CENTRO UNIVERSITARIO
SANTA ANA

XLII JORNADAS
DE VITICULTURA Y ENOLOGIA
TIERRA DE BARROS

Il Congreso Agroalimentario de Extremadura




XLII JORNADAS DE VITICULTURA Y ENOLOGIA
DE LA TIERRA DE BARROS

II Congreso agroalimentario de Extremadura

Edita:

Centro Universitario Santa Ana

C/ IX Marqués de la Encomienda, n° 2
Almendralejo

Tel. 924 661 689

http/ /www.univsantana.com
Colabora: Cajalmendralejo

Ilustracion de portada:

© Jaime Fenollera
Viniedos en Tierra de Barros

Disefio original:

Tecnigraf S.A.
Magquetacién: Virginia Pedrero
ISBN: 978-84-7930-110-4

D.L.:

Imprime: Impresal



Estabilidad y capacidad antimicrobiana de
un extracto puro de estilbenos, obtenido a
partir de madera de poda, como alternativa
al anhidrido sulfuroso en vinos

GUTIERREZ-EScOBAR, R.*
FERNANDEZ-MARIN, M.I.#
FERNANDEZ-MORALES, A.€

CARBU, M.©
PUERTAS, B.A

CANTOS-VILLAR, E.*

“Instituto de Investigacién y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA). Consejeria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible. Rancho de la Merced, Ctra.
Cafiada de la Loba, CA-3102 km 3.1, 11471, Jerez de la Frontera, Spain.

‘Microbiology Laboratory, Faculty of Marine and Environmental Sciences, University
of Cadiz, 11510 Puerto Real, Spain.

RESUMEN

La madera de poda es uno de los principales subproductos
de la industria del vino con muy bajo valor afiadido. Estudios
previos, demostraron que el uso de un extracto de estillbenos
(29% riqueza) elaborado a partir de madera de poda podria
usarse como alternativa al uso de SO, en vinos, aunque se ob-
servaron algunos efectos colaterales sobre la calidad del vino,
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cuando se emplearon dosis elevadas del extracto, especialmen-
te, en el caso de los vinos blancos (Cruz et al., 2018; Raposo et
al., 2016; Ruiz-Moreno et al., 2018).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la estabilidad y la ca-
pacidad antimicrobiana de un extracto con un 99% de pureza
en estilbenos (ST99) elaborado a partir de la madera de poda
de la vid.

Se establecieron las condiciones de estabilidad para el extracto
disuelto en matriz vinica: baja temperatura (4°C) y oscuridad
hasta un maximo de 21 dias.

Con respecto a la actividad antimicrobiana de ST99, fue mds
eficiente contra levaduras que contra bacterias. El extracto fue
muy eficiente contra Brettanomyces bruxellensis y Zygossaccha-
romyeces bailli, y muy poco eficiente contra Acetobacter aceti. Lo
que nos permite proponer ST99 como un conservante promet-
edor para ser probado en vinos blancos y rosados.

Palabras claves: estilbenos, valor afiadido, sarmiento, estabili-
dad, antimicrobiano, sostenibilidad, e-viniferina.

ABSTRACT

Grapevine shoots represent a large source of waste derived
from the wine industry with low added value. Previous stud-
ies showed that the use of a grapevine shoot extract enriched
in stilbenes (29% richness) may be used as an alternative to the
use of SO, in wines, although some side effects on the wine
quality were observed, when high doses were tested, especial-
ly in white wines. (Cruz et al., 2018; Ruiz-Moreno et al., 2018;
Raposo et al., 2016; Ruiz-Moreno et al., 2018).

The objective of this work was to study the stability and anti-
microbial properties of an extract with 99% purity in stilbenes
(ST99) elaborated from grapevine shoots, in wine.

The stability conditions for the extract solved in a wine matrix
were established: 4°C and darkness a maximum of 21 days.

Regarding the antimicrobial activity of ST99, it was more
efficient against yeasts than against bacteria. The best antimi-
crobial activity was found on Brettanomyces bruxellensis and
Zygossaccharomyces bailli, meanwhile the worst was found for
Acetobacter aceti. This allow us to propose ST99 as a promising
preservative to be tested on white and rose wines.

