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1. Resumen

En el presente trabajo se ha estudiado el comportamiento quimico de un gel
hibrido de alginato de sodio y silice (ALG-SI) formado por el método de coacervaciéon y
utilizado para inmovilizar bacterias lacticas (BAL) del género Oenococcus oeni
aplicado a la fermentacién malolactica (FML) en vinos tintos. Para ello, las perlas de
ALG-SI cargadas de bacterias se sumergieron en un vino tinto y en distintas
soluciones formadas por compuestos quelantes de calcio, mezclas hidroalcohdlicas de
etanol (concentraciones de 10, 12, 14 y 16% vol.) y disoluciones acuosas a distintos
pH (3,0, 3,3 3,6 y 3,9). Paralelamente se incluyeron experimentos control con un gel
de alginato de calcio (ALG). A distintos intervalos de tiempo se evalud (i) la presencia
de polisacéridos en el vino y en las soluciones de ensayo donde se sumergieron los
geles, (ii) el diametro vy (iii) el peso de las perlas.

2. Introduccidn

Para una futura aplicacion industrial del uso de BAL inmovilizadas para realizar la
FML en un vino tinto es necesario conocer el comportamiento del soporte de
inmovilizacién en el medio. El vino puede ser un medio agresivo para los soportes
disefiados con geles de ALG, ya que es una mezcla hidroalcohdlica con un pH acido y
contiene otros componentes, como el acido citrico, que pueden afectar a su
estabilidad.

En previos estudios se ha demostrado la buena capacidad del soporte de
inmovilizaciébn mixto de ALG-SI para inmovilizar bacterias lacticas y para realizar la
fermentacion malolactica. Ademas, la inclusion de una red inorganica de silicios en el
gel de alginato de calcio mejoré sensiblemente sus caracteristicas mecanicas (Simo,
2014) y su actividad metabdlica en vinos de alta graduacion (Santamaria, 2015). El
siguiente paso, es evaluar la estabilidad quimica del soporte de ALG-SI frente al vino y
frente a distintos factores presentes en el vino (compuestos quelantes del calcio,
presencia de etanol y pH acidos).

3. Antecedentes

En la elaboracién del vino la FML es uno de los procesos mas dificiles de controlar,
debido a que depende del desarrollo y la actividad metabdlica de las BAL. Estas son
principalmente de los géneros Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus vy
Leuconostoc, siendo la especie O. oeni la mas utlizada. La FML consiste en la
transformacion del &cido mélico contenido en el vino hacia &cido lactico como producto
final. EI mecanismo de transformacion es muy simple, pues gracias a la enzima
malolactica formada por las BAL se produce una descarboxilacion del &cido malico de
cuatro atomos de carbono, desprendiéndose una molécula de anhidrido carbonico y
otra de acido L(+) lactico. La consecuencia de esta transformacion es una importante
caida de la acidez total del vino, estimada en unos 0,6 g/l de &cido tartarico (Hidalgo,
2011), y un aumento del pH, acompafiado de cambios sensoriales y de la sintesis de
varios compuestos que dan lugar a cambios tanto en la composicibn como en la
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calidad del vino. Ademas la FML provee de estabilidad microbiolégica al vino final
(Vila-Crespo et al., 2010).

La FML es un proceso deseable y beneficioso para los vinos tintos que vayan a
destinarse a crianza ya que les aporta la estabilidad bioldégica necesaria para
garantizar su conservacion en el tiempo. Ademas les aportar sensaciones gustativas
mas suaves al disminuir, en ocasiones hasta el 50%, la acidez total del vino y reducir
la cantidad de &cido malico, que aporta sensaciones asperas y astringentes. La
desacidificacién biolégica que se produce en la FML es en ocasiones la Unica solucién
viable en vinos cuya acidez mélica es muy elevada, aunque conlleva la pérdida de
parte del potencial aromético, como ocurre en algunos vinos jovenes (Hidalgo, 2011).

Las BAL son las encargadas de llevar a cabo esta transformacion. Se encuentran
de forma natural en el vino en pequefias cantidades, provenientes de la vendimia o de
la maquinaria e instalaciones de la bodega. Para que arranque el proceso de FML son
necesarias poblaciones de bacterias de alrededor de 10° UFC/ml (Ribéreau-Gayon,
2008). El vino es un sustrato poco favorable al desarrollo de estos microorganismos,
ya que son sensibles a las altas concentraciones de etanol y a los pH bajos. A partir de
3-4% vol. de etanol la actividad de las BAL disminuye linealmente, hasta alcanzar un
minimo de 14-15% vol., a partir del cual se inhibe la FML. El valor 6éptimo de pH es de
entre 4,2 y 4,5, siendo el minimo entre 3,0 y 2,9 a partir de los cuales el crecimiento de
BAL es muy limitado (Hidalgo, 2011). A esto hay que afiadir que actualmente el
cambio climatico esta produciendo cambios en la temperatura media anual y en las
precipitaciones, lo que da lugar a vinos desequilibrados, con mayor contenido en
azucar, que implica concentraciones mas elevadas de etanol y pH mas elevados
debido a la reduccion de la acidez total (Vila-Crespo et al., 2010).

Para controlar la FML, que generalmente tiene lugar espontaneamente una vez
acabada la fermentacion alcohdlica, se puede llevar a cabo un control y mejora de las
condiciones y factores que influyen en el proceso, tales como ampelogréficos, fisicos o
guimicos, o bien afiadir indculos seleccionados de BAL. La inoculacién de BAL
comerciales para inducir la FML puede asegurar fermentaciones mas rapidas en
algunos casos, pero debido al afecto inhibitorio del etanol, actualmente incrementado
por el cambio climatico, se estan buscando nuevas técnicas que permitan lograr una
FML rapida y completa (Vila-Crespo et al., 2010).

