido de

potasio 5 M .

Las botellas de 100 ml se rocié con gas CO, para lograr una atmosfera inerte antes del
llenado. Una vez que se llenaron las botellas, gas adicional de CO; fue volado en el espacio de
cabeza, las botellas selladas herméticamente y almacenados en un cuarto oscuro a 20 ° C.
Muestras de vino para analisis de GSH fueron tomadas después de 3, 6 y 12 meses de

envejecimiento. El experimento se realizo por triplicado.

4.3.2.5 Influencia de levaduras con diferentes contenidos de nitrogeno asimilable

Se utiliz6 un medio de mosto de uva quimicamente definido con las siguientes
modificaciones: 110 g de glucosa y 110 g de fructosa. El nitrogeno asimilable por levadura
(YAN) contenido se ajusto a tres niveles diferentes: 100 mg / L, 250 mg / L y 350 mg / L

mediante el ajuste del nitrogeno libre a-amino y el contenido de NH,4Cl.

Otro tratamiento donde se incluyé 0,25 g / L FermaidK® nutriente de levadura se

complement6 a un medio que contiene 350 mg /L YAN.
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Los codigos para los diferentes tratamientos se enumeran en la siguiente tabla

Code

YAN content (mg/L)

GSH content (mg/L)

LL
ML
HL

100
250
350

10
10
10

FermaidK® (g/L) Tabla 3.4 Cédigo vy descripcion de
0 diferentes combinaciones de Yan y
0 GSH utilizadas en medio jugo de uva

de constitucion quimica definida.

HLF 350 10 0.25
LH 100 40 0
MH 250 40 0
HH 350 40 0
HHF 350 40 0.25

Una parte alicuota de 250 ml definidos quimicamente medio de mosto de uva se dividié en
matraces Erlenmeyer (250 ml, se esterilizo a 120 ° C, 20 minutos) equipado con un puerto de
brazo lateral sellado con un septo de caucho para el muestreo y se trataron con GSH a una

concentracion de 10 mg/ L y 40 mg / L.

El mosto sintético se inoculd con S. cerevisiae cepa QA23 de acuerdo con las
recomendaciones del proveedor, los frascos cerrados con camaras de aire y la fermentacion

procedido a 15 ° C. Este experimento se realizo por triplicado.

Las muestras destinadas a analisis de GSH se tomaron cinco veces durante la fermentacion de
acuerdo con la pérdida de peso correspondiente a 0, 25%, 50%, 75% y 100% de pérdida de

azucar.

4. 3.2.6 Influencia del estrés oxidativo en las condiciones de fermentacion v ensayos de placa

H,0,

La cepa de levadura comercial S. cerevisiae QA23 se utilizod en este estudio. Los cultivos de
la cepa de levadura se cultivaron durante la noche a 30 ° C con agitacion reciproca en los
medios de comunicacion YNB con 2% w / v de glucosa para servir como precultivos. Medios
de comunicacion YNB se inoculdé a una DO600nm ~ 0,1 para servir como un segundo
precultivo que se hizo crecer a 30 © C con agitacion reciproca. Frascos que contienen 100 ml

por triplicado recientemente

Soportes preparados YNB suplementado con 0 mg / L, 20 mg / L y 120 mg / L GSH se

inoculd6 a un OD 600 nm ~ 0,1 y se incubaron a 30 ° C con agitacion. Las células se
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recogieron a una DO 600nm ~ 1 y se lavaron dos veces con medios de comunicacion YNB

frescas.

Las placas utilizadas para la evaluacion de los efectos de las concentraciones de GSH diversos
precultivo (0 mg /1,20 mg /1y 120 mg / L) en la resistencia al estrés oxidativo se prepararon
un dia antes de la fueron vistos los cultivos. Medio de agar YNB con 2% w / v de glucosa se
dejo enfriar a 50 ° C antes de la adicion de H,O, (0 mM, 0,2 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM y 4
mM). Las placas se almacenaron durante la noche a 8 ° C en la oscuridad. Con el fin de
controlar el efecto de diferentes concentraciones de GSH intracelular en el crecimiento y la
supervivencia contra el estrés oxidativo, cultivos de las cepas cultivadas en diferentes
concentraciones de GSH fueron vistos en cuatro diluciones seriadas 10x (10-1, 10-2, 10-3
and10- 4) sobre las placas. Las placas se incubaron a 30 © C durante 3 dias y supervisado para

el crecimiento.

4.3.2.7 Procedimiento de muestreo, preparacién de muestras y andlisis de glutation.

De las muestras antes descriptas se tomaron muestras mediante la transferencia del volumen
requerido bajo gas CO, en botellas de plastico de muestreo que habian sido llenados

previamente con gas CO,.

Las muestras de la seccion 3.2.3 y 3.2.4 se elaboraron con una jeringa a través del tapon de
goma bajo reflujo CO,. A 1 000 mg / L de SO, (K»S,0s, EVERINTEC, Italia) y soluciones de
acido 500 mg / L ascorbico recién preparados también se han afadido a las botellas de

muestreo antes de la toma de muestras.

Estas altas concentraciones de SO, y de acido ascorbico se utilizaron para inhibir

completamente la polifenol oxidasa residual o actividad lacasa en las muestras .

Gas adicional CO; se insufl6 en el frasco de muestreo después de la muestra se transfiri6 para
inhibir cualquier actividad de la enzima de oxidacion residual. Las muestras se congelaron

inmediatamente a -20 ° C hasta que analiza la muestra.

Para los analisis de GSH extracelular, las muestras se descongelaron el dia de analisis y se
centrifugdé 4 ml a 12 800 rpm durante 5 minutos a 20 ° C. 2 ml del sobrenadante se afiadi6 a

100 p de 14 mg / L acetaldehido y se dejo durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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La derivatizacion a continuacion se llevo a cabo en resumen, 100 1 de 43,2 mg / L para-
benzoquinona (PBQ) fue afiadido a la muestra seguido de la adicion de 1 ml de 53 mg /L de

acido 3-mercaptopropionico (MPA) a reaccionar con el exceso de PBQ.

La mezcla de reaccion se mezclo, y se hizo un microfiltrado utilizando una filtro de PVDF de
0,22 micras y se colocaron en viales claros antes de la inyeccion. GSH en el mosto y el vino

se detectd y se cuantificd mediante un método de cromatografia liquida de ultra rendimiento .

La separacion se realizé usando un Waters Acquity UPLC equipado con un detector de

matriz de foto (e PAD) .

La columna, una columna BEH-CI18 (1,7 m x 100 mm x 1.7mm Waters), se mantuvo a 25 °
C. La fase movil consistio en agua / acido trifluoroacético (0,05% v / v y metanol. La
deteccion se llevo a cabo a 303 nm para GSH. El volumen de inyeccion de la muestra

derivada fue 2 microlitro.

Para el experimento de estrés oxidativo y evaluar las concentraciones de GSH intracelular, las
muestras para la determinaciéon de contenido de GSH intracelular fueron extraidas de la
siguiente manera. El medio de crecimiento fue homogéneamente mezclado, una parte alicuota

de 2 ml y se centrifugo6 dibujado a 5000 rpm durante 5 minutos.

El sobrenadante se descartd y el sedimento se lavo con 1 m de un M EDTA 1 y 20 mM Tris
(pH 8,5) solucion. Las células lavadas se re suspendieron en PBS y se rompieron con perlas

de vidrio (500 micras de diametro) durante 20 minutos a 8 ° C.

Los restos celulares se elimind por centrifugacion (12 000 rpm, 10 minutos, 12 ° C).

Concentracion de GSH se expresé como mg de GSH por g células (peso tan htimedo).

4.3.2.8 Analisis Estadistico

Todos los analisis se realizaron utilizando Statistica V. 10 software .De un solo sentido ,de
doble sentido de ANOVA y modelo mixto repiti6 medidas ANOVA de para la estadistica
analiza las diferencias significativas fueron juzgados en un nivel de significacion del 5% (p

<0,05).
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4.3.3 Resultados vy discusién

4.3.3.1 Detecciéon preliminar de GSH en Saccharomyces cerevisiae cepas comercial

utilizadas durante la fermentacion alcohdlica

Una proyeccion de 20 cepas de levadura comerciales se llevd a cabo en un medio
quimicamente definido jugo de uva. El medio se suplementé con GSH a 40 mg / L para
parecerse a un mosto de uva natural. Este nivel de GSH estd en el intervalo de
concentraciones de GSH que ocurren naturalmente en los mostos de uva blanca obtenidos por
trituracion y prensado en condiciones reductoras . Todas las fermentaciones secas alcanzadas

(nivel de azicar residual <5 g/ L).

