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PRODUCCIÓN CIENTÍFICA 

La presente Memoria de Tesis está elaborada utilizando el formato de compendio de 

artículos/publicaciones establecido por la Comisión de Doctorado (15 de febrero de 2013) 

al amparo del Artículo 14 del Capítulo II del Reglamento de Doctorado de la Universidad 

de Salamanca (25 de octubre de 2011, modificado el 18 de julio de 2013). Los estudios 

realizados están enmarcados dentro de los proyectos de investigación “Evaluación de 

estrategias tecnológicas adaptativas para vinificación en condiciones de cambio 

climático” y “Bases moleculares para la interpretación de la astringencia y de su 

modulación mediante el uso de biopolímeros”, dando lugar a la siguiente producción 

científica a partir de la cual se ha elaborado esta memoria:  

 Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Brás, N. F., Martín del Valle, E. M., 

Dueñas, M., Escribano Bailón, M. T. Molecular approach to the synergistic effect 

on astringency elicited by mixtures of flavanols. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry, 2017, 65, 6425-6433. 

 Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., E. M., Dueñas, M., Escribano Bailón, 

M. T. 2018. Effect of the addition of mannoproteins on the interaction between 

wine flavonols and salivary proteins. Food Chemistry, 2018, 264, 226-232. 

 García-Estévez, I., Ramos-Pineda, A. M., Escribano Bailón, M. T. Interactions 

between wine phenolic compounds and human saliva in astringency perception. 

Food & Function, 2018, 9, 1294-1309. 

 Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Soares, S., de Freitas, V., Dueñas, M., 

Escribano-Bailón, M. T. Synergistic effect of mixture of two proline-rich-protein 
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salivary families (aPRP and bPRP) on the interaction with wine flavanols. Food 

Chemistry, 2019, 272, 210-215. 

 Ramos-Pineda, A. M., Carpenter, G.H., García-Estévez, I., Escribano Bailón, M. 

T. Influence of Chemical Species on Polyphenol-Protein Interactions related to 

Wine Astringency. Journal of Agricultural and Food Chemistry, DOI: 

10.1021/acs.jafc.9b00527 (aceptada para su publicación).  

 Escribano Bailón, M. T., Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I. Astringency 

and color of wine: role, significance, mechanism and methods of evaluation, In: 

Winemaking: Fundamental and Applied Aspects. CRC- Press Food Biology 

series. Taylor and Francis Group (en prensa). 
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I. LOS COMPUESTOS FENÓLICOS DE LAS UVAS Y EL VINO 

1. INTRODUCCIÓN (Bravo, 1998; Cheynier et al., 2003; Crozier et al., 2006; 

Kennedy, 2008) 

Los compuestos fenólicos son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas 

ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Juegan un papel esencial en la fisiología de 

las plantas, participando en las etapas de crecimiento y reproducción, además de 

proporcionar resistencia ante patógenos y depredadores. Además, este complejo grupo de 

sustancias también tiene diversas aplicaciones industriales, siendo usados en la 

producción de pinturas, papel, cosméticos, tintes y colorantes, entre otros.  

Durante años se ha investigado el papel de algunos de estos compuestos en la dieta 

humana. A pesar de no resultar esenciales, se ha demostrado que su ingesta puede resultar 

beneficiosa a largo plazo. Se ha estudiado su efecto sobre la incidencia de cáncer y otras 

enfermedades crónicas como diabetes tipo II, obesidad y enfermedades cardiovasculares. 

También resulta de gran interés su alta capacidad antioxidante que ha sido asociada con 

un efecto potencialmente beneficioso sobre la salud. 

Desde el punto de vista químico, se caracterizan por tener un núcleo bencénico con 

uno o varios grupos hidroxilo. Se han descrito más de 8000 estructuras fenólicas pudiendo 

variar desde moléculas simples, como los ácidos fenólicos, hasta compuestos altamente 

polimerizados, como los taninos. Aunque se han descrito numerosas clasificaciones, una 

de las más aceptada se basa en el número y disposición de sus átomos de carbono (Tabla 

1). 
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Tabla 1: Estructura básica de los compuestos fenólicos 

 

Nº de carbonos Esqueleto Clasificación Estructura básica 

7 C6-C1 Ácidos hidroxibenzoicos 
 

8 C6-C2 Acetofenonas 

 

8 C6-C2 Ácidos fenilacéticos 
 

9 C6-C3 Ácidos hidroxicinámicos 
 

9 C6-C3 Cumarinas 
 

10 C6-C4 Naftoquinonas 

 

13 C6-C1-C6 Xantonas 

 

14 C6-C2-C6 Estilbenos 

 

15 C6-C3-C6 Flavonoides 

 
 

Dentro de este amplio grupo de compuestos fenólicos, podemos distinguir dos 

categorías principales: flavonoides y no flavonoides. En las uvas, los flavonoides se 

distribuyen mayoritariamente entre los hollejos, semillas y raspones, mientras que los 

compuestos no flavonoides se localizan principalmente en la pulpa. Los flavonoides son 

los más numerosos y resultan de especial interés en los vinos, ya que se encuentran 
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altamente relacionados con su calidad, contribuyendo a numerosas propiedades 

sensoriales como el color y la astringencia. Aunque la mayoría de los compuestos 

fenólicos que encontramos en el vino son extraídos de la uva durante el proceso de 

vinificación, algunos de ellos también pueden provenir de la madera de las propias 

barricas. 

2. FLAVONOIDES (Cheynier, 2006; Cheynier et al., 2003; Crozier et al., 2006; 

Ribéreau-Gayon et al., 2003; Terrier et al., 2009) 

Como se ha indicado anteriormente, los flavonoides son el grupo más numeroso 

dentro de los compuestos fenólicos. Se caracterizan por tener un esqueleto básico de 15 

átomos de carbono (C6-C3-C6), estructurado en dos anillos fenólicos (anillos A y B) 

conectados entre sí por un esqueleto de tres átomos de carbono, que generalmente se 

encuentra formando un anillo heterocíclico (anillo C).  

Las principales subclases de flavonoides aparecen representadas en la Figura 1: 

flavonas, isoflavonas, flavanonas, calconas, flavonoles, flavan-3-oles, y antocianidinas. 

De todos ellos, los más abundantes en las uvas y el vino son las antocianidinas y los 

flavanoles, aunque también encontramos ciertas cantidades de flavonoles y 

dihidroflavonoles. Muchos de estos compuestos pueden presentar diferentes 

sustituciones, generando de este modo gran diversidad de compuestos. Dentro de estas 

modificaciones se incluyen hidroxilación, metilación, glicosilación, acilación y 

polimerización.  
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Figura 1. Estructuras generales de los principales flavonoides. 

2.1.  FLAVONOLES 

Los flavonoles están presentes de forma abundante en la mayoría de las plantas, 

normalmente en su forma glicosilada. En la Figura 2 aparece representada su estructura 

básica y los seis principales flavonoles de la uva bajo su forma aglicona. La conjugación 

con el azúcar suele tener lugar en la posición 3 del anillo C, aunque pueden aparecer 

sustituciones en otras posiciones del anillo de carbono como en 5 y en 7, dando lugar a 

una gran variedad de flavonoles conjugados. En la uva se sintetizan principalmente en el 

hollejo, desde donde son extraídos durante las primeras etapas de la elaboración en los 

vinos tintos, ya que en el caso de los vinos blancos los hollejos no permanecen suficiente 

tiempo en contacto con el mosto para que tenga lugar su extracción. Aunque en menor 

FLAVONOIDES

A

B

C

Flavona

Isoflavona

Antocianidina

Flavanona

Flavan-3-ol

Flavonol

Calcona
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cantidad, también pueden encontrarse en hojas y en pulpa, pero no se han llegado a 

detectar en semillas.  

 

FLAVONOLES R1 R2 

Kaempferol H H 

Quercetina OH H 

Miricetina OH OH 

Isoramnetina OCH3 H 

Laricitrina OCH3 OH 

Siringetina OCH3 OCH3 

 

Figura 2. Estructura general de los flavonoles de la uva. 

Los flavonoles tienen un papel clave en la planta como protectores ante radiación 

ultravioleta, además de participar en las interacciones de la planta con patógenos y actuar 

como copigmentos de las antocianinas en flores y frutos (Mattivi et al., 2006). Su síntesis 

parece estar inducida en respuesta a la exposición solar, aunque su concentración en bayas 

puede ser muy variada dependiendo de diversos factores como el estado de desarrollo y 

la genética de la planta, además de factores ambientales.  

Su contenido en la uva varía entre 10 y 100 mg/kg de uva, mientras que en vinos 

tintos su concentración se encuentra en torno a 15 mg/L. Se consideran de gran 

importancia en el color de los vinos tintos debido a su capacidad para formar complejos 
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de copigmentación muy estables con los antocianos, además de contribuir en cierta 

medida al amargor y a la sensación de astringencia de los vinos.  

2.2. FLAVANOLES 

Los flavonoides hidroxilados en la posición 3 son denominados flavan-3-oles o, de 

forma más general, flavanoles. Se trata del grupo de compuestos flavonoides más 

abundante en las plantas. Pueden encontrarse en forma de monómeros, oligómeros o 

polímeros. Los principales flavanoles monómeros de la uva son (+)-catequina y su 

isómero (-)-epicatequina, junto con los flavanoles trihidroxilados en el anillo B (+)-

galocatequina y (-)-epigalocatequina (Figura 3). Estos, además, pueden aparecer como 

derivados metilados, glicosilados o esterificados. Cuando la esterificación tiene lugar con 

ácido gálico, se denomina galoilación.  

 

FLAVAN-3-OLES R1 R2 R3 

Catequina H OH H 

Epicatequina OH H H 

Galocatequina H OH OH 

Epigalocatequina OH H OH 

 

Figura 3. Estructura de los flavan-3-oles monómeros de la uva. 
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En la vid encontramos flavanoles en diferentes partes de la planta, incluyendo 

hollejos y semillas, aunque se ha visto que su contenido en la semilla es 

considerablemente superior. En hollejos podemos encontrar tanto catequinas como 

galocatequinas, mientas que en semillas solo aparecen catequinas, que además presentan 

una mayor proporción de unidades galoiladas.  

Estos compuestos se encuentran altamente relacionados con algunas de las 

propiedades organolépticas de los vinos, especialmente con el color, la astringencia y el 

amargor. Las catequinas monoméricas son más amargas que astringentes, mientras que 

en forma oligomérica y polimérica se minimiza el amargor predominando la astringencia. 

El aumento de la suavidad del carácter tánico se encuentra relacionado con el tiempo de 

envejecimiento de los vinos tintos, lo que parece explicarse por un aumento del tamaño 

de los polímeros durante el envejecimiento, que posteriormente se vuelven insolubles y 

precipitan.  

Por otro lado, la interacción entre flavanoles y proteínas ha sido objeto de numerosos 

estudios, en particular por su capacidad de unirse a proteínas salivales, produciendo una 

sensación de sequedad en la cavidad oral, siendo este uno de los mecanismos más 

aceptados para la explicación de la sensación de astringencia, como se tratará más 

adelante en el apartado destinado a la astringencia.  

Por último, en cuanto al color, es conocida la capacidad de los flavanoles de 

interaccionar con los antocianos, no solo a través del proceso de copigmentación sino 

también en reacciones que llevan a la formación de nuevos pigmentos derivados.  

2.3. ANTOCIANOS 

Otro grupo destacable dentro de los flavonoides son los antocianos, compuestos 

ampliamente distribuidos en los tejidos vegetales, responsables de algunos de los colores 
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que podemos apreciar en flores y frutos, principalmente tonos rojizos, azulados y 

violáceos.  

En la uva se localizan en las células del hollejo y en las primeras capas celulares del 

hipodermo, aportando el color característico a la piel de las uvas tintas. Sin embargo, de 

manera excepcional, también se encuentran en la pulpa de las cepas tintoreras. A nivel 

subcelular, se localizan dentro de un orgánulo especializado denominado antocianoplasto, 

dentro de las vacuolas.  

Estructuralmente son heterósidos polihidroxilados y/o metoxilados, derivados del 

catión flavilio o 2-fenilbenzopirilo. En uvas y vinos se han identificado cinco 

antocianidinas principales: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, que 

se diferencian entre ellas por el número y la posición de los grupos hidroxilo y metoxilo 

localizados en el anillo B de la molécula (Figura 4).  

  

 

 

 

 

 

ANTOCIANIDINAS R1 R2 

Cianidina OH H 

Peonidina OCH3 H 

Delfinidina OH OH 

Petunidina OCH3 OH 

Malvidina OCH3 OCH3 

 

Figura 4. Estructura general de las antocianidinas del vino. 
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Estas moléculas presentan mayor estabilidad cuando se encuentran en forma de 

glucósido (antocianina) frente a su forma de aglicona (antocianidina). En la especie Vitis 

vinifera destacan por su abundancia los 3-O-monoglucosidos de antocianidinas y sus 

formas aciladas 3-O-acetil monoglucósidos y 3-O-cumaroil monoglucósidos. En ciertas 

variedades del género Vitis se detectan cantidades significativas de antocianinas 

diglucósido, especialmente en variedades americanas y en variedades híbridas, pero en el 

caso de la especie Vitis vinífera solo se han encontrado en cantidades traza.  

La acilación de los antocianos ocurre en la posición C6 de la molécula de glucosa 

por esterificación, principalmente con los ácidos p-cumárico, acético y, en ocasiones, 

cafeico. Sin embargo, la cantidad de antocianinas aciladas es altamente variable entre 

diferentes variedades de uva, pudiendo incluso estar ausente en ciertas variedades como 

Pinot noir.  

El contenido de antocianos en el vino tinto depende tanto del perfil fenólico original 

de la uva como de su extracción y de las técnicas de vinificación empleadas. La 

concentración de antocianos alcanza su máximo valor en los vinos tras la maceración y 

durante la fermentación. Sin embargo, su concentración disminuirá a partir de este 

momento como consecuencia de su adsorción en las paredes celulares de las levaduras, 

precipitación de la materia coloidal y eliminación durante la filtración y clarificación. 

Además, estos compuestos pueden sufrir reacciones que involucran a otros compuestos 

presentes en el vino, que provocarán la transformación de las antocianinas en otras 

moléculas más estables.  

Como se ha señalado anteriormente, su concentración puede variar en gran medida 

en función de la variedad de la uva y de la edad del vino. Pueden encontrarse niveles 

iniciales de antocianos desde 100 mg/L hasta 1500 mg/L, pero su concentración 
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disminuye sustancialmente durante los primeros años, en las fases de crianza en barrica 

y en botella, pudiendo alcanzar valores mínimos de 0-50 mg/L.  

La malvidina es la molécula de antocianidina predominante en todas las variedades 

de uva, pudiendo variar desde el 90% hasta menos del 50%. De hecho, el monoglucósido 

de malvidina puede ser considerado uno de los principales responsables del color rojo de 

las uvas y, por consiguiente, del vino tinto.  

El color de los antocianos viene determinado por las condiciones del medio (pH, 

presencia de sulfitos, temperatura, luz, copigmentación con otras moléculas, etc.) además 

de su estructura molecular. Los antocianos pueden sufrir modificaciones estructurales con 

cierta facilidad en función del pH del medio, lo que tiene un papel fundamental en la 

estabilidad de estos compuestos, además de determinar el color de los mismos.  

En disolución acuosa encontramos cuatro formas estructurales de antocianos en 

equilibrio, estas son el catión flavilio (rojo), la base quinoidal (azul), la pseudobase 

carbinol o forma hemiacetálica (incolora) y la calcona (incolora o ligeramente 

amarillenta) (Figura 5). La interconversión entre ellas se produce en función del pH del 

medio. A pH ácido, predominará la forma protonada, el catión flavilio, a pH entre 3 y 6 

se forman las especies carbinol incoloras, mientras que las bases quinoidales se forman a 

pH poco ácido y medios no acuosos. En función de la estructura predominante, la 

disolución tendrá un determinado color. Al pH del vino, en torno a 3,5; el equilibrio se 

encuentra desplazado hacia las formas incoloras hemiacetálicas (Brouillard et al., 2000). 

Sin embargo, el color de los antocianos puede verse afectado por los fenómenos de 

copigmentación, dando lugar al color característico del vino tinto.  
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Figura 5. Equilibrios estructurales de los antocianos. 

 

La copigmentación se define como un proceso espontáneo y exotérmico que consiste 

en la interacción entre el núcleo planar polarizable de las formas coloreadas de las 

antocianinas con otra molécula orgánica presente en el medio, denominada copigmento 
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(copigmentación intermolecular). Entre los copigmentos más efectivos se encuentran los 

flavonoles, los flavanoles y los ácidos fenólicos (He et al., 2010; Escribano-Bailon y 

Santos-Buelga, 2012). Un caso particular de copigmentación intermolecular es la 

autoasociación, que tiene lugar cuando las propias moléculas del antociano actúan como 

copigmentos. El fenómeno de la copigmentación puede producirse también cuando actúa 

como copigmento parte de la estructura de la propia molécula del antociano, por ejemplo 

acidos orgánicos que se encuentren como sustituyentes (copigmentación intramolecular).  

Las interacciones que tienen lugar son principalmente de tipo π-π e hidrofóbicas. A 

través de este fenómeno, se reduce parcialmente el ataque nucleofílico del agua al 

antociano, evitando de este modo su conversión hacia formas hemiacetal y calcona, lo 

que se traduce en un aumento de la intensidad del color de las disoluciones. Además, la 

copigmentación tiene como consecuencia un efecto batocrómico (desplazamiento de la 

longitud de onda de máxima absorción hacia longitudes de onda más altas).  

3. NO FLAVONOIDES (Cabanis et al., 2003; Cheynier et al., 2003; Crozier et 

al., 2006; Rentzsch et al., 2009) 

Dentro de esta categoría se encuentran principalmente los ácidos benzoicos, ácidos 

cinámicos, y otros derivados fenólicos como los estilbenos. Aunque los compuestos no-

flavonoides son compuestos incoloros, pueden contribuir al aumento y estabilización del 

color de los vinos tintos mediante reacciones de copigmentación. También afectan al 

sabor y olor de los vinos, ya que pueden llegar a ser moléculas precursoras de compuestos 

aromáticos.  
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3.1. ÁCIDOS FENÓLICOS 

Los ácidos fenólicos se dividen principalmente en ácidos benzoicos (C6-C1) y ácidos 

cinámicos (C6-C3). En la uva y el vino aparecen en forma de ácido hidroxicinámico y 

ácido hidroxibenzoico, frecuentemente combinados con azúcares o formando ésteres. Se 

estima que su concentración en vinos tintos es del orden de 100-200 mg/L. 

En función del patrón de sustitución del anillo bencénico podemos encontrar 

diferentes derivados del ácido hidroxibenzoico (Figura 6). Los derivados más comunes 

encontrados en el vino son el ácido gálico, gentísico, p-hidroxibenzoico, protocatéquico, 

salicílico, siríngico y vaníllico. De todos, ellos, el ácido gálico es el más abundante (95 

mg/L en vino tinto). Este compuesto puede proceder de la propia uva, pero también puede 

aparecer por hidrólisis de taninos hidrolizables y condensados.  

 

ÁCIDOS 

HIDROXIBENZOICOS 

R1 R2 R3 R4 

Ácido gálico H OH OH OH 

Ácido gentísico OH H H OH 

Ácido p-hidroxibenzoico H H OH H 

Ácido protocatéquico H OH OH H 

Ácido salicílico OH H H H 

Ácido siríngico H OCH3 OH OCH3 

Ácido vaníllico H OCH3 OH H 

 

Figura 6. Estructura de los ácidos hidroxibenzoicos del vino. 
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Sin embargo, los principales ácidos fenólicos de la uva son los ácidos 

hidroxicinámicos (Figura 7), que provienen del hollejo y de la pulpa, encontrándose 

habitualmente en forma de ésteres tartáricos. Estos se denominan comúnmente como 

ácidos cutárico, fertárico y caftárico en función del ácido del que provengan (ácidos p-

cumárico, ferúlico y cafeico, respectivamente). Entre ellos, destaca el ácido caftárico, que 

supone más del 50% del total de los ácidos hidroxicinámicos. La concentración de estos 

compuestos en uvas y vinos es variable, ya que depende de muchos factores como la 

variedad de uva empleada, las condiciones de cultivo, el clima, etc. 

 

ÁCIDOS 

HIDROXICINÁMICOS 

R1 R2 R3 

Ácido cafeico OH H H 

Ácido caftárico OH H Ácido tartárico 

Ácido p-cumárico H H H 

Ácido p-cutárico H H Ácido tartárico 

Ácido ferúlico OCH3 H H 

Ácido fertárico OCH3 H Ácido tartárico 

Ácido sinápico OCH3 OCH3 H 

 

Figura 7. Estructura de los ácidos hidroxicinámicos del vino. 
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3.2. ESTILBENOS 

Los miembros de la familia de los estilbenos se caracterizan por presentar un 

esqueleto C6-C2-C6. Son un tipo de fitoalexinas, metabolitos secundarios producidos por 

las plantas como mecanismo de defensa ante determinadas situaciones de estrés, como un 

ataque por patógenos o radiación UV. Dentro del reino vegetal, destaca su presencia en 

las uvas, concretamente en las células del hollejo, transfiriéndose al mosto y al vino 

durante el proceso de vinificación. Su concentración dependerá del tiempo de contacto 

del mosto con los hollejos durante el proceso de fermentación, además del contenido 

fenólico de las uvas y otros factores que puedan afectar al fruto.  