Pueden aplicarse diferentes técnicas de inoculacién de BAL en el vino: (i) adicion
de un volumen determinado de vino en pleno proceso de fermentacion malolactica; (ii)
adicion de lias sanas de vinos que ya la hayan realizado; (iii) adicion de un indculo de
BAL tanto autéctonas como seleccionadas; (iv) adicion de la enzima malolactica: (v)
utilizacion de levaduras que sean capaces de degradar también el &cido malico; o (vi)
utilizacién de bacterias inmovilizadas, entre otras (Hidalgo, 2011).

Mediante el uso de BAL inmovilizadas se han obtenido rendimientos elevados en el
desarrollo de la FML, que superan a los obtenidos con la inoculacién de bacterias
libres (Rossi & Clementi, 1984), ademéas simplifica la eliminacion de las células
microbianas del producto final y ofrece la posibilidad de reutilizar el sistema de células
inmovilizadas, reduciendo los costes de produccion del vino. La inmovilizacion de las
BAL puede mejorar su capacidad fermentativa al protegerlas de un medio tan
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estresante como es el vino. Normalmente los soportes de inmovilizacién celular
utilizados durante la FML en vinos son de origen organico y las bacterias usadas son
O. oeni o especies de Lactobacillus (Genisheva et al., 2012).

El 4cido alginico es la base de los soportes de inmovilizacion para células mas
comunmente utilizado. Se trata de un copolimero binario no ramificado de acido a-L-
gulurénico (G) unido por enlaces glicosidicos 1-4, y de su epimero en C-5, el acido -
D-manuronico (M). Las sales y ésteres de este polisacarido se denominan alginatos,
cuya mayor fuente de obtencion son las algas pardas. La composicién del alginato se
basa en la unién en forma de bloques de los residuos M y G, dando lugar a tres tipos
de bloques: bloques M homopoliméricos (M-M-M), bloques G homopoliméricos (G-G-
G) y blogues heteropoliméricos MG de secuencia alterna (G-M-G-M) (Melvik &
Dornish, 2004). La presencia de iones divalentes como Ca?, Ba®* o Sr** puede
conducir al entrecruzamiento de las moléculas de alginato o gelificacién. Los alginatos
también pueden precipitar o formar geles bajo condiciones 4cidas. Los valores de pK,
para el &cido manurénico y el acido gulurénico son 3,38 y 3,65 respectivamente, y
como resultado los alginatos son polianiénicos a pH neutro.

La gelificacion ocurre cuando un catién divalente toma parte en el enlace
intercatenario entre bloques G dando lugar a una red tridimensional. La zona de unién
entre los bloques G con frecuencia se designa por el llamado “modelo de caja de
huevos” (Grant et al., 1973). El proceso depende tanto del tipo de alginato como de la
concentracion de iones en el gelificante. Cuando la gelificacion tiene lugar en
presencia de un exceso de iones gelificantes, se ha propuesto un modelo de caja de
huevos modificado, que implica mas de dos cadenas de alginato en la zona de
gelificacién. Esto puede tener un impacto en la porosidad del gel. Si no existen
contracciones del gel, deberia haber mas espacio entre las cadenas, conduciendo a
un incremento de la porosidad. La proporcién, asi como la distribucién de los dos
mondémeros determinan en gran medida las propiedades fisicoquimicas de los geles
(Melvik & Dornish, 2004).

A pesar de que se ha estudiado la posibilidad de inmovilizar BAL como O. oeni en
una matriz de alginato (Guzzon et al., 2011), los geles formados por este bipolimero
presentan la desventaja de tener una baja resistencia mecéanica y pobre estabilidad
quimica, que conduce a la fuga de las células atrapadas con proliferacion activa en el
medio. Esto hace que sea necesaria la busqueda de alternativas para mejorar la
resistencia de las perlas formadas por el gel. Una de las alternativas desarrollada es la
elaboracion de matrices de inmovilizacion mixtas de alginato como son los
biocomposites inorganicos de silice (ALG-SI) (Callone et al., 2008).

La importancia de los materiales siliceos en la inmovilizacion celular esta
determinada por las caracteristicas quimicas y fisicas del silice. La fuerza del enlace
Si-O (452 kJ/mol) asegura la inercia y la estabilidad quimica; la elecciébn de los
precursores del gel asi como de las condiciones de gelificacién produce materiales con
una porosidad adecuada para el transporte libre de sustratos y productos metabélicos
y un atrapamiento celular estable. La mejora de las propiedades mecéanicas en la
encapsulacion con este material inorganico puede atribuirse a los efectos de la
condensaciéon de los silicatos, que conduce a la formacion de una red de silice
extendida, donde el entrecruzamiento es de naturaleza covalente y por ello es mas
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estable que las interacciones electrostaticas o los puentes de hidrogeno en los geles
de polimeros (Callone et al., 2008)

La quimica del sol-gel es una técnica interesante para inmovilizar material biol6gico
(Gill & Ballesteros, 2000), ya que permite el desarrollo de geles a temperatura
ambiente empleando precursores de silice. Existen dos rutas asociadas con el proceso
sol-gel en presencia de precursores de silice: (i) la ruta con alcéxidos; y (i) la ruta
acuosa (Livage, 1998).