Las tasas de fermentacion de los diferentes tratamientos difieren ligeramente con la
fermentacion mas rapida completada después de 12 dias. Todas las fermentaciones
alcoholicas se completaron después de 16 dias (resultados no mostrados). Con el fin de
caracterizar las cepas de levadura en términos de contenido de GSH en los vinos resultantes,
las concentraciones de GSH de los diferentes tratamientos se midieron directamente después
de la finalizacion de la fermentacion alcohdlica. El contenido de GSH en el mosto de uva
quimicamente definido (40 mg / L) disminuyd considerablemente durante la fermentacion
alcoholica para llegar a niveles que van desde 0,5 mg / L a 3,5 mg / L en el final de la

fermentacion (Figura 3.1).

GSH [mg/L)

VIN7
D21
ES181
X16
V3
R2
Ball
X5

m
—
=
=

Alchemy 1
Alchemy 2
Cross Evelution
VI116
UCLM §325
(K 5102

NT 116
Fhoned 600
0A23

Dvi0

Top Essence

Yeast strain

Figura 3,1 concentracion glutation reducido(GSH) al final de la fermentacion alcohdlica para 20 cepas de S. cerevisiae
comerciales diferentes. Las barras verticales indican los intervalos de confianza del 95% para los medios. Las letras indican

diferencias significativas en un 5% (p <0,05) nivel de significacion.
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Dado que el medio sintético no contenia compuestos fenolicos o polifenol oxidasa, la
formacion de orto-quinonas con la posterior adicion de GSH para formar 2-S-glutationilo
acido caftarico (GRP), era imposible. Por lo tanto habria habido pérdida de GSH debido a su
incorporacion en GRP. Por otra parte, también vale la pena sefialar que la oxidaciéon de GSH
depende del pH y que los valores de pH por debajo de 7 por lo general impide auto-oxidacion
de GSH . Las condiciones acidas en este experimento (pH = 3,3) por lo tanto habrian limitado
la auto-oxidacion de GSH. Por otra parte, las condiciones reductoras que haria mantener mas

GSH en forma reducida, se lograron luego por la fermentacion alcoholica.

Aunque el medio de mosto de uvas contenia trazas definidas quimicamente de cobre (CuCl,,
15 g/ L) y hierro (FeCly, 30 g / L), que catalizan reacciones de oxidacion, las cantidades eran
muy por debajo de los niveles generalmente presentes en la uva naturales debe (0,33 y 1,01
mg / L, respectivamente) . Por lo tanto, se puede suponer que el GSH presente contenido
después de la fermentacion alcohoélica fue un resultado directo de la interaccion de levadura

con GSH.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) en el contenido final de

GSH entre los distintos tratamientos.

Las cepas R2 y CK S102 resultaron en vinos sintéticos con el menor contenido de GSH

mientras que las cepas X16 y Rhone4600 tienen siete veces mayor contenido de GSH.

Por lo tanto, parece como si la cepa de levadura puede tener un impacto en el contenido de
GSH presente después de la fermentacion alcohdlica .Ademas, los datos sugieren que la
subespecie S. cerevisiae var. bayanus puede resultar en concentraciones de GSH mas alto al

final de la fermentacion en comparacion con S. cerevisiae var. cepas cerevisiae.

De la figura 3.1 que de hecho parece que X16, DV10 y QA23 (S. cerevisiae var. Bayanus)
resultaron en vinos con contenido de GSH en el extremo superior de la gama de
concentracion. Sin embargo, otro var S. cerevisiae. bayanus cepas, tales como R2 y ES 181,y
en menor medida NT116, estaban en el extremo inferior de la gama de concentracion. Por lo

tanto, no hay ninguna conclusion definitiva en este sentido, se requiere mas investigacion.
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4.3.3.2 Proyeccién en el jugo de uva

4.3.3.2.1 Evoluciéon de GSH durante la fermentacion alcohdlica

Sobre la base de los datos de mosto sintético, se seleccionaron cuatro cepas de levadura para
su posterior evaluacion en la uva verdadero jugo de A, B y C en 2010. En el jugo de D,
durante el 2011, se llevaron a cabo tres cepas adicionales. Los datos de fermentacion para los

respectivos jugos se muestran en la Tabla 3.5 y la Tabla 3.6, respectivamente.

Todas las fermentaciones secas (azlcar residual <5 g / L), para la cosecha 2010 no difirié
significativamente entre los diferentes mostos. Esto implica que la suplementacién con GSH
para el zumo de B en la temporada de 2010 a una concentracion de 80 mg / L no tuvo ningun
efecto sobre la tasa de fermentacion, a pesar de que contribuye a valores mas altos de
nutrientes en forma de aminoacidos. Sin embargo las diferencias, significativas en la duracion
de la fermentacion se observaron para las diferentes cepas utilizadas (Tabla 3.5).

Tabla 3.5 Duracion de la fermentacion * para las cuatro cepas de Saccharomyces cerevisiae estudiados en mostos A, By C

en2010.

Yeast strain Fermentation duration (days) * Los valores son medias (DE), (n = 12),
o e letras  distintas  denotan  diferencias
e 14{051)b
Cross Evolution 12(0.74)c signiﬁcativas a p<0,05.

QAZ3 12(0.65)c
*Walues are means (50), (n = 12), different |etters denote significant differences at p<0.05.

Las cepas Croos Evolucion y QA23 completaron fermentacion alcoholica significativamente
mas rapido que VIN7 y VL3. La duracion de la fermentacion de jugo de D también difirid
significativamente segun la cepa de levadura utilizada (Tabla 3.6). Cepa VIN7 completo la

fermentacion alcoholica ultima, consistente con los hallazgos de jugo de A, By C.

Tabla 3.6  Duracion de la

Table 3.6 Duration of fermentation® for the seven 3occharomyces cerevisioe strains studied in juice Din 2011. fermentacio'n *para los siete cepas de

Yeast strain Fermentation duration (days) .. .

- - Saccharomyces cerevisiae estudiados
vin? 18{0.58)a
WL3 14(0.58)hc en jugo D en 2011.
CE 13{0.58)cf
0a23 12{0.58])ef .

L * Los valores son medias (DE) de

Xlg 13{0.58)bcd
EC1118 12(0.58)def andalisis por triplicado; letras distintas
R2 13{0.58)bde

denotan diferencias significativas a p

<0,05.

*Walues are means(5D) of triplicate analysis; different letters denote significant differences at p<0.05.

Las concentraciones de SO, libres para los distintos tratamientos medidos al final de la

fermentacion alcohdlica para la temporada de 2010 se enumeran en la Tabla 3.7.
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Curiosamente, el vino B, muestra los valores de SO, libre significativamente mas altos

después de la finalizacion de la fermentacion alcoholica en comparacion con los vinos A 'y C.

Esto puede ser atribuido a un mayor contenido de GSH inicial de jugo de B (80 mg / L),

asistiendo SO; en su papel como antioxidante y retener mas SO, en forma libre.

Table 3.7 50; concentration {mg/L)* for juice A, B and C of the 2010 season.

50, (mg/L)
Yeast strain Wine A Wine B Wine C
Vin? 10.3(1.71)e 17.0(1.41)b 11.0(1.41)e
VL3 10.8(1.26)e 16.5(0.58)b 11.5(0.58)de
CE 13.5(1.00)c 17.0(1.15)b 12.8(0.50)cd
Qaz3 11.0{0.82)e 20.0(0.82)a 13.000.00)c

*Values are means (SD), for quadruplet analysis (n = 4), different letters denote significant differences at p<0.05.

Las evoluciones de GSH durante la fermentacion

muestran en la Figura 3.2.

Tabla 3.7 concentracion de SO2 (mg /L) *
para el jugo de A, B 'y C de la temporada
2010.

* Los valores son medias (SD), para el
andlisis de cuatrillizos (n = 4), letras
diferentes indican diferencias significativas a

p <0,05.

alcoholica de los zumos de A, B, Cy D se
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Figura 3.2 Evolucion del glutation reducido (GSH) durante la fermentacion alcohdlica para diferentes cepas de levadura

para el mosto de A, B, C y D. Barras verticales denotan 95% intervalo de confianza para los medios. Las letras indican

diferencias significativas en un 5% (p <0,05) nivel de significacion.
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La evolucion de GSH diferia mucho dependiendo de la concentracion inicial de GSH presente
en el mosto y la cepa de levadura utilizada que pone de relieve la variabilidad en GSH

evolucion bajo diferentes condiciones.