Keywords: stilbenes, added-value, vineshoot, stability, antimi-
crobial, sustainability, e-viniferin.
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INTRODUCCION

Segun la Organizaciéon Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), el area
total mundial dedicada a la vifia fue alrededor de 7,5 millones de hectareas
en 2018 (IOV, 2019). La madera de poda procedente de los vifiedos, es uno
de los principales subproductos de la industria del vino, con un volumen
estimado entre 2 y 4 toneladas por hectdrea y afio, dependiendo de la va-
riedad, la densidad de plantacién, las condiciones climaticas y el vigor de
la vid (Cetin et al., 2011).

Actualmente, la madera de poda se quema en los vifedos, practica que
introduce grandes cantidades de dioxido de carbono en la atmdsfera, des-
truyendo un subproducto valioso (Cetin et al., 2011). La posibilidad de au-
mentar el valor afiadido de la madera de poda generada por las bodegas
promueve los estudios sobre estos residuos.

Estudios recientes han identificado y cuantificado hasta doce estilbenos
principales en sarmientos de Vitis vinifera cv.: ampelopsina A, piceatannol,
pallidol, trans-resveratrol, hopeaphenol, isohopeaphenol, trans-e-viniferin,
trans-e-viniferin, trans-miyabenol C, w-viniferina, r2-viniferina y r-vinife-
rina (Gabaston et al., 2017). Los autores proponen el uso de mezclas com-
plejas de estilbenos procedentes de los desechos de Vitis vinifera como una
fuente de estilbenos bioactivos (principalmente r-viniferina, hopeaphenol
y r2-viniferina) para el desarrollo de fungicidas naturales en Plasmopara
viticola. En la misma linea, también se han descrito las propiedades insec-
ticidas contra Leptinotarsa decemlineata (escarabajo de la patata) (Gabaston
et al., 2018).

Ademas, el trans-resveratrol tiene efecto inhibidor sobre el crecimiento de
los microorganismos que comprometen la calidad del vino (Garcia-Ruiz
et al., 2011; Pastorkova et al., 2013). Teniendo en cuenta estas propieda-
des antimicrobianas, se ha propuesto el uso de extractos: a) fendlicos de
diferentes origenes (Garcia-Ruiz, 2012; Garcia-Ruiz et al., 2008; Santos
et al., 2012), b) aceites esenciales (Chavan and Tupe, 2014), c) de piel de
almendra y hojas de eucalipto (Garcia-Ruiz et al., 2013; Gonzalez-Romp-
inelli et al., 2013), d) maderas enolégicas (Alafén et al., 2015), e) taninos
(Cejudo-Bastante et al., 2010) y f) de hidroxitirosol (Raposo et al., 2016)
como nuevas alternativas al diéxido de azufre (SO,). Sin embargo, hasta
la fecha, no hay una alternativa que posea las propiedades del SO,, sin
que se vean afectadas las propiedades sensoriales del vino. Por tanto, la
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bisqueda de una alternativa al SO, sigue siendo un reto pendiente para
la industria enolégica.

Uno de los resultados més prometedores fue el uso de un extracto de sar-
mientos de vid enriquecido en estilbenos (riqueza 29%, VIN) como con-
servante. Su uso, redujo el contenido de SO, en los vinos, pero también se
observaron algunos cambios en los vinos tratados con VIN dependiendo
tanto de la dosis como del tipo de vino (Raposo et al., 2018; Ruiz-Moreno et
al., 2018; Cruz et al., 2018). Los autores concluyeron que el extracto debia
ser purificado para evitar efectos secundarios en la calidad del vino. En
esta linea, nuestro equipo de investigacién ha elaborado un extracto con
un 99% de riqueza en estilbenos bioactivos denominado ST99. El propésito
del trabajo actual fue probar su efectividad contra levaduras y bacterias, asi
como su estabilidad bajo condiciones de luz y temperatura.

1. MATERIAL Y METODOS

1.1 Extracto de madera de poda

El extracto de madera de poda ST99 fue elaborado, purificado y proporcio-
nado por el Instituto de Ciencias de la Vifia y el Vino de la Universidad de
Burdeos en Francia. El extracto ST99 contiene: 18% trans-resveratrol, 70%
trans-e-viniferina, 4% w-viniferina, 4% r-viniferina, 1.5% miyabenol C, 1%
cis-e-viniferina y 0.5% cis-resveratrol (Figura 1A y 1B). La pureza del ex-
tracto es del 99%, caracterizado recientemente por (Gutiérrez-Escobar et
al., 2021).