Los alcoxidos de silicio (Si(OR)4) contienen un grupo organico (R: -CHs, -C,Hs, etc)
que en contacto con agua sufren una hidrélisis liberdndose una molécula de alcohol
(ROH) y creandose un grupo silanol (Si-OH). A continuacion, tiene lugar una
policondensacién entre los grupos silanoles. Con el tiempo la policondensacion
produce particulas coloidales que se enlazan unas con otras para formar una
estructura tridimensional que se extiende por el medio liquido, dando lugar al gel
(Coradin et al., 2003).

Trivedi et al. (2006) desarrollé una ruta acuosa basada en el uso de sales de
silicatos y silice coloidal, ya que estos reactivos son mas baratos y menos agresivos
para las células que los precursores utilizados en la ruta con alcéxidos. De esta forma
se superan algunas de las limitaciones en la aplicacién industrial de la inmovilizacion
utilizando este composite.

Recientemente se ha disefiado un proceso de coacervacion para inmovilizar BAL
en soportes mixtos de ALG-SI, basado en la mezcla de derivados de silicio con el
alginato antes de la gelificacion en presencia de Ca** (Simo, 2014). Como derivados
de silicio se emplearon silicato de sodio y silicato coloidal, demostrada su eficacia para
formar un gel en una ruta acuosa. La aplicacion de los derivados de silice en el
proceso de inmovilizacion aumentd en un 32% la resistencia mecanica del soporte
cuando se utilizaba una concentraciéon de silicato de sodio y coloidal de 0,05 My 0,91
M, respectivamente, y la polimerizacién se realizaba a un pH de 5,7. Bajo esas
condiciones se obtuvo una conversion del acido malico del 98% en 96 horas de FML.
Ademas, Santamaria (2015) demostré que O. eoni inmovilizada en geles de ALG-Si
era capaz de metabolizar mejor el acido malico en vinos con grados alcohdlicos
superiores a 13% (v/v), en relacion con las bacterias libres.

La estabilidad a largo plazo de los materiales usados para la inmovilizacién es un
desafio clave para su produccion y utilizacion a escala real (Blondeau et al., 2012). La
matriz utilizada para la encapsulacion debe poseer la suficiente rigidez mecanica para
mantener las perlas sin rotura durante un largo periodo de tiempo. La combinacion de
alginato y silice a través del proceso de coacervacion puede asegurar propiedades
gque superen los inconvenientes observados con el uso de geles de alginato de calcio,
como una pobre estabilidad quimica, hinchazén o rotura de las perlas y sensibilidad
frente a agentes quelantes (Rooke et al., 2008).

Al eliminar los iones de Ca®" con un agente quelante como EDTA, lactato o citrato,
con frecuencia se degradan los enlaces de Ca? del gel de alginato. Esto puede
conducir a la fuga de los materiales encapsulados y a la disolucién de los polimeros de
alginato (Gombotz et al., 2012). Se ha observado que un soporte de alginato de calcio
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puro se disuelve completamente en 0,5 horas al introducirlo en una solucién de citrato
de sodio 0,1 M con agitacién suave (Zhang et al., 2016).

4. Objetivos

Estudiar la estabilidad quimica del gel de ALG-SI como soporte de inmovilizacion
para BAL frente a un vino tinto y a diversas soluciones modelo de compuestos
guelantes de calcio, mezclas hidroalcohdlicas de etanol y disoluciones acuosas a
distinto pH.

5. Materiales y métodos

5.1.Preparacion de la muestra de vino

Para la realizacién de todos los experimentos se emple6 vino de la variedad Tinta
de Toro que se mantuvo congelado a -20°C. Dicho vino no habia realizado la FML y
tenia una concentracion de &cido malico de 3,0 g/l. Otros parametros que se
analizaron del vino inicial fueron el pH de 3,6 y el contenido alcohdlico de 14% vol.

5.2.Inmovilizacién de las bacterias lacticas

Para la realizacion de los experimentos se utilizé la bacteria liofilizada Oenococcus
oeni (LALVIN VP 41 MBR, Lallemand), que fue previamente hidratada en el doble
volumen de agua que el peso utilizado. Las bacterias se inmovilizaron en dos soportes
diferentes: (i) en un gel organico de alginato de calcio (ALG) y (ii) en un gel mixto
organico-inorganico de alginato-silice (ALG-SI).

El procedimiento de inmovilizacion en el gel de ALG fue el siguiente. Las perlas de
alginato se realizaron ajustando el pH de la disolucion de alginato de sodio a 6,3 antes
de afadir las BAL. Una vez preparado el gel con las bacterias, la suspension se hizo
gotear por gravedad a través de una jeringuilla de 10 ml a una altura de ~30 cm sobre
una disoluciéon de 200 ml de Ca,Cl 0,2 M. Las perlas se dejaron en agitacion a 260
rpm durante dos horas para que finalizase el proceso de gelificacién y después se
lavaron con 100 ml de agua destilada.

Como ejemplo para la preparacion de 10 ml de gel de alginato cargado con BAL se
tomaron:

- 0,2 g de alginato de sodio,

- 8 ml de agua destilada y

- 0,1 gde BAL hidratados en 2 ml de agua destilada.