La observacion general es que los niveles de GSH disminuyeron y aumentaron, con el grado y
la fluctuacion de tiempo de modificaciones en la flora dependiendo de la cepa de levadura y

mosto.

En el inicio de la fermentacion alcohdlica, los niveles de GSH bien disminuyeron (jugos A y
B) o se mantuvieron relativamente constantes (jugos C y D). La unica excepcion en este
sentido es el contenido de GSH de jugo de A fermentada con VIN7 cepa, y el jugo de D
fermentada con cepas R2 y X16 que aument6 ligeramente a El inicio de la fermentacion. El
contenido de GSH de jugo B disminuyo6 rapidamente en casi un 50 mg / L durante el primer

trimestre de fermentacion, con independencia de la cepa de levadura.

En general, el segundo trimestre de fermentacion se asocié con un aumento en el contenido de
GSH, la tnica excepcion aqui, siendo el jugo fermentado con la cepa A Croos Evolucion y

jugos A y B fermenta con QA23 cepa.

El contenido de GSH, ya sea aumentado, disminuido o se mantuvo constante en el tercer
trimestre de fermentacion, mientras que el Ultimo trimestre de la fermentacion se asocié con
una disminucion en el contenido de GSH. Curiosamente, el grado de disminucion para el
mosto de D era mas grave en comparacion a los mostos de A, B y C. maximo de niveles GSH
(aparte de tiempo cero forma que coincide con el inicio de la fermentacion) se alcanzaron en

50% o 75% de finalizada la fermentacion alcoholica.

Resulta interesante, en algunos casos, la concentracion de GSH aumenté durante Ia
fermentacion alcohodlica a niveles mas altos que inicialmente presente en el mosto. Esto se

observa especialmente en el mosto de D.

El grado de aumento, se diferencid entre las cepas con cepa R2 presentan el mayor volumen
de ventas GSH, pasando de 12 mg / L al inicio de la fermentacién a 23 mg / L en 75% la
finalizacion de la fermentacion. Cross Evolucion siguié mas o menos la misma tendencia,
aumentando de 15 mg /L a 22 mg / L mientras que VIN7 no aument6 de manera significativa
como las otras cepas. En general, los niveles de GSH en los vinos estaban a la par o inferiores

a los niveles inicialmente presentes en el jugo de uva. Al final de la fermentacion alcoholica,
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diferencias significativas en el contenido de GSH se pudieron observar para los vinos
fermentados con diferentes cepas. Debe, sin embargo, tener en cuenta que, de algunos casos,
el contenido de GSH de ciertos mostos ya habian sido significativamente mas baja en el inicio

de la fermentacion.

Se tomaron varias medidas para asegurar la homogeneidad en términos de contenido de GSH
entre los diferentes tratamientos; el mosto se mezcla homogéneamente antes de ser dividido
en las diferentes botellas. Por lo tanto, todas las botellas también se rociaron vigorosamente
con gas CO, antes de jugo de division para asegurar atmosfera inerte. Las botellas también
fueron primero asignados al azar antes de la asignacion de los diferentes tratamientos
(inoculacion con diferente cepa de levadura). Ademas, las muestras de GSH se toman
directamente antes de la inoculacidn, para eludir la influencia de la cepa de levadura puede

tener en la medicion.

A pesar de todas las medidas tomadas para asegurar la homogeneidad, bajo, pero las
variaciones significativas en el contenido inicial de GSH fueron observadas. No hay una
posible explicacion de esta desviacion en el contenido de GSH se puede dar en esta etapa,

pero bajos niveles de oxidacion inicialmente no se pueden excluir.

Esta variacion en el contenido de GSH de vino entre las diferentes cepas, por lo tanto, debe
interpretarse con cautela. Las cepas inoculadas en los mostos con contenidos
significativamente iguales GSH por lo tanto deben ser comparados con unos a otros después

de la fermentacion alcohdlica.

El contenido de GSH de vino A fermentada con la cepa Cross Evolucion fue
significativamente mayor que el vino fermentado con la cepa VL3. Vino B fermentada con la
cepa VL3 tenia un contenido significativamente mayor de GSH en comparacion con el vino

fermentado con cepas VIN7 y QA23.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el contenido de GSH entre el vino
fermentado con C Croos Evolucion, QA23 y VIN7. Vino D fermentada con la cepa de la
Croos La evolucion no fue significativamente diferente en el contenido de GSH de vinos
fermentados con cepa QA23, pero de hecho a partir de cepas y X16 VL3. El contenido de
GSH de vino fermentado con cepa D EC1118 fue significativamente mas alto que el

fermentado con cepa VIN7.
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Como se menciond anteriormente, la observacion general en términos de evolucion GSH
durante la fermentacion alcoholica es que los niveles disminuyeron y aumentaron,
dependiendo de la etapa cepa de levadura, mosto y tiempo durante la fermentacion. Varias

hipotesis de la disminucion en el contenido de GSH se pueden dar.

La disminucion de GSH en las primeras etapas de la fermentacion puede ser debido a la
incorporacion de GSH para formar GRP .Sin embargo, los niveles de oxigeno bajos y la
inhibicion de la polifenol oxidasa con SO, inhibe la formacion de GRP en gran medida. Se

tomaron varias medidas para prevenir la formacion de GRP y la consiguiente pérdida de GSH.

No so6lo fue el mosto tratado muy reductivo, los niveles de SO, libres también se ajustaron a

30 mg L/ libre y 60 mg / L de SO, total.

Ademas, GSH presente en el jugo puede ser absorbido por la levadura a través de la ATP
impulsada, de alta afinidad GSH transportador, Hgtlp en el que estd implicado en muchos

mecanismos de respuesta al estrés.

GSH también puede reaccionar con perdxido de hidrogeno y someterse a reaccion de adicion
con compuestos de aldehido como el acetaldehido, que constituye aproximadamente el 90%
del contenido total de aldehido en el vino y aunque se une principalmente por SO, la

posibilidad de incorporaciéon GSH en complejos de aldehido no debe ser excluida.

En algunos casos, las concentraciones de GSH aumentaron a niveles superiores a los niveles
inicialmente presentes en el mosto. Una posible explicacion para esta observacion es de la
novo sintesis de GSH por la levadura seguido por la secrecion de la misma en el mosto. Se
atribuye el aumento en la concentracion de GSH durante la fermentacion a la formacion de
GSH por S. cerevisiae producido endogenamente en el citosol de la levadura puede ser
secretada en condiciones de crecimiento normales, que luego se recogié de nuevo por el
transportador de GSH levadura. Ademas, el GSH secretada se encontr6 que era

principalmente en la forma reducida (GSH).

El GSH intracelular puede asi estar en el ciclo con la GSH extracelular presente en el medio
que podria explicar las fluctuaciones observadas de GSH durante la fermentacion alcohdlica
en este estudio. El mecanismo exacto de exportacion de GSH no se conoce, pero un nuevo
intercambiador de GSH, Gexl, fue identificado recientemente en S. cerevisiae. Este

transportador se encuentra tanto en la membrana vacuolar y plasma y parece ser un / GSH
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antiporter de protones . Esto podria explicar aun mas el pH extracelular influencia tiene sobre
la secrecion de GSH. El crecimiento de S. cerevisiae en pH 3.5 llevdo a la secrecion
significativa GSH mientras que el crecimiento a pH 6 condujo a muy poca o practicamente
ninguna secrecion de GSH .El pH bajo relativo de jugo de uva y el mosto (pH 3-3,6) plantea

otra posible explicacion de las fluctuaciones observadas de GSH durante la fermentacion.

Ademas, GSSG también se puede reducir de nuevo a GSH por la accién enzimatica de la
glutation reductasa, se deriva de la levadura ya que esta enzima fue indetectable en el zumo de
uva. Por tanto, parece como si las enzimas reductasa secretadas y el suministro de NADPH

por la levadura pueden influir ain mas los niveles de GSH en un medio de fermentacion.

La incertidumbre se mantiene en cuanto a qué conduce exactamente a la fuerte disminucion
de la concentracion de GSH en el tltimo trimestre de la fermentacion. Esto podria ser debido
a una rapida absorcion de GSH por la levadura que conduce a disminucion de los niveles

extracelulares. Hgtlp, la alta afinidad de la levadura

GSH transportador, es, de hecho, al maximo inducido bajo limitacion de azufre. Se propone
que la cisteina es la molécula principal represor del transportador. El agotamiento de cisteina
(aunque no se mide) en el ultimo trimestre de la fermentacion lo tanto, podria conducir a una
mejor absorcion de GSH. Otros autores atribuyen el aumento en los niveles de GSSG durante
la fermentacion alcoholica a la oxidacion de GSH por peroxido de hidrogeno y otros radicales

formados durante la fermentacion.