Entre los estilbenos cabe destacar el resveratrol, ampliamente estudiado por su 

potencial antioxidante y su actividad biológica con relación a la posible prevención de 

enfermedades cardiovasculares y cáncer, entre otros. El resveratrol (3,5,4’-

trihidroxiestilbeno) se puede encontrar en dos formas isoméricas (cis y trans), así como 

en forma glicosilada, denominadas piceidos (Figura 8). En los vinos, el trans-resveratrol 

se encuentra en bajas concentraciones, sin embargo, su forma glicosilada, el trans-

piceido, puede alcanzar concentraciones de hasta 30 mg/L (Vitrac et al., 2005). 

A su vez, los estilbenos también pueden aparecer en forma de oligómeros y 

polímeros, conocidos como viniferinas, producidos como resultado de reacciones de 

polimerización oxidativa del resveratrol (Pezet et al., 2003).  
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Figura 8. Estructura química de algunos estilbenos: trans-resveratrol (a); cis-

resveratrol (b); trans-piceido (c). 

 

4. TANINOS (Cheynier et al., 2003; Ribéreau-Gayon et al., 2003; Terrier et al., 

2009) 

El término tanino hace referencia a la capacidad de estos compuestos para formar 

combinaciones estables con proteínas, provocando su precipitación. Esta capacidad 

parece estar relacionada con la sensación de sequedad en la boca que provocan el vino y 

otros alimentos ricos en taninos, denominada astringencia. En función del tipo de 

molécula a partir del cual se forman, los taninos se clasifican en taninos hidrolizables y 

taninos condensados.   

 

   

a
9 

b
9 

c
9 
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4.1.TANINOS HIDROLIZABLES 

Dentro de este grupo se incluyen los galotaninos y elagitaninos, que generan en su 

hidrólisis ácido gálico o elágico (Figura 9), respectivamente. Están constituidos por un 

glúcido cuyos grupos hidroxilos se encuentran esterificados por restos de ácido gálico o 

sus derivados. Estos compuestos no se encuentran de forma natural en la uva, sino que 

provienen de la madera de roble de las barricas y se extraen hacia el vino durante su 

envejecimiento. Los principales elagitaninos provenientes del roble son la vescalagina y 

castalagina, que originan vescalina y castalina tras su hidrólisis. Estos tienen un papel 

destacable en el envejecimiento de los vinos pudiendo afectar a sus propiedades 

organolépticas, especialmente al color de los vinos tintos, a través de reacciones de 

oxidación que pueden afectar a la formación de pigmentos derivados de antocianos  

                     

    Figura 9. Estructura del ácido gálico (a) y ácido elágico (b). 

 

4.2. TANINOS CONDENSADOS O PROANTOCIANIDINAS 

Estos compuestos se forman a partir de la polimerización de unidades monoméricas 

de flavan-3-ol, también denominadas catequinas. Aunque son menos susceptibles a 

hidrólisis que los taninos hidrolizables, bajo calentamiento en medio ácido se puede 

producir la ruptura del enlace interflavánico y liberar antocianidinas. Podemos encontrar 

a
9 

b
9 
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una gran diversidad estructural, desde dímeros y trímeros hasta oligómeros o incluso 

polímeros. Las unidades monoméricas no se consideran proantocianidinas ya que no 

generan antocianidinas en su hidrólisis.   

Según la antocianidina que se genera tras el proceso de hidrólisis podemos hablar de 

dos tipos de proantocianidinas presentes en uvas y vinos: procianidinas y prodelfinidinas, 

que generan cianidina y delfinidina, respectivamente. Las procianidinas están formadas 

por la condensación de (+)-catequina y/o (-)-epicatequina, mientras que las 

prodelfinidinas están constituidas por (+)-galocatequina y/o (-)-epigalocatequina. 

La condensación entre las unidades monómeras de flavan-3-oles que constituyen las 

proantocianidinas ocurre a través de enlaces de diferentes tipos, pudiendo clasificarse 

mediante un sistema alfanumérico como se explica a continuación: 

 Procianidinas tipo B: dímeros resultantes de la condensación entre monómeros 

con enlace C4-C8 o C4-C6 (Ejemplo: Procianidina B2, Figura 10a).  

 Procianidinas tipo A: dímeros con enlaces interflavánicos C4-C8 o C4-C6, y un 

enlace tipo éter adicional entre los carbonos C5 o C7 de la subunidad inferior y el 

C2 de la subunidad superior (Ejemplo: Procianidina A2, Figura 10b).  

 Procianidinas tipo C: trímeros con enlaces C4-C8 y/o C4-C6. 

 

En la Tabla 2 se recogen las principales proantocianidinas presentes en plantas y 

alimentos.  
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Figura 10. Estructura de la procianidina B2 con enlace C4-C8 (a) y 

procianidina A2 con enlace C4-C8 y C2-C7 (b). 

 

 

Tabla 2: Estructura básica de las principales proantocianidinas de plantas y 

alimentos.  

 

Tipo Nomenclatura 

A1 Epicatequina-(4β8, 2βO7)-catequina 

A2 Epicatequina-(4β8, 2βO7)-epicatequina 

B1 Epicatequina-(4β8)-catequina 

B2 Epicatequina-(4β8)-epicatequina 

B3 Catequina-(4α8)-catequina 

B4 Catequina-(4α8)-epicatequina 

B5 Epicatequina-(4β6)-epicatequina 

B6 Catequina-(4α6)-catequina 

B7 Epicatequina-(4β6)-catequina 

B8 Catequina-(4α6)-epicatequina 

C1 Epicatequina-(4β8)-epicatequina-(4β8)-epicatequina 

C2 Catequina-(4α8)-catequina-(4α8)-catequina 

 

 

a
9 

b
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Por lo general, la epicatequina es la unidad monomérica predominante en las 

procianidinas de uvas y vinos, siendo la catequina la siguiente en abundancia 

(Waterhouse, 2002). Respecto a los dímeros, las procianidinas tipo B son las más 

comunes, destacando la procianidina B1 por ser la mayoritaria en vinos (Edwin, 1980). 

Aunque su contenido en las uvas depende en gran medida de la variedad analizada, 

se localizan principalmente en semillas y hollejos, destacando su presencia en la semilla, 

donde pueden encontrarse en un porcentaje desde un 40% hasta más del 90% 

(Waterhouse, 2002). En los vinos tintos podemos encontrar contenidos entre 1 y 4 g/L, 

mientras que en vinos blancos son mucho más bajos, entre 100 mg/L y 300mg/L. 
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II. PROTEÍNAS DE LA SALIVA.  

1. ASPECTOS GENERALES DE LA SALIVA.  

La saliva es un fluido corporal cuya principal función es la lubricación de la cavidad 

oral. Se trata de una secreción exocrina de gran complejidad, compuesta principalmente 

por agua (99%) junto con proteínas, electrolitos, péptidos, enzimas, hormonas, azúcares, 

lípidos y productos nitrogenados. Esta mezcla proviene de las secreciones de tres tipos de 

glándulas principales: parótidas, submandibulares y sublinguales (Figura 11), además de 

otras glándulas minoritarias y el fluido crevicular gingival (Edgar, 1992; Huq et al., 2007). 

 

Figura 11. Distribución de las glándulas salivales. 

Podemos diferenciar entre saliva estimulada, cuando se produce en respuesta a algún 

estímulo, y no estimulada o secreción basal en reposo. De media, el flujo de saliva sin 

estimular en adultos se encuentra en torno a 0.3-0.5 mL/min. Curiosamente, cuando 

dormimos, este flujo se reduce significativamente hasta valores de 0.1 mL/min. Por otro 

lado, cuando hablamos de saliva estimulada encontramos valores de flujo mucho 

mayores. La secreción de saliva puede estimularse mediante estímulos mecánicos, 
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gustativos y olfativos, llegando a representar el 80-90% de la producción de saliva diaria. 

Este flujo de saliva estimulada puede llegar hasta máximos de 7 mL/min bajo ciertas 

circunstancias (Carpenter, 2013; Edgar, 1992; Humphrey y Williamson, 2001).  

La saliva resulta fundamental en el mantenimiento de la salud de los tejidos orales, 

además de resultar una herramienta útil para el diagnóstico de ciertas enfermedades e 

incluso para estudios sobre el metabolismo humano. Entre sus numerosas funciones 

podemos destacar las siguientes: participa en la percepción del sabor y en las primeras 

etapas de la digestión, así como en la lubricación y protección de la cavidad oral; presenta 

capacidad amortiguadora y participa en el mantenimiento de la integridad dental y 

limpieza bucal, además de presentar propiedades antibacterianas y de reparación de 

tejidos (De Almeida et al., 2008; Humphrey y Williamson, 2001). 

El flujo y la composición de la saliva puede variar en gran medida entre individuos, 

además de verse afectado por diversos factores externos. El género, la edad, el peso o 

estado de salud del individuo son algunos de los principales factores determinantes, 

además de factores externos como la dieta, exposición a la luz, consumo de alcohol y 

otras sustancias nocivas, medicación y estado de hidratación, entre otros, que pueden 

causar variación en el mismo individuo. Cabe destacar el papel de los ritmos circadianos 

en la producción de saliva, que afectan no solo al flujo sino también a la composición de 

la misma, pudiendo variar en gran medida en diferentes momentos del día e incluso entre 

las estaciones del año (Dawes, 1972; Dodds et al., 2005; Humphrey y Williamson, 2001). 
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2. COMPONENTES DE LA SALIVA.  

Como se ha mencionado anteriormente, la saliva es el producto de la mezcla de 

secreciones de varios tipos de glándulas. De todas ellas, la parótida es la de mayor tamaño 

y la que contribuye en mayor medida al flujo en condiciones de estimulación (más del 

60% del total). El producto de su secreción es rico en amilasa y proteínas ricas en prolina 

(PRPs), pero carece de mucinas. Sin embargo, la aportación de cada glándula al flujo total 

varía considerablemente en condiciones basales sin estimulación, destacando las 

glándulas submandibulares (65-70% de la producción en estado de reposo). Las glándulas 

minoritarias solo contribuyen en un 10% a la saliva no estimulada, pero destaca su 

importancia en la producción de mucinas (Carpenter, 2013a; Edgar, 1992). 

La saliva se compone fundamentalmente de agua, electrolitos y proteínas. 

Concretamente, el 40% del contenido proteico de la saliva se corresponde con pequeñas 

proteínas y péptidos, también conocido como el proteoma salival. Se han llegado a 

identificar más de 2000 péptidos y proteínas diferentes presentes en la saliva humana, 

procedentes tanto de las secreciones de las glándulas salivales como de otros tejidos y 

fluidos corporales (Castagnola et al., 2011; Vitorino et al., 2009). Entre las principales 

proteínas salivales podemos destacar las proteínas ricas en prolina (PRPs), que 

representan alrededor del 50-60% del proteoma salival total (Figura 12), seguidas de la 

α-amilasa, que supone un 20%. El porcentaje restante se corresponde principalmente con 

histidinas, estaterina, cistatinas y mucinas, además de otras proteínas minoritarias como 

la anhidrasa carbónica, el péptido P-B y las inmunoglobulinas IgG y sIgA.  
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Figura 12. Porcentaje aproximado (m/m) de las principales proteínas y 

péptidos de la saliva humana.  

 

Las proteínas salivales son altamente polimórficas y sufren modificaciones 

postraduccionales frecuentemente, entre las que se incluyen escisión proteolítica, 

glicosilación, fosforilación y sulfatación. Dichas modificaciones pueden tener lugar antes, 

durante y tras la secreción, gracias a la acción de ciertas enzimas exógenas (procedentes 

de la microflora) y endógenas (leucocitos del exudado gingival y células epiteliales), 

generando una gran diversidad de péptidos. Esto hace que los estudios de identificación 

y caracterización de la composición salival sean de cierta complejidad (Castagnola et al., 

2011; Messana et al., 2008). 

En la Tabla 3 se muestran las principales proteínas salivales, su función 

correspondiente, los genes codificantes y la proteína madura resultante tras sufrir las 

modificaciones postraduccionales. 

 

 

 

PRPs (bPRPs, 

aPRPs y gPRPs)

60%mucinas

16%

α-amilasa
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histatina, 
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Tabla 3. Principales proteínas de la saliva, funciones, genes y proteína antes y 

tras la modificación postraduccional (Adaptado de Castagnola y colaboradores, 2011). 

 

Familia Función Gen Proteína precursora Proteína madura 

aPRPs 

Lubricación, 

mineralización, 

revestimiento tisular 

PRH1 

Fosfoproteína salival 

ácida rica en prolina 

1 

Db-s, Pa, PIF-s, Pa 2-

mer, Db-f, PIF-f, 

Péptido P-C 

PRH2 

Fosfoproteína salival 

ácida rica en prolina 

2 

PRP-1, PRP-2, PRP-3, 

PRP-4, Péptido P-C 

bPRPs 

 

 

gPRPs 

Unión de taninos, 

revestimiento tisular 

 

Antiviral, lubricación 

PRB1 bPRP1 II-2, P-E, IB-6 

PRB2 bPRP2 
IB-1, IB-7, IB-8a, P-F, 

P-J, P-H 

PRB3 bPRP3 
Proteína rica en prolina 

GI 1-8 

PRB4 bPRP4 

Proteína rica en prolina 

Po, proteína N1, P-D, 

II-1, CD-IIg 

α-amilasa 
Antibacteriana, digestión 

y revestimiento tisular 
AMY1A 

Precursor 1 de la         

α-amilasa 
α-amilasa 1  

Mucinas 

Antibacteriana, antiviral, 

digestión, lubricación y 

revestimiento tisular 

MUC5B 
Precursor de la 

mucina-5B 
Mucina-5B 

MUC19 
Precursor de la 

mucina-19 
Mucina-19 

MUC7 
Precursor de la 

mucina-7 
Mucina-7 

Histatinas 

Antifúngica, 

antibacteriana, 

mineralización, 

cicatrizante 

HTN1 Hst 1 no P Hst 1, Hst 2 

HTN3 Hst 3 Hst 3, Hst 5, Hst 6 

 

 

Cistatinas 

 

Antibacteriana, antiviral, 

mineralización, 

revestimiento tisular 

CST1 Precursor Cyst SN Cyst SN 

CST2 Precursor Cyst SA Cyst SA 

CST3 Precursor Cyst C Cyst C 

CST4 Precursor Cyst S Cyst S 

CST5 Precursor Cyst D Cyst D 

Estaterina 

Inhibición de la formación 

de cristales, lubricación, 

mineralización, 

revestimiento tisular 

 

STATH 

Precursor de la 

estaterina 

Estaterina,       

estaterina SV2 

Péptido P-B - SMR3B 
Precursor del 

péptido P-B 

Péptido P-B rico en 

prolina 
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2.1.PROTEÍNAS RICAS EN PROLINA (PRPs) 

Las proteínas ricas en prolina (PRPs) son una de las principales familias de proteínas 

salivales. Como su nombre indica, se caracterizan por un alto contenido en prolina, 

además de glicina y glutamina, y por la ausencia de hidroxiprolina e hidroxilisina. 

Concretamente, el contenido en prolina de las PRPs se encuentra en torno al 25-40% del 

total de los residuos de aminoácidos. Se dividen a su vez en tres grupos diferentes: básicas 

(bPRPs), ácidas (aPRPs) y básicas glicosiladas (gPRPs) (Oppenheim et al., 2007).  

Estas proteínas son altamente polimórficas y heterogéneas en su secuencia primaria 

de aminoácidos, presentando tamaños muy diferentes. A menudo sufren modificaciones 

postraduccionales, lo que puede estar relacionado con su diversidad funcional 

(Castagnola et al., 2003; Oppenheim et al., 2007). Se han identificado más de 11 PRPs 

básicas en humanos y 5 isoformas de PRPs ácidas, representando en su conjunto alrededor 

del 60% (m/m) del proteoma salival total (Inzitari et al., 2005; Messana et al., 2004).  

Las diferencias entre las distintas clases de PRPs dependen de su carga y de la 

presencia o ausencia de carbohidratos. Las aPRPs se caracterizan por tener una región N-

terminal muy ácida, rica en residuos de aspártico y ácido glutámico, mientras que su 

región C-terminal es similar a la de las bPRPs. Por su parte, las gPRPs son bPRPs con 

carbohidratos en el 50% de su estructura, en forma N- y O-glicosilada (Soares et al., 

2018).  

Las PRPs han sido muy estudiadas con relación al desarrollo de la astringencia, 

debido a su capacidad de interacción con compuestos fenólicos, en especial las bPRPs, 

cuya principal función biológica conocida es la precipitación de taninos. Este tema se 

desarrollará con más detalle en el apartado dedicado a la astringencia.  
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2.1.1. PROTEÍNAS RICAS EN PROLINA BÁSICAS (bPRPs y gPRPs). 

Las PRPs básicas, dentro de las cuales también se incluyen las gPRPs, pueden 

considerarse el grupo más complejo dentro de los péptidos salivales, constituyendo más 

del 30% de las proteínas secretadas por las glándulas parótidas. Son expresadas por cuatro 

genes diferentes, denominados PRB1–4, que a su vez presentan diferentes formas alélicas. 

De forma más precisa, los genes PRB1 y PRB2 codifican las bPRPs (no glicosiladas) 

mientras que PRB3 y PRB4 originan las gPRPs. Esta alta variabilidad genética, junto con 

el splicing diferencial y las modificaciones postraduccionales implicadas en el proceso de 

maduración de las proteínas, además de otras transformaciones posteriores que sufren en 

la cavidad oral, contribuyen a la gran diversidad de bPRPs (Manconi et al., 2016; 

Oppenheim et al., 2007; Vitorino et al., 2009).  

Dentro de las modificaciones postraduccionales que sufren estas proteínas, la 

escisión proteolítica es la de mayor importancia en las bPRPs. De hecho, la mayoría de 

las proteínas precursoras se dividen en diferentes péptidos antes de su secreción, gracias 

a la acción de las convertasas, a excepción de la proteína codificada por PRB3. La escisión 

de estas proteínas precursoras ocurre concretamente en la secuencia KSRSXR (donde X 

puede ser P, S o A) (Tabla 4).  

En cuanto a su papel biológico, se ha propuesto que la principal función de las gPRPs 

sería la lubricación de la cavidad oral, mientras que para las bPRPs no se ha descrito otra 

función más allá de su capacidad de unir taninos, evitando su posible efecto tóxico en el 

tracto gastrointestinal (Huq et al., 2007; Messana et al., 2008).   
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Tabla 4. Secuencia de aminoácidos de las proteínas precursoras de las 

proteínas ricas en prolina básicas de la saliva (Fuente: UniProtKB; números de 

acceso: PRB1: P04280, PRB2: P02812, PRB3: Q04118, PRB4: P10163). 

 

Gen Proteína Secuencia aminoacídica 

PRB1 bPRP1 

MLLILLSVALLALSSAQNLNEDVSQEESPSLIAGNPQGPSPQGGNKPQGPPPPPGKPQGPPPQGG 

NKPQGPPPPGKPQGPPPQGDKSRSPRSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQ 

GPPPPGKPQGPPPQGDKSQSPRSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPP 

PGKPQGPPPQGDKSQSPRSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPQQGGNRPQGPPPPGKP 

QGPPPQGDKSRSPQSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPP 

AQGGSKSQSARSPPGKPQGPPQQEGNNPQGPPPPAGGNPQQPQAPPAGQPQGPPRPPQGGRPSRPPQ 

PRB2 bPRP2 

MLLILLSVALLALSSAQNLNEDVSQEESPSLIAGNPQGAPPQGGNKPQGPPSPPGKPQGPPPQGG 

NQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDKSRSPRSPPGKPQGPPPQGGNQPQ 

GPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSRSSRSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPP 

PPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSQSARSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPP 

GKPQGPPPQGGNKSQGPPPPGKPQGPPPQGGSKSRSSRSPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKP 

QGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGGSKSRSARSPPGKPQGPPQQEGNNPQGPPPPAGGNPQQ 

PQAPPAGQPQGPPRPPQGGRPSRPPQ 

PRB3 bPRP3 

MLLILLSVALLALSSAQSLNEDVSQEESPSVISGKPEGRRPQGGNQPQRTPPPPGKPEGRPPQGGN 

QSQGPPPRPGKPEGPPPQGGNQSQGPPPRPGKPEGQPPQGGNQSQGPPPRPGKPEGPPPQGGNQSQ 

GPPPRPGKPEGPPPQGGNQSQGPPPHPGKPEGPPPQGGNQSQGPPPRPGKPEGPPPQGGNQSQGPP 

PRPGKPEGPPPQGGNQSQGPPPRPGKPEGSPSQGGNKPQGPPPHPGKPQGPPPQEGNKPQRPPPPG 

RPQGPPPPGGNPQQPLPPPAGKPQGPPPPPQGGRPHRPPQGQPPQ 

PRB4 bPRP4 

MLLILLSVALLALSSAESSSEDVSQEESLFLISGKPEGRRPQGGNQPQRPPPPPGKPQGPPPQGGN 

QSQGPPPPPGKPEGRPPQGGNQSQGPPPHPGKPERPPPQGGNQSQGPPPHPGKPESRPPQGGHQSQ 

GPPPTPGKPEGPPPQGGNQSQGTPPPPGKPEGRPPQGGNQSQGPPPHPGKPERPPPQGGNQSHRPP 

PPPGKPERPPPQGGNQSQGPPPHPGKPEGPPPQEGNKSRSARSPPGKPQGPPQQEGNKPQGPPPPG 

KPQGPPPAGGNPQQPQAPPAGKPQGPPPPPQGGRPPRPAQGQQPPQ 

*Las regiones señaladas en negrita son posibles puntos de corte de las proteínas.  