Para la inmovilizacion de BAL en soporte mixto ALG-SI se empled el proceso de
coacervacion basado en la mezcla de los derivados de silicio con alginato antes de la
gelificacion y en presencia de Ca* (Coradin et al., 2003). Se sigui6 el método
propuesto por Trivedi et al. (2006) con modificaciones propuestas por Simé et al.
(2015), utilizando como derivados de silicio el silicato de sodio y el silicato coloidal, ya
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que se ha demostrado su capacidad para formar geles empleando una ruta acuosa
(Coradin et al., 2003).

En el caso del gel mixto de ALG-SI se prepar6 la mezcla de silicato coloidal (Ludox
HS40, Sigma) y silicato de sodio y se ajusté el pH a ~6,3 antes de afadir las BAL
hidratadas. Tras ajustar el pH se afiadieron el alginato y las bacterias y se ajusto
nuevamente el pH a 6,3. Una vez preparado el gel con las bacterias se hizo gotear por
gravedad a través de una jeringuilla de 10 ml a una altura de ~30 cm sobre una
disolucion de 200 ml de Ca,Cl 0,2 M. Las perlas se dejaron en agitacion a 260 rpm
durante dos horas para que finalizase el proceso de gelificacion y después se lavaron
con 100 ml de agua destilada.

Como ejemplo, para preparar 10 ml de gel de ALG-SI cargado con bacterias se
utilizé:

- 0,2 g de alginato de sodio,

- 1,245 ml de silicato de sodio 0,4 M,

- 1,66 ml de silicato coloidal ,

- 5,095 ml de agua destilada, y

- 0,1 gde BAL hidratadas en 2 ml de agua destilada.

5.3.Experimentos de estabilidad quimica

Se disefiaron una serie de ensayos para determinar la estabilidad quimica de los
soportes de inmovilizaciébn de las bacterias frente al vino y a distintos factores
(compuestos quelantes del calcio, etanol y pH), todos ellos consistentes en introducir
15 perlas de geles de ALG o ALG-SI cargadas de bacterias lacticas en 15 ml de vino o
de las disoluciones modelo que se detallan a continuacion:

- Para evaluar la estabilidad frente al vino se utilizé la muestra de vino descrita
anteriormente.

- Para evaluar la estabilidad frente a compuestos quelantes del calcio se utilizé
una disolucion tampén de citrato de sodio 27,5 mM y &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 15 mM.

- Para evaluar la estabilidad frente al etanol se utilizaron mezclas
hidroalcohdlicas de distinta concentracion (10%, 12%, 14% y 16%).

- Para evaluar la estabilidad frente al pH se utilizaron disoluciones de 3 g/l de
acido tartarico con pH 3,0, 3,3, 3,6 y 3,9. El pH se ajusté utilizando NaOH y
HCI.

A distintos intervalos de tiempo se extrajeron muestras de las distintas disoluciones
y del vino para determinar su contenido en alginato, mediante la determinacion de
polisacaridos totales. Paralelamente se repitio el experimento con el objetivo de
determinar la modificacién en el tamafio de las perlas de ALG y ALG-SI mediante su
peso y su didmetro. Para ello se introdujeron 15 perlas cargas de BAL en las mismas
disoluciones que se han detallado anteriormente y a distintos intervalos de tiempo se
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extrajeron para determinar su peso y su diametro, devolviéndolas siempre después a
la muestra.

5.4.Determinaciones analiticas de las muestras

La determinacion de polisacaridos totales se llevd a cabo segun el método
propuesto por Segarra et al. (1995) con modificaciones. Para ello se utiliz6 un
colorimetro (Spectronic Unicam 4001/4, Reino Unido). Se realiz6 una curva de
calibrado para determinar la cantidad de polisacaridos totales utilizando para ello
soluciones con concentracion de alginato conocida entre 1 y 25 ug/ml de alginato de
sodio (Figura 1).

y =4,0172x + 0,0548

R2 = 0,9996
2,5
2 4
€
€ 1,5 A
o
o
<
0 i
m 1
<
0,5 A
0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

[Polisacaridos totales] (ug/ml alginato de sodio)

Figura 1. Relacion entre la concentraciéon de polisacéaridos totales y la absorbancia en 490 nm.

Para determinar el diametro de las perlas se utilizé el programa de procesamiento
de imagen digital ImageJ 1.47v (National Institutes of Health, USA, 2016) analizando
30 perlas en cada punto de muestreo. También se determiné el peso de 30 perlas en
cada punto de muestreo con ayuda de una balanza analitica.

5.5. Tratamiento estadistico de los datos

Para realizar el tratamiento de los datos se utiliz6 el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVLII. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) simple para
cada uno de los siguientes factores: (i) compuestos quelantes del calcio, y (ii) vino. Se
realizé un andlisis de varianza (ANOVA) multifactorial para los siguientes factores: (i)
concentracion de etanol (0, 10, 12, 14 y 16% vol.), y (ii) pH (3,0, 3,3, 3,6 y 3,9).

Los resultados obtenidos para cada factor en los diferentes procedimientos
realizados para determinar la estabilidad quimica se han expresado utilizado un grafico
de dispersion para cada factor. Los factores estudiados fueron (i) contenido en
polisacéridos totales en el vino o en las disoluciones modelo, (ii) incremento del
didmetro de las perlas, e (iii) incremento del peso de las perlas.
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i. Polisacaridos totales: el contenido de alginato en cada solucion a distintos
intervalos de tiempo se ha expresado como la evolucion del contenido en
polisacaridos totales (ug/ml alginato de sodio) utilizando la curva de
calibrado construida (Figura 1).

il. Diametro de las perlas: la variacion en el tamafio de las perlas a distintos
intervalos de tiempo se ha expresado como la evolucion del incremento
(positivo o negativo) porcentual de su didmetro, dando como 0% al
didmetro inicial de las perlas, es decir en 0 horas.

iii. Peso de las perlas: la variaciébn en el peso de las perlas a distintos
intervalos de tiempo se ha expresado como la evolucién del incremento
(positivo 0 negativo) porcentual de su peso, dando como 0% al peso inicial
de las perlas, es decir en 0 horas.