1.2 Estabilidad del extracto

El extracto se disolvié previamente en 5 mL de alcohol vinico (96%) para
asegurar su solubilidad total, y luego se anadié a una matriz vinica (etanol
al 12%, pH = 3,4). La estabilidad del extracto se estudi6 en diferentes con-
diciones de luz y temperaturas. En oscuridad a 4°C, 22°C y 50°C y en dife-
rentes condiciones de luz diaria (12 horas de luz /12 horas de oscuridad)
a 22°C. La concentracién de estilbenos se midié6 mediante HPLC segtn el
método descrito por Guerrero et al., 2010. Los estilbenos se cuantificaron
en diferentes momentos: 0, 1, 2, 3, 7, 21, 30, 60, 90 y 180 dias.
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Las muestras (20 pL) se inyectaron en un Waters HPLC con bomba, modelo
1525 y detector de matriz de fotodiodo Waters 996. La separacion de los
estilbenos se realizé en una columna Mediterranea Seal8 (Tecknokroma,
Barcelona, Espafa) (RP-18, 25%0,46 cm; tamafio de particula de 5 pm) y una
precolumna del mismo material, a 30°C. Las fases moéviles consistieron en
una mezcla de agua: metanol: dcido acético, disolvente A: 88:10:2 (v/v/v)
y disolvente B: 8:90:2 (v/v/v) a un caudal de 1 mL/min.

Actividad antimicrobiana

Los ensayos antimicrobianos se desarrollaron mediante el método de dilu-
cién por microtitulaciéon descrito por Garcia-Ruiz et al., 2012 con algunas
modificaciones. Para ver el efecto inhibitorio del extracto ST99 y el de su
compuesto principal, frans-e-viniferina, se ensayaron diferentes concentra-
ciones en el vino, desde 30 a 500 ppm para levaduras, y hasta 900 ppm para
las bacterias. El vino esterilizado por filtracién a 22 um se utiliz6 como
medio de cultivo, para 6 cepas de levadura y para cuatro bacterias de in-
terés enoldgico. Las cepas de levaduras fueron: Brettanomyces bruxellensis,
Candida zemplinina, Haseniaspora uvarum, Saccharomyces cerevisiae Zyma-
flore X5 (Laffort, Francia), Saccharomyces cerevisiae Zymaflore X5 (Laffort,
France), y Zygosaccharomyces bailli. Las cepas de bacterias fueron: Lactoba-
cillus hilgardii, Pediococcus pentosaceus, Oenococcus oeni (Laffort, Francia) y
Acetobacter aceti.

El crecimiento microbiano se determiné leyendo la absorbancia a 620 nm y
550 nm para levaduras y bacterias, respectivamente, en un lector de micro-
placas multidetector MULTISKAN GO (Thermo Scientific, Finlandia). Los
ensayos se realizaron por triplicado.

Se consideraron efectos antimicrobianos no significativos cuando el por-
centaje de inhibicién del crecimiento fue <25% a la concentracién méxima
probada. El pardmetro de supervivencia IC, se calcul6 como la concen-
tracion requerida para obtener un 50% de inhibicién del crecimiento de
microorganismos (GraphPad Prism v8.02, GraphPad, EE. UU.).

1.3 Estadistica

El analisis de la varianza (ANOVA) y la prueba de diferencia minima signi-
ficativa (Tukey) se llevaron a cabo con un nivel de significancia de a < 0.05.
Se utiliz6 Statistix versién 9.0 (Software analitico, Tallahassee, FL, EE. UU.).

129



Centro universitario Santa Ana

COMUNICACIONES

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Estabilidad del extracto ST99

Algunos estilbenos son fotosensibles a la luz y relativamente inestables
(Tian & Liu, 2020). La estabilidad del extracto se probé a diferentes tempe-
raturas y condiciones de luz.