Han informaron de que el contenido de nitrégeno asimilable por levadura puede influir en la
capacidad de la levadura para liberar GSH y que se necesita un contenido de 200 mg / L para
permitir la liberacion de GSH durante la fermentacion. El contenido de nitrégeno asimilables
por levadura de los cuatro zumos estaban sin embargo muy por encima de este limite,
excluyendo la posibilidad de que las fuentes de nitrégeno limitantes podrian haber influido

potencialmente los datos .

Sin embargo, las tendencias observadas en las pequefias fermentaciones escala en los medios
de jugo de uva definidos quimicamente no se confirmaron en las fermentaciones de jugo de
uva. Algunas de las cepas reaccionaron de manera diferente en los dos medios. Colar X16 que
se tradujo en el contenido de GSH mas alto y la tension R2 que se tradujo en el menor

contenido de GSH en el vino sintético, mostré diferentes tendencias en el vino.
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Es evidente que se observaron diferentes evoluciones de GSH durante la fermentacion
alcoholica como resultado de las diferentes cepas utilizadas. La concentracion inicial de GSH
Un inconveniente importante de este estudio fue la falta de conocimiento sobre el origen de
GSH durante la fermentacion alcoholica es decir, lo que se deriva del jugo de uva y qué

cantidad fue producida por la levadura.

LIro0s EVOluCIion y QALS constantemente lievaron a 1igeramente mayor conteniao ac Us>kH en

el vino.

4.3.3.3 Influencia del envejecimiento y contacto extendido en lias .en niveles de GSH en el

vino.

El contenido de GSH en el final de la fermentacion alcohoélica de los vinos fermentados con
cepas QA23 y Cross Evolution con un contenido inicial de GSH de 20 mg / L, no fueron
significativamente diferentes. Estos vinos fueron sometidos a un periodo de envejecimiento
de un afio en el que se midi6 el contenido de GSH vino no destructiva después de 3, 6 y 12

meses de envejecimiento. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 3.8.

El contenido de GSH de ambos vinos disminuy6 después de 3 meses de envejecimiento a

concentraciones por debajode 11,1 mg /L.

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos después de 3 meses de
envejecimiento de los vinos fermentados con QA23. Sin embargo, los vinos fermentados con
Croos Evolucion, mostraron una diferencia significativa en el contenido de GSH entre el vino

envejecido sin lias y vinos envejecidos en presencia de lias.

- GSH* (mg/L) Tabla 3.8 concentracion de GSH para
sty Meses de crianza Cross Evelution 0a23 . . ,
diferentes tratamientos durante un periodo
Sinlins 3 10.9(1.66)a 9.6(1.72)ab
. 3 8(1.57)b 11.1(1.50)a de envejecimiento de 12 meses.
o e 3 9.3(1.91)b 9.8(0.89)ab
. 3 nd Nd * Los valores son medias (DE) de andlisis
nemoJdeEs
cuddruple; letras distintas denotan
- [ 4.5(0.68)d 5(0.73)d . . ;. P .
Sin lins diferencias estadisticamente significativas a
Con lias 6 6.4{2.20)c 4.7(0.44)d
<
Con lias, enzimas 6 5.4(0.63)cd 4,6(0.41)d p <0,05.
Vinc modeio [ nd Nd
n.d: no detectado
Sin li
- . 12 1(0.15)e 0.8(0.07)a
Can la 12 1.1(0.16)e 0.9(0.11)e
Can liss, anzimas 12 1.2(0.13)e 1(0.05)e
Vino medslo 12 nd Nd

222



Vasserot demostré la capacidad de las lias de levaduras de consumir tioles aunque el
establecimiento de puentes disulfuro con unidades SH de los residuos cisteinil del
manoproteinas pared celular de la levadura. La formacion de puentes parecia ser

independiente de oxigeno molecular, pero requiere la presencia de cationes metalicos.

El mayor contenido de GSH para los vinos sin lias en comparacion con aquellos sin lias,
posiblemente, puede atribuirse a la absorcion de GSH por las lias de levadura. Este rasgo, sin
embargo, parece ser cepa especifica, ya que s6lo se observo para la Croos Evolution. Después
de 6 meses de envejecimiento, se observo una disminucion adicional en el contenido de GSH
para ambas cepas a concentraciones que van de 4,5 mg /L a 6,4 mg / L. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de GSH entre los tratamientos, a
excepcion de los vinos fermentados con Croos Evolucion en el caso del vino envejecido sin

lias y con las heces.

En este caso concreto, las lias de levaduras pueden haber tenido un efecto protector sobre
GSH. Este fendmeno se atribuye a la capacidad de consumo de oxigeno de las lias de levadura

para limitar la oxidacion de GSH.

Sorprendentemente, el contenido de GSH (20 mg / L) de vino envejecido en presencia de lias
en barricas usadas, se mantuvo constante a lo largo de un periodo de envejecimiento 7 mes .
Esto esta en marcado contraste con nuestro estudio que muestra claramente una disminucion
significativa en el contenido de GSH durante un periodo de 6 meses. Ademas, este estudio se

realiz6 bajo condiciones reductoras, lo que limita la oxidacion de GSH.

Curiosamente, los autores no detectaron el dimero GSH, GSSG, después de 6 meses de edad,
y sugirieron que la pérdida de GSH no se atribuyera a la dimerizacion de GSH, sino més bien
a la formacion de acido caftarico 2-S-glutationil (GRP) Aunque este compuesto no se midio.
Autores postularon que GSH se libera tras la autolisis de la levadura de la misma manera en la

que las grupos de aminoacidos son liberados durante la autolisis.

La hipdtesis en este caso fue que una enzima que acelera la autolisis y la posterior liberacion
de compuestos intracelulares, podria dar lugar a mayores niveles de GSH extracelular, siendo
un compuesto citoplasmatica. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el

contenido de GSH en los tratamientos que fueron suplementados con Enzima Extralyse.

223



Ademas, no se detectd6 GSH en el transcurso del experimento en el vino modelo que fue
envejecido en presencia de lias. El limite de deteccion para el método UPLC utilizado en este
experimento es 0,017 mg / L, lo que sugiere que el GSH que puede haber sido liberado de la

levadura durante la autolisis, estaba en cantidades insignificantes.

Después de 12 meses de envejecimiento, el contenido de GSH en todos los tratamientos
disminuy6 a niveles por debajo de 1,2 mg / L y no se observaron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos. Esta claro que tiene efecto las lias de levadura sobre los
niveles de GSH en vino necesita de mayor investigacion, en combinacién con otros factores,

como diferentes cepas de levadura y los niveles de oxigeno.

La influencia del envejecimiento sobre las concentraciones de GSH en el vino, es evidente
que el GSH disminuye durante el envejecimiento, independientemente de la cepa de levadura
o presencia de las lias. La influencia de las heces en la preservacion de GSH en el vino
durante el envejecimiento, parece ser insignificante. Ademas, parece muy poco probable que
el GSH es liberada de las lias de levaduras en la autolisis de la levadura como se ha sugerido

anteriormente.

4.3.3.4 Influencia de diferentes niveles YAN en evolucidén de GSH durante la fermentacion

Para evaluar si los niveles diferentes de nitrogeno asimilable de levadura (YAN) tienen una
influencia en el contenido de GSH presente en el vino sintético después de la fermentacion
alcoholica, el contenido de YAN de un medio de zumo de uva quimicamente definido se
ajusto a tres niveles diferentes y se fermenta con QA23 cepa de levadura. Dos diferentes
niveles de GSH se ensayaron también, con todas las fermentaciones que completan la

fermentacion alcohdlica.

Diferentes niveles iniciales de GSH no afectaron velocidad de fermentacion .Sin embargo, el
contenido de nitrogeno asimilable de levadura afect6 a la velocidad de fermentacion con el
nivel mas bajo YAN (100 mg / L) de completar la fermentacion alcohdlica cuatro dias
después de los tratamientos con un contenido YAN de 250 mg / L y 350 mg / L. Los
tratamientos con un contenido de YAN inicial de 350 mg / L complementado con el nutriente
de la levadura, FermaidK®, fermentacion alcohdlica terminado tres dias antes de los

tratamientos con la misma YAN contenido no suplementado con FermaidK® .