6. Resultados y discusion

6.1.Estabilidad del soporte en un vino tinto

En la Figura 2a se observa un ligero incremento en el contenido en polisacéridos
totales a las 4 h de exposicion de los soportes de ALG y ALG-SI en el vino tinto. Este
incremento puede deberse a la difusién del alginato no polimerizado del interior de la
perla. EI método utilizado para la formacion de las perlas implica una polimerizacion
del alginato desde el exterior al interior, a medida que va difundiendo el Ca®* hacia
interior. Esto provoca que la estructura del gel no sea homogénea en todo el diametro
del soporte, apareciendo moléculas de alginato que no forman zonas de union
estables con el Ca*, pudiendo estos polimeros liberarse del gel (Strand et al., 2004). A
partir de las 4 h de exposicion se observa una estabilizacion en la liberacion de los
polimeros de alginato. Por otro lado, a las 168 h no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas para el contenido en polisacaridos para ambos soportes
(Figura 3a).

Para comprobar la homogeneidad del diametro de las perlas de ALG y ALG-SI, se
evalu6 el diametro de 30 perlas de cada tipo de soporte. Los coeficientes de variacion
de las medidas fueron muy bajos (3,8% y 2,9% para ALG y ALG-SI, respectivamente),
lo que sefiala que la variabilidad en el diametro de las perlas dentro de cada tipo de
soporte es pequefia. Estos datos nos indican que el método de extrusion empleado
permite obtener perlas de didmetro homogéneo. Por otro lado, la presencia de una red
inorganica de silicatos provocé un ligero incremento en el didmetro medio de las perlas
(3,54+0,10, ALG-SI), estadisticamente significativo, en comparacién con las perlas de
ALG (3,17+0,12). El tamafio de las perlas formadas en un sistema de extrusion
depende, entre otros factores, de la viscosidad de la solucion a extruir (Brun-Graeppi
et al.,, 2011), y empiricamente se pudo comprobar que la presencia de silicatos
incrementaba la viscosidad de la solucion.

En la Figura 2b y 2c se observa una disminucién en el diametro y el peso de las
perlas, respectivamente, con el tiempo de contacto con el vino, siendo més notable su
disminucion en las primeras 4 h. Estas perlas son hidrogeles constituidos
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principalmente de agua (normalmente entre 96-99%) y tienden a deshidratarse en
contacto con alcoholes como son el etanol y el isopropanol (Torres et al., 2011).

Ademas el descenso del didmetro y peso de las perlas es menor en el soporte de
ALG-SI en comparacion con el ALG. A las 168 h de contacto, se observé una
disminucion del didmetro del 10,3% y del 15,2% para las perlas de ALG-SI y ALG,
respectivamente (Figura 3b). Mas acusada fue la diferencia observada en el peso para
ambos soportes, siendo la disminucion del 17,8% para ALG-SI, y del 37,2% para el
ALG (Figura 3c). Se ha descrito que en los geles de ALG-SI, el componente inorgénico
permite incrementar la dureza del gel (Coradin et al., 2006), haciéndolo mas resistente
en soluciones con pH acidos y altas concentraciones de etanol, como es el caso del
vino. Este incremento en la resistencia del soporte de ALG-SI ha sido atribuido a (i)
que las nanoparticulas de silicato coloidal pueden dispersarse en la matriz de alginato
como agente de carga y (ii) que la condensacién de los silicatos forman un red de
silice donde el entrecruzamiento tiene lugar por enlaces covalentes que son mas
estables que las interacciones electroestaticas o los puentes de hidrogeno que tiene
lugar en los geles de alginato (Coradin et al., 2013).

En un intento de tener un conocimiento mas preciso de las modificaciones
observadas en la estabilidad de los soportes de ALG y ALG-Si en el vino se disefiaron
los siguientes ensayos.

6.2. Estabilidad del soporte en mezclas hidroalcohélicas de etanol

En las diferentes concentraciones de etanol estudiadas (0, 10, 12, 14 y 16% vol.)
se observa un incremento en el contenido de polisacaridos totales en el tiempo para
los dos soportes (Figura 4a). Tal y cdmo se comentd anteriormente en el apdo. 6.1.,
este incremento puede deberse a la difusion del alginato no polimerizado del interior
de la perla (Strand et al., 2004).

A un tiempo de exposiciobn de 72 h, se realiz6 un andlisis de varianza para
comprobar el efecto que presentaba el tipo de soporte (ALG y ALG-SI) y la
concentracion de etanol sobre la liberacion de alginato de las perlas. En la Tabla 1 se
observa que ambos efectos y su interaccion presentan diferencias estadisticamente
significativas sobre el contenido de polisacaridos totales.

La media obtenida para la concentracion de polisacaridos totales en el soporte de
ALG-SI fue menor (0,10 pug/ml) a la observada para el soporte de ALG fue de 0,17
ug/ml. Mediante observacién de los geles de ALG-Si con microscopia electrénica se ha
evidenciado que en los poros de la matriz de alginato se encuentran alojadas
estructuras inorganicas procedentes de la polimerizacién de los silicatos que provocan
una reduccién de su tamafo de poro (Xu et al., 2006).