A 4°C, los estilbenos fueron bastante estables, especialmente el trans-res-
veratrol (Figura 2A), la @-viniferina y el miyabenol C (Figura 2B), cuya
concentracion apenas disminuyé (menos del 5%) durante los 180 dias de
estudio (Tabla 1). La trans-e-viniferina, fue estable durante los primeros 21
dias de ensayo, mostrando una disminucién del 14% después de 90 dias
(Figura 2A, Tabla 1). El compuesto mas labil fue r-viniferina, que disminu-
y6 su concentraciéon desde el comienzo del ensayo (disminucion del 21%
después de un dia de ensayo) (Figura 2B, Tabla 1).

A 22°C, se observaron las mismas tendencias que para 4°C, pero en este
caso la evolucién fue més réapida. El trans-resveratrol (Figura 2A), la o-vi-
niferina y el miyabenol C (Figura 2B) se mantuvieron constantes durante
60 dias, después disminuyeron aproximadamente un 15%, un 5% y un 29%
respectivamente, al final del ensayo (180 dias, Tabla 1). La trans-e-vinife-
rina fue estable durante 21 dias (disminucién inferior al 9%, Tabla 1). La.
r-viniferina disminuy¢é significativamente hasta alcanzar una concentra-
cion muy baja (8% de su concentracion inicial, Tabla 1). Después de 21 dias
de ensayo, se detecté r2-viniferina en estas condiciones (Figura 2B), lo que
parece indicar que bajo condiciones oxidativas (medios acidos y tempera-
tura), la r-viniferina se oxida a r2-viniferina.

A 50°C, solo el trans-resveratrol fue estable durante un mes (Figura 2A). A
diferencia de lo observado anteriormente donde el descenso de isémeros
trans era inversamente proporcional a el aumento de isémeros cis, a esta
temperatura, no se observé isomerizacién de los compuestos, siendo po-
sible que a altas temperaturas las formas cis se degraden (Kosovi¢ et al.,
2020). La trans-e-viniferina, la @-viniferina y el miyabenol C, disminuyeron
muy rapidamente a lo largo ensayo (Figura 2A y 2B). La r-viniferina, desa-
parecié después de una semana a esta temperatura (Figura 2B).

En cuanto a las condiciones de luz natural (22°C), los principales estilbe-
nos de ST99 (trans-e-viniferina y trans-resveratrol) disminuyeron rapida-
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mente hasta desaparecer. Después de una semana de ensayo, ambos com-
puestos casi habian desaparecido (trans-resveratrol 92% y trans-e-viniferin
97%) (Figura 3A). En contraste, los isémeros cis aumentaron hasta alcanzar
un méximo después de 60 dias de ensayo, y posteriormente disminuyeron
ligeramente hasta el final del ensayo (180 dias) (Figura 4B). Los compuestos
minoritarios, miyabenol C y r-viniferina también desaparecieron después
de 3 dias de ensayo, mientras que, la w-viniferina disminuyé un 87% el
cuarto dia de ensayo (Figura 4C).

Bajo condiciones de oscuridad, el trans-resveratrol permanecié practica-
mente constante durante 60 dias de ensayo, mientras que la concentracién
de trans-e-viniferina disminuy6 ligeramente durante todo el ensayo (Fi-
gura 3A). También se observé un incremento paralelo de cis-e-viniferina
(Figura 3B), mientras que o-viniferina y miyabenol C permanecieron casi
constantes durante 30 dias de ensayo. Sin embargo, la r-viniferina dismi-
nuy6 después de 21 dias, observandose al mismo tiempo, un aumento de
r2-viniferina hasta el final del ensayo (Figura 3C, Tabla 1).

2.2 Efecto inhibitorio del extracto ST99 frente a levaduras y bacterias

Las propiedades antimicrobianas de ST99 son clave para evaluar la eficien-
cia del extracto como alternativa al SO, en el vino (Guerrero & Cantos-vil-
lar, 2015). El efecto inhibitorio del extracto ST99 y trans-e-viniferina (com-
puesto mayoritario del ST99, 70%) fue evaluado en levaduras y bacterias
que frecuentemente participan en la vinificaciéon y deterioro del vino. La
inhibicién del crecimiento microbiano se evalué mediante el pardmetro
IC,, (concentracion necesaria para inhibir el 50% del crecimiento microbia-
no). ST99 y trans-e-viniferina tuvieron efecto inhibitorio no significativo
sobre el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (Zymaflore X5y Zymaflore
Xpure) (Tabla 2). Por lo tanto, la adicién de ST99 al mosto (como conservan-
te) no retrasarfa el inicio de la fermentacién alcohélica, como es deseable.
Otros autores han descrito que S. cerevisiae es més susceptible a otros es-
tilbenos (pterostilbeno y trans-resveratrol) que al metabisulfito de potasio
(Pastorkova et al., 2013).