Figura 3.3 presenta la evolucion de GSH durante la fermentacion alcohélica de los diferentes

tratamientos.
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El contenido de GSH para todos los tratamientos disminuyd considerablemente durante la
fermentacion alcoholica, en consonancia con los resultados para el zumo B del trabajo
anterior. Al final de la fermentacion alcohdlica, no se observaron diferencias significativas en
el contenido de GSH entre los tratamientos para los vinos bajos de GSH, lo que sugiere que
YAN no tuvo influencia en los niveles extracelulares de GSH presentes en los vinos
sintéticos. Este fue también el caso del alto tratamiento con GSH, sin diferencias

significativas observadas entre la baja, media y alto Tratamientos de Yan.

El tratamiento HHF complementado con FermaidK®, no difiri6 significativamente del
tratamiento HH, lo que sugiere que la suplementacion con un nutriente de la levadura en un
nivel alto YAN tal, no daria lugar a un aumento de los niveles de GSH extracelular. Por tanto,
parece que el mayor contenido de YAN en forma de alfa libre de nitrogeno amino y NH4CI
no dio lugar a mayores niveles de GSH extracelular presentes después de la fermentacion

alcoholica.

Debe tenerse en cuenta que varios otros factores en los diferentes mostos podrian haber

influido en la produccion de GSH.

Varios autores opinan de que el contenido de GSH en las uvas esta estrechamente relacionada
con el estado de nitrégeno en vid estimada como el contenido de levadura asimilable de

nitrégeno.

225



Es importante sefialar que el mayor contenido de GSH en las uvas es una funciéon de las
condiciones mas favorables de nitrogeno durante la fase de crecimiento de las uvas y que la
manipulacion del contenido YAN de un jugo en el sétano, no seria necesariamente resultar en

niveles mas altos de GSH en el vino.

Los diferentes resultados pueden haber sido obtenidos si el estudio se repitidé con otras cepas
de levadura. Las cepas difieren en sus requerimientos de nitrogeno que pueden posiblemente

influir en el contenido de GSH presente después de la fermentacion alcoholica.

La hipotesis de que el aumento de los niveles de YAN conduciria a una mayor sintesis de
GSH por la levadura con la secrecion posterior del mismo en el medio del vino, por lo tanto se
demuestre lo contrario. Se puede argumentar que los iones de amonio suprimen la absorcion
de aminoacidos libres como el precursor de aminoacidos cisteina, glutamato, glicina y serina,

que podria haber limitado la sintesis de GSH.

Sin embargo, fosfato de amonio, siendo la fuente de nitrogeno mas facilmente asimilable a la
levadura, es un constituyente comun de productos de suplementacion de nitrégeno utilizado
en sotanos. Por tanto, la investigacion futura en este aspecto debe incluir la evaluacion de los

diferentes niveles YAN en la ausencia o presencia de amoniaco.

La influencia de los diferentes niveles YAN sobre la concentracion de GSH en el vino parece
ser insignificante. Manipular el contenido de nitrogeno de mosto con suplementacion, por
ejemplo, fosfato diamoénico, no conduce necesariamente a un aumento de los niveles de GSH.
Sin embargo, los resultados se pueden demostrar diferentes cuando este experimento se repite

con diferentes cepas de levadura.

4.3.3.5 Influencia de diferentes contenidos GSH intracelular en la Resistencia al Estrés

Oxidativo

Para probar la respuesta de estrés oxidativo de células de levadura con diferentes niveles de
GSH intracelular, se sigui6é un enfoque clasico que no implican el uso de agentes que agotan

GSH o GSH mutantes deficientes.

En primer lugar, se trataba de determinar si las células de levadura alcanzarian diferentes
niveles de GSH intracelular cuando se crece en medio suplementado con diferentes
concentraciones de GSH. Medios de comunicacion YNB, se afiadieron con GSH a 0 mg / L,

20 mg / L y 120 mg / L de GSH, se inocul6 con S. cerevisiae cepa QA23 y crecido hasta
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mediados del registro fase (DO600nm ~ 1) donde después se determind el contenido

intracelular de GSH.

Los resultados se muestran en :

Tabla 3.9 concentracion intracelular de GSH * de las células cultivadas en medios con diferentes concentraciones de GSH

(tratamiento).

Table 3.9 Intracellular G5H concentration® of cells grown in media with different G5H concentrations (treatment).

Treatment mg GSH/ g cells
Dmg/LGSH 0.56(0.05) 2
20 mg/L GSH 2.061i0.04) b
120 me/fL GSH 2.45(0.04) c

* Los valores son medias (SD) de andlisis por triplicado; letras distintas denotan diferencias significativas a p <0,05.

Las células cultivadas en medios deficiente de GSH, acumularon aproximadamente 0,56 mg
células GSH / g (como peso humedo). Curiosamente, aunque significativamente diferente, la
diferencia de GSH intracelular contenidos entre las células cultivadas en presencia de 20 mg /
L y 120 mg / L no difieren en gran medida, siendo 2,06 mg células / g y células de 2,45 mg /
g, respectivamente. Estos valores se traducen en aproximadamente 1% del peso seco de

células .

Se ha informado de que las células de S. cerevisiae que entran en la fase estacionaria
adquieren resistencia contra varias tensiones ambientales, tales como el calor, osmética y el
estrés oxidativo . Por esta razon, las células fueron cosechadas en fase semilogaritmica para

eludir esta resistencia.

Para probar si los diferentes contenidos intracelulares de GSH darian lugar a diferentes
respuestas al estrés oxidativo, cultivos de las cepas con diferente contenido de GSH
intracelular fueron vistos en cuatro diluciones seriadas 10x en placas que contienen diferentes

concentraciones de H,O,.

En placas que contenian 2 mM y 4 mM H,0,, no se observd crecimiento (resultados no

mostrados). Crecimiento en placas que contenian 1 mM de H,0, se muestra en la Figura 3.4.
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Es evidente que las células cultivadas a la fase log en presencia de GSH diferente
concentraciones, lo que resulta en diferentes contenido intracelular de GSH, muestran ninguna
diferencia en la viabilidad celular. Esto sugiere que las células cultivadas en medios
deficientes de GSH, sintetizan GSH suficiente para adquirir suficiente resistencia al estrés a

H,0O; bajo las condiciones utilizadas en este experimento.

Este experimento fue, sin embargo, solo se llevo a cabo con una cepa de levadura. Resultado
diferente se puede observar cuando este experimento se repite con mas cepas y diferentes
condiciones de fermentacion, tales como mosto de uva. Hasta donde sabemos, este es el
primer estudio publicado la evaluacion de la respuesta al estrés oxidativo de una cepa de

levadura comercial de vinos con diferentes niveles de GSH intracelular.

Parece que las células de levadura cultivadas en un medio deficiente de GSH son capaces de
producir suficiente GSH para proteger las células contra el dafio oxidativo. No se observaron

diferencias significativas entre las cepas con diferentes contenidos intracelulares de GSH.
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Capitulo 5: El papel del glutation en el ser humano

Apenas hace veinte afios que se conoce la existencia de esta proteina que los cientificos

califican como “pequefia”, por estar formada por tres aminoacidos.

5.1 Biosintesis en el cuerpo humano:

Aunque todas las células del cuerpo humano son capaces de sintetizar el glutation, la sintesis

de glutation del higado se ha demostrado que es esencial.

El higado es la glandula de mayor tamafio en el organismo, entre el 2% y 5% del peso
corporal; mientras que el rifion solo representa entre 0,05% y 0,1%. Sin embargo, la
biotransformacion de sustancias toxicas y su excrecion como un mecanismo de proteccion
para el organismo constituye la funcion metabdlica mas importante que realizan estos dos

6rganos en su conjunto.

Las sustancias dentro del sistema portal, que incluyen Metabolitos y materiales toxicos, son
recibidas por los macréfagos, y los hepatocito para ser procesados metabolicamente, y ser

vertidos a la circulacion al rifion y ahi ser nuevamente procesadas y excretadas.

La via de eliminacion es la transferasa de glutation (TG), catalizadora de la conjugacion con
el GSH, y eliminada como un compuesto no toxico en forma de acido mercapturico en la
bilis. E1 GSH representa el mas abundante antioxidante endogeno involucrado en numerosas
funciones vitales de la célula. La cisteina es el principal aminoacido para la sintesis de GSH,
la cual es catalizada por la gammaglutamil-cisteina-sintetasa (GGCs) y es considerada de
velocidad limitada en la sintesis de GSH. Los niveles de cisteina intracelular pueden ser
influidos por altos valores de gammaglutamil-cisteina, o por un sistema de transportacion de
aminoacidos como el ciclo gamma-glutamilo. Si los niveles de GSH se mantienen, el dafio
celular tiende a ser menor porque la actividad de las especies reactivas producidas por un

xenobiotico podria reducirse.