Este fendbmeno puede provocar una dificultad en la difusion del polimero no
entrecruzado de alginato hacia el exterior de la perla. Se ha descrito que las
propiedades de difusion de pequefias moléculas como oxigeno, glucosa y
amino&cidos no se encuentra modificadas por la presencia de una red inorgéanica de
silice, si bien, dificulta el transporte de grandes moléculas como las proteinas
seroalbumina bovina y y-globulina (Coradin et al., 2003).
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Figura 2. Evolucion en el tiempo de la a) concentracion de polisacaridos totales (ug/ml alginato de sodio), b) A (didmetro del soporte expresado en incremento
porcentual (%)), y c) A PESO (peso del soporte expresado en incremento porcentual (%)) para soportes de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-SI) en un vino.
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Figura 3. Comparacién de a) concentracion de polisacaridos totales (ug/ml alginato de sodio), b) A@ (diametro del soporte expresado en incremento porcentual
(%)), y c) A PESO (peso del soporte expresado en incremento porcentual (%)) para soportes de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-SI) en un vino transcurridas
168 horas. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias (a<0,05).
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Por otro lado, se observa un incremento en este parametro en las mezclas
hidroalcohélicas de etanol. De este modo, la media obtenida en agua fue ligeramente
menor (0,10 ug/ml) respecto a las ensayadas en las mezclas hidroalcohdlicas (entre
0,14 y 0,15 ug/ml). No se observé una diferencia estadisticamente significativa entre
las disoluciones con etanol para 10-14% vol. (Figura 5).

De forma general el contenido de etanol provoca la disminucion del didmetro de las
perlas en los soportes de ALG y ALG-SI (Figura 4). En la solucion que no contenia
etanol (0% vol.) se observa un incremento para este pardmetro. El porcentaje de
cambio del diametro frente al etanol del soporte es muy pequefio en relacion con los
otros estudios realizados (frente a vino, compuestos quelantes de calcio y pH), por lo
que podemos decir que el etanol no provoca variaciones importantes en el tamafio del
soporte. Torres et al., (2011) observé una disminucion del 15,2% en el volumen de las
perlas de ALG (didmetro inicial de 3,13 mm) después de 4 dias de contacto en una
mezcla hidroalcolica de etanol del 20%. Estos autores sugieren que este
comportamiento se debe a una solubilizacién del agua contenida en el gel en las
mezclas hidroalcohdlicas de etanol.

Para la variacibn del diametro de las perlas introducidas en medios
hidroalcohélicos, el ANOVA mostr6 que no existe un efecto estadisticamente
significativo del tipo de soporte pero de la concentracion de etanol en el medio (Tabla
2) (Figura 6). Se observa gue existe una interaccién entre los factores tipo de soporte y
concentracion de etanol que puede deberse a una alta variacion en los resultados a
pesar de haber realizado la media del incremento porcentual del diAmetro con una
muestra n=30.

El decremento porcentual medio del diametro de las perlas es menor en las
mezclas con una concentracion de etanol mas alta, a partir de 14% (Figura 6). Para las
concentraciones mas altas de etanol, sin embargo, no se observé un aumento de los
polisacaridos totales en relacién con las concentraciones mas bajas estudiadas (Figura
5). Por ello, el mayor decremento del tamafio de las perlas podria tener origen en la
difusién del agua contenido por el soporte hacia el medio exterior para compensar la
concentracion de etanol.
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Figura 4. Evolucion en el tiempo de a) la concentracion de polisacaridos totales (ug/ml alginato de sodio), b) A (didmetro del soporte expresado en incremento
porcentual (%)), y ¢c) A PESO (peso del soporte expresado en incremento porcentual (%)) para soportes de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-SI) en soluciones
hidroalcohdlicas con una concentracién de etanol de 0, 10, 12, 14y 16% vol.
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Figura 4. (Continuacién)
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Tabla 1. ANOVA para el estudio del efecto del tipo de soporte y la concentracién de etanol sobre la cantidad de polisacaridos totales para un tiempo de 72 h.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:SOPORTE 0,0432041 1 0,0432041 413,82 0,0000
B:%VOL 0,0139731 4 0,00349327 33,46 0,0000
INTERACCIONES
AB 0,00143277 4 0,000358192 3,43 0,0201
RESIDUOS 0,00313212 30 0,000104404
TOTAL (CORREGIDO) 0,0617421 39
Tabla 2. ANOVA para el estudio del efecto del tipo de soporte y la concentracién de etanol sobre el incremento porcentual del didmetro de las perlas, en tiempo 72
h.
Fuente Suma de Cuadrados| Gl [ Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:SOPORTE 52,853 1 52,853 3,33 0,0689
B:%VOL 842,813 4 210,703 13,29 0,0000
INTERACCIONES
AB 575,36 4 143,84 9,07 0,0000
RESIDUOS 4549,26 287 15,8511
TOTAL (CORREGIDO) 6009,22 296
] o .
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Figura 6. a) Gréafico de interacciones para el estudio del efecto del tipo de soporte y la concentracion de etanol sobre el incremento porcentual del diametro del
soporte. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (a<0,05) y b) Valores medios del incremento porcentual del diametro del soporte para
la concentracién de etanol, en tiempo 72 h. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (a<0,05).
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Figura 7. Valores medios del incremento porcentual del peso del soporte para el estudio del efecto concentracion de etanol para un tiempo 72 h. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas (a<0,05).
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Por otro lado, el peso de las perlas también disminuyé en ambos soportes al
introducirlos en las disoluciones con diferentes concentraciones de etanol (Figura 4).
Este comportamiento esta estrechamiento relacionado con la pérdida de diametro
observado. No existe efecto estadisticamente significativo para el tipo de soporte ni
interaccion entre este y la concentracion de etanol. Sin embargo el ANOVA realizado
mostré que si existen diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
concentraciones de etanol sobre este parametro (Tabla 3). En la Figura 7 se observa
gue existen diferencias significativas para el incremento porcentual del peso del
soporte entre el medio que no contiene etanol (0%) y los medios hidroalcohdlicos. El
decremento del peso de las perlas introducidas en medios hidroalcélicos podria tener
el mismo origen que el decremento del didmetro, la difusion de agua.