Brettanomyces bruxellensis es una levadura contaminante con graves conse-
cuencias sensoriales en vinos de calidad. Puede sobrevivir y crecer después
de la fermentacién alcohélica (Smith and Divol, 2016). Ademas, puede fer-
mentar una gran diversidad de aztcares como trehalosa, celobiosa y otros
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azucares presentes en el vino y no consumibles por S. cerevisiae (Hernan-
dez y Barbero, 2007). Como consecuencia, genera altas concentraciones
de etilfenoles que proporcionan olores desagradables al vino, asociados a
olores medicinales o de corral (Di Toro et al., 2015; Hernandez y Barbero,
2007; Lambert et al., 2013; Pastorkova et al., 2013). El método mas comun
para prevenir y controlar el deterioro de B. bruxellensis en la vinificacién es
la adicién de diéxido de azufre al mosto y al vino (Avramova et al., 2018).
En los dltimos afios, se ha sabido que algunas cepas de B. bruxellensis eran
tolerantes a las dosis comtinmente utilizadas de SO, (Avramova et al., 2018;
Barata et al., 2008; Curtin et al., 2012; Herndndez and Barbero, 2007). De
hecho, en nuestras condiciones experimentales, a una dosis de 80 ppm de
SO,, se inhibi6 el 70% del crecimiento de B. bruxellensis. Por el contrario,
ST99 mostré un porcentaje de inhibicion del crecimiento de esta levadura
mayor al 50% a la dosis mas baja que se probé (30 mg/L). La trans-e-vini-
ferin también mostré una inhibiciéon potente a baja concentracion (IC,, = 81
mg/L) (Tabla 2). Por tanto, ST99 puede proponerse como un extracto muy
eficaz contra B. bruxellensis en el vino.

Candida zemplinina, también llamada Candida stellata, es conocida como pro-
ductora de alto contenido de glicerol con concentraciones en el vino de
hasta 14 g/L (Jolly et al., 2014). El efecto inhibidor de ST99 y trans-e-vinife-
rina sobre C. zemplinina fue relativamente bajo, se requirieron 300 mg/L de
trans-e-viniferina y 254 mg/L de ST99 para inhibir el 50% de su poblaciéon.
Por el contrario, en nuestras condiciones experimentales, el SO, (a 80 ppm)
la inhibi6é en un 85%, siendo mds eficiente para inhibir el crecimiento de
esta levadura.

Hanseniaspora uvarum, produce altos niveles de 4cido acético y sus ésteres
(acetatos de etilo) (Du Toit y Pretorius, 2000). H. uvarum fue inhibida por
ST99 y trans-e-viniferina a concentraciones relativamente baja (IC,, = 136
mg/L e IC, =86 mg/L) respectivamente (Tabla 2). Este resultado concuer-
da con el descrito por Pastorkova et al., 2013, quienes observaron la suscep-
tibilidad de H. uvarum al trans-resveratrol (IC,, = 256 mg/L).

Zygosaccharomyces bailli es resistente a pH bajo, alta concentraciéon de aci-
dos organicos, incluidos conservantes, y alta osmotolerancia. De hecho, Z.
bailli puede ser tolerante a altas dosis de SO, (500 mg/L) (Malfeito-Ferreira,
2011). Por lo general, se la asocia a un deterioro generalizado y devastador
en el vino, ya que es capaz de llevar a cabo fermentaciones secundarias en
los vinos y dar lugar a grandes cantidades de CO,, turbidez, sedimentos,
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y altos niveles de acido acético y ésteres (Du Toit and Pretorius, 2000). Su
crecimiento fue también inhibido en el vino por ST99 y trans-e-viniferina
(IC,, = 105 mg/L) (Tabla 2). En este caso, la trans-e-viniferina parece ser el
unico compuesto del extracto con actividad contra Z. bailli. Por tanto, ST99
se puede proponer como un conservante eficiente contra Z. bailli.