 

2.1.2. PROTEÍNAS RICAS EN PROLINA ÁCIDAS (aPRPs). 

El otro grupo de PRPs, las PRPs ácidas, se encuentran codificadas en dos loci 

denominados PRH1 y PRH2. PRH1 genera las isoformas Db-s, PIF-s y Pa, mientras que 

PRH2 da lugar a PRP1 y PRP2. Estas formas pueden sufrir escisión proteolítica en la 

región RPPR (Tabla 5) de la secuencia primaria de la proteína, generando nuevos 

péptidos (Vitorino et al., 2009). Muchas de ellas se encuentran fosforiladas a lo largo de 

su estructura (Ser-8, 17 y 22) (Manconi et al., 2016). 

Las aPRPs han mostrado una gran afinidad por la hidroxipatita (mineral que recubre 

las piezas dentales) y se encuentran implicadas en la formación de la película adquirida 
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dental, junto con la estaterina. Su principal función biológica parece estar relacionada con 

la homeostasis mineral y el mantenimiento de la integridad dental (Oppenheim et al., 

2007).  

 

Tabla 5. Secuencia de aminoácidos de la proteína precursora de las proteínas 

ricas en prolina acidas de la saliva (Fuente: UniProtKB; número de acceso 

PRH1/PRH2: P02810) 

 

Gen Proteína Secuencia aminoacídica 

PRH1/ 

PRH2 

PRP-1/ 

PRP-2 

MLLILLSVALLAFSSAQDLDEDVSQEDVPLVISDGGDSEQFIDEERQGPPLGGQQSQPS

AGDGNQDDGPQQGPPQQGGQQQQGPPPPQGKPQGPPQQGGHPPPPQGRPQGPPQQGGHP

RPPRGRPQGPPQQGGHQQGPPPPPPGKPQGPPPQGGRPQGPPQGQSPQ 

*La región señalada en negrita se corresponde con un punto de corte de la proteína. 

 

2.2.HISTATINAS 

Otro grupo de proteínas salivales de interés son las histatinas, denominadas así por 

su alto contenido en residuos de histidina, un aminoácido poco frecuente en las proteínas 

de mamíferos. Estas proteínas son secretadas por las glándulas parótida y submandibular, 

destacando tres de ellas: histatinas 1 (Hst 1), 3 (Hst 3) y 5 (Hst 5) (Oppenheim et al., 

1988). Las dos primeras son el producto de los genes HTN1 y HTN3 (Vitorino et al., 

2009) (Tabla 6), mientras que la histatina 5 se piensa que resulta de las modificaciones 

postraduccionales de la histatina 3 (Oppenheim et al., 2007).  

Entre sus efectos biológicos destaca su actividad antifúngica frente a Candida 

albicans, en especial la actividad de Hst 3 y Hst 5, y sus fragmentos. Aunque existe una 

alta similitud estructural entre Hst 1 y Hst 3, se ha encontrado una función específica de 

Hst 1, mostrando una interesante actividad cicatrizante que está siendo investigada por su 

potencial en el tratamiento de diferentes heridas de la piel en humanos (Castagnola et al., 

2004, 2011). 
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Tabla 6. Secuencia de aminoácidos de las proteínas precursoras de las 

principales histatinas de la saliva (Fuente: UniProtKB; números de acceso:  histatina 

1: P15515, histatina 3: P15516). 

 

Gen Proteína Secuencia aminoacídica 

HTN1 
Histatina 1 

(Hst 1) 
MKFFVFALVLALMISMISADSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 

HTN3 
Histatina 3 

(Hst 3) 
MKFFVFALILALMLSMTGADSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 

 

2.3.CISTATINAS 

Las cistatinas son una familia de proteínas cuya principal función conocida es la 

inhibición de proteasas de la cisteína. Dentro de las cistatinas salivales diferenciamos dos 

familias, en las que se agrupan varios tipos de proteínas codificadas por 5 genes diferentes 

(CST 1-5) que comparten un 90% de homología en su secuencia (Tabla 7).  

 

Tabla 7. Secuencia de aminoácidos de las proteínas precursoras de las 

cistatinas de la saliva (Fuente: UniProtKB; números de acceso:  cistatina SN: P01037, 

cistatina SA: P09228, cistatina C: P01034, cistatina S: P01036, cistatina D: P28325). 

 

Gen Proteína Secuencia aminoacídica 

CST1 
Cistatina-SN 

(Cyst SN) 

MAQYLSTLLLLLATLAVALAWSPKEEDRIIPGGIYNADLNDEWVQRALHFAISEYNKATK 

DDYYRRPLRVLRARQQTVGGVNYFFDVEVGRTICTKSQPNLDTCAFHEQPELQKKQLCSF 

EIYEVPWENRRSLVKSRCQES 

CST2 
Cistatina-SA 

(Cyst SA) 

MAWPLCTLLLLLATQAVALAWSPQEEDRIIEGGIYDADLNDERVQRALHFVISEYNKATE 

DEYYRRLLRVLRAREQIVGGVNYFFDIEVGRTICTKSQPNLDTCAFHEQPELQKKQLCSF 

QIYEVPWEDRMSLVNSRCQEA 

CST3 
Cistatina-C 

(Cys C) 

MAGPLRAPLLLLAILAVALAVSPAAGSSPGKPPRLVGGPMDASVEEEGVRRALDFAVGEY 

NKASNDMYHSRALQVVRARKQIVAGVNYFLDVELGRTTCTKTQPNLDNCPFHDQPHLKRK 

AFCSFQIYAVPWQGTMTLSKSTCQDA 

CST4 
Cistatina-S 

(Cys S) 

MARPLCTLLLLMATLAGALASSSKEENRIIPGGIYDADLNDEWVQRALHFAISEYNKATE 

DEYYRRPLQVLRAREQTFGGVNYFFDVEVGRTICTKSQPNLDTCAFHEQPELQKKQLCSF 

EIYEVPWEDRMSLVNSRCQEA 

CST5 
Cistatina-D 

(Cyst D) 

MMWPMHTPLLLLTALMVAVAGSASAQSRTLAGGIHATDLNDKSVQCALDFAISEYNKVIN 

KDEYYSRPLQVMAAYQQIVGGVNYYFNVKFGRTTCTKSQPNLDNCPFNDQPKLKEEEFCS 

FQINEVPWEDKISILNYKCRKV 
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Debido a su actividad inhibitoria, parecen estar implicadas en la protección de los 

tejidos orales frente a la acción proteolítica de las proteinasas producidas por algunas 

bacterias orales. Algunos estudios han llegado a relacionar altas concentraciones de 

cistatinas con la presencia de gingivitis y periodontitis (Henskens et al., 1993; Messana 

et al., 2008).  

2.4.ESTATERINA 

La estaterina es un pequeño péptido de 43 aminoácidos, con abundantes residuos de 

tirosina y habitualmente fosforilado en la Ser-2 y Ser-3, producto del gen STATH (Tabla 

8). Ha sido relacionada con propiedades de lubricación, además de encontrarse implicada 

la homeostasis del calcio, concretamente en la inhibición de la precipitación del fosfato 

cálcico contrarrestando la desmineralización dental. También se sabe que participa en la 

formación de la película adquirida del esmalte dental (Castagnola et al., 2011; Messana 

et al., 2008; Vitorino et al., 2009). Inicialmente se observaron tres isoformas principales: 

SV1, SV2 y SV3, pero posteriormente se vio que SV3 era idéntico a SV2 excepto en que 

carece de la fenilalanina del carboxilo terminal (Jensen et al., 1991).  

 

Tabla 8. Secuencia de aminoácidos de la proteína precursora de la estaterina 

(Fuente: UniProtKB; números de acceso: Isoforma 1: P02808-1,  Isoforma 2:   

P02808-2). 

 

Gen Proteína Secuencia aminoacídica 

STATH Estaterina 

Isoforma 1 
MKFLVFAFILALMVSMIGADSSEEKFLRRIGRFGYGYGPYQPVPEQP

LYPQPYQPQYQQYTF 

Isoforma 2 
MKFLVFAFILALMVSMIGADSSEEYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQY

QQYTF 
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2.5.OTRAS PROTEÍNAS Y PÉPTIDOS 
 

El péptido P-B suele incluirse dentro de las bPRPs, a pesar de sus similitudes con la 

estaterina. Es el producto de un gen específico, PROL3, localizado muy cerca del gen 

STATH. Este péptido no resulta como degradación de otras proteínas mayores, muy 

habituales entre las proteínas salivales, sino que es una proteína madura en sí misma. A 

pesar de los numerosos estudios realizados, no se ha encontrado ninguna función 

específica de este péptido (Inzitari et al., 2006; Vitorino et al., 2009).  

Las mucinas son glicoproteínas de alto peso molecular con un contenido en 

carbohidratos del 70-80%, cuya principal función está relacionada con la lubricación, 

hidratación y protección de la cavidad oral. Su estructura alargada contribuye 

significativamente al comportamiento viscoelástico de la saliva, pudiendo agregarse entre 

ellas para formar estructuras muy largas. Se han identificado dos tipos principales de 

mucinas: mucinas de alto peso molecular altamente glicosiladas (MG1), producidas por 

las células mucosas, y mucinas de bajo peso molecular glicosiladas en solo una de sus 

cadenas peptídicas (MG2), siendo las del primer grupo las más abundantes. Son 

secretadas como producto de los genes MUC5B y MUC7 por las glándulas 

submandibulares y subliguales, además de por algunas glándulas minoritarias (Carpenter, 

2013; Humphrey y Williamson, 2001; Huq et al., 2007). 

Por último, la α-amilasa representa un 20% (m/m) del total de las proteínas salivales, 

siendo la proteína más abundante de la secreción de la glándula parótida. Se trata de una 

enzima de 60 kDa de la familia de las hidrolasas, encargada de degradar el almidón de 

los alimentos (Huq et al., 2007; Messana et al., 2008). 

A pesar de que los grupos de proteínas descritos anteriormente representan las 

principales proteínas de la saliva humana, podemos encontrar muchas otras especies de 
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proteínas tanto de secreción glandular como de otras fuentes. Algunos ejemplos son la 

lisozima, lactoferrina, peroxidasas, aglutinina, IgA e IgG, albúmina, defensinas, etc. 

Además, los estudios centrados en el proteoma salival continúan identificando nuevas 

proteínas y péptidos con gran potencial para futuras investigaciones.  
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III. ASTRINGENCIA 

1. INTRODUCCIÓN 

La astringencia es una experiencia sensorial de gran complejidad que se percibe al 

consumir ciertos alimentos y bebidas, entre los que se incluyen el vino, el té y algunos 

frutos. En algunos alimentos, la astringencia se puede interpretar como una sensación 

desagradable, sin embargo, es un atributo fundamental en los vinos tintos y puede incluso 

considerarse un parámetro de calidad de un vino cuando se encuentra bien equilibrado 

con otros matices (Upadhyay et al., 2016). 

El concepto de astringencia puede definirse como el conjunto de sensaciones que 

generan sequedad, rugosidad o aspereza en la boca al ingerir un determinado alimento o 

bebida. A pesar de los numerosos estudios centrados en este fenómeno, aún no se han 

llegado a esclarecer los mecanismos moleculares y fisiológicos subyacentes, ni siquiera 

parece claro si se trata de un único fenómeno perceptual o es un término que acompaña a 

varias sensaciones sutiles (Bajec y Pickering, 2008). 

Uno de los mecanismos más aceptados para explicar el origen de esta sensación 

consiste en la interacción entre compuestos fenólicos y proteínas de la saliva 

(principalmente PRPs) formando agregados tanino-proteína que pueden llegar a 

precipitar, provocando una disminución de la lubricación del epitelio oral (Canon et al., 

2013; de Freitas y Mateus, 2012; Rinaldi et al., 2012). Otros autores han propuesto otros 

posibles mecanismos como la activación de receptores específicos del gusto (Tachibana 

et al., 2004) o la interacción directa entre los taninos y las células del epitelio oral (Payne 

et al., 2009), o incluso se sugiere la participación de varios de estos mecanismos 

simultáneamente (Gibbins y Carpenter, 2013).  
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Por otro lado, se sabe la percepción de la astringencia puede variar ampliamente entre 

individuos, e incluso puede aumentar con una ingesta repetida. Todos estos factores en 

su conjunto hacen que el estudio de este complejo fenómeno resulte especialmente 

laborioso (Bajec y Pickering, 2008; González-Royo et al., 2017).  

2. MECANISMOS DE ASTRINGENCIA 

La palabra astringencia deriva del latín ad stringem, que significa “unir”, revelando 

las bases de este proceso químico. El primer mecanismo de astringencia fue propuesto 

por Bathe-Smith (1954), indicando que la precipitación de proteínas y mucopolisacáridos 

de las secreciones mucosas era el principal proceso que desencadenaba el desarrollo de 

astringencia (Bate-Smith, 1954). En la actualidad, esta teoría sigue considerándose válida, 

aunque existen numerosas opiniones en torno a los posibles mecanismos de astringencia.  

Lee y Lawles (1991) propusieron que la astringencia se podía dividir en múltiples 

subcualidades. Su estudio sugería que los atributos táctiles más relacionados con la 

astringencia eran la sequedad y aspereza, implicando cambios en la textura de la mucosa 

oral (Lee y Lawless, 1991). Green (1993) también consideraba un origen táctil de la 

sensación de astringencia, causada principalmente por la precipitación de proteínas de la 

saliva y, posiblemente, por reticulación de proteínas de la mucosa (Green, 1993). Debido 

a la capacidad de unión a proteínas de algunos polifenoles, estos pueden formar agregados 

tanino-proteína insolubles que precipitan en la boca causando una pérdida de lubricación 

y un aumento de fricción en la cavidad oral, lo que podría explicar su astringencia (Baxter 

et al., 1997).  

El mecanismo más aceptado para explicar este fenómeno fue propuesto por Siebert y 

colaboradores (1996). Según este mecanismo, si consideramos que cada proteína tiene un 

número fijo de sitios de unión a taninos y, por su parte, cada tanino puede tener dos o más 
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sitios de unión a la proteína, cuando el número de sitos de unión en la molécula de tanino 

sea igual al número de sitios de unión en la proteína, se formará un gran entramado y la 

precipitación de proteínas llegará a su máximo. De este modo, cuando haya un exceso de 

proteína, cada tanino podrá unirse a varias moléculas de proteína. En función del ratio de 

proteína o tanino usado, se formarán diferentes complejos proteína-polifenol (Soares et 

al., 2012). 

Profundizando en el estudio de estas interacciones, Jöbstl el al. (2004) propusieron un 

modelo en tres fases (Figura 13). Según estos autores, en la etapa inicial se forman 

asociaciones reversibles entre la cara hidrofóbica de los anillos aromáticos del polifenol 

y el anillo de pirrolidina de los residuos de prolina de la proteína, dando lugar a complejos 

solubles, pudiendo llegar a unirse varias moléculas de tanino al mismo péptido. En la 

segunda etapa, tras la adición de más moléculas de tanino, se produce el entrecruzamiento 

o cross-linking entre diferentes moléculas de proteína, lo que conduce a complejos de 

gran tamaño que se vuelven insolubles y precipitan en la tercera etapa (de Freitas y 

Mateus, 2012; Jöbstl et al., 2004).  

 

Figura 13. Modelo en tres etapas para explicar el proceso de interacción entre 

proteínas salivales y taninos en el desarrollo de astringencia.  

Adaptado de Jöbstl y colaboradores. (2004). 

 

Taninos

Proteína salival Fase 1
Fase 2

Fase 3
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Por otro lado, los agregados proteína-polifenol (solubles e insolubles) pueden verse 

afectados por numerosos factores como el ratio proteína:polifenol, el pH del medio, la 

temperatura, la fuerza iónica de la solución, así como el tipo de polifenol y proteína usada. 

Además, recientemente se ha sugerido la existencia de efectos sinérgicos entre 

compuestos fenólicos, posiblemente debido a un comportamiento cooperativo entre 

compuestos fenólicos en su unión a proteínas, lo que podría explicar por qué la 

composición cualitativa tiene mayor influencia en la astringencia que la concentración 

fenólica total (Ferrer-Gallego et al., 2014; Ramos-Pineda et al., 2017).  

A pesar de que la precipitación de proteínas de la saliva, especialmente de PRPs, es 

uno de los mecanismos más aceptados en el desarrollo de astringencia, también se sabe 

que no todos los compuestos astringentes provocan precipitación proteica, por lo que 

parece haber otros mecanismos implicados. Entre ellos, se ha estudiado la influencia de 

la pérdida de lubricidad en este proceso, mostrando que la precipitación de PRPs o 

mucinas no es un requisito para el desarrollo de astringencia. Teniendo en cuenta estos 

resultados, se ha propuesto que la astringencia de los taninos podría estar relacionada con 

un efecto directo en el tejido oral, mientras que mientras que la astringencia ácida podría 

estar relacionada con la ruptura de la película lubricante (Lee y Vickers, 2012).  

Como se comentó anteriormente, otras aproximaciones han sugerido que la 

astringencia puede deberse a la activación de receptores específicos del gusto (Tachibana 

et al., 2004) o incluso a una interacción directa entre taninos y las células epiteliales 

(Payne et al., 2009), pero los estudios más recientes proponen una interpretación de la 

astringencia que engloba varios mecanismos teniendo lugar al mismo tiempo (Figura 14) 

(Ma et al., 2014). 
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Figura 14. Otros posibles mecanismos de astringencia: los polifenoles libres y los 

agregados solubles polifenol-proteína pueden alterar el film salival y alcanzar la película 

oral o incluso activar receptores específicos del gusto (I), los agregados insolubles son 

rechazados frente al film salival (II), interacción directa entre los polifenoles y el epitelio 

oral (III). Adaptado de Ma y colaboradores. (2014). 

 

 

Sin embargo, debido a la falta de resultados concluyentes, la comunidad científica 

continúa discutiendo sobre los diferentes mecanismos propuestos para explicar este 

fenómeno de gran complejidad. A pesar de que existen numerosas teorías, aquí nos vamos 

a centrar en dos hipótesis principales: la astringencia como sensación táctil o como 

sensación gustativa.  

2.1. LA ASTRINGENCIA COMO SENSACIÓN TÁCTIL 

De acuerdo con esta teoría, la astringencia no es un sabor, sino una sensación, y 

atribuye su naturaleza táctil a un incremento de la fricción en la superficie oral tras la 

pérdida de lubricación. Muchos autores han profundizado en esta teoría, sugiriendo que 

la precipitación de proteínas podría causar constricción del tejido oral debido la pérdida 

de lubricación en la boca, lo que se percibe como un aumento en la fricción oral (Clifford, 

1997). 

Polifenoles libres

Receptores del gusto

Film salival

Película salival
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Otros estudios han sugerido que los compuestos astringentes podrían causar una 

sensación de rugosidad al modificar el epitelio oral. Bresslin y colaboradores (1993) 

contribuyeron con esta teoría presentando evidencias de que la astringencia es una 

sensación táctil resultante de la estimulación de mecanoreceptores durante el movimiento 

de la mucosa oral, consistente con las afirmaciones anteriores de Bate-Smith (1954).  

Asimismo, Green (1993) explicó no solo cómo la deshidratación puede desencadenar 

sensación de sequedad, sino también como el entrecruzamiento de proteínas puede 

contribuir al desarrollo de astringencia. La principal razón radica en el efecto que los 

compuestos astringentes tienen en la capacidad lubricante de la saliva. El 

entrecruzamiento entre mucoproteínas puede inducir a los astringentes a precipitar, 

llevando a una pérdida de viscosidad y lubricación en el fluido oral. Además, las proteínas 

precipitadas libres pueden adherirse a la mucosa y a los dientes, formando un residuo 

viscoso. Ambos efectos pueden aumentar el coeficiente de fricción entre las superficies 

orales en la cavidad oral, cambiando la sensación táctil percibida (Green, 1993). 

A pesar de que la mayoría de los estudios han asumido que la percepción oral de 

astringencia se encuentra relacionada con la precipitación de proteínas salivales, otros 

autores también han propuesto la posibilidad de que el estímulo astringente libre puede 

interaccionar directamente con el tejido oral a través de receptores (Lee y Vickers, 2012; 

Schwarz y Hofmann, 2008). Además, varios estudios han mostrado que la precipitación 

de las PRPs no es un factor necesario para el desarrollo de astringencia, pero puede 

prevenir la interacción entre los compuestos astringentes y la mucosa oral (Horne et al., 

2002).  