Tabla 3. ANOVA para el estudio del efecto del tipo de soporte y la concentracion de etanol sobre el
incremento porcentual del peso de las perlas, en tiempo 72 h.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:SOPORTE 11,4636 1 11,4636 2,04 0,1838
B:%VOL 589,916 4 147,479 26,23 0,0000
INTERACCIONES
AB 70,4555 4 17,6139 3,13 0,0651
RESIDUOS 56,2195 10 5,62195
TOTAL (CORREGIDO) 728,054 19

6.3.Estabilidad del soporte en disoluciones acuosas a distinto pH

La Figura 8 muestra la evolucion de los polisacéridos totales en el tiempo para
muestras que contenian perlas de geles de ALG y ALG-SI a diferentes pH. Se observa
que con el transcurso del tiempo la difusion de polisacaridos fue mayor para todos los
pH estudiados (3,0, 3,3, 3,6 y 6,9) y para los dos tipos de soporte. Para estudiar el
efecto del soporte y el pH sobre el contenido en polisacéaridos totales se realiz6 un
ANOVA multifactorial transcurridas 48 horas (Tabla 4). Se observa que existen
diferencias estadisticamente significativas entre el uso de los diferentes soportes y
entre los distintos valores de pH, asi como una interaccién entre ambos factores. El
aumento en la concentracién de polisacaridos totales fue menor en las disoluciones
que contenian perlas formadas por un gel de ALG-SI, probablemente debido a una
menor porosidad del mismo, tal y como se discuti6 en el apdo. 6.2. También se
observa una tendencia a disminuirse la liberaciéon de polisacaridos a medida que
incrementamos el valor de pH (desde 3,0 a 3,9) (Figura 10).

Se observa también que en el intervalo de pH estudiado el incremento porcentual
del diametro y peso de las perlas es alto para las perlas formadas por geles de ALG
(diametro ~50% mayor que el inicial y aumento de peso del ~180% para pH 3,9
transcurridas 72 horas), mientras que en las perlas que contenian el componente
inorganico (ALG-SI) el incremento para ambos parametros es menor.

El ANOVA multifactorial realizado transcurridas 72 horas para comprobar el efecto
del tipo de soporte y del pH sobre el diametro (Tabla 4) mostré que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos tipos de soportes y entre los diferentes pH
estudiados. Los incrementos porcentuales medios obtenidas para cada pH fueron:
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17,3% para pH 3, 22,8% para pH 3,3, 29,8% para pH 3,6 y 39,8% para pH 3,9.
Ademas existe una interaccion entre el tipo de soporte y el pH.

Tabla 4. ANOVA para el estudio del efecto de del tipo de soporte y el pH sobre el contenido en
polisacaridos totales, en tiempo 48 h.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:SOPORTE 0,0033894 1 0,0033894 47,97 0,0000
B:pH 0,00317255 3 0,00105752 14,97 0,0000
INTERACCIONES

AB 0,00217487 3 0,000724957 10,26 0,0002

RESIDUOS 0,00169581 24 | 0,0000706586
TOTAL (CORREGIDOQO) 0,0104326 31

Tabla 5. ANOVA para el estudio del efecto del tipo de soporte y el pH sobre el incremento
porcentual del didmetro de las perlas, en tiempo 72 h.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:SOPORTE 10029,5 1 10029,5 378,96 0,0000
B:pH 17036,3 3 5678,77 214,57 0,0000
INTERACCIONES

AB 1762,39 3 587,464 22,20 0,0000

RESIDUOS 6113,6 231 26,4658
TOTAL (CORREGIDO) 34912,3 238

Tabla 6. ANOVA para el estudio del efecto de del tipo de soporte y el pH sobre el incremento
porcentual del peso de las perlas, en tiempo 72 h.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razéon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:SOPORTE 8402,67 1 8402,67 556,26 0,0000
B:pH 21177,9 3 7059,3 467,33 0,0000
INTERACCIONES

AB 2615,12 3 871,706 57,71 0,0000

RESIDUOS 120,845 8 15,1056
TOTAL (CORREGIDO) 32316,5 15

Dentro del rango de pH estudiado, los mayores incrementos de tamafio y peso de
las perlas, para ambos soportes, se han producido en el pH mas basico (3,9), sin
embargo a pH neutros (~7) los incrementos fueron notablemente menores (Figura 4.
b) 0%). Este hecho puede corresponderse con un comportamiento no lineal del efecto
del pH sobre las matrices de inmovilizaciéon. Mumper et al. (1994), en estudios de
estabilidad de geles de ALG expuestos a disoluciones acuosas acidas, observo una
reduccion del tamafio de las perlas al reducirse el pH de la disolucion de 4 a 1. No se
conoce exactamente el mecanismo que provoca que bajos pH contraigan los geles de
ALG. Sin embargo, a valores de pH menores de los pK, para el acido manuronico y el
acido gulurénico (3,38 y 3,65 respectivamente), los grupos carboxilicos de las
moléculas de ALG se encuentran sin disociar (Wu et al., 2010), formando una
estructura de gel mucho mas compacta debido a la reduccion de las repulsiones
electroestéticas entre los polimeros de ALG (You et al., 2001).