Con respecto a las bacterias, en general, se observa que se necesitaban
concentraciones mas altas de ST99 y trans-e-viniferina para inhibir las bac-
terias que para las levaduras (Tabla 2). Lactobacillus hilgardii, Pediococcus
pentaseceus y Oenococcus oeni son bacterias lacticas, que pueden producir
grandes cantidades de acido lactico a partir del dcido malico (Volschenk et
al., 2006). No son deseables en los vinos blancos y rosados, en los que el 4ci-
do malico aumenta la frescura del vino. Ademas, P. pentaseceus, produce
polisacaridos que aumentan la viscosidad, mientras que O. oeni, degrada la
arginina para producir precursores de carbamato de etilo, produce hista-
mina y genera un sabor a mantequilla debido a un aumento en los niveles
de diacetilo (Du Toit and Pretorius, 2000). Los mejores resultados se encon-
traron para L. hilgardii, ya que los valores de IC,  del ST99 y la trans-e-vi-
niferina para L. hilgardii fueron 265 mg/L y 125 mg/L respectivamente
(Tabla 2). Se ha descrito la IC, del trans-resveratrol (IC,, = 855 mg/L) y el
metabisulfito de potasio (IC,,= 536 mg/L) en L. hilgardii (Garcia-Ruiz et
al., 2011). Comparando con esos resultados, ST99 resulté mas eficiente que
el SO, en la inhibicién de L. hilgardii. Se encontraron valores de IC, mas
altos, entre 600-700 mg/L, para P. pentasaceus (IC,; = 666 mg/L e IC, =702
mg/L)y O. oeni (IC,,= 625 mg/L, IC,, = 607 mg/L), tanto para ST99 como
para trans-e-viniferina (Tabla 2). Nuestros resultados son del mismo rango
que los descritos para el trans-resveratrol sobre P. pentasaceusy O.oeni (IC,,
=715mg/Ly 698 mg/L) (Garcia-Ruiz et al., 2011; Pastorkova et al., 2013).

La inhibicién de Acetobacter aceti es un desafio actual en la elaboracion
del vino. El SO, no es muy eficiente contra él (Pastorkova et al., 2013;
Ruiz-Moreno et al., 2015). Ademads, también se han descrito diferencias
en la resistencia al SO, segtn las cepas de Acetobacter (Du Toit and Pre-
torius, 2000). A. aceti convierte el etanol en acido acético, aumentando la
acidez volatil de los vinos (Sengun y Karabiyikli, 2011). Solo trans-e-vinife-
rina mostr6 un efecto inhibidor contra el crecimiento de A. aceti (IC,, = 800
mg/L), mientras que, el extracto ST99 no mostré efecto sobre él, al menos
hasta que se ensay6 la concentracién maxima (900 mg/L) (Tabla 2). Por lo
tanto, los estilbenos no parecen ser los compuestos mas adecuados para P.
pentasaceus, O. oeni y A. aceti.
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3. CONCLUSIONES

En este trabajo se testa la estabilidad y la capacidad antimicrobiana de un
extracto con una riqueza del 99% en estilbenos (ST99) procedente de la
madera de poda.

Una vez disuelto el ST99 en matriz vinica, las mejores condiciones para la
estabilidad de la disolucién son baja temperatura (4°C) y oscuridad. Vein-
titin dias se considera el tiempo maximo para almacenar la disolucién en
esas condiciones. Ademas, se ha establecido por primera vez el orden de
estabilidad de los estilbenos que forman parte del extracto: trans-resvera-
trol > trans-e-viniferina > @-viniferina > miyabenol C > r-viniferina.

Con respecto a la capacidad antimicrobiana, ST99 fue mas eficiente para
las levaduras que para las bacterias en el vino. En orden decreciente la
capacidad antimicrobiana del ST99 en vino serfa: B. bruxellensis> Z. bailli>
H. uvarum> C. zemplinina> L. hilgardii> O. oeni> P. pentasaceus. Destacando
la efectividad del extracto frente a B. bruxellensis, y la falta de eficiencia
sobre A. aceti.