Como se comentó previamente, la interacción entre proteínas de la saliva y polifenoles 

puede conducir a la formación de agregados insolubles que disminuyen la capacidad 
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lubricante de la cavidad oral. Este aumento de fricción estimula los mecanoreceptores en 

la mucosa oral, los cuales son los responsables de las respuestas a presión, tacto, 

vibración, tensión y elasticidad. Breslin y colaboradores (1993) y Lim y Lawlesss (2005) 

mostraron resultados fisiológicos para explicar la astringencia como una sensación táctil 

mediada por mecanismos no-gustativos. En estos estudios, ensayaron algunos 

compuestos astringentes comprobando que estos podían llegar a producir astringencia en 

un área de la boca que carece de receptores del gusto, sugiriendo que la presencia de estos 

receptores no fuese un factor esencial para la astringencia (Breslin et al., 1993; Lim y 

Lawless, 2005). 

Otro hecho que apoya esta teoría es que la intensidad de astringencia percibida 

aumenta tras una ingesta repetida y, además, la tasa de ingestión afecta la tasa de aumento, 

una característica típica de las sensaciones trigeminales pero no de las sensaciones 

gustativas (Guinard et al., 1986; Lyman y Green, 1990).  

Por último, cabe destacar la falta de estudios centrados en el papel de las mucinas en 

el desarrollo de astringencia a pesar de que se conoce su importancia en la lubricación 

oral. Muchos compuestos astringentes han mostrado ser capaces de precipitar mucinas, e 

incluso se ha propuesto que la película mucosa podría ser más importante que el film 

salival en la percepción de la astringencia (Lee et al., 2012; Nayak y Carpenter, 2008). 

En relación a la teoría táctil de la astringencia, también se ha sugerido que los compuestos 

fenólicos podrían alterar la película mucosa salival, causando un aumento en la fricción 

de la superficie oral, lo que podría estimular los mecanoreceptores, como se explicó 

previamente (Gibbins y Carpenter, 2013). 

Recientemente, algunos autores han abordado el estudio de la astringencia desde un 

nuevo enfoque llamado “tribología oral”, ciencia que estudia la adhesión, fricción y 
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lubricación entre dos superficies que interaccionan en movimiento relativo. Los estudios 

en este campo muestran un gran potencial para establecer una relación entre los 

parámetros tribológicos y los atributos sensoriales. Sin embargo, hasta la fecha, no se han 

obtenido resultados concluyentes que aclaren cómo se produce la percepción de 

astringencia, a pesar de ser una herramienta muy prometedora (Brossard et al., 2016; 

Laguna y Sarkar, 2017; Upadhyay et al., 2016). 

2.2. LA ASTRINGENCIA COMO SENSACIÓN GUSTATIVA 

El sentido del gusto comienza a reconocerse en la lengua, donde se localizan los 

receptores de las células epiteliales, organizados en botones gustativos en las papilas. 

Podemos encontrar tres tipos de papilas gustativas: las papilas fungiformes, las papilas 

foliadas y las papilas circunvaladas (Figura 15). Al recibir el estímulo, las células 

receptoras del gusto transmiten el potencial de acción a las neuronas de las fibras 

gustativas que inervan los botones gustativos. En cuanto a su distribución, las papilas 

fungiformes se localizan en los dos-tercios anteriores de la lengua y se encuentran 

inervadas por la cuerda del tímpano, una rama del nervio facial (nervio craneal (NC) VII), 

que transmite la información referente al gusto. A su vez, la rama lingual del nervio 

trigémino (NC V) también inerva esta región de la lengua, transmitiendo la información 

somatosensorial (temperatura, estímulos táctiles o respuestas frente al dolor) (Snyder y 

Bartoshuk, 2016). 
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Figura 15. Distribución de las papilas gustativas en la lengua. 

 

Las papilas foliadas se encuentran en los laterales de la lengua, mientras que las 

circunvaladas se encuentran en el tercio posterior. Esta zona de la lengua se encuentra 

inervada por el nervio glosofaríngeo (NC IX). Estos tres nervios en su conjunto (el nervio 

facial, el glosofaríngeo y el trigémino) inervan la cavidad oral, recibiendo la información 

gustativa que se transmite al tálamo y finalmente a las áreas gustativas del córtex (Bajec 

y Pickering, 2008; Scott, 2005).  

En la actualidad, la astringencia no se considera uno de los cinco gustos primarios, 

entre los que se incluyen dulce, salado, ácido, amargo y umami. Todos estos sabores se 

perciben en los botones gustativos de la lengua y los nervios gustativos transmiten la 

información al cerebro. Aún no está claro si existe algún receptor que reconozca de forma 

específica los compuestos astringentes, ni tampoco qué cascadas de señalización podrían 

estar implicadas (Jiang et al., 2014). Sin embargo, numerosos autores han defendido la 

posible interpretación de la astringencia como una sensación gustativa. Kawamura y 

colaboradores (1969) demostraron que los ácidos tánicos no interactuaban directamente 
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con mecanoreceptores (Kawamura et al., 1969) y, posteriormente, Schiffman y 

colaboradores atribuyeron las respuestas táctiles, térmicas y respuestas de dolor al nervio 

lingual, a pesar de que también se sabe que este nervio es responsable de la estimulación 

química (Schiffman et al., 1992; Wang et al., 1993). Además, establecieron que la cuerda 

del tímpano (rama del nervio facial que inerva la parte anterior de la lengua) era sensible 

a los compuestos astringentes, mientras que la rama lingual del nervio trigémino no lo 

era. Concluyeron que los mecanoreceptores no podían ser los responsables de la 

percepción de astringencia debido a la falta de estimulación del nervio lingual por los 

compuestos astringentes. Sin embargo, a pesar del gran avance que supusieron estos 

estudios, no aportaron una prueba definitiva sobre las bases gustativas de la astringencia.  

Los resultados de Simon y colaboradores (1992) también apoyaron esta teoría. Estos 

autores publicaron investigaciones electrofisiológicas mostrando que algunos 

compuestos astringentes afectan al transportador de iones a través de canales Na+ en el 

epitelio lingual. Del mismo modo, la habilidad de algunos compuestos astringentes para 

cambiar el potencial de membrana de un sensor del gusto lipídico también se ha 

presentado como evidencia adicional para apoyar esta teoría (Iiyama et al., 1995). Más 

recientemente, varios estudios han mostrado que los polifenoles pueden activar 

directamente de una familia de canales TRP (Transient Receptor Protein) en las células 

epiteliales, produciendo cambios en la concentración intracelular de calcio al abrirse 

(Kurogi et al., 2012; Wang et al., 2011). Sin embargo, Carpenter (2013) concluyó en sus 

ensayos, centrados en el estudio de estos canales, que las células epiteliales humanas no 

respondían a la estimulación por polifenoles (en este caso, polifenoles del té negro) 

(Carpenter, 2013a).  

Por otro lado, se han estudiado los efectos en las células de sustancias astringentes en 

la señalización cortical. Critchley y Rollos (1996) investigaron la representación cortical 
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del ácido tánico, que produce sensación de astringencia (Critchley y Rolls, 1996). 

Sugirieron la existencia de una subpoblación de neuronas específicas del ácido tánico y 

propusieron que su sabor astringente podría considerarse como una cualidad gustativa 

distinta de los cinco gustos primarios (Critchley y Rolls, 1996). 

Además, en los últimos años, algunas investigaciones se han centrado en el estudio 

de los receptores que pueden estar implicados en la detección oral de compuestos 

astringentes. Estudios en líneas celulares cancerígenas han identificado un receptor para 

epigalocatequina-galato, el receptor de laminina de 67 kDa (Tachibana et al., 2004), una 

proteína que también ha sido identificada como receptor extracelular en la mucosa oral 

(Hakkinen et al., 2000). Otros estudios han sugerido que varios compuestos astringentes 

podrían actuar activando receptores del amargo (Soares et al., 2013). 

Profundizando en las bases de neuronales de esta compleja sensación, Schöbel y 

colaboradores (2014) propusieron que la percepción de la astringencia estaba mediada 

por los nervios trigéminos a través de la activación de una proteína G y una adenil ciclasa, 

y analizaron la señalización dowstream que participaba en esta respuesta. Comprobaron 

en sujetos humanos que, solo cuando se bloqueaban tanto los nervios trigéminos como 

los gustativos, estos perdían la sensación de astringencia, mientras que esta sensación no 

se veía afectada cuando solo se bloqueaban los nervios gustativos, indicando que es más 

probable que la astringencia sea una sensación trigeminal. Por otra parte, ensayaron si los 

compuestos astringentes podían activar directamente el nervio trigémino in vitro, 

sugiriendo la existencia de un receptor acoplado a proteína G para fenoles galoilados 

astringentes (Schöbel et al., 2014). 

Se ha demostrado que el mecanismo de astringencia va mucho más allá del enfoque 

tradicional como una sensación mecánica. Ninguna de las teorías aquí descritas excluye 
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otros posibles mecanismos, sino que podría existir una explicación del mecanismo de 

astringencia que radicase en la participación de todos ellos en conjunto. Sin embargo, aún 

se necesita continuar investigando en esta vía para comprender mejor esta sensación tan 

enigmática.  

 

3. INTERACCIONES ENTRE PROTEÍNAS Y COMPUESTOS 

FENÓLICOS 

En general, cuando hablamos de interacciones moleculares se suelen relacionar con 

la formación de agregados, tanto solubles como insolubles. Refiriéndonos a la interacción 

entre compuestos fenólicos y proteínas, esta puede conllevar la precipitación (o no) de 

proteínas salivales, lo que resulta significativo en cuanto al desarrollo de la sensación de 

astringencia, como hemos visto en el apartado anterior. El tipo de interacción va a 

depender de los diferentes mecanismos implicados que, a su vez, se encontrarán afectados 

por los diferentes tipos de enlace que participan en las interacciones. Así, el 

entrecruzamiento entre proteínas y polifenoles puede implicar diferentes tipos de 

interacciones, entre las que predominan dos principales: las interacciones hidrofóbicas y 

los puentes de hidrógeno (Figura 16) (Santos-Buelga y Freitas, 2009).  

Las interacciones hidrofóbicas ocurren vía fuerzas de van der Waals-London entre los 

aminoácidos más apolares de las proteínas y los anillos bencénicos de los compuestos 

fenólicos. Concretamente, en este tipo de interacciones, parece que las prolinas de la 

proteína son los principales sitios de unión, lo que explica la importancia de las PRPs de 

la saliva en la astringencia. Esta hipótesis ha sido corroborada por estudios que 

demuestran que, en la interacción entre compuestos fenólicos y péptidos o proteínas ricas 

en prolina, existen unos sitios de unión relacionados con asociaciones específicas que 
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coinciden con el número de dominios hidrofílicos que contienen repeticiones cortas de 

prolina en la cadena peptídica (Cala et al., 2012; Canon et al., 2013).  

Por otro lado, las interacciones polares ocurren vía puentes de hidrógeno entre el 

grupo carbonilo y el grupo amino de las proteínas y los grupos hidroxilo de los 

compuestos fenólicos. Se ha propuesto que este tipo de enlaces estabilizan la formación 

de agregados tanino-proteína (Charlton et al., 2002).  

  

Figura 16. Principales fuerzas de interacción entre taninos y proteínas. 

 Adaptado de Santos-Buelga y de Freitas (2008).  

 

Además de estos dos tipos principales de interacciones, se han descrito otros tipos 

enlaces que pueden participar en las uniones tanino-proteína, como las uniones de tipo 
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covalente, que pueden darse entre la estructura de quinona resultante de la oxidación de 

los compuestos fenólicos y el grupo amino o tiol de las proteínas. Por otro lado, se pueden 

establecer enlaces iónicos entre la parte catiónica de las proteínas y las formas fenolato 

aniónicas de los compuestos fenólicos, aunque la probabilidad de que se formen este tipo 

de enlaces es muy baja, ya que, al pH en el que suele tener lugar este tipo de interacciones 

(pH ácido o neutro), los compuestos fenólicos no presentan grupos con carga (Jöbstl et 

al., 2004). 

Para profundizar en el conocimiento de estas interacciones se han empleado diferentes 

técnicas analíticas. Una de ellas es la denominada calorimetría de titulación isotérmica 

(ITC) que nos permite estudiar las interacciones entre moléculas a través el calor que se 

libera o absorbe en este proceso, esto es, las energías implicadas. Se ha demostrado que 

la fase inicial de la interacción entre taninos y proteínas es dependiente de la temperatura. 

En las interacciones hidrofóbicas esta primera fase es endotérmica, ya que se necesita 

energía para romper la capa de hidratación que se encuentra alrededor de los residuos 

apolares de los taninos, además de darse a temperatura relativamente baja y con un 

aumento en la entropía. Por el contrario, las interacciones por puentes de hidrógeno no 

son dependientes de la temperatura y se relacionan con procesos exotérmicos y con una 

disminución en la entropía (Kilmister et al., 2016; McRae et al., 2010).  

En relación al modelo en tres etapas de Jöbstl y colaboradores (2004) para el proceso 

de interacción entre proteínas salivales y taninos, explicado anteriormente, se ha visto 

que, en cada etapa, parece predominar un tipo de fuerza de unión. En la primera etapa 

dominan las interacciones hidrofóbicas, aunque también participan puentes de hidrógeno, 

aportando estabilidad al complejo. En una segunda fase, predominan las interacciones 

inespecíficas y los puentes de hidrógeno, aportando mayor estabilidad y reforzando las 

uniones en los complejos. Por último, en la tercera fase, estos complejos de gran tamaño 
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precipitan como resultado de la coalescencia. Por lo tanto, los compuestos fenólicos se 

unen en primer lugar al péptido a través de los sitios hidrofóbicos en una interacción más 

específica para formar complejos relativamente pequeños que luego agregan entre ellos, 

principalmente a través de interacciones hidrofílicas no específicas, para formar 

agregados altamente solubles, que luego se agrupan y precipitan. (Cala et al., 2012; Canon 

et al., 2013). 

Se ha propuesto que el tipo de fuerza predominante en las interacciones tanino-

proteína podría estar determinada por la polaridad del compuesto fenólico de manera que, 

los compuestos más polares favorecerían las uniones por puentes de hidrogeno mientras 

que, para los compuestos relativamente apolares, dominarían las fuerzas hidrofóbicas 

(Hagerman et al., 1998). Además de la polaridad, otros aspectos como la estructura de los 

compuestos fenólicos o de la proteína, o las condiciones del medio de reacción, afectan 

en gran medida a estas interacciones, como se desarrollará a continuación.  

 

4. FACTORES QUE AFECTAN EN LA INTERACCIÓN ENTRE 

COMPUESTOS FENÓLICOS Y PROTEÍNAS 

 

4.1. ESTRUCTURA DEL TANINO 

Los taninos son un grupo estructuralmente diverso de compuestos cuya principal 

propiedad es su capacidad de interaccionar con proteínas. Normalmente se dividen en 

taninos hidrolizables y condensados, aunque puede haber otros compuestos del vino que 

también tengan un papel significativo en el desarrollo de astringencia.  

A pesar de que los taninos hidrolizables han mostrado gran afinidad por las proteínas, 

son compuestos minoritarios en el vino y, por tanto, contribuyen en menor medida a la 

astringencia. Otros compuestos fenólicos, como los flavonoles, los ácidos fenólicos o las 
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antocianinas, han mostrado diferente afinidad por las proteínas. Sin embargo, los 

compuestos más importantes en cuanto a la astringencia del vino son los flavanoles, 

también denominados taninos condensados. Estos compuestos, además de ser uno de los 

grupos de compuestos fenólicos más representativos en vinos, tienen una alta afinidad 

por las proteínas, por lo que generalmente se suele asumir que la astringencia de los vinos 

se debe esencialmente a los flavanoles (Gawel, 1998).  

Las principales características estructurales de los flavanoles que pueden afectar en 

su interacción con proteínas están relacionadas con el peso molecular, los enlaces 

interflavánicos, la presencia de galoilación y el patrón de sustitución del anillo B. En 

general, se considera que las formas compactadas de los flavanoles muestran menor 

afinidad en la unión a proteínas que las conformaciones más extendidas y con mayor 

flexibilidad, ya que en este caso tendrían disponibles más sitios de unión a proteínas (Cala 

et al., 2011).  

Parece que los flavanoles en forma de monómeros pueden inducir sensación de 

astringencia, en concreto la epicatequina ha mostrado mayor potencial astringente que la 

catequina, a pesar de ser una astringencia matices más desagradables (Ferrer-Gallego et 

al., 2015a).  En cuanto al peso molecular, se sabe que la percepción de astringencia de los 

taninos condensados aumenta con el tamaño del tanino, lo que podría explicarse por el 

aumento de posibles sitios de unión a proteínas. Sin embargo, cuando hablamos de las 

estructuras de mayor tamaño y complejidad (grado medio de polimerización  mayor a 7) 

parece que su solubilidad disminuye, e incluso pueden llegar a precipitar antes de 

interaccionar con las proteínas (Santos-Buelga y Freitas, 2009). Además, al aumentar su 

tamaño, las regiones hidrofóbicas pueden encontrarse menos accesibles, y disminuye su 

flexibilidad, lo que dificulta su unión a proteínas (Kilmister et al., 2016). 
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La galoilación es otra de las características estructurales que influye en las 

interacciones entre taninos y proteínas. En general, se considera que la galoilación 

aumenta la afinidad de los flavanoles por las proteínas (Soares et al., 2018). La presencia 

de ácido gálico en la molécula de flavanol favorece la unión con las proteínas al aumentar 

los posibles sitios de unión. Sin embargo, el efecto de la galoilación dependerá también 

de la estructura del flavanol, siendo menos efectiva en el caso de las estructuras más 

compactas (De Freitas y Mateus, 2001).  

El número de grupos hidroxilo como sustituyentes en el anillo B de los flavanoles 

también resulta de importancia en la interacción con las proteínas de la saliva y en el 

desarrollo de astringencia (Schwarz y Hofmann, 2008). Los ensayos con flavanoles 

trihidroxilados en el anillo B (galocatequinas, presentes en prodelfinidinas) han mostrado 

una astringencia más agradable que aquella producida por los flavanoles dihidroxilados 

(catequinas, que forman procianidinas) (Ferrer-Gallego et al., 2015a) .  

4.2. ESTRUCTURA DE LA PROTEÍNA 

La interacción entre taninos y proteínas también puede verse afectada por diferentes 

aspectos referentes a la proteína, como su tamaño, su carga, la presencia de cadenas 

laterales o su conformación. La presencia de prolina es una característica común en las 

proteínas que tienen alta afinidad con los taninos, como ya se comentó anteriormente, 

destacando especialmente en el caso de las PRPs. Sin embargo, estudios recientes parecen 

indicar que, de entre todas las proteínas salivales, el péptido PB es el que tiene mayor 

afinidad tanto por los taninos hidrolizables como por los taninos condensados (Silva et 

al., 2017; Soares et al., 2018).  

La glicosilación de la proteína también parece ser un factor clave en su capacidad de 

interacción con taninos, como ocurre en las PRPs básicas glicosiladas (gPRPs), en las que 
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se ha propuesto que la porción glicosilada proporciona una conformación más abierta a 

la proteína. Se ha demostrado que, a baja concentración de tanino, los agregados con 

gPRPs permanecen solubles, mientras que con otro tipo de PRPs no glicosiladas, estos 

precipitan. Sin embargo, a concentraciones de tanino más altas, crece el número de 

taninos unido a la molécula de proteína, lo que aumenta la hidrofobicidad de los 

complejos, provocando agregación y precipitación (Sarni-Manchado et al., 2008; Soares 

et al., 2011).  

4.3. POLISACÁRIDOS  

Entre los diferentes factores que pueden modular la sensación de astringencia de los 

vinos también se encuentran la presencia de otros compuestos como los polisacáridos. Se 

han publicado diversos estudios que muestran que diferentes tipos de polisacáridos, como 

la pectina, el xantano, la goma arábica o la gelatina, pueden alterar las interacciones entre 

proteínas y taninos.  

Se han descrito varias familias de polisacáridos capaces de interaccionar con taninos, 

aunque aún no está clara la relación existente entre la composición polisacarídica de las 

paredes celulares y la capacidad de unión a taninos. Estos polisacáridos pueden reducir la 

astringencia limitando la cantidad de procianidinas disponibles para la interacción con 

proteínas (García-estévez et al., 2017). También se ha descrito la capacidad de algunos 

polisacáridos de la pared celular para unirse a los taninos reduciendo su extractabilidad 

(Hanlin et al., 2010), o incluso se ha sugerido que podrían afectar a la percepción de 

astringencia a través de un proceso competitivo a nivel sensorial. Por estas razones, se ha 

planteado el uso de polisacáridos con el fin de mejorar la astringencia, aportando una 

sensación de redondez y dulzura a los vinos.  
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Se han propuesto dos mecanismos principales para explicar la reducción de la 

astringencia mediante la adicción de polisacáridos (Figura 17). El primero consiste en la 

formación de complejos ternarios proteína/polifenol/polisacárido, solubles en medio 

acuoso (Mateus et al., 2004; Soares et al., 2017), mientras que el segundo mecanismo 

propuesto implica la interacción preferencial entre el polifenol y el polisacárido, 

compitiendo con la proteína e inhibiendo de este modo la formación de agregados tanino-

proteína (Brandão et al., 2017).  

 

Figura 17. Posibles mecanismos de interacción para explicar la reducción de la 

astringencia por polisacáridos. Adaptado de Mateus y colaboradores (2004).  