El incremento de los pardmetros diametro y peso de las perlas formadas por un gel de
ALG al ser introducidas en disoluciones de pH &cidos han sido estadisticamente
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Figura 8. Evolucion en el tiempo de a) la concentracion de polisacaridos totales (ug/ml alginato de sodio), b) AD (didmetro del soporte expresado en incremento
porcentual (%)), y c) A PESO (peso del soporte expresado en incremento porcentual (%)) para soportes de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-SI) en soluciones
conpH3,3,3,36y39.
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Figura 8. (Continuacion)
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Figura 9. a) Interacciones y 95,0% Intervalos de confianza para el estudio del efecto del tipo de
soporte y el pH sobre el incremento porcentual del diametro del soporte. Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (a<0,05), y b) Interacciones y 95,0% Intervalos de
confianza para el estudio del efecto del tipo de soporte y el pH sobre el incremento porcentual del
peso del soporte.
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Figura 10. Gréafico de interacciones para el estudio del efecto del tipo de soporte y el pH sobre el
contenido en polisacaridos totales.

mayores que los de las perlas formadas por un gel de ALG-SI, es decir, las perlas de
ALG han aumentado mas su tamafio y peso que las de ALG-SI. Debido a la estructura
del componente inorganico, las perlas de ALG-SI son mas rigidas y menos sensibles a
las modificaciones que provoca el pH sobre el soporte.

En la Figura 9 se observan las diferencias que existen entre los incrementos de
tamafio y peso a diferentes pH. Tanto el tamafio como el peso de ambos soportes se
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incrementaron con el aumento del pH pero las diferencias entre los dos tipos de
soportes son menos acusadas a pH acidos que a pH menos &cidos dentro del
intervalo estudiado.

Cada vez se producen vinos mas desequilibrados por efecto del cambio climatico,
con pH mas elevados (Vila-Crespo et al., 2010). Los geles de ALG son muy sensibles
a las modificaciones producidas por valores de pH ~ 4, lo que da lugar a riesgo de
rotura de las perlas y liberacion del material inmovilizado. El uso de geles que
contengan un componente inorganico como el silice presenta una importante ventaja
en la inmovilizacion de BAL para realizar FML, ya que son menos sensibles a estas
modificaciones y se reduce el riesgo de rotura de las perlas por excesivo
hinchamiento.

6.4.Estabilidad del soporte en disoluciones acuosas con compuestos
guelantes de calcio

Tanto las perlas formadas con geles de ALG como las de ALG-SI se degradaron
frente al efecto de quelantes de calcio (citrato de sodio 27,5 mM y EDTA 15 mM). A
partir de 3 horas tras la suspensién de las perlas no fue posible la manipulacién de las
mismas ni, por tanto, la determinacion del diametro y el peso.

En la Figura 11 se observa el aumento de la concentracion en polisacaridos totales
para ambos soportes frente una disolucién que contiene agentes quelantes de calcio.
Este aumento en el contenido de polisacaridos en la disolucién se debe a que los
compuestos quelantes de calcio eliminan los iones de Ca®" y degradan los enlaces del
gel de alginato (Gombotz et al., 2012). El ANOVA realizado (Figura 12) mostré que no
existen diferencias estadisticamente significativas (a=0,05) para la concentracion de
polisacaridos totales, tamafio del diametro o peso de las perlas entre los dos soportes
de inmovilizacion después de 3 h de tratamiento.
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Figura 11. Evolucién de la concentracion de polisacaridos totales (ng/ml alginato de sodio) para soportes de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-SI) en una
disolucion tampdn de citrato de sodio 27,5 mMy EDTA 15 mM..
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Figura 12. Comparacién de a) concentracion de polisacaridos totales (ug/ml alginato de sodio), b) A@ (diametro del soporte expresado en incremento porcentual
(%)), y c¢) A PESO (peso del soporte expresado en incremento porcentual (%)) para soportes de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-SI) en una disolucién tampo6n
de citrato de sodio 27,5 mM y EDTA 15 mM transcurridas 3 horas. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medias (a«>0,05).
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7. Conclusiones

El comportamiento del gel de alginato-silice frente al gel de alginato en el vino se
ha relacionado con el comportamiento observado en los distintos factores estudiados.
Los agentes quelantes de calcio, el contenido en etanol y los pH acidos afectan a la
estabilidad quimica de ambos soportes, si bien para los dos ultimos el gel de ALG-SI
presentd una aumento en la estabilidad estadisticamente significativo.

El uso de geles de alginato-silice como soporte para la inmovilizaciéon de bacterias
lacticas y su aplicacion a la fermentacion malolactica en vinos tintos presenta
diferencias ventajosas frente al uso de geles de alginato de sodio. Sin bien, dada la
complejidad que presenta el vino en su composicién, son necesarios mas estudios que
aborden la estabilidad quimica de este soporte, teniendo en cuenta la interaccion
existente entre los factores estudiados, la estabilidad operacional del soporte y su
efecto sobre las caracteristicas organolépticas de los vinos.
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