Estos resultados, nos sugieren que ST99 presenta buenas propiedades para
ser testado en vinos blancos, rosados y tintos, como alternativa al SO,.
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de Innovacién 2013-2016 (convocatoria 2017).
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Tabla 1. Evolucién de la estabilidad del extracto ST99 (mg/L) en diferen-
tes condiciones de temperatura (4°C, 22°C, 50°C) y de iluminacién (luz y
oscuridad).

4°C
0 1 2 3 7 21 30 60 90 | 180
trans-resveratrol |18,00(18,09|17,88 17,78 |18,26|18,33 17,83 17,77 (17,33 (17,32
trans-e-viniferina |70,00| 65,35 64,06 | 63,53 | 65,98 | 66,31 | 64,47 | 63,35| 60,31 | 60,27

DIAS

r-viniferina 4,00 | 3,17 | 3,20 | 2,90 | 3,35 | 3,36 | 3,17 | 2,60 | 2,32 | 2,32
@-viniferina 4,00 | 4,60 | 4,60 | 4,46 | 4,83 | 4,87 | 4,60 | 4,61 | 4,36 | 4,36
miyabenol C 1,50 | 1,71 {167 (157|176 | 1,71 | 1,62 | 1,60 | 1,48 | 1,46

cis-e-viniferina | 1,00 | 1,82 | 1,72 11,83 | 2,23 | 1,89 | 2,16 | 2,05 | 1,91 | 1,80

cis-resveratrol 050092089 085|094 088 |1,01]|092]| 0,98 | 0,98

Total estilbenos |99,00 | 95,65 | 94,02 92,91 |97,35| 97,36 | 94,86 | 92,88 | 88,67 | 88,51
22°C
0 1 2 3 7 21 30 | 60 90 | 180
trans-resveratrol |18,00|18,14|17,87|17,77|18,23|18,24|18,16|17,72|15,35|15,34
trans-e-viniferina |70,00|66,12| 64,58 | 64,15 65,27 | 64,16 | 63,42 |58,66 | 54,99 | 45,73

r-viniferina 4,00 | 3,88 | 3,80 | 3,82 | 3,86 | 3,37 | 2,97 | 1,60 | 1,10 | 0,32

®-viniferina 4,00 | 4,68 | 4,56 | 4,59 | 4,88 | 4,89 | 4,82 | 4,41 | 4,29 | 3,77

DIAS

miyabenol C 1,50 | 1,741 1,69| 1,56 | 1,75 | 1,68 | 1,68 | 1,48 | 1,35 | 1,06

cis-e-viniferina | 1,00 | 1,91 | 1,97 | 2,13 | 2,94 | 4,06 | 4,79 | 8,49 |12,61|21,65
cis-resveratrol 0,501092{092]089 098 |09 | 1,05 1,04 | 1,24 | 1,61
r2-viniferina nd nd nd nd nd | 048 | 0,53 | 0,84 | 0,94 | 1,09

Total estilbenos | 99,0 | 97,4 | 95,4 | 949 | 97,9 | 97,8 | 974 | 942 | 91,9 | 90,6
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DIAS 20°C
0 1 2 3 7 21 30 60 | 90 | 180
trans-resveratrol |18,00|18,07|18,17|18,31|18,18|18,09|17,74|16,94|15,35|15,34
trans-e-viniferina | 70,00 | 65,46 | 64,57 |64,82|59,15 |47,81|42,51|26,07|15,07| nd
r-viniferina 4,00 | 3,05 | 2,25 | 1,68 | 0,27 | nd nd nd nd nd
®-viniferina 4,00 | 4,73 | 4,81 | 4,96 | 4,78 | 4,34 | 4,16 | 3,25 | 2,47 | nd
miyabenol C 1,50 |1,69|172 157|138 |115| 095|042 | 0,06 | nd
cis-e-viniferina | 1,00 | 1,76 | 2,02 | 1,60 | 1,67 | 1,28 | 1,12 | 0,92 | 0,62 | nd
cis-resveratrol 0501091092087 103098093 1,58 |099 | nd
r2-viniferina nd | 063|106 139 |179|1,10| 0,77 | 0,25 | 0,01 | nd
Total estilbenos | 99,0 | 96,3 | 95,5 | 95,2 | 88,2 | 74,7 | 68,2 | 494 | 34,6 | 15,3
DIAS 0 1 2 3 Lu7Z nah;;al 30 60 90 | 180
trans-resveratrol |18,00|16,54|13,14| 8,13 | 1,78 | 1,60 | 1,47 | 1,07 | 0,99 | 0,93
trans-e-viniferina | 70,00 (41,51 (18,16 4,23 | 2,24 | 2,15 | 2,25 | 1,75 | 1,64 | 1,53
r-viniferina 4,00 | 1,17 | 0,26 | nd nd nd nd nd nd nd
@-viniferina 4,00 | 3,26 | 1,72 10,53 | 0,28 | 0,30 | 0,32 | 0,11 | 0,09 | 0,02
miyabenol C 1,50 | 1,16 {041 | nd | nd | nd | nd | nd nd nd
cis-e-viniferina | 1,00 |26,71|50,05|63,99 | 65,98 | 66,06 | 65,96 | 66,46 | 64,42 |48,17
cis-resveratrol | 0,50 | 2,66 | 6,06 |11,07|17,42|17,60|17,72|18,14|16,52|11,96
Total estilbenos | 99,00 93,00 89,81 87,96 |87,70 | 87,81 | 87,78 | 87,57 | 83,69 | 62,70
Oscuridad