 

 De forma similar, se ha sugerido que estos polisacáridos en solución podrían 

desarrollar una estructura secundaria, creando “cavidades” hidrofóbicas donde pudiesen 

encapsular a los polifenoles (Mateus et al., 2004; Ozawa et al., 1987). 

En función de su origen, podemos distinguir dos tipos de polisacáridos en el vino: 

los polisacáridos procedentes de la pared celular de las uvas y los de origen microbiano, 
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procedentes de las paredes celulares de las levaduras. Dentro del primer grupo 

encontramos los polisacáridos ricos en arabinosa y galactosa (PRAGs) y los 

ramnogalacturnonanos (RG), mientras que los principales polisacáridos procedentes de 

las levaduras son las manoproteínas y los glucanos. La presencia de estos compuestos en 

el vino ha demostrado una reducción del amargor y/o la astringencia (Santos-Buelga y 

Freitas, 2009; Vidal, S., 2003). La proporción de cada uno de los tipos de polisacáridos 

en el vino puede variar en función de las características de la uva, las técnicas de 

vinificación empleadas y el tipo de levaduras que participan en la fermentación (García-

estévez et al., 2017). 

4.3.1. MANOPROTEÍNAS 

Entre los polisacáridos del vino, las manoproteínas liberadas por las levaduras 

fermentativas representan alrededor de un 35% del contenido polisacarídico total (Vidal, 

S., 2003). Las manoproteínas son glicoproteínas que se localizan en la capa externa de la 

pared celular de las levaduras, con un contenido en proteína del 10-20% y en torno a un 

80-90% de azucares, principalmente D-manosa asociada a residuos de D-glucosa y N-

acetilglucosamina (Rodrigues et al., 2012). Suelen presentar una estructura bastante 

homogénea, sin embargo, sus pesos moleculares pueden llegar a variar desde 5 kDa hasta 

más de 800 kDa (Doco et al., 2003).  

Las manoproteínas pueden liberarse al vino en una primera fase durante la 

fermentación alcohólica por las levaduras, cuando están en fase de crecimiento 

exponencial, o bien debido a la autolisis celular de las levaduras por acción de las 

glucanasas de la pared celular, durante la etapa de envejecimiento (Guadalupe et al., 

2010).  
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En los últimos años ha aumentado el interés por el uso de manoproteínas durante 

los procesos de vinificación, debido a los efectos que han demostrado tener estos 

compuestos. Se han relacionado con la estabilización de proteínas y prevención de la 

formación de cristales de tartrato, además de la estimulación de la fermentación 

maloláctica, estabilización del color, reducción de la turbidez e inhibición de la 

agregación de taninos (Waters et al., 1994). Entre sus efectos sensoriales en los vinos 

destaca su capacidad para suavizar la astringencia en vinos tintos (Quijada-morín et al., 

2014) y la estabilización de la fracción aromática. Considerando su potencial en la 

industria enológica, se ha propuesto el uso de formulaciones de manoproteínas 

comerciales con el objetivo de modificar la composición fenólica y las propiedades 

organolépticas de los vinos (Guadalupe y Ayestarán, 2008; Guadalupe et al., 2010). 

4.3.2. OTROS POLISACÁRIDOS 

El grupo más abundante de polisacáridos en el vino es el de los polisacáridos ricos 

en arabinosa y galactosa (PRAGs), que suponen un 40% del total de los polisacáridos. 

Dentro de esta categoría, los más abundantes son los arabinogalactanos de tipo II (AGs), 

arabinogalactanos-proteína, (AGPs) y arabinanos. Otros polisacáridos de importancia en 

el vino son los ramnogalacturonanos de tipo I (RG I) y ramnogalacturonanos de tipo II 

(RG II), que representan un 4 y 20% de los polisacáridos solubles presentes en el vino 

tinto, respectivamente. Todos estos polisacáridos son el resultado de la acción de enzimas 

endógenas y exógenas que degradan la pectina de las paredes celulares de la uva durante 

las primeras fases en el proceso de elaboración del vino (Vidal, S., Williams, P., Doco, 

T., Moutounet, M., & Pellerin, 2003; Vidal et al., 2000).  

Los RG de tipo I y II tienen carácter ácido, mientras que los PRAGs son 

polisacáridos neutros, lo que afecta a su posible potencial inhibitorio en la agregación de 
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taninos. Los RG II han mostrado una disminución en los atributos asociados con la 

astringencia en vinos modelo, posiblemente debido a su capacidad inhibitoria sobre la 

agregación entre taninos,  mientras que la fracción neutra de polisacáridos del vino parece 

tener menor efecto sobre estos atributos sensoriales (Riou et al., 2002; Vidal, S., 2003).  

4.4. OTROS FACTORES 

La interacción entre compuestos fenólicos y proteínas puede verse afectada por 

muchos otros factores, además de los anteriormente mencionados. Entre ellos se 

encuentran el pH, la fuerza iónica o el contenido en etanol del vino, que pueden influir en 

el establecimiento tanto de interacciones hidrofóbicas como de enlaces de hidrogeno entre 

los compuestos fenólicos del vino y las proteínas (Kawamoto, 1997). Concretamente, el 

pH del medio ha mostrado tener un importante efecto en la capacidad de las proteínas de 

interaccionar con taninos, ya que se ha demostrado que tanto la percepción de astringencia 

como la formación de agregados aumenta a valores bajos de pH (Fontoin et al., 2008; 

Kawamoto, 1997; Obreque-Slier et al., 2012). A pesar de que el pH del vino normalmente 

presenta valores de entre 3 y 4, esta pequeña diferencia sería suficiente para provocar 

cambios en la percepción de astringencia. Parece que el pH del medio puede inducir 

cambios en el comportamiento iónico de los compuestos fenólicos y las proteínas, que 

podría explicar las diferencias vistas en la agregación entre estos compuestos (Fontoin et 

al., 2008).   

Del mismo modo, se ha postulado que tanto el tamaño como el índice de 

polidispersidad de los agregados proteína-polifenol aumentan con la fuerza iónica, 

provocando su precipitación (Poncet-Legrand et al., 2003). Este hecho podría explicarse 

por un incremento en las interacciones hidrofóbicas debido al aumento la fuerza iónica, 
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siendo este tipo de interacciones las más implicadas en la formación de agregados entre 

proteínas y compuestos fenólicos (Poncet-Legrand et al., 2003).  

En cuanto al etanol, está ampliamente reconocida la relación entre el aumento en los 

niveles de etanol en el vino y la disminución en la percepción de astringencia. Se piensa 

que este hecho podría deberse a una menor formación de agregados proteína-polifenol al 

aumentar la concentración de etanol en el medio (Fontoin et al., 2008; Poncet-Legrand et 

al., 2003). El etanol puede modificar tanto la solubilidad de las proteínas como de los 

compuestos fenólicos, así como las interacciones hidrofóbicas entre estos compuestos, lo 

que podría explicar la reducción en la formación de agregados o la formación de 

agregados de bajo peso molecular (Poncet-Legrand et al., 2003).  
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Parte de los contenidos presentados en esta sección han sido publicado en forma de 

revisión bibliográfica bajo el título: “Interactions between wine phenolic compounds and 

human saliva in astringency perception”. 
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Los efectos del cambio climático sobre la viticultura se están traduciendo en un 

desfase entre la madurez tecnológica y la madurez fenólica y aromática de las uvas en el 

momento de cosecha. Esto da lugar, entre otros defectos, a vinos con astringencia 

desequilibrada y con inestabilidad de color, lo que está obligando a la industria 

vitivinícola a buscar herramientas tecnológicas para paliar sus efectos y mantener la 

calidad de los vinos.  

Aunque está ampliamente aceptado que la astringencia del vino tinto se debe a la 

presencia de compuestos fenólicos, los mecanismos que conducen a su desarrollo no están 

aclarados a nivel molecular. A pesar de que parece estar relacionada con la interacción de 

los compuestos fenólicos del vino con las proteínas de la saliva, especialmente con las 

proteínas ricas en prolina (PRPs), en los últimos años se baraja la posibilidad de que 

existan además otros mecanismos que participen en la percepción de esta compleja 

sensación, como la interacción directa de los compuestos fenólicos con las células del 

epitelio oral. Por tanto, muchos aspectos relacionados con la naturaleza de esta 

interacción todavía necesitan ser esclarecidos, lo cual hace necesario profundizar en el 

estudio de la astringencia. 

El objetivo general esta tesis doctoral es el estudio de las interacciones entre 

compuestos fenólicos del vino y proteínas de la saliva desde un punto de vista molecular, 

como mecanismo principal para el desarrollo de la astringencia. Asimismo, se pretende 

estudiar los posibles mecanismos que conducen a la percepción de sinergias de 

astringencia y evaluar el efecto, sobre la interacción polifenol-proteína, de la presencia 

de otras especies químicas presentes en el medio.  
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Para conseguir este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos 

específicos:  

Objetivo 1. Estudiar las interacciones moleculares entre compuestos fenólicos del 

vino y proteínas salivales mediante técnicas físico-químicas, identificando las principales 

familias de proteínas implicadas en la interacción.  

Objetivo 2. Estudiar los mecanismos moleculares que generan sinergias de 

astringencia, tanto por mezcla de flavanoles como por coexistencia de familias de 

proteínas.  

Objetivo 3. Estudiar el efecto de las manoproteínas en las interacciones entre 

compuestos fenólicos y proteínas.  

Objetivo 4. Estudiar la influencia de otras especies químicas en las interacciones 

tanino- proteína. 

 Los objetivos 1 y 2 han sido agrupados en el bloque I, mientras que el bloque II 

engloba los objetivos 3 y 4.  
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CAPÍTULO 1:  

EFECTO SINÉRGICO DE MEZCLAS DE FLAVANOLES EN EL 

FENÓMENO DE LA ASTRINGENCIA  

Los flavan-3-oles son un grupo de compuestos comúnmente presentes en plantas, 

alimentos y bebidas. En el vino pueden encontrase en forma de oligómeros y polímeros, 

compuestos por cuatro tipos de sub-unidades de flavanoles principales: catequina, 

epicatequina, galocatequina y epigalocatequina (Monagas et al., 2003). Muchos de estos 

compuestos pueden interaccionar con proteínas de la saliva, principalmente proteínas 

ricas en prolina, siendo este el mecanismo más aceptado para explicar el desarrollo de la 

sensación de astringencia (Ma et al., 2014). Estas interacciones darían lugar a agregados 

solubles que se volverían insolubles tras la interacción con más moléculas de flavanol y, 

como consecuencia, precipitarían (Baxter et al., 1997; Soares et al., 2012).  

Se ha comprobado que tanto la estructura como la estereoquímica de los flavanoles 

influyen en su capacidad de unirse a las proteínas y, por tanto, en el desarrollo de la 

astringencia. Además, recientemente se ha propuesto la existencia de sinergismos entre 

compuestos fenólicos en el desarrollo de astringencia, que consisten en un aumento en la 

intensidad de la astringencia percibida cuando se ensayan mezclas de polifenoles, en 

comparación con los mismos compuestos ensayados de forma individual, manteniendo 

constante la cantidad total de estímulo (Ferrer-Gallego et al., 2014, 2015).  

En la actualidad, el mejor método para describir y cuantificar la astringencia es el 

análisis sensorial (Ma et al., 2014), aunque esta metodología no permite explicar los 

mecanismos subyacentes al desarrollo de la sensación de astringencia a nivel molecular. 

Como alternativa, se ha propuesto la utilización de diferentes metodologías para analizar 

la formación de complejos polifenol-proteína: cromatografía líquida de alta eficacia con 
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detección por fotodiodos (HPLC-DAD), resonancia magnética nuclear (NMR), 

espectroscopia, electroforesis, precipitación de proteínas, turbidimetría, nefelometría, 

fluorescencia o calorimetría de titulación isotérmica (ITC) (Papadopoulou and Frazier, 

2004; Soares et al., 2007).  

Cabe destacar que la mayoría de los estudios de interacción entre proteínas y 

polifenoles se han llevado a cabo utilizando proteínas comerciales como la albúmina de 

suero bovino (BSA) o la alfa-amilasa (Papadopoulou et al., 2005; Pascal et al., 2007; 

Watrelot et al., 2015). Sin embargo, son muy escasos los estudios con proteínas salivales 

humanas, que supondrían un enfoque más próximo a lo que ocurre en la cavidad oral. 
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      1.1. OBJETIVOS 

El objetivo general del trabajo recogido en este capítulo es el estudio molecular de las 

sinergias de astringencia originadas por mezclas de flavanoles, con la finalidad de 

profundizar en el conocimiento sobre la interacción entre flavanoles y proteínas salivales 

como mecanismo relevante para explicar la astringencia.  

Este objetivo general se desarrolla en los siguientes objetivos específicos: 

 Analizar la formación de agregados flavanol-proteína para los tres sistemas 

estudiados (catequina (CAT), epicatequina (EC) y CAT+EC) mediante HPLC-

DAD. 

 Comparar e interpretar los parámetros termodinámicos, obtenidos mediante ITC, 

resultantes de las interacciones flavanol-proteína. 

 Analizar la interacción entre proteínas de la saliva y catequina, epicatequina y sus 

mezclas, mediante simulación de la dinámica molecular utilizando el fragmento 

peptídico IB714.  
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1.2. RESUMEN 

La siguiente publicación recoge los resultados derivados de los trabajos llevados a 

cabo, constitutivos de este capítulo: 

Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Brás, N. F., Martín del Valle, E. M., 

Dueñas, M., Escribano Bailón, M. T. Molecular approach to the synergistic effect 

on astringency elicited by mixtures of flavanols. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry, 2017, 65, 6425-6433. 

En un estudio sensorial realizado con anterioridad a este trabajo se describió la 

existencia de sinergismos de astringencia por mezcla de flavanoles (Ferrer-Gallego et al., 

2014). Con el propósito de tener evidencias objetivas de las sinergias de astringencia 

observadas, se han estudiado, a nivel molecular, las interacciones entre proteínas de la 

saliva humana y flavanoles del vino (catequina, epicatequina, y la mezcla de ambas) 

usando técnicas tales como HPLC-DAD, calorimetría de titulación isotérmica (ITC), y 

simulación de la dinámica molecular.  

El estudio por HPLC permitió separar e identificar siete fracciones diferentes de 

proteínas y péptidos en el perfil salival. Se analizaron los cambios en el área de los picos 

cromatográficos de cada fracción de proteínas identificadas que ocurrían en las mezclas 

proteínas salivales - catequina (CAT), proteínas salivales - epicatequina (EC), y proteínas 

salivales - catequina más epicatequina (CAT+EC), en comparación con el respectivo 

control de las proteínas salivales sin la adición de flavanol. La concentración de flavanol 

en cada uno de los sistemas anteriores se mantuvo siempre constante.  

En los ensayos con los flavanoles individuales, la epicatequina destacó por su 

capacidad de formar agregados solubles, especialmente con las proteínas ricas en prolina 

básicas (bPRPs), mientras que la catequina mostró una tendencia a formar agregados 
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insolubles con la mayoría de las proteínas ensayadas. Los resultados en las mezclas 

CAT+EC parecían indicar la existencia de un comportamiento sinérgico entre ambos 

flavanoles que facilitaba la interacción con proteínas salivales, favoreciéndose la 

formación de precipitados en detrimento de la formación de agregados solubles, 

evidenciados, respectivamente, como descensos o aumentos de las áreas cromatográficas 

de algunas fracciones salivales.  

Los estudios llevados a cabo por calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 

permitieron analizar los cambios de energía asociados a las interacciones flavanol-

proteína. Se obtuvieron los siguientes parámetros termodinámicos para los tres sistemas 

estudiados: constante unión aparente (Kapp), número de sitios de unión (n), variación de 

energía libre (∆G), variación de entalpía (∆H) y variación de entropía (∆S); así como las 

correspondientes isotermas de unión. Para el análisis, el modelo que mostró un mejor 

ajuste fue aquel que contemplaba sitios de unión independientes y dos sets en el proceso 

de unión. Los resultados obtenidos para estos dos sets parecían corresponderse con los 

dos tipos de fuerzas de unión principales implicadas en las interacciones flavanol-

proteína, las interacciones hidrofóbicas y los puentes de hidrógeno.  

La comparación de los parámetros termodinámicos obtenidos en los sistemas binarios 

proteína/flavanol parecían indicar una mayor afinidad de la EC en su unión a las proteínas 

salivales frente a la CAT. Los valores de ∆G y Kapp mostraron que la interacción cuando 

se ensayó la mezcla CAT+EC era más favorable que cuando se ensayaron los flavanoles 

por separado, a igualdad de concentración total de flavanoles. En este sistema (CAT+EC), 

se observaron dos tipos de contribuciones a la isoterma de unión, un componente 

endotérmico hidrofóbico y un componente exotérmico de puentes de hidrógeno.  
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Con relación a los estudios de simulación de la dinámica molecular, se trata de una 

herramienta que permite estudiar el comportamiento teórico de las moléculas en 

disolución. Como modelo proteico se utilizó el péptido IB714, representativo de las 

proteínas ricas en prolina (PRPs) presentes en la saliva humana. Se realizaron varias 

simulaciones de 50 ns de la interacción entre las moléculas de péptido y los flavanoles, 

que permitieron identificar los aminoácidos principalmente implicados en las 

interacciones con estos compuestos fenólicos. Así mismo, se observó una unión 

cooperativa más rápida y más fuerte entre los péptidos IB714 y los compuestos fenólicos 

cuando ambos tipos de flavanoles están presentes simultáneamente en la disolución, en 

comparación con las simulaciones realizadas únicamente con la presencia de uno de los 

dos flavanoles. Las diferencias conformacionales entre las moléculas de catequina y 

epicatequina explican por qué la epicatequina interacciona con mayor facilidad con el 

péptido y, una vez que esto ocurre, la formación de cavidades en la estructura peptídica 

que favorecerían la inclusión de la molécula de catequina. Por tanto, la presencia de 

ambos tipos de flavanol en la solución produciría un efecto sinérgico que facilita la unión 

a los péptidos de forma más eficiente.  

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que los dos flavanoles ensayados, 

catequina y epicatequina, presentan un comportamiento diferente en su unión a las 

proteínas salivales, el cual parece estar relacionado con su estructura conformacional. 

Además, los resultados evidencian la existencia de un comportamiento cooperativo entre 

las moléculas de catequina y epicatequina en su unión a proteínas, lo que podría explicar 

las sinergias de astringencia previamente observadas en la evaluación por un panel 

sensorial. 
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CAPÍTULO 2:  

EFECTO SINÉRGICO DE LA MEZCLA DE FAMILIAS DE PRPs EN 

SU INTERACCIÓN CON FLAVANOLES  

La saliva es una solución acuosa compleja, altamente variable y dinámica. En 

general, las proteínas salivales se agrupan en α-amilasas, mucinas, anhidrasas carbónicas, 

histatinas, estaterinas, cistatinas y proteínas ricas en prolina (PRPs), las cuales se dividen 

a su vez en proteínas ricas en prolina ácidas (aPRPs), básicas (bPRPs) y glicosiladas 

(gPRPs) (Castagnola et al., 2011; Manconi et al., 2016). La mayoría de los estudios sobre 

astringencia se centran en las bPRPs por su conocida capacidad para precipitar taninos, 

sin embargo, estudios recientes han revelado que esta no es una propiedad exclusiva de 

las bPRPs, sino que existen otras familias de proteínas salivales capaces de interaccionar 

con taninos (Quijada-Morín et al., 2016; Soares et al., 2018).  

A pesar de la existencia en bibliografía de trabajos enfocados al estudio de la 

interacción entre compuestos fenólicos y proteínas salivales como principal mecanismo 

para explicar la sensación de astringencia, las bases moleculares de este proceso siguen 

sin estar bien definidas e, incluso, los resultados obtenidos en los diferentes estudios en 

relación con la afinidad de las diferentes familias de proteínas parecen contradictorios. 

Muchos de estos trabajos se han llevado a cabo en un ensayo competitivo donde todas las 

proteínas de la saliva están presentes de forma simultánea (Brandão et al., 2014; Quijada-

Morín et al., 2016), aunque recientemente otros autores han estudiado la interacción entre 

fracciones de proteínas aisladas, principalmente PRPs, con algunos compuestos fenólicos 

representativos de los alimentos (Soares et al., 2018).  

Las conclusiones obtenidas en estos dos tipos de trabajos son frecuentemente 

contradictorias. Esto nos sugirió la posibilidad de que la interacción de las PRPs con los 
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taninos podría cambiar en gran medida en función de si las proteínas se encuentran de 

forma aislada o en mezcla. Por ello, nos propusimos estudiar la posible existencia de 

mecanismos sinérgicos entre fracciones de proteínas salivales en su interacción con los 

flavanoles, como paso adicional al estudio de la elucidación de los mecanismos 

responsables de la astringencia.  
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      2.1. OBJETIVOS 

El principal objetivo planteado en este capítulo es evaluar el posible efecto sinérgico 

resultante de la coexistencia de dos fracciones de PRPs salivales (aPRPs y bPRPs) en su 

interacción con flavanoles.  

Este objetivo general fue desarrollado en los siguientes objetivos específicos:  

 Analizar la formación de agregados flavanol-proteína para las dos fracciones de 

PRPs, por separado y de forma conjunta mediante HPLC-DAD. 