En mamiferos, el higado constituye el 6érgano central para el metabolismo de GSH, que se
encuentra generalmente en altas concentracion y podria proveer GSH a otros tejidos via

circulacion interorganos.
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5.2 GPX's humanas

Los tipos de glutationa peroxidasa humana son:

. Glutation peroxidasa 1 (GPX1). Tiene como funcién proteger la hemoglobina de los
eritrocitos de una rotura oxidativa. Se constituye como un homotetramero y su localizacion

celular es el citoplasma.

. Glutation peroxidasa 2 (GPX2). Tiene como funcion proteger a los mamiferos de la
toxicidad de los hidroperdxidos organicos ingeridos. Pueden actuar como aceptores el tert-
butil hidroperoxido, el cumenohidroperoxido y el hidroperéxido del acido linoleico. En
cambio, el fosfatidilcolina hidroperéxido no actia como aceptor. Se constituye como un
homotetramero y su localizacion celular es el citoplasma. Se expresa sobre todo en el higado

y tracto gastrointestinal.

. Glutation peroxidasa 3 (GPX3). Tiene como funcidon proteger a las células y enzimas
del dafio oxidativo catalizando la reduccion por la glutationa del peréxido de hidrogeno,
peroxidos de lipidos e hidroperoxidos organicos. Se constituye como un homotetrdmero que

es secretado en el plasma.

. Glutation peroxidasa 5 (GPX5). Tiene la misma funcion que la GPX3 y constituye un
sistema de proteccion contra el dafio de los perdxidos en los lipidos de las membranas del

esperma. Esta enzima es secretada en el epididimo.

. Glutation peroxidasa 6 (GPX6). Es una proteina secretada y se expresa en el epitelio
olfativo.
. Glutation peroxidasa 7 (GPX7). Es una proteina secretada.

Existe otra GPX marcada como probable y llamada Glutation peroxidasa 8 (GPX8) que es

una proteina de membrana.

Sus efectos beneficiosos forman una larga lista: “es producido por el cuerpo y se encuentra en
las células, mas especificamente en el citoplasma. Su principal funcion es el desecho de
desperdicios de la célula. Es el protector mas poderoso y mas fuerte de nuestros millones de
células. Aumentando los niveles de GHS, mejoramos nuestra salud celular mejorando la salud
de nuestros cuerpos enteros desde la cabeza a los pies. Se compara a otros antioxidantes mejor

conocidos, como el resveratrol, las vitaminas A. E. C. y al selenio. Tener adecuadas
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concentraciones de glutation en el organismo nos ayuda a mantener, principalmente, un
equilibrio 6ptimo en la eliminacion de radicales libres (efecto antioxidante), asi como auxiliar
para la desintoxicacion de las células del higado debido a que esta proteina tiene una

excelente capacidad de reaccionar con sustancias toxicas y favorecer su eliminacion.

Ademas de su poder antioxidante y desintoxicante, el glutation proporciona aumento de
energia, refuerza el sistema inmune y particularmente es clave para la activacion de los
linfocitos y plaquetas, mejora la memoria y la concentracion, disminuye el tiempo de
recuperacion después de entrenamientos deportivos o de una cirugia, reduce la proliferacion
de células con tendencia a la malignidad, jugando un papel clave en la colaboracion para la

defensa de diferentes enfermedades causadas por la presencia de radicales libres,

5.3 Usos terapéuticos v nutricionales del glutation:

Por la deficiencia de este antioxidantes se pueden producir enfermedades a causa de radicales
libres, esa reduccion es posible gracias a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, una enzima de
la ruta de las pentosas fosfato. De hecho, una deficiencia de esta enzima puede tener efectos
similares a la deficiencia de glutation en términos de proteccion contra los radicales libres. El
glutation protege a las células de varios contaminantes y venenos, entre ellos algunos
procedentes de la combustion y el humo de los cigarrillos. También retrasa el dafio causado

por la radiacion.

5.3.1 Enfermedades:

* Envejecimiento: Se sabe que el envejecimiento va acompafiado de una precipitada

caida de nuestros niveles de glutation. Estos niveles bajos también se encuentran a
menudo en varias enfermedades asociadas con el envejecimiento, tales como cataratas,

enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, arterioesclerosis y otras.

¢ Problemas neuroldgicos: los bajos niveles de glutation se asocian con algunos

trastornos neurodegenerativos, como la esclerosis multiple, la enfermedad de Lou

Gehrig, Alzheimer, Parkinson y otros.

e Cancer: El glutation juega un papel importante en la eliminacion de diversos
cancerigenos, manteniendo al mismo tiempo la optimizacion de funciones

inmunitarias que hacen mas eficaces las defensas anti-tumorales.
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Enfermedades del corazén y derrames cerebrales, colesterol: El aumento de los niveles

de glutation combate la oxidacion de los 4cidos grasos presentes en el torrente
sanguineo, incluyendo el colesterol, lo que retrasa el proceso de formacion de placas

en las arterias, que es la causa subyacente de la mayoria de los problemas de corazon.

Diabetes: Los diabéticos son mas propensos a las infecciones y problemas
circulatorios, dafio renal y ceguera. El glutation protege de estas complicaciones

relacionadas con la diabetes.

Enfermedades pulmonares: Los médicos estan utilizando medicamentos precursores

de glutation en diversas enfermedades pulmonares, como el asma, la bronquitis
cronica y el enfisema. Destacan las nuevas propiedades terapéuticas para proteger de
los dafios causados por el humo del cigarrillo, la fibrosis pulmonar y otras

enfermedades.

Problemas digestivos: El glutation protege contra la inflamacion en los casos de

gastritis, ulcera gastrica, pancreatitis, inflamacion intestinal, ulcera de colon y

enfermedad de Crohn.

Hepatitis: El higado es el 6rgano principal de almacenamiento de glutation. Hay
deficiencia de glutation en la hepatitis alcoholica, asi como en casos de hepatitis viral,
entre ellos la hepatitis A, B y C. La elevacion de los niveles de glutation restablece las

funciones del higado.

Problemas renales: Las personas que tienen dafio renal o se someten a dialisis tienen

altos niveles de oxidacion, debido al estrés y la disminucion de los niveles de

glutation. Elevar el glutation ayuda a prevenir la anemia.

Embarazo, parto, lactancia materna: El papel del glutation en el desarrollo del feto y la

placenta es crucial. Actlia en la placenta con el fin de neutralizar los contaminantes
antes de que lleguen al nifio en desarrollo. Se han relacionado varias complicaciones

durante el embarazo con los bajos niveles de glutation.

SIDA: El glutation juega un papel fundamental en el buen funcionamiento del sistema
inmunologico; ademas, se ha demostrado una relacion directa entre una mayor carga

viral de VIH y una disminucion de los niveles de glutation intracelular.
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5.3.2 Alimentos ricos en Glutation:

Es muy importante mencionar que es mucho mas importante enfocarse en alimentos que
contienen precursores de glutation, que glutation en si mismo. Esto se debe a que el glutation
posee una estructura quimica que es débil al proceso digestivo. El glutation puede ser
sintetizado a partir de los aminoacidos L-cisteina, acido L-glutamico y glicina. El acido
glutamico y la glicina se encuentran en casi todos los alimentos que comemos, pero la cisteina

es mucho mas escasa.

Fuentes de GSH recomendadas son los esparragos, espinacas, brocoli, ajo, col, cebollas,
berros y coles de bruselas. Algunas especias como el comino y la canela también elevan
modestamente los niveles de GSH. Otros alimentos que contienen glutation en menos
cantidad son melon, aguacate, pomelo, duraznos, naranjas, nueces, pavo y pollo. En resumen,
los productos lacteos, los cereales y el pan son generalmente bajos en GSH, frutas y vegetales
tienen cantidades moderadas o altas de GSH, y carnes recién preparadas tienen un contenido

relativamente alto de GSH. También la ingesta de alimentos como las uvas o el vino.

Sin embargo, y esto es fundamental, es mucho mas importante enfocarse en alimentos que
contienen precursores de glutation que glutation en si mismo. Un precursor es un elemento
que requiere el cuerpo para producir el glutation, en este caso son cisteina, acido glutamico y
glicina. Esto se debe a que el glutation posee una estructura quimica que es débil al proceso
digestivo, haciéndola inutil muchas veces, segundo, para aprovechar el glutation, el cuerpo
tiene de todas formas que romperlo en sus componentes para poder crear el suyo propio y

obtener los beneficios del mismo.