0 1 2 3 7 21 30 | 60 90 | 180

trans-resveratrol |18,00|18,14(17,87|17,77|18,23|18,24|18,16|17,72|15,35|15,34
trans-e-viniferin | 70,00 66,12 | 64,58 | 64,15 | 65,27 | 64,16 | 63,42 | 58,66 | 54,99 | 45,73
r-viniferin 4,00 | 3,88 | 3,80 | 3,82 | 3,86 | 3,37 | 2,97 | 1,60 | 1,10 | 0,32
@-viniferin 4,00 | 4,68 | 4,56 | 4,59 | 4,88 | 4,89 | 4,82 | 4,41 | 4,29 | 3,77
miyabenol C 1,50 | 1,74 11,69 | 1,56 | 1,75 | 1,68 | 1,68 | 1,48 | 1,35 | 1,06
cis-e-viniferin | 1,00 | 1,91 | 1,97 | 2,13 | 2,94 | 4,06 | 4,79 | 8,49 | 12,61 21,65
cis-resveratrol | 0,50 | 0,92 | 0,92 | 0,89 | 0,98 | 0,95 | 1,05 | 1,04 | 1,24 | 1,61
r2-viniferin nd nd | nd | nd | nd |048|0,53| 0,84 | 0,94 | 1,09
Total estilbenos | 99,00|97,39|95,39| 94,91 | 97,92 | 97,83 | 97,41 | 94,24 | 91,87 | 90,56
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Tabla 2. Datos de IC,; (mg/L) de trans-e-viniferina y extracto ST99 en el
vino en las principales cepas de levadura y bacterias de interés enoldgico.

LEVADURAS TRANS-E-VINIFERINA ST99
Saccharomyces cerevisiae Zymaflore X5 n.e. n.e.
Saccharomyces cerevisiae Zymaflore ne. ne.

Xpure

Brettanomyces bruxellensis 81 *
Candida zemplinina 300 254
Haseniaspora uvarum 86 136
Zygosaccharomyces bailli 105 105

BACTERIAS TRANS-E-VINIFERINA ST99
Lactobacillus hilgardii 125 265
Pediococcus pentasaceus 702 666
Oenococcus oeni 607 625
Acetobacter aceti 800 n.e.

**: porcentaje de inhibicién del crecimiento fue > 50% al minimo de la concentracién
probada (30 ppm).

Levaduras: n.e.: no hay efecto en las concentraciones probadas (30 a 500 ppm); Bac-
terias: n.e: no hay efecto cuando el porcentaje de inhibicién del crecimiento fue <25
% al maximo de concentracién ensayada (900 ppm).
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Figura 1. Cromatograma de la composiciéon del extracto de estilbenos obte-
nido por HPLC a 320 nm (A) y 280 nm (B).
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Figura 2. Estabilidad estilbenos mayoritarios (A), estilbenos minoritarios
(B) y estilbenos isémeros (C) en diferentes condiciones de temperatura
(50°C, 22°C 4°C).
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Figura 3. Estabilidad de los estilbenos mayoritarios (A), estilbenos isémeros
(B) y estilbenos minoritarios (C) en condiciones de luz diaria y oscuridad.
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