 Analizar la distribución del tamaño de partícula de los agregados formados en 

estas interacciones mediante Dynamic Light Scattering (DLS).  

 Identificar y caracterizar los agregados formados con las dos fracciones de 

proteínas aisladas o en mezcla, antes y después de la interacción con los flavanoles 

mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF).   
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2.2. RESUMEN 

Los resultados obtenidos dieron lugar a la siguiente publicación:  

Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Soares, S., de Freitas, V., Dueñas, M., 

Escribano-Bailón, M. T. Synergistic effect of mixture of two proline-rich-protein 

salivary families (aPRP and bPRP) on the interaction with wine flavanols. Food 

Chemistry, 2019, 272, 210-215. 

En este estudio se evaluó el posible efecto sinérgico de la coexistencia de dos 

fracciones de PRPs salivales (bPRPs y aPRPs) en la interacción con flavanoles. Tras la 

separación y purificación de las distintas fracciones de proteínas salivales, se 

seleccionaron las bPRPs y aPRPs para realizar los ensayos de interacción con dos 

flavanoles, catequina y epicatequina, ya que en estudios previos han mostrado estar 

altamente involucradas en la interacción con diferentes compuestos fenólicos (Brandão 

et al., 2014; Quijada-Morín et al., 2016). 

La determinación del perfil cromatográfico de proteínas salivales antes y después de 

la interacción con compuestos fenólicos ha sido usada para investigar la existencia de 

interacciones entre compuestos fenólicos y proteínas salivales. En este estudio se 

determinaron los cambios en las áreas cromatográficas de las fracciones de proteínas 

aisladas ensayadas antes y después de la interacción con los flavanoles catequina y 

epicatequina, y se comparó con los resultados obtenidos cuando los dos tipos de proteínas 

se ensayaban de forma conjunta, manteniendo siempre la misma concentración de 

proteína.   

Los resultados obtenidos en los análisis por HPLC muestran un aumento significativo 

de la formación de agregados solubles entre epicatequina y bPRPs cuando las aPRPs 

también están presentes en la mezcla, lo que parece indicar que la fracción de aPRPs 
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podría favorecer la formación de los agregados bPRP-flavanol y/o su estabilidad, si bien 

la presencia de bPRPs no parecía afectar a la interacción aPRPs-flavanol. Además, parece 

sugerir una mayor capacidad de la epicatequina para formar agregados solubles en 

comparación con la catequina.   

Adicionalmente, se determinó el tamaño de los agregados formados en estas 

interacciones mediante la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS). De este modo, los 

agregados más pequeños podrían relacionarse con agregados solubles, mientras que los 

de mayor tamaño podrían considerarse más propensos a precipitar. Los resultados 

mostraron que los agregados de mayor tamaño se formaban en las interacciones con 

catequina. Para los sistemas estudiados con epicatequina, se vio que la fracción de bPRPs 

formaba agregados de mayor tamaño que con aPRPs, y estos agregados eran más 

pequeños, y por tanto más solubles, cuando las dos fracciones (aPRPs y bPRPs) estaban 

juntas en comparación con los respectivos sistemas con fracciones aisladas, lo que parecía 

estar en consonancia con los resultados observados mediante HPLC.  

Gracias al análisis mediante espectrometría de masas utilizando desorción/ionización 

láser asistida por matriz y analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) se pudieron 

identificar un total de 30 agregados solubles entre las moléculas de flavanol (catequina o 

epicatequina) y las fracciones de aPRPs y/o bPRPs. Se observó un importante aumento 

en el número de agregados formados cuando las dos fracciones estaban presentes de 

forma simultánea, en comparación con las proteínas por separado. Además, se formaron 

más agregados con bPRPs que con aPRPs, pero el número de moléculas de aPRPs en los 

agregados aumentaba considerablemente cuando las dos proteínas estaban juntas, lo que 

podría indicar que las aPRPs interaccionan más fácilmente con los agregados flavanol-

bPRPs que con los flavanoles libres. Se observó que la formación de agregados solubles 

era un 15% mayor con epicatequina que con catequina, lo que parece estar de acuerdo 
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con los resultados obtenidos en los análisis anteriores en los que la catequina mostraba 

tendencia a formar agregados insolubles de mayor tamaño.   

Los resultados en su conjunto apoyan los anteriormente obtenidos en los que se 

observaban diferencias entre catequina y epicatequina en la formación de agregados con 

proteínas salivales, y además confirman un comportamiento diferente de las fracciones 

de proteínas salivales cuando se encuentran aisladas frente a cuando están juntas en 

mezcla, indicando un efecto sinérgico en la interacción.  
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CAPÍTULO 3:  

EFECTO DE LA ADICIÓN DE MANOPROTEÍNAS EN LA 

INTERACCIÓN FLAVONOL-PROTEÍNA 

Los flavonoles son un tipo de compuestos fenólicos que se encuentran de forma 

habitual en plantas, alimentos y bebidas, siendo el vino una de las principales fuentes en 

la dieta. Estos compuestos se suelen encontrar en su forma glicosilada, siendo los 3-O-

glucósidos los conjugados más frecuentes (Mattivi et al., 2006). En el vino, la quercetina 

y sus conjugados son los principales flavonoles descritos. Estos compuestos se han 

relacionado con diferentes propiedades organolépticas como el color, el amargor o la 

astringencia.  

Debido a su capacidad para actuar como buenos copigmentos (Escribano-Bailón 

y Santos-Buelga, 2012), se ha sugerido la adición de extractos ricos en flavonoles para la 

mejora y estabilización del color en vinos tintos. Además, a pesar de que no hay muchos 

estudios centrados en la astringencia de los flavonoles del vino, recientemente se ha 

demostrado que pueden interaccionar con proteínas salivales humanas resultando en un 

aumento en la percepción de astringencia (Ferrer-Gallego et al., 2015).  

Como ya se ha comentado en el apartado de introducción, diversos factores 

pueden modular la sensación de astringencia, como son la presencia de azúcares, ácidos 

o etanol, entre otros. Concretamente, varias familias de polisacáridos han mostrado tener 

capacidad de interaccionar con los taninos, pudiendo inhibir la agregación entre las 

proteínas salivales y los polifenoles de los alimentos y, por tanto, podrían llegar a modular 

la astringencia. Se han propuesto dos mecanismos principales para explicar la reducción 

de astringencia provocada por la adición de polisacáridos. El primero de ellos consiste en 

la formación de complejos ternarios solubles proteína/polifenol/polisacárido, mientras 
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que el otro mecanismo implicaría una interacción preferencial entre el polifenol y el 

polisacárido, compitiendo con la agregación proteína-polifenol (Brandão et al., 2017a; 

Mateus et al., 2004).  

Las manoproteínas son un tipo de polisacáridos que se libera al vino a partir de la 

pared celular de las levaduras, llegando a representar el 35% de los polisacáridos del vino. 

En los últimos años ha aumentado el interés por el uso de manoproteinas durante el 

proceso de vinificación, debido a los efectos positivos que podrían tener sobre la calidad 

sensorial, concretamente sobre la estabilidad del color y sobre la astringencia. En este 

sentido, se ha demostrado su capacidad de suavizar la astringencia en los vinos tintos 

(Quijada-morín et al., 2014). De hecho, la adición de manoproteínas comerciales al vino, 

es una práctica llevada a cabo para mejorar la suavidad y redondez, y corregir la 

astringencia excesiva (Brandão et al., 2017a; Carvalho et al., 2006; Freitas et al., 2003; 

Guadalupe et al., 2010). 

Sin embargo, no existen trabajos previos que hayan estudiado los mecanismos de 

interacción entre el sistema ternario proteína/flavonol/manoproteína en relación con la 

astringencia y su modulación, lo que sería de gran interés para lograr una mayor 

comprensión sobre los mecanismos implicados en la reducción de astringencia por 

polisacáridos.   
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      3.1. OBJETIVOS 

El objetivo general de este capítulo es profundizar en el conocimiento de los 

mecanismos que llevarían a una reducción de la astringencia inducida por la presencia de 

polisacáridos, estudiando específicamente el efecto de la adición de una manoproteína 

comercial en la interacción flavonol-proteína.  

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

 Evaluación sensorial del efecto que produce la adición de manoproteína sobre la 

astringencia provocada por la quercetina 3-O-glucósido. 

 Estudio molecular del efecto de la adición de manoproteína sobre la interacción 

flavonol-proteínas salivales.   

 Análisis de la formación de agregados en los sistemas flavonol-proteínas salivales 

y/o manoproteína.   

 Caracterización de las interacciones que tienen lugar en las diferentes mezclas 

estudiadas a través de sus parámetros termodinámicos.  
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3.2. RESUMEN 

Los resultados obtenidos en este apartado de la tesis han sido publicados en el 

siguiente artículo: 

Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Dueñas, M., Escribano Bailón, M. T. 

2018. Effect of the addition of mannoproteins on the interaction between wine 

flavonols and salivary proteins. Food Chemistry, 2018, 264, 226-232. 

En este trabajo se estudió el efecto de la adición de una manoproteína comercial (MP) 

sobre la interacción entre quercetina 3-O-glucósido (Q) y proteínas de la saliva (SP). La 

manoproteína usada en estos ensayos presenta un contenido de 10.1% de proteína y 89.9% 

de azúcares (76.7% manosa, 21.1% glucosa, 0.9% xilosa, 0.7% galactosa y 0.6% 

arabinosa). 

Se realizaron evaluaciones sensoriales para comparar la intensidad de la astringencia 

de un vino control con la de los diferentes tratamientos con la manoproteína y/o 

quercetina: MP (12 g L-1), Q (0.4 g L-1), Q (0.4 g L-1) + MP (4 g L-1), Q (0.4 g L-1) + MP 

(12 g L-1). El análisis sensorial confirmó la capacidad de la manoproteína para reducir la 

astringencia provocada por el flavonol. Además, se estudiaron las interacciones 

MP/SP/flavonol usando espectroscopia de fluorescencia, dispersión de luz dinámica y 

calorimetría de titulación isotérmica.  

Los resultados obtenidos en los estudios de quenching de fluorescencia indicaron la 

existencia de interacciones entre las proteínas salivales y la manoproteína ensayada, así 

como entre las proteínas salivales y el flavonol, aunque el descenso en la intensidad de 

fluorescencia de las proteínas fue mucho mayor tras la interacción con el flavonol 

(37.9%). Sin embargo, los máximos valores de quenching de fluorescencia (48.5%) se 
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alcanzaron cuando las tres especies se encontraban en mezcla (SP+Q+MP), sugiriendo 

que los tres componentes pudiesen interaccionar entre sí.  

El estudio de los agregados por dispersión de luz dinámica mostró un aumento 

destacable en el tamaño de los agregados en la disolución, cuando la manoproteína y el 

flavonol están juntos (SP+Q+MP), en comparación con los agregados formados en los 

sistemas binarios SP+MP y SP+Q, lo que parece sugerir la formación de agregados 

ternarios proteína/polifenol/polisacáridos solubles. La presencia de las moléculas de 

azúcar en estos agregados de mayor tamaño podría actuar favoreciendo su permanencia 

en disolución, evitando que precipiten, teoría que ha sido sugerida previamente por otros 

autores (Brandão et al, 2017a). 

Los parámetros termodinámicos obtenidos en la calorimetría indican valores de 

energía libre de Gibbs (∆G) y de constante de afinidad (Kapp) más favorables en las 

mezclas ternarias que en las mezclas binarias MP-SP y flavonol-SP. Así mismo, la 

interacción entre los tres componentes, MP+SP+flavonol, podría estar gobernada 

inicialmente por fuerzas hidrofóbicas, pero la presencia de manoproteínas en la mezcla 

permite establecer enlaces de hidrógeno que podrían estabilizar el sistema, corroborando 

así la posible formación de este tipo de agregados ternarios y su permanencia en 

disolución.  

Los resultados obtenidos mediante estas técnicas en conjunto indican no solo la 

posibilidad de interacciones entre proteínas salivales y flavonoles, sino también entre 

manoproteínas y proteínas de la saliva, sugiriendo la posible formación de complejos 

ternarios solubles proteína/polifenol/polisacáridos que podrían afectar la percepción de 

astringencia. Además, los resultados apuntan a una interacción más fuerte cuando los tres 

componentes están juntos.  
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CAPÍTULO 4:  

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE OTRAS ESPECIES 

QUÍMICAS EN LAS INTERACCIONES TANINO-PROTEÍNA 

Los polifenoles del vino atraen gran interés tanto por sus potenciales beneficios 

para la salud como por ser los responsables de las propiedades organolépticas de muchos 

alimentos, como el color, el sabor o la sensación en boca. En el caso del vino tinto, la 

astringencia es uno de los principales atributos sensoriales que se evalúa, considerándose 

incluso un indicador de calidad de un vino.  

Los taninos condensados o proantocianidinas han sido los compuestos fenólicos 

más relacionados con la astringencia de los vinos. Estos compuestos se extraen tanto de 

la semilla como del hollejo de las uvas durante el proceso de vinificación. La relación de 

estos compuestos con la astringencia del vino así como su capacidad para interaccionar 

con los pigmentos del mismo hace que en la actualidad se pueda encontrar extractos de 

semillas ricos en flavanoles disponibles comercialmente para ser añadidos a los vinos con 

el objetivo de mejorar su sensación en boca, estructura o incluso estabilizar el color (Cliff 

et al., 2012).  

La astringencia es un proceso de gran complejidad que todavía no se ha logrado 

entender por completo. Se ha propuesto que podría ser el resultado de la contribución de 

varios mecanismos, como la pérdida de lubricidad en la boca, alteración de la película 

mucosa, activación de receptores del gusto o una interacción directa entre los taninos y el 

epitelio oral, o incluso varios de estos mecanismos teniendo lugar simultáneamente 

(Gibbins y Carpenter, 2013; Payne et al., 2009; Ployon et al., 2018; Rossetti et al., 2009; 

Tachibana et al., 2004).  
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En los últimos años se han publicado numerosos estudios tratando de elucidar los 

mecanismos que subyacen en el desarrollo de la astringencia, sin embargo, solo algunos 

autores han considerado la posible participación de las células del epitelio oral. El primer 

estudio que abordó este nuevo enfoque logró demostrar que las procianidinas del vino 

reaccionan con las células del epitelio oral in vitro (Payne et al., 2009). Otros estudios 

posteriores han considerado tanto el papel del epitelio oral como el de las proteínas 

salivales en estas interacciones, e incluso se ha sugerido que las PRPs podrían actuar 

impidiendo el acceso de los taninos a la película mucosa salival que recubre el epitelio 

oral (Ployon et al., 2018; Soares et al., 2016). 

Hay que tener en cuenta que el consumo de vino tinto suele ir acompañado de 

otros alimentos que podrían modificar la percepción de algunas de sus propiedades 

sensoriales, a veces potenciando ciertos atributos y, en otras ocasiones, enmascarándolos. 

Aparte de las características de los alimentos susceptibles de acompañar su ingesta, las 

sensaciones que provoca el vino en la boca pueden verse afectadas en gran medida por la 

fisiología oral y, concretamente, por la interacción de algunos de estos compuestos con 

la saliva (Harrington, 2005; Muñoz-González et al., 2018). Se sabe que la interacción de 

los compuestos fenólicos y las proteínas de la saliva puede verse afecta por diversos 

factores, como la composición del medio y la presencia de otras especies químicas. Varios 

autores han estudiado la relación entre el pH y la astringencia y sugieren la existencia de 

una relación lineal negativa entre ellos (Guinard et al., 1986). También se ha investigado 

el efecto de la fuerza iónica y el contenido en etanol en la formación de agregados taninos-

proteínas salivales y, por lo tanto, su importancia en la astringencia (Poncet-Legrand et 

al., 2003). Sin embargo, apenas hay estudios en los que se evalúe el efecto de la presencia 

de otras sustancias químicas en dichas interacciones (Brandão et al., 2017b).  
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      4.1. OBJETIVOS 

El objetivo general de este capítulo fue profundizar en el conocimiento de los 

mecanismos involucrados en la astringencia, considerando la participación tanto de las 

proteínas salivales como de las células epiteliales, y estudiar su modulación por la 

presencia de otras sustancias químicas susceptibles de ser utilizadas como aditivos en 

alimentos. 

Este objetivo general fue desarrollado en los siguientes objetivos específicos: 

 Analizar el perfil proteico de la saliva humana por electroforesis SDS-PAGE, 

identificando las principales proteínas implicadas en la unión a flavanoles.  

 Estudiar las interacciones entre flavanoles procedentes de la semilla de la uva y 

células epiteliales en un modelo celular, evaluando cómo afecta la presencia de 

proteínas salivales en estas interacciones. 

 Evaluar el efecto de la presencia de distintas especies químicas en las 

interacciones flavanol-proteína salival y flavanol-célula epitelial.  
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4.2. RESUMEN 

Los resultados obtenidos en este capítulo se han recogido en el siguiente artículo: 

Ramos-Pineda, A. M., Carpenter, G.H., García-Estévez, I., Escribano Bailón, M. 

T. Influence of Chemical Species on Polyphenol-Protein Interactions related to 

Wine Astringency. Journal of Agricultural and Food Chemistry, DOI: 

10.1021/acs.jafc.9b00527 (aceptada para su publicación). 

En este trabajo se ha evaluado el efecto de la presencia de diferentes especies químicas 

(susceptibles de ser incorporados a los alimentos como aditivos) sobre la interacción entre 

flavanoles de un extracto de semillas de uva y proteínas de la saliva, mediante 

electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE) y mediante un modelo celular 

basado en el epitelio oral, donde también se ha estudiado la posible contribución de las 

células epiteliales en el proceso de astringencia. 

El análisis del perfil proteico de la saliva mediante SDS-PAGE permitió determinar 

las principales proteínas de la saliva implicadas en la unión a los flavanoles, destacando 

la formación de agregados insolubles flavanol-proteína con PRPs y estaterina. Se evaluó 

el efecto de la presencia de varias sustancias químicas en la formación de agregados 

flavanol-proteína, mostrando que la incubación con algunas de estas sustancias producía 

un efecto inhibidor en la unión de estos polifenoles a las proteínas salivales, 

disminuyendo la formación de agregados insolubles. Los compuestos que mostraron un 

efecto significativo en la electroforesis fueron el bicarbonato amónico, carbonato sódico 

y bicarbonato sódico.  

Por otro lado, los ensayos con cultivos celulares se llevaron a cabo usando células 

TR146, las cuales han mostrado buenos resultados como modelo del epitelio oral in vitro 

(Jacobsen et al, 1995). Este modelo ha sido utilizado por su capacidad para retener una 
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película mucosa, por lo que resulta una herramienta muy útil cuando se trata de simular 

la situación fisiológica (Ployon et al., 2016). En este ensayo, las células fueron tratadas 

con saliva humana con el objetivo formar una película mucosa sobre la superficie celular 

y poder estudiar, de este modo, la posible contribución de esta película en la interacción 

con flavanoles. También se evaluó el efecto de la incubación previa de la saliva y los 

flavanoles del extracto antes de su interacción con el modelo celular, con el objetivo de 

estudiar el efecto de la presencia de proteínas de la saliva en la solución.  

Los resultados indicaron que cuando se interponen los flavanoles aislados con el 

modelo celular TR146, estos se unen directamente a la célula y establecen uniones 

suficientemente fuertes para resistir a los lavados posteriores. Sin embargo, la incubación 

de la saliva con el extracto de semillas, antes de ser añadido a las células, podría dar lugar 

a la formación de complejos flavanol-proteína suficientemente estables para prevenir la 

interacción posterior de los flavanoles con las células epiteliales.  

Por otro lado, se ensayó el efecto de la presencia de diferentes sustancias químicas en 

las interacciones flavanol-proteína y célula-flavanol en el modelo celular del epitelio oral. 

Se observó que uno de los compuestos que había mostrado un efecto inhibidor en la 

formación de agregados flavanol-proteína salival en los estudios mediante electroforesis 

también mostraba una capacidad de inhibición en las interacciones observadas en los 

ensayos en cultivos celulares. Este compuesto era el carbonato sódico, el cual mostró una 

capacidad de inhibición tanto en la interacción flavanol-proteína como en la interacción 

célula-flavanol.  

Estos resultados sugieren que los flavanoles se unen directamente a las células orales 

y la presencia de proteínas salivales podría prevenir esta interacción compitiendo por la 

unión de los flavanoles. Además, las interacciones flavanol-proteína salival podrían verse 
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afectadas por la presencia de algunos compuestos químicos usados como aditivos 

alimentarios, lo que podría ayudar a comprender mejor posibles cambios en la percepción 

de la astringencia de los vinos cuando se consumen conjuntamente con ciertos alimentos. 
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†Grupo de Investigacioń en Polifenoles (GIP), Facultad de Farmacia, University of Salamanca, 37007 Salamanca, Spain
‡Salivary Research Unit, King’s College London Dental Institute, Guy’s Hospital, London SE1 9RT, United Kingdom

*S Supporting Information

ABSTRACT: One of the most accepted mechanisms of astringency consists of the interaction between polyphenols and some
specific salivary proteins. This work aims to obtain further insights into the mechanisms leading to a modulation of astringency
elicited by polyphenols. The effect of the presence of different chemical species (present in food and beverages as food
additives) on the polyphenol−protein interaction has been evaluated by means of techniques such as sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis and cell cultures using a cell-based model of the oral epithelium. Results obtained showed
that several chemicals, particularly sodium carbonate, seem to inhibit polyphenol binding to salivary proteins and to oral
epithelium. These results point out that polyphenol−saliva protein interactions can be affected by some food additives, which
can help to better understand changes in astringency perception.