El 4cido glutamico y la glicina se encuentran en casi todos los alimentos que comemos, pero
la cisteina es mucho mas escasa encontrandose en huevos, ajo, leche. Sin embargo, la cisteina
es sumamente sensible al calor, de manera que si se calientan estos alimentos pierden por
completo su cisteina, inactivandola. La leche pasteurizada se le llama desnaturalizada por este

hecho, porque al calentarla pierde muchas de sus propiedades tutiles.

También se recomienda el consumo de alimentos ricos en selenio, conocido por ayudar a
elevar los niveles de glutation, alimentos como las nueces de Brasil, nueces, y alimentos del

mar contienen selenio.
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5.3.3 Suplementacion:

Convertir el glutatién en un suplemento alimenticio ha sido dificil La investigacion sugiere
que el glutation por via oral no se absorbe bien a través del tracto gastrointestinal, sin
embargo, las concentraciones de glutation en el suero sanguineo y los tejidos pueden
aumentar ingiriendo precursores de la cisteina. Entre los precursores de glutation ricos en

cisteina estan:

* la N-acetilcisteina (NAC)

* la proteina de suero de leche desnaturalizada.

Estos suplementos han demostrado aumentar el contenido de glutation dentro de la célula. La
N-acetilcisteina es un suplemento disponible de forma genérica que aumenta el glutation
intracelular reducido y total en un 92% y un 58% respectivamente. Una proteina de suero de
leche llamada Immunocalaumenta los niveles de glutation en los linfocitos del sistema

inmunitario en un 35,5%, y también aumenta el pico de potencia y el rendimiento muscular en

un 13%.

e Un nuevo profarmaco, que combina la glutation fragil precursor de cisteina con la
ribosa monosacarido. D-ribosa-L-cisteina es capaz de pasar a través de la digestion
intacta y crear un impulso significativo y sostenido en la produccion de glutation
sistémica. Una vez dentro de la célula, la cisteina se convierte en glutation, mientras

que la ribosa se utiliza para la energia celular en forma de trifosfato de adenosina.

De tal forma que, para poder tener los beneficios que aporta el glutation a nuestro organismo,
es esencial proveer al cuerpo de suplementos -precursores- que apoyen su produccion natural
a nivel celular, y no quedarnos tinicamente con el glutation que proviene de los alimentos que

consumimos, ya que este, resulta insuficiente.

El exceso de suplementos de glutation en el cuerpo puede verse inundado de glutation y
resultar perjudicial, ademas de tener que trabajar el doble para poder romper el glutation en

sus tres componentes para después poder producir el suyo propio.
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Conclusion:

En la ultima década la naturaleza competitiva del mercado global del vino se ha
incrementado, con vinos de calidad que desean entrar en el mercado de todo el mundo. La
comprension del consumidor del valor del producto ha aumentado resultando en

discriminacion de la calidad del vino.

Esto se traduce en bodegas siendo desafiado para producir vinos consistentes y, si es posible
mas de alta calidad. Del mismo modo, las demandas del consumidor para vinos saludables
como resultado de la presion para reducir el uso de conservantes quimicos, como el dioxido

de azufre (SO,) en el vino.

Un producto mejorado, tanto en términos de calidad y aceptacion del consumidor, por lo

tanto, seria conferir una ventaja competitiva para el en6logo.

La importancia del glutation (GSH) en la limitacion de oxidacion de mostos y vinos, junto
con su efecto protector sobre diversos compuestos aromaticos positivos y efecto inhibidor
sobre la formacion de envejecimiento malos sabores, confieren calidad nica mejorar y

preservar la calidad de posibilidades en el vino.

Ademas, los niveles de antioxidantes mas altos en el vino, tal como GSH, podria permitir el
uso de dosis reducidas de SO, sin comprometer la calidad sensorial del vino y a la vez

también poder introducirnos en la vinificacion organica.

Para esto debemos tener conocimientos y estrategias de manejo de la vid para modificar sus

concentraciones desde el comienzo.

Para la formacion de glutation en la vid tenemos que tener una planta equilibrada y nutrida,
dentro de los nutrientes el principal es el nitrogeno que va a ser el precursor que forme los
péptidos que se derivan de los aminoacidos. Entonces tenemos que tener conocimientos de la
composicion fisico-quimicas del suelo y estrategias de manejo en funcion de la edad de la
planta, momentos fenoldgicos, control del vigor, formas de fertilizacion y las diversas formas

del manejo del suelo.

Cada situacion de estrés provoca una respuesta Unica, desarrollado diferentes procesos
fisioloégicos y bioquimicos de aclimatacion. Cuando tenemos un exceso de un metal, la
destoxicacion implica un gasto de este antioxidante, reduciendo los niveles iniciales en un

mosto. En otros casos, el precio a pagar por la liberacion fotosintética de O, es la produccion
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de los EROs, si la planta no tiene capacidad de potencial de barrido, en esta ultima instancia
puede conducir a la muerte. La generacion de EROs implica también un gasto de

antioxidantes para someterse a la conversion de un radical destructivo.

Una forma para calcular estas situaciones de tension, los sistemas in vitro ofrecen un método
practico y facil de manipular para el estudio de estrés, y notar los valores medidos antes y

durante el crecimiento en este.

Otras veces cuando el estrés se debe a una déficit hidrico, hay diferentes mecanismos de
resistencias a nivel celular y molecular, una de estas respuestas a esta limitacion es la
modificacion de la expresion genética, el péptido glutation juega un rol importante siendo la
principal fuente de tioles no proteicos en la mayoria de las células, participando en la

tolerancia a la baja disposicion de agua, ya sea con fines estructurales o con fines reguladores.

Cuando el estrés se produce por patdégenos una de la respuesta antioxidante en las vides, hacia
la fase tardia de la infeccion, el glutation esta presente y puede ser una de las razones para

retomar los niveles de control.

La exposicion a la radiacion solar no solo afecta la concentracion de azucares en las bayas,
sino también incrementa la capacidad antioxidante como los fenoles en hollejos (antocianos y
polifenoles totales) y otros metabolitos secundarios, determinada como capacidad de
absorcion de radicales oxigeno. Esto significa que a mayor estrés por radiacion UV-B y ABA

aumenta la defensa natural de la planta.

Los diversos cultivares que en terroirs como La Rioja, Espafia , presentando altas y bajas
concentraciones de glutation como resulta ser el Tempranillo Blanco como una variedad que
da un mosto con alta concentraciéon , en nuestro terroir, puede variar debido a las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo, la altura a nivel del mar, las condiciones de estrés a
las que estamos expuestos, y se necesitarian hacer pruebas para saber cuales son los cultivares

de nuestra zona que presentan mayor concentracion.

Los Contenido de GSH en el jugo de uva también es dictado por varios factores, como la
exposicion al oxigeno, la actividad de la tirosinasa, maceracion de la piel de la uva durante el

periodo previo a la fermentacion y condiciones apremiantes.

Es evidente que GSH desempefia un papel integral como antioxidante en la oxidacion de los

mostos blancos. Se neutraliza orto-quinonas, lo que limita la formacion de pigmentos de
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pardeamiento en cierta medida. GSH ejerce un efecto protector sobre varios aromas del vino
deseables, mientras que al mismo tiempo, se limita la formacion de indeseables
envejecimiento malos olores en el vino. Ademas, su papel como precursor de aroma en la
baya ha sido el foco de muchos estudios que dilucidar la participacion de glutation en la

produccion tiol varietal.

La fermentacion de S. cerevisiae puede tener un impacto en la concentracion final GSH en el
vino debido al metabolismo de los mismos por la levadura. Los transportistas, tanto para la
absorcion y la secrecion de GSH han sido identificados en S. cerevisiae que puede resultar en
la fluctuacion de las concentraciones de GSH durante la fermentacion alcoholica del vino.
También se sugiere que el GSH, siendo un compuesto intracelular, se libera tras la autolisis de

levadura.

Aunque SO, es muy eficiente en la proteccion contra la oxidacion del vino, ciertos
consumidores son sensibles a este antioxidante y una tendencia creciente, para reducir el uso
de SO,, se observa actualmente. GSH puede ayudar SO, en su papel como antioxidante,
permitiendo el uso de los niveles de SO; inferiores y la superacion posible de resistencia de

los consumidores.

La gestion prudente de GSH durante el proceso de elaboracion del vino, destinado a retener
altos niveles en el vino final, puede por lo tanto ser muy valiosa para la calidad del vino, sobre

todo la de vino blanco, al limitar la oxidacion, oscurecimiento y la pérdida de aroma.

Es evidente que se necesitan mas investigaciones sobre diversos aspectos de GSH en el vino,
especialmente el papel que diferentes cepas de levadura, adiciones GSH-LSI y los niveles de

oxigeno desempeian en los niveles de GSH en el vino durante el proceso de vinificacion.

El GSH disminuye durante el envejecimiento, independientemente de la cepa de levadura o
presencia de las lias. La influencia de los diferentes niveles NFA sobre la concentracion de
GSH en el vino también hace referencia que en la necesidad de nitrégeno de las levaduras va
a consumir otros compuestos, pero no el GSH, esto no implica que aumenta su concentracion

inicial, sino que se conserva para otros usos.

Parece que las células de levadura cultivadas en un medio deficiente de GSH son capaces de

producir suficiente GSH para proteger las células contra el dafio oxidativo
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Las pruebas de fermentaciones de jugo de uva, entregan informacion valiosa sobre la
evolucion de GSH durante la fermentacion alcohodlica. Se demostrd que el contenido de GSH
fluctua durante la fermentacion alcoholica, en funcion de la cepa de levadura y el contenido

inicial de GSH del jugo.

Sugiriendo que la diversidad de las cepas de S. cereviseae LSI no solo difieren en las
caracteristicas del producto final sino también en su metabolismo de GSH y GSH que se

asimila en ciertas etapas y liberado de nuevo en otros durante la fermentacion alcoholica.

Hay tener en cuenta que los niveles de GSH después de la fermentacion alcoholica no eran
estrictamente atribuible a una cepa especifica de levadura sola. Otros factores en el mosto y

influyen en los niveles de GSH observados después de la fermentacion alcohdlica.

Analisis sensoriales de estos vinos también proporcionaria informacion valiosa sobre el

impacto organoléptico suplementacion GSH-LSI tiene en materia de vinos.

En nuestro pais, la legislacion nacional vitivinicola no tiene contemplado el uso de glutation,
ni como productos ni como practicas enoldgicas, siendo muy dificil tratar de alcanzar a otros
elaboradores internacionales y competir directamente en calidad, si disponemos de recursos e
informaciones mas antiguos como las manoproteinas, levaduras secas inactivas, cortezas de
levadura, siendo participes de otros puntos de vista en calidad, pero sin saber la concentracion

especifica de antioxidantes presenten , y en nuestro interés del glutation.

Los precios de los productos que aumentan exégenamente la concentracion inicial de GSH,
influyen notablemente en los costos finales, dependiendo del tipo de vino y de las economias
regionales y/o globales los enologos pueden decidir si invertir y hacer uso de este
antioxidante, sabiendo los beneficios que proporcionaria a un vino blanco o rosado a largo
plazo. La otra forma de manipular la concentracion, es la viticultura aplicada a incrementar la

concentracion desde el vifiedo para el futuro mosto.

De mi parte antes de empezar el trabajo crei que las propiedades del glutation eran limitadas y
por eso tan poco conocidas y estudiadas en nuestro pais, pero al final me di cuenta que
estamos limitados a los costos y a los métodos de cuantificacion de GSH y no a la falta de

sabiduria y que siempre se puede mejorar y nunca hay que dejar de perfeccionarnos dia a dia.
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Anexo: Productos Enologicos:

Empresa Marca Descripcion Dosis de | Modo de
Aplicacion Utilizacion
Lallemand OptiWhite Levadura  Inactiva Diluir OptiWhite
para vinos blancos y en 10 veces su
rosados 30-40g/HI peso
Afnadir al inicio
de la
fermentacion
Lallemand OptiMUM- Levadura  inactiva Se afade al
White especifica rica en principio de la
glutation para la 30g/Hl fermentacion
produccion de vinos alcohdlica (tras el
blancos y rosados desfangado)
Springer Springarom Levaduras inactivas Anadirse  antes
OEnologie para vinos blancos y del inicio de Ia
rosados aromaticos 30g/Hl fermentacion o
después de
asentarse y justo
antes de Ia
inoculacion  de
levaduras en el
caso de vinos
muy clarificados.
Laffort Fresharom o | Levaduras inactivas Incorporar
Bioarom para vinos blancos y durante el primer
rosados 30g/Hl tercio de 1la
fermentacion
alcoholica
Lallemand Booster Blanc | Levadura  inactiva Disolver en 10
para vinos blancos y veces su volumen
30g/H1

rosados aromaticos

en mosto o agua.

Se puede anadir
al mosto desde la
moledora o
también al final
de la
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fermentacion.

Agrovin ActimaxGSH | Levaduras Condicion Disolver en
autolisadas, para | normal:  10- | aproximadamente
vinos  blancos y | 20g/HI 10 veces su peso
rosados aromaticos o en mosto o agua

Condiciones .
o y afadir al
dificiles: 20- dendsi

eposito durante
30g/HI el encubado.
Dosis  Max.:
40g/Hl1

AEB group Elevage Preparados de pared Dispersar
celular de levadura. directamente  al
Para vinos sensibles 10a 40g/HI vino, después del
al pardeamiento primer trasiego

efectuado a final
de fermentacion.

OENOBRANDS | EXTRAferm | Cortezas de Diluir en 10

SAS levadura. Para todo volimenes de
tipo de vinos liquido.

De 20 a Antes de la

40g/HI fermentacion
Final de la

De 30 g | fermentacion

40g/HL Al vino
terminado a
detoxificar

De 20 a

40g/Hl1

Laffort Mannostab Manoproteina Diluir en 10
especifica de la veces su peso de
corteza de levaduras 102 30 g/Hl agua llevada a
para vinos antes del 30°C.

embotellado

La incorporacion
se hara antes de
la ultima
filtracion
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Oenofrance

Génesis Lift

Corteza de levadura

Vino blanco:

Diluir en 5 veces

para todo tipo de |4a20g/HIl su  volumen de
vino ) vino. Afiadir al
Vino rosado: tanque o barril
10 a 40 g/HI.
Dosis  max.:
40g/HI
Oenofrance Génesis Paredes celulares de | Vino blanco: | Diluir de
Prime levadura, para todo | 10220 g/HI | antemano en 5
tipo de vinos. ) veces su volumen
Vino rosado de vino. Afadir
20 2 40g/Hl al tanque o barril
Dosis  max.
40g/Hl1
Oenofrance Génesis Fresh | Levaduras inactivas Diluir de
ricas en antemano en 5
glutation(85%) y 252 35g/Hl veces su volumen
celulosa de vino.
microcristalina para Adicionar al
vinos  blancos 'y tanque antes de la
rosados levadura.
Lallemand White-Style Levadura inactiva y | Vino Disolver en 10
enzima tranquilo: veces su volumen
betaglucanasa. Para | 30g/HI en agua o mosto.
vinos blancos ) Emplear después
Vino de la
Espumante: fermentacion
5a10 g/HI alcoholica 0
durante la 2%
fermentacion en
espumantes.
Enobiotech Mannovin Levadura inerte para | Dosis max.: Agregar al vino
Elevage de vinos después de la
estructurados 40 g/Hl primera
Dosis min.: decantacion 0
durante el
5g/H1 almacenamiento
Lallemand Opti-RED Derivado de levadura Disolver en 10

natural para vinos

veces su volumen
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tintos Premium

Adicion

de mosto o agua.

temprana: o
226g/ton Anadir a la
moledora o al
Adicion final de la
tardia: fermentacion.
20-30g/HI
Lallemand RED-Style Levadura inactiva y Mezclar en 10
enzima de veces su volumen
. 227g/ton
maceracion para en el mosto o
vinos tintos agua. Uso
durante la
maceracion.
Laffort Biolees Parietal de levadura Disolver en 5 a
(manoproteinas) rico 10 veces su peso
en péptidos sapidos y 10a 30 g/HI en volumen de
en polisacarido agua o vino a
vegetal. Para vinos tratar.  Agregar
blancos o tintos durante un
remontado.
Agrovin Stper Autolisado de | Fermentacion: | Disolver en 10
Bouquet levadura. Para todo veces su peso en
. . 10 a 30 g/HI .
vino blanco y tinto vino 0o mosto y
Crianza y afiadir al depdsito
vino o barrica.
terminado:
20-40g/HI
Vino
espumoso:
10-30g/Hl
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