KEYWORDS: astringency, tannin, wine, salivary proteins, SDS−PAGE, epithelial cell

Article

pubs.acs.org/JAFCCite This: J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

A DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

pubs.acs.org/JAFC
http://pubs.acs.org/action/showCitFormats?doi=10.1021/acs.jafc.9b00527
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

B

http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.9b00527/suppl_file/jf9b00527_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

C

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

D

http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.9b00527/suppl_file/jf9b00527_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

E

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

F

http://pubs.acs.org
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jafc.9b00527
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.9b00527/suppl_file/jf9b00527_si_001.pdf
mailto:igarest@usal.es
http://orcid.org/0000-0001-8794-8328
http://orcid.org/0000-0001-6875-2565
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.9b00527
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX−XXX

G

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b00527


 



 
 

 

 

 

   SUMMARY 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Summary 
 

147 
 

1. INTRODUCTION  

Phenolic compounds are a group of secondary metabolites widely distributed in the 

plant kingdom. They are commonly found in foods and beverages, including wine as one 

of the main sources in the diet. From a chemical point of view, the term "polyphenol" 

includes a very heterogeneous group of compounds, characterized by having an aromatic 

ring with one or more hydroxyl groups. According to their chemical structure, they can 

be divided into two large groups of compounds: flavonoids and non-flavonoids (Crozier 

et al., 2006).  

In grapes, these compounds are mainly located in the solid parts (essentially skin and 

seeds) and become part of the wine during the winemaking process. They have a great 

interest in oenology since they are responsible for many of the organoleptic properties of 

wines, such as colour, bitterness or astringency (Santos-Buelga and Freitas, 2009). 

Grape tannins are a group of polyphenols with a great structural variety and a wide 

range of molecular masses. In particular, the term tannin refers to the ability of these 

compounds to form stable complexes with proteins and other macromolecules, leading to 

precipitation. This ability seems to be related to the sensation of dryness in the mouth 

caused by wine and other foods rich in tannins, called astringency.  

Astringency can be interpreted as an unpleasant sensation in some foods, however, it 

is a fundamental attribute in red wines, being even considered a quality parameter and a 

major contributor to its consumer acceptance (Upadhyay et al., 2016). The concept of 

astringency can be defined as the set of sensations that produce drying, roughing and 

puckering of the mouth epithelia. Although there are a few theories about the origin of 

the astringency sensation, the most widely accepted mechanism consists on the 

interaction between tannins and salivary proteins (Soares et al., 2012).  
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Saliva mainly consists of water, electrolytes and proteins. Specifically, 40% of the 

protein content of saliva corresponds to small proteins and peptides, also known as the 

salivary proteome. More than 2,000 different peptides and proteins present in human 

saliva have been identified, both from the secretions of the salivary glands and from other 

tissues and body fluids (Castagnola et al., 2011; Vitorino et al., 2009). Salivary proteins 

are usually divided into several major families including proline-rich proteins (PRPs), 

which represent around 50-60% of the total salivary proteome, followed by α-amylase, 

which accounts for 20%. The remaining percentage corresponds mainly to histidines, 

staterin, cystatins and mucins, in addition to other minority proteins such as carbonic 

anhydrase, peptide P-B and immunoglobulins IgG and sIgA. 

PRPs are characterized by high content in proline residues. This family is in turn 

divided into acidic (aPRPs), basic (bPRPs), and glycosylated (gPRPs). Most of the PRPs 

are able to precipitate tannins, so much of astringency research has been focused in this 

protein family. However, although precipitation of salivary proteins is one of the most 

accepted mechanisms, not all astringents cause salivary protein precipitation, evidencing 

there must be other mechanisms implicated in astringency development. 

Along the years a significant amount of research has been done toward astringency 

understanding. Although it is generally considered that astringency is produced by many 

mechanisms that result in a loss of oral lubricity, widely differing opinions exist on the 

molecular bases of this oral sensation. It is not even clear whether it is a single perceptual 

phenomenon or a concept which combines several subtle sensations (Bajec and Pickering, 

2008). 

Among all the proposed theories, the most widely accepted consists on the interaction 

between tannins and salivary proteins, resulting in the formation of soluble or insoluble 
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complexes. Many authors have furthered the tactile theory of astringency, suggesting that 

protein precipitation could lead to oral tissue constriction due to a loss of oral lubrication, 

perceived as an increase in oral friction by activation of mechanoreceptors (Breslin et al., 

1993; Clifford, 1997). However, it has been proposed that tannin-protein interactions are 

more closely associated with astringency that tannin-protein precipitation (Ma et al., 

2014; Obreque-Slier et al., 2012).  

While some research strongly suggest that the sensation of astringency is a tactile 

phenomenon, evidence has also been reported supporting the speculation that astringency 

is a gustatory sensation. Some authors have proposed the possibility of free astringent 

stimulus that interacts directly with the oral tissue through receptors (Lee and Vickers, 

2012; Schwarz and Hofmann, 2008). Moreover, recent publications had suggested a 

direct activation of the oral epithelial cells by polyphenols, evoking responses on the taste 

buds through specific taste receptors and ion channels (Carpenter, 2013; Gibbins and 

Carpenter, 2013). Furthermore, several studies have suggested that the main role of PRPs 

is not to precipitate tannins, but they could play a protective role preventing astringent 

compounds from interacting directly with the oral mucosa (J. et al., 2002; Ployon et al., 

2018; Schwarz and Hofmann, 2008). Thus, it has been demonstrated that astringency is a 

highly complex sensation that goes much beyond the traditional view focused on 

mechanosensation. The most recent studies seem to suggest that astringent compounds 

can be detected by multiple sensory mechanisms and the possibly explanation of 

astringency lies in the sum of several mechanisms working together.  

Moreover, it is widely acknowledged that the astringent sensation can be modulated 

by several factors such as pH, the presence of acids, percentage of ethanol, content of 

sugars, and saliva characteristics (de Freitas and Mateus, 2012). Particularly, 

polysaccharides have been used to improve the smoothness and roundness and correct 
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excessive astringency of wines. Among wine polysaccharides, mannoproteins released 

from yeast during winemaking, have aroused increasing interest during the last years for 

their different effects reported, such as protein and tartrate stabilization, stimulation of 

malolactic fermentation, colour stabilization, reduction of protein haze formation and 

inhibition of tannin aggregation.  

Despite the importance of the astringency on the quality of red wines, and therefore 

its economic importance in the winemaking industry, there is still a gap in the knowledge 

regarding the mechanisms involved in this sensation and how these could be modulated 

to improve the mouthfeel of the astringent molecules in wine. For this reason, the 

molecular, physiological and psychological mechanisms underlying the perception of 

astringency should be further studied.  
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1. AIM 

Astringency of red wine has been widely associated with the presence of phenolic 

compounds, but the underlying molecular and physiological mechanisms have not yet 

been clarified. Although it seems to be related with the interaction between polyphenols 

and some specific salivary proteins, namely, proline-rich salivary proteins, several 

mechanisms have been proposed during the last years, such as the participation of specific 

taste receptors in the mouth. However, astringency is a complex sensation that still need 

to be clarified, which encourages a deeper study of the processes involved in this 

phenomenon.  

The general aim of this PhD Thesis is to study, at molecular level, the interactions 

between wine phenolic compounds and salivary proteins as the main mechanism for the 

astringency development. Moreover, this work aims to study the possible mechanisms 

leading to the perception of astringency synergies and to evaluate the effect of the 

presence of other chemical species on protein-polyphenol interactions.  

The specific aims of this PhD Thesis were:  

Objective 1. To study molecular interactions between wine phenolic compounds and 

salivary proteins using physicochemical techniques, identifying the main protein families 

involved on the interactions (Chapters 1 and 2).  

Objective 2. To investigate the molecular mechanisms leading to synergies of 

astringency, both by mixture of flavanols and by coexistence of different protein families 

(Chapters 1 and 2). 

Objective 3. To assess the effect of the addition of yeast mannoproteins on the 

interactions between polyphenols and salivary proteins (Chapter 3).  
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Objective 4. To study the influence of the presence of other chemical species on the 

polyphenol-protein interactions (Chapter 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Summary 
 

153 
 

2. EXPERIMENTAL SECTION 

SECTION I: MOLECULAR STUDY OF THE INTERACTIONS 

BETWEEN PHENOLIC COMPOUNDS AND PROTEINS:  

SYNERGISMS OF ASTRINGENCY 

CHAPTER 1: SYNERGISTIC EFFECT ON ASTRINGENCY BY THE MIXTURE 

OF FLAVANOLS 

The main objective of this chapter was to study, at molecular level, the synergisms 

of astringency caused by mixtures of flavanols, with the purpose of going deeper into the 

knowledge of the interactions between flavanols and proteins as a relevant mechanism 

for explaining astringency.  

The results obtained in this chapter led to the following peer reviewed publication: 

Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Brás, N. F., Martín del Valle, E. 

M., Dueñas, M., Escribano Bailón, M. T. Molecular approach to the synergistic 

effect on astringency elicited by mixtures of flavanols. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry, 2017, 65, 6425-6433.  

1. MATERIALS AND METHODS 

Whole human saliva was collected from six healthy volunteers. The saliva pool was 

immediately treated with 10% TFA and centrifuged for 10 min at 12,000g. After that, the 

supernatant was dialyzed using a Spectra/Por® 3 cellulose membrane. Treated saliva was 

analyzed by HPLC-DAD. Seven salivary proteins (SP) fractions were collected at the 

DAD chromatographic-detector outlet and identified using a LTQ-Orbitrap Velos mass 

spectrometer, following the procedure described elsewhere (Quijada-Morín et al., 2016).  
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The variations occurred in the profile of the different salivary protein fractions after 

the interaction with catechin (CAT) and or epicatechin (EC) were studied by HPLC-DAD 

(Agilent 1200 Series). Interaction mixtures were prepared with 125 μL of SP and 125 μL 

of the flavanol solution, incubating during 30 min. Incubation mixture was filtered prior 

to the analysis to remove insoluble complexes formed. Differences in the salivary profiles 

were assessed by comparison of the profiles registered at 214 nm. 

Isothermal titration calorimetry (ITC) assays were performed using a Nano 

microcalorimeter for measuring enthalpy changes associated with SP-flavanol 

interactions at 283 K. The titrant (a flavanol solution containing CAT or EC or a mixture 

CAT+EC, 10 mM) was loaded into the injection syringe while the SP solution (0.025 

mM) was placed into the sample cell of the calorimeter. Flavanol solution was titrated 

into the sample cell as a sequence of 25 injections of 10 μL aliquots. The raw data 

obtained from ITC were transformed and analyzed using AFFINIMETER software. The 

resulting curve was fitted using the independent sites model with two set of sites.  

Molecular dynamic simulations were conducted using a peptide model IB714 and 

several flavanols (CAT and/or EC) molecules. The molecular systems comprise four 

IB714 peptides and 1) eight CAT; 2) eight EC; and 3) four CAT and four EC. The CAT 

molecules were randomly placed around the peptides, reproducing the experimental 

conditions. The position of these flavonoids was used to create the other systems to better 

compare the results. Since the third system may have different CAT+EC order 

combinations, we created three different systems in order to get an average of the various 

possibilities. Geometry optimization and MD simulations were carried out using the 

GAFF (Wang et al., 2004) and ff99SB (Hornak et al., 2006) force fields for flavanols and 

peptides, respectively. The AMBER 12.0 (Case et al., 2012) simulations package was 

used to run all minimizations and simulations. The PTRAJ module of AMBER 12.0, and 
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the Visual Molecular Dynamics 1.9.1 software (Humphrey et al., 1996) were used to 

analyse and visualize, respectively, the MD trajectories. 

Statistical data treatment was performed in order to determine statistical significance 

of the difference between the chromatographic areas. Data were evaluated using the 

software packing for Windows IBM SPSS 21 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA). 

2. RESULTS AND DISCUSSION 

In order to evaluate the effect of the addition of the studied flavan-3-ols in the 

chromatographic salivary profile, the chromatographic areas of the different fractions 

were obtained after injection of the three studied systems (CAT, EC, and CAT+EC) and 

compared to those corresponding to the SP control. Statistically significant differences 

were observed for fractions 1 (bPRP), 3 (gPRP), 4 (histatin) and 7 (statherin). The fraction 

corresponding with bPRPs showed an important increase in the chromatographic area for 

EC, which could be understood as the formation of soluble aggregates of flavanol-protein, 

which were not observed in the presence of catechin. For the gPRPs and histatin fractions, 

the mixture CAT+EC showed a higher decrease in the chromatographic area than that 

observed for the flavanols tested individually, what might indicate the existence of a 

cooperation between both flavanols that facilitates the interaction with salivary proteins, 

resulting in a higher formation of insoluble aggregates.  

These chromatographic results suggested that the presence of flavanol mixtures could 

facilitate the formation of precipitates to the detriment of soluble aggregates, indicating 

the possible existence of a synergistic behaviour in CAT+EC mixtures.  

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) analyses were performed to study changes in 

the thermodynamic parameters obtained, that is, apparent binding constant (Kapp), number 

of binding sites in each set (n), free energy change (∆G), change in enthalpy (∆H), and 
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change in entropy (∆S) in the system “pure flavanol” toward the system “mixture of 

flavanols-salivary proteins”.  

Using the software for the data treatment, the model that best fitted the isothermal 

data contemplated independent binding sites and considered two sets, in which the 

number of binding sites corresponds to a fitting parameter. Results obtained for these two 

sets were in concordance with the main forces implicated in the interaction between 

flavanols and proteins, namely, hydrophobic interactions and hydrogen bonding.  

Regarding the binary system protein/flavanol, the ∆G and Kapp values obtained for the 

epicatechin system indicated higher affinity of this flavanol than of catechin to the 

salivary proteins. In the system formed by the mixture of flavanols and salivary proteins 

(CAT+EC/protein), the same two types of contribution to the binding isotherm were 

observed, the endothermic hydrophobic component and the exothermic hydrogen bond 

component. Comparison between de parameters obtained from the three systems studied 

showed remarkable higher negative values of ∆G in the system containing the mixture of 

both flavanols in comparison with the systems containing individual flavanols, indicating 

a more favorable scenario for interaction in the mixing system. Also the apparent binding 

constants were higher in this system.  

To better characterize the behaviour of the three systems studied, MD simulations 

were performed using the IB714 peptide as a representative peptide of the human salivary 

PRPs. Several simulations of 50 ns were carried out, in which the recognition and 

interaction of two different types of flavanols and the IB714 peptidic fragments in aqueous 

environment were studied. Results showed that simultaneous binding of more than two 

molecules only occurred during the simulation with both flavanols. It could be 

hypothesized that the more planar structure of epicatechin could facilitate the interaction 
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between the phenolic ring surfaces, enabling a more effective interaction with peptide. 

Once epicatechin interacted with the peptide, the formation of new cavities in the 

structure could facilitate the inclusion of catechin, with more distorted structure.  

Thus, MD simulations supported the results obtained in the experiments performed 

by HPLC-DAD and ITC, pointing out the existence of a cooperative behaviour between 

catechin and epicatechin when binding proteins that could explain the synergies of 

astringency evidenced when the sensory panel evaluated these compounds in a previous 

study (Ferrer-Gallego et al., 2014). Moreover, these compounds interact in a 

discriminated way with salivary proteins: epicatechin seems to bind preferentially the 

protein and form soluble aggregates, while catechin tends to form insoluble aggregates 

that precipitate, probably due to their different conformational structure. These results 

highlight the complexity of protein-tannin interactions involving different groups of 

proteins and flavanols, which could be related to the different astringency sub-qualities 

described by tasters (Quijada-Morin et al., 2016). 

Different mechanisms for explaining astringency has been proposed; the tactile 

mechanism seems to be related with changes in saliva’s rheological properties and/or 

activation of mechanoreceptors, while the gustatory mechanism point to a specific 

interaction between astringents and chemoreceptors on the taste buds. Our results showed 

that catechin and epicatechin behave differently on their interaction with salivary 

proteins, so they could trigger different astringency molecular mechanisms. 

Catechin tends to form insoluble protein-flavanol aggregates that may precipitate in 

the oral cavity, leading to loss of lubricity perceived as an increase in the oral friction. As 

a consequence, mechanoreceptors would be activated and the tactile signaling pathway 

would be switched on, feeling as astringency with specific sub-qualities. On the other 
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hand, the interaction between epicatechin and salivary proteins seems to result in smaller 

soluble aggregates which may reach the oral surface and directly interact with the 

epithelial cells through lipid interaction on the cell’s membrane or by activation of 

specific chemoreceptors. This interaction would activate the taste signaling pathway, 

feeling in the gustatory areas of the cortex in the brain. This signal would be also traduced 

in the astringency sensation, but with other different sub-quality attributes.  

Previous studies have established that precipitation is not required for astringency to 

develop, so there must exist another explanation for the underlying cause of astringency 

that leads to the astringency sensation. In particular, Rossetti et al. (2009) demonstrated 

that epicatechin did not alter the lubricating properties of saliva and they conclude that 

the depletion of saliva lubricating proteins is not necessary to obtain an astringent 

perception, and that astringency is unlikely to be a purely tactile phenomenon. Moreover, 

Schöbel et al. (2014) studied the contribution of the taste as well as of the trigeminal 

sensory system to the astringency perception of a range of phenolic compounds with 

different structures, revealing that their conformational structure elicited different neural 

responses. They proposed that puckering astringency may be elicited by the coactivation 

of trigeminal chemosensors and mechanosensors, whereas velvety astringents might 

exclusively activate trigeminal mechanosensation.  

These findings seem to be in good agreement with our results. In a sensory study 

previously carried out (Ferrer-Gallego et al., 2014) epicatechin was found to be more 

bitter and astringent than catechin, in general, more “unpleasant” than catechin. These 

astringency subqualities could be related with the activation of chemoreceptors and 

mechanoreceptors while velvety attributes might be associated with the activation only 

of mechanoreceptors. Even more, a possible synergism between chemosensory and 

mechanosensory activation by astringent has been proposed, which could support the 
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synergisms on astringency observed when catechin and epicatechin were tested as 

mixtures. All these results indicate that astringency is likely to be a very complex 

sensation recognized by the neurological system as the combination of multiple sensory 

mechanisms, and minor differences in the structure of the astringent molecules might lead 

to the activation of different molecular mechanisms.  
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CHAPTER 2: SYNERGISTIC EFFECT OF THE MIXTURE OF PRPs FAMILIES 

ON THEIR INTERACTION WITH FLAVANOLS 

The aim of this study was to evaluate the effect of the coexistence of two salivary-

PRP fractions (basic-PRPs and acidic-PRPs) on the interaction with flavanols. 

The results obtained in this chapter led to the following peer reviewed publication: 

Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., Soares, S., de Freitas, V., Dueñas, 

M., Escribano-Bailón, M. T. Synergistic effect of mixture of two proline-rich-

protein salivary families (aPRP and bPRP) on the interaction with wine flavanols. 

Food Chemistry, 2019, 272, 210-215. 

1. MATERIALS AND METHODS 

Saliva was collected from six healthy, non-smoker volunteers. TFA (final 

concentration of 0.1%) was immediately added to inhibit protease activity and to 

precipitate high molecular weight salivary proteins (SP). After that, sample was dialyzed 

and analyzed by HPLC-DAD. Basic and acidic PRPs protein fractions were collected at 

the DAD chromatographic-detector outlet. Identification was carried after tryptic 

digestion using a nano-UPLC system coupled to a LTQ-Orbitrap Velos mass via a nano-

electrospray ion source (Quijada-Morín et al., 2016). The obtained fractions were freeze-

dried and frozen prior to its use in the interaction assays.  

Purified basic and acidic Proline-Rich-Proteins (bPRPs and aPRPs) were dissolved 

in Milli-Q water and analyzed both isolated (aPRRs or bPRPs) and blended (aPRPs + 

bPRPs), before (control) and after (samples) the interaction with catechin (CAT) or 

epicatechin (EC) in a ratio protein:flavanol 1:3. In each case, the SP were blended with 

water (control) or with the tannin solution (samples) and incubated for 25 min and 
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centrifuged for 5 min. The supernatant was injected to HPLC-DAD (Agilent 1200 Series) 

and changes in the chromatographic area for each fraction were measured at 214 nm. 

The size of the complexes formed between purified bPRPs and aPRPs and the 

flavanol (catechin or epicatechin) was determined by dynamic light scattering (DLS, 

Zetasizer Nano) at 633 nm at an angle of 173°. Sample solutions with PRPs and flavanol 

were prepared in a final volume of 20 µL (1:3 protein:flavanol w/w) and the intensity 

fluctuations of the particles were measured before and after the interaction with the 

flavanols.  

MALDI-TOF analyses were carried out in order to characterized the different 

aggregates formed with both salivary proteins isolated (aPRPs or bPRPs) and blended 

(aPRPs + bPRPs), before and after the interaction with the flavanols. Two microliters of 

sample was overlaid with 2 μL of matrix solution and 2 μL of this mixture was applied 

onto a stainless steel target plate and finally air-dried. Mass spectra were automatically 

acquired on an UltrafleXtream MALDI-TOF/TOF mass spectrometer operating in linear 

positive ion detection mode with laser SmartBeam-III and under FlexCompass 1.4 

software control. Python (Python Software Foundation) was used for elucidating the 

identity of the new flavanols-protein aggregates.  

The IBM SPSS 21 Windows IBM SPSS 21 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA) was used 

to determine statistical significance of the difference between the chromatographic areas. 

2. RESULTS AND DISCUSSION 

Results obtained from HPLC-DAD revealed the existence of different behaviour of 

salivary protein fractions when they were alone compared to when they were blended. A 

significant increase in the chromatographic area of bPRPs was observed in both assays 

with CAT and EC, which could be interpreted as formation of soluble aggregates 
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flavanol-protein. Moreover, the increase in the bPRPs area with EC was even more 

noticeable when bPRPs and aPRPs were together, showing an enhanced interaction when 

proteins where assayed as a mixture. However, no synergic effect between the two 

families of SP was observed for aPRPs fraction. These results might indicate that the 

presence of aPRPs fraction could stabilize the complex formed between bPRPs and 

flavanols. 

DLS was used to determine the size distribution of the aggregates of epicatechin and 

catechin with bPRPs, aPRPs and the mixture of both. Results showed that the aggregates 

formed after the interaction with EC were larger in the system with bPRPs than in the 

system with aPRPs. The results of the interaction with CAT showed higher size 

distribution values compared to those obtained with EC. Moreover, the aggregates formed 

were smaller when both fractions were together than when only a type of salivary protein 

was assayed. As the formation of smaller aggregates might be considered as more soluble 

that the larger ones, these results seemed to be in line with the HPLC data.  

MALDI-TOF analyses were carried out with both salivary proteins isolated (aPRPs 

or bPRPs) and blended (aPRPs + bPRPs), before and after the interaction with CAT or 

EC. Up to 30 soluble tannin-protein aggregates were tentatively identified with molecular 

weight ranged from 4680 to 35851. Results showed outstanding amount of new peaks 

comparing the assays with both protein fractions blended (bPRPs + aPRPs) to the assays 

performed with individual fractions (non-blended). These new peaks could be attributed 

to possible soluble protein-tannin aggregates that resulted from the interaction of both 

protein fractions with flavanols. Epicatechin, in particular, was more prone to form 

soluble aggregates than catechin.  
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Higher number of aggregates were constituted by bPRPs than by aPRPs, although 

the number of aPRPs molecules present in the aggregates increased when both types of 

proteins were blended, which may indicate that aPRPs interact easier with flavanols-

bPRPs aggregates than with the free flavanol.  

Results obtained from the analyses performed with mixtures of proteins showed 

enhanced interaction with flavanols when comparing to the assays performed with only 

one type of protein isolated, suggesting the formation of new protein-tannin aggregates. 

The two flavanols assayed, catechin and epicatechin, seem to bind preferentially bPRPs 

than aPRPs, although the aggregates flavanol-bPRPs formed could favour the interaction 

with aPRPs giving rise to soluble mixed aggregates.  
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SECTION II: STRATEGIES FOR MODULATING THE 

ASTRINGENCY  

CHAPTER 3: EFFECT OF THE ADDITION OF MANNOPROTEINS ON 

FLAVONOL-PROTEIN INTERACTION 

The main objective of this chapter is to go deeper into the knowledge of the 

mechanisms leading to a reduction of the astringency induced by the presence of 

polysaccharides, evaluating the effect of the addition of yeast mannoproteins on the 

flavanol-saliva interaction. 

The results obtained in this chapter led to the following peer reviewed publication: 

Ramos-Pineda, A. M., García-Estévez, I., E. M., Dueñas, M., Escribano 

Bailón, M. T. 2018. Effect of the addition of mannoproteins on the interaction 

between wine flavonols and salivary proteins. Food Chemistry, 2018, 264, 226-

232. 

1. MATERIALS AND METHODS 

Whole human saliva was collected from six healthy, nonsmoker volunteers according 

to (Quijada-Morín et al., 2016). The yeast mannoprotein employed (MP) was kindly 

supplied by Laffort S.A and it has been described to be used in wines for astringency 

modulation.  

Sensory perception of astringency was evaluated by using a sensory panel composed 

of seven panelists previously trained to recognize and rate the perceived intensity of 

astringency. The tests carried out consisted on evaluating the effect of the addition of 

quercetin 3-O-glucoside (Q) and mannoprotein (MP) in white wine. Four different 

samples were prepared: MP (12 g L-1), Q (0.4 g L-1), Q (0.4 g L-1) + MP (4 g L-1) and Q 
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(0.4 g L-1) + MP (12 g L-1). The panelists were asked to evaluate perceived astringency 

and to order it on a Labeled Magnitude Scale (LMS). 

The interaction between salivary proteins (SP), MP and Q was investigated using 

fluorescence quenching measurements (Perkin-Elmer LS 55 fluorimeter). The excitation 

wavelength was set at 282 nm and the emission spectra were recorded from 290 nm to 

490 nm. Mannoprotein was mixed with a 0.035 mM solution of quercetin-3-O-glucoside 

(1:30 Q:MP), and then 50 µL of saliva was added to 50 µL of the quercetin glucoside + 

mannoprotein solution. The systems SP-MP, SP-Q and SP-Q-MP were studied and the 

percentage of quenching between the different systems was calculated.  

The size of the complexes formed between SP, MP and Q was determined by dynamic 

light scattering (DLS, Litesizer TM500) at a wavelength of 658 nm. The intensity of the 

scattered light was measured at 5⁰C and at an angle of 90⁰ from the incident beam. 

A MicroCal Auto-iTC200 calorimeter was used to measure enthalpy changes 

associated with SP-MP-Q interactions at 288 K. The SP solution was placed into the 200 

µL sample cell and the titrant was loaded into the 40 µL injection syringe. The titrant was 

a solution of Q, MP or both as a mixture (1:30 Q:MP). The raw data obtained from ITC 

were transformed and fitted using AFFINIMETER software. 

Statistical data treatment was performed in order to determine statistical significance 

of the difference between the results from the sensory analysis and from the fluorescence 

quenching studies. Data were evaluated using the software packing for Windows IBM 

SPSS 21.  

2. RESULTS AND DISCUSSION 

Sensory evaluations were performed to compare the intensity of the astringency of 

the control wine with that of the different treatments with quercetin glucoside (Q) and 
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mannoprotein (MP). Results showed that the perception of the astringency elicited by Q 

decreases when MP was added, being this decrease significant at the highest 

concentration of MP (12 mg mL-1), thereby confirming the ability of the mannoprotein to 

significantly reduce perceived astringency in wines treated with this mannoprotein.  

Fluorescence quenching was used to evaluate the effect of the addition of the 

mannoprotein to the mixture flavanol and whole saliva. The analysis of the fluorescence 

emission spectra showed a decrease in the fluorescence intensity of SP caused by 

quenching of both MP and Q. This decrease was statistically significant when MP was 

added to the saliva solution at the highest concentration (16.9%, MP 30). Higher decrease 

in the fluorescence intensity was observed in the sample SP+Q (37.9%), indicating a 

strong interaction between the flavonol and salivary proteins. This decrease was even 

more outstanding after the addition of the mannoprotein to the mixture, particularly for 

the sample containing SP and Q+MP (1:30), reaching the highest quenching values 

(48.5%). These results pointed that the mechanisms for astringency modulation may be 

related to the formation of protein/polyphenol/polysaccharide ternary soluble complexes. 

DLS analyses showed the formation of aggregates of saliva with both Q and MP. 

Those aggregates were noticeably larger when the flavonol and the mannoprotein were 

together (from 0.8233 µm with Q to 5.593 µm with Q+MP). Moreover, the size of the 

aggregates was also affected by the concentration of the mannoprotein (from 4.580 µm 

at the lowest concentration to 5.593 µm at the highest one). The results obtained seemed 

to support the formation of ternary complexes MP/SP/polyphenol.  

ITC was used to obtain the binding isotherms of the different systems and estimate 

the apparent binding constant and the thermodynamic parameters. The obtained results 

were in good agreement with those obtained by the techniques previously used. The 
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values of ΔG pointed out that the interaction between the mixture Q+MP with saliva was 

more favored than the interaction between SP and Q or MP alone. The system SP-(Q+MP) 

had also higher affinity apparent constant (Kapp) than the systems SP-Q or SP-MP. These 

results pointed out a stronger interaction when the three components were in the mixture. 

Moreover, it seemed that the interaction between MP+Q and SP was mainly driven by 

hydrophobic forces, but the presence of MP in the mixture allowed establishing H-bonds 

that can stabilize the aggregates.  

These results showed the existence of interactions between salivary proteins and 

flavonols but also between salivary proteins and mannoproteins. Although flavanol-saliva 

interactions were stronger than mannoprotein-saliva interactions, the addition of the 

mannoprotein to the mixture seems to stabilize the system, allowing the aggregates to 

remain soluble despite their larger size. Altogether, results obtained suggest a possible 

formation of proteins/polyphenol/mannoprotein ternary soluble complex, which may 

explain the modulation in the astringency perception.  
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CHAPTER 4: INFLUENCE OF THE PRESENCE OF DIFFERENT CHEMICAL 

SPECIES ON THE POLYPHENOL-PROTEIN INTERACTION 

The aim of this work was to obtain further insights into the mechanisms involved in 

food oral astringency, considering both salivary proteins and epithelial cells, and its 

modulation by the presence of other substances used as specific additives in food and 

beverages.  

The results obtained are being drafted for publication. 

1. MATERIALS AND METHODS 

Unstimulated whole mouth saliva (WMS) was collected from five healthy 

individuals. The samples were pooled, centrifuged and immediately frozen. Additionally, 

12 food additives with different applications were used for the interaction assays: (1) 

ascorbic acid, (2) ammonium bicarbonate, (3) citric acid, (4) calcium carbonate, (5) 

calcium chloride, (6) EDTA, (7) glycine, (8) zinc sulfate, (9) sodium carbonate, (10) 

sodium chloride, (11) sodium bicarbonate, (12) magnesium sulfate. 

Grape seed extract (GSE) was obtained from lyophilized grape seeds of the Zulema 

variety. The composition of the GSE and the mean degree of polymerization (mDP) was 

determined by HPLC-DAD-MS analysis according to a method described in the literature 

(García-Estévez et al., 2017). 

For the binding assays, interaction mixtures were prepared in a final volume of 20 

µl, containing 11.5 µl of whole saliva (WS), GSE (final concentration 0.6 mg/ml) and/or 

chemicals (final concentration 10 mM). The mixture was then centrifuged and LDS 

sample buffer was added to the supernatant before loading the samples into the gel (1:4 

LDS:sample).  
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Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of samples 

was carried out under non-reducing conditions. 15 µl of each sample was loaded (per 

well) into a NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12% resolving gels. Resolved proteins were 

stained using a solution of Coomassie Brilliant Blue (CBB) in 25% methanol and 10% 

acetic acid for 1h. Gels were then destained in 10% acetic acid overnight.  

TR146 epithelial cells were used in this study as an in vitro model of human buccal 

epithelium. TR146 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM)/F12 (1:1, v/v) supplemented with 15% Foetal Bovine Serum (FBS) and 1% 

penicillin/streptomycin (P/S). Cells were cultured in T75 flasks and subcultures were 

prepared at 80% confluence using Trypsin-EDTA. Culture conditions were maintained at 

37° and 7.5% CO2. Cells were then cultured into 96 well flat and grown to confluence 

before its use in the interaction assays with polyphenols. These assays were performed 

following two different protocols: 

 Protocol A: Cells were incubated for 2h with whole saliva diluted into growth 

medium in order to deposit a mucosal pellicle on the cell’s surface.  After 

incubation, samples were washed twice with Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline (DPBS). GSE or DPBS and the different chemical solutions were added in 

triplicate (final concentration GSE: 0.6 mg/ml, chemicals 1-12: 10 mM), 

incubating for 15 min. After two washes with DPBS, the DMACA assay was 

done.  

 Protocol B: Whole saliva was mixed with GSE and the chemical solutions, 

incubating during 15 min, before adding to the cells. The mixture was added in 

triplicate to attain the final concentration GSE: 0.6 mg/ml, chemicals 1-12: 10 mM 

and left in contact with the monolayers for 15 min. After two washes with DPBS, 

the DMACA assay was performed. 
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4-(dimethylamino)cinnamaldehyde (DMACA) assay was performed in order to 

quantify the amount of procyanidins that remained bound to the epithelial cells after the 

interaction assays. This compound reacts selectively with catechins and procyanidins to 

form a blue-green product. Cells were incubated with 70 µl/well of the reagent for 20 min 

and the absorbance of the wells at 655 nm was determined in a microtiter plate reader.  

In order to determine statistical significance of the differences between the 

absorbance values obtained for the interaction assays, data were evaluated using the 

software packing for Windows IBM SPSS 23. 

2. RESULTS AND DISCUSSION 

In order to evaluate the effect of the different chemicals on the interaction 

polyphenol-salivary protein, they were mixed with saliva and analyzed by SDS-PAGE, 

identifying which of the main proteins bands were altered in CBB intensity. The main 

salivary proteins present in the saliva samples were identified as mucins, amylase, PRPs, 

cystatin and statherin. After the incubation with GSE, PRPs and statherin were found to 

be the proteins most involved in tannin-binding.  

Considering the possible effect that these substances could have on the salivary 

proteins (in absence of GSE), saliva samples were incubated with the chemicals in the 

same conditions used for the binding assay but without adding GSE. Only mucins were 

affected by acetic and citric acids, but they did not produce any effect on the PRPs. 

However, zinc sulfate appeared to precipitate many proteins, particularly the PRPs, so it 

was excluded from the study. 

Regarding the effect of the chemicals on GSE-protein interactions in the SDS-PAGE 

electrophoresis, three lines exhibiting a different band pattern in the gels were identified, 

which corresponded to ammonium bicarbonate, sodium carbonate, sodium bicarbonate. 
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These compounds seemed to have the ability to inhibit the interaction between salivary 

proteins and tannins, leading to less precipitation. By contrast, the rest of the compounds 

tested did not present any significant effect on tannin-PRPs interactions. 

A cell based oral epithelium was used to investigate the role of salivary proteins in 

the context of tannins-cell interactions. In the first protocol assayed (Protocol A), oral 

cells were incubated for 2h with clarified saliva to deposit a mucosal pellicle on the cell’s 

surface, susceptible to affect tannin-cell interactions. After washing the cells with buffer, 

GSE was added and the interaction with oral cells was analyzed. The absorbance values 

obtained after the interaction assays showed no statistical significance between the 

control of oral cells with GSE and oral cells incubated with saliva and with GSE. 

However, the lack of statistical significance could be due to a different distribution of the 

tannins interacting with both oral cells and salivary mucins in the mucosal pellicle.  

The effect of the presence of different chemicals, previously used in the SDS-PAGE 

electrophoresis, on the cell-tannin interactions was also evaluated. The results obtained 

after the incubation with DMACA showed that sodium carbonate produced a significant 

change, resulting in a 39% decrease in the interaction between flavanols and oral cells.   

In the second protocol assayed (Protocol B), GSE was incubated with whole saliva 

and with the 12 chemical solutions and, then, those mixtures were added to the oral cells. 

Results showed that the previous incubation with saliva produced a significant decrease 

on the interaction between tannins and the oral cells, suggesting that salivary proteins 

could prevent tannins to interact with the cells. The same effect of sodium carbonate was 

observed when the effect of the presence of the chemicals was evaluated, reducing the 

interaction between procyanidins and cells by 53%. 
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To summarize, the incubation of GSE with whole saliva could result in 

soluble/insoluble protein-tannin complexes stable enough to reduce their interaction with 

oral cells. After washing the cells, these complexes were removed and lower absorbance 

values were obtained in DMACA assay. However, when GSE (without saliva) was added 

to the cells, tannins were able to bind directly to oral cells and they remained bound after 

washing the cells with buffer, revealed by high absorbance values after DMACA reaction. 

These evidences could suggest that, when tannins are previously incubated with saliva 

and then that mixture is added to the oral cells, SP-tannin interactions dominate over 

tannin-cell absorption. Looking at the effect of the presence of the different food additives 

on these interactions, it should be noted that sodium carbonate was the only chemical that 

produced a significant change, suggesting not only an inhibition on the interaction 

between tannins and salivary proteins, but also between tannins and oral cells. 
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Las principales conclusiones obtenidas en los trabajos que componen esta tesis 

doctoral con las siguientes:  

1. Los flavanoles catequina y epicatequina presentan un comportamiento diferente 

en su unión a proteínas salivales. La epicatequina interacciona con mayor 

facilidad con las proteínas, formando agregados solubles, mientras que la 

catequina tiende a formar agregados de mayor tamaño que se vuelven insolubles 

y precipitan.  

2. Las diferencias en la estructura conformacional entre ambas moléculas parece ser 

la causa de su comportamiento diferencial en la unión a proteínas salivales y 

también podría estar relacionado con las diferentes sub-cualidades de astringencia 

que estas generan. Catequina y epicatequina podrían activar diferentes vías de 

señalización relacionadas con un origen táctil y/o químico de la astringencia. La 

participación de una u otra vía podría interpretarse a nivel neural como sub-

cualidades de astringencia más punzantes y negativas o bien como una 

astringencia más suave.  

3. Las moléculas de catequina y epicatequina exhiben un comportamiento 

cooperativo en su unión a proteínas salivales. Cuando están juntas en disolución, 

la epicatequina interacciona primero y facilita la posterior unión de la catequina, 

formando agregados más grandes e insolubles. Este comportamiento podría dar 

lugar a sinergias de astringencia por mezclas de flavanoles. 

4. Los flavanoles catequina y epicatequina tienen más afinidad por la unión a las 

proteínas ricas en prolina básicas (bPRPs) frente a las ácidas (aPRPs). Además, 

las aPRPs se unen más fácilmente al complejo bPRP-flavanol que a la molécula 

de flavanol libre. Existe un efecto sinérgico entre familias de proteínas salivales 

en su interacción con flavanoles que ha sido puesto de manifiesto por un aumento 
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en la interacción entre los flavanoles y las PRPs cuando ambos tipos de proteínas 

están juntas en disolución, dando lugar a un mayor número y tamaño de los 

agregados.  

5. Las manoproteinas son capaces de modular la astringencia provocada por los 

flavonoles. La formación de complejos ternarios proteína/flavonol/manoproteína 

se postula como el principal mecanismo para explicar la reducción de la 

astringencia provocada por la presencia de polisacáridos.  

6. Los polifenoles se unen directamente a las células del epitelio oral, si bien esta 

interacción célula-tanino se encuentra inhibida cuando los polifenoles se 

interponen previamente con proteínas salivales. En este sentido, las proteínas 

salivales podrían actuar “secuestrando” e inhibiendo la unión de los taninos a las 

células.  

7. La presencia de algunas especies químicas, susceptibles de ser usadas como 

aditivos alimentarios, puede afectar tanto a las interacciones entre proteínas 

salivales y polifenoles, como a las interacciones entre polifenoles y células del 

epitelio oral, llegando a verse inhibidas. 
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The main conclusions obtained through the studies carried out in this PhD thesis 

are the following:  

1. Flavanols catechin and epicatechin interact in a discriminated way with salivary 

proteins. Epicatechin seems to bind preferentially the protein and form soluble 

aggregates, while catechin tends to form bigger aggregates that became insoluble 

and precipitate.  

2. The differences in the conformational structure between both molecules seems to 

explain their differential behavior when binding to salivary proteins and could also 

be related to the different sub-qualities of astringency they elicited. Catechin and 

epicatechin could activate different signaling pathways related with a tactile 

and/or chemical origin of astringency. The participation of one pathway or the 

other could be interpreted at neural level as puckering and negative astringency or 

velvety astringency. 

3. Catechin and epicatechin molecules exhibit a cooperative behavior when binding 

to salivary proteins. When both flavanols are present simultaneously in solution, 

epicatechin interacts in first place and facilitates the subsequent inclusion of 

catechin, forming bigger and insoluble aggregates. This behaviour could result in 

synergisms on astringency by mixtures of flavanols. 

4. Flavanols catechin and epicatechin bind preferentially basic proline-rich proteins 

(bPRP) than acidic proline-rich proteins (aPRPs). Moreover, aPRPs interact easier 

with the bPRP-flavanol complex than with the free flavanol. There is a synergistic 

effect between salivary proteins families in their interaction with flavanols, 

evidenced by an increase on the interaction between flavanols and PRPs when 

both types of proteins are together in mixture, giving rise to higher number and 

larger size of protein-flavanol aggregates. 
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5. Mannoproteins have shown to modulate the astringency elicited by flavonols. The 

formation of protein/flavonol/mannoprotein ternary complexes has been 

postulated as the main mechanism to explain the reduction of astringency caused 

by the presence of polysaccharides. 

6. Polyphenols bind directly to oral epithelial cells, although the previous incubation 

with salivary proteins prevent tannins to interact with the cells. In this sense, 

salivary proteins could act by "scavenging" and inhibiting tannin binding to the 

cells. 

7. The presence of some chemical species, susceptible to be used as food additives, 

can affect and even inhibit both the interactions between salivary protein and 

polyphenol as well as the interactions between polyphenols and oral epithelial 

cells. 
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