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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en la estabilizacion proteica de vinos
mediante el empleo de 6xido de zirconio como material adsorbente. El 6xido de zirconio se
puede empacar en una columna, aspecto que permite que el tratamiento se pueda realizar en
continuo. Las caracteristicas fisico-quimicas del vino tratado no se ven afectadas por el
tratamiento. La reduccién de proteinas totales en el vino estd entre el 50-70% del valor
inicial, siendo probablemente la fraccidén proteica en el rango 20-30 kDa la responsable de
la inestabilidad proteica del vino.

INTRODUCCION

Las macromoléculas del vino, especialmente las proteinas, pueden generar precipitados, o causar
turbidez, que afectan su estabilidad y aspecto visual. Es por ello que la estabilizacion proteica es una
etapa importante en la elaboracion de vinos blancos, y tiene una incidencia directa sobre la
comercializacion del producto. El contenido proteico puede variar en un rango de 14.2 y 275 mg/L, pero
la mayoria de proteinas tienen un peso molecular inferior a 70 kDa (Sarmento et al 2000). En vinos
espafioles el nivel de proteinas varia de 19—50 mg/L (Gonzalez-Lara et al 1989). Aunque se pueden
encontrar proteinas en un rango entre 11-200 kDa, y un Punto Isoeléctrico (pI) entre 3.1-9.2 (Moio y
Addeo 1989, Ruiz-Larrea et al 1998). Las proteinas con mayores pesos moleculares son las glicosiladas
(Correa y Polo, 1991, Ruiz-Larrea et al 1998). Las proteinas de menor peso molecular (12 y 20-30 kDa) y
bajo pl (4.1-5.8) y las glicoproteinas son las fracciones que contribuyen a la inestabilidad proteica del
vino (Hsu 'y Heatherbell 1987).

La formacion de esta turbidez hasta la fecha no se ha podido correlacionar con el contenido total de
proteinas del vino (Dizy and Bisson 1999, Mesquita et al 2001). La relacion entre la inestabilidad proteica
y caracteristicas de las proteinas se ha estudiado en diferentes trabajos. Desde un punto de vista del
efecto del peso molecular y punto isoeléctrico de las diferentes fracciones de proteinas (Dawes et al 1994,
Hsu y Heatherbell 1987, Sarmento et al 2001, Waters et al 1992). No obstante los resultados obtenidos no
llegan a conclusiones claras sobre la influencia de las caracteristicas fisicoquimicas de las fracciones
proteicas sobre la inestabilidad del vino (Ferreira et al 2002).

Algunos trabajos (Dupin et al 2000, Mesquita et al 2001, Moine-Ledoux 1996, Siebert 1999, Versari et al
1999) han mostrado que la presencia en el vino de otras macromoléculas como polisacaridos y polifenoles
0 su interaccion con las proteinas pueden afectar el enturbiamiento en diferentes bebidas. Waters et al
(1993, 1994) mostraron que dos diferentes polisacaridos (uno de origen de la levadura) protegian el vino
del enturbiamiento proteico, y por tanto el vino permanecia estable sin necesidad de eliminar
parcialmente proteinas. Moine-Ledoux (1996) mostraron que la adicion de manoproteinas al vino reducia
la dosis de bentonita necesaria para estabilizar proteicamente el vino.

Los métodos de estabilizacion empleados en la mayoria de bodegas consisten en operaciones
discontinuas, en los que se afiade un material adsorbente que en general no es selectivo. Para la
estabilizacion proteica el empleo de bentonita es el método mas efectivo (Ferreira et al 2002). No obstante
los inconvenientes que presenta son la pérdida de producto, la generacion de residuos con un alto impacto
ambiental, asi como la necesidad de mayor mano de obra, tiempos de operacion largos y dificultad de
control. Otro aspecto es que la bentonita a no ser especifica, elimina tanto compuestos indeseables como
no, por lo que dificulta el control de la calidad final del vino.

Existen diferentes estudios sobre la capacidad de estabilizacion de diferentes tipos de bentonita (Blade y
Boulton 1988, Dawes et al 1994, Lubbers et al 1995), el efecto de la concentracion de etanol sobre su
capacidad de adsorcion (Achaerandio et al 2001), y el método de adicion de bentonita en la eficiencia de
la estabilizacion (Weiss et al 2001).

Hsu et al (1987), y Dumon y Barmier (1992) estudiaron la posibilidad de emplear la ultrafiltracion tangencial
para estabilizar vino, pero la calidad de los vinos obtenidos era baja, ya que estd técnica eliminaba una gran
cantidad de componentes del vino.



Actualmente se esta trabajando en el desarrollo de procesos de adsorcién en continuo que sustituyan los
tratamientos discontinuos y minimizar los inconvenientes con los tratamientos actuales. Weetall et al
(1984) estudio la posibilidad de inmovilizar acido tdnico, encontrando que las proteinas y taninos pueden
ser eliminados sin afectar el nivel de péptidos y la acidez del vino. Sin embargo el gran inconveniente de
este método es el coste.

Otros trabajos mediante resinas de intercambio (Gump and Huang 1999, Sarmento et al 1999, 2000,
2001) mostraron una reduccion del nivel de polifenoles y proteinas, pero el color del vino y el aroma se
vié también afectado.

El empleo de o6xidos metalicos para adsorber proteinas ha sido estudiado por diferentes autores. Fukuzaki
et al 1996 estudiaron diferentes 6xidos (silica, alimina, 6xido de titanio y 6xido de zirconio) con BSA,
Hughes-Wassell y Embery,1996 y Giacomelli et al 1997 estudiaron también la adsorcion de BSA en
oxido de titanio. Todos estos trabajos se han realizado en soluciones modelos con proteinas puras.

En trabajos previos de nuestro grupo (Pachova et al 2002) se ha planteado la posibilidad de utilizar 6xido
de zirconio para la eliminacidn selectiva de proteinas en vinos blancos operando en continuo, pues los
resultados de este material frente la alimina fueron satisfactorios en la adsorcion de BSA, ovalbimina y
lisocima. Igualmente los primeros ensayos en continuo con el 6xido de zirconio en soluciones modelo de
BSA mostraron la posibilidad de usar este material para la eliminacion de proteinas de vino. El 6xido de
zirconio es un material con una gran estabilidad térmica y quimicamente inerte, que se emplea en catalisis
y en separacion de procesos como la cromatografia liquida y la filtracion por membranas. La superficie de
este material es a la vez basica y acida, haciendo atractivo su uso como material adsorbente (Chaufer et al
2000).

El objetivo de este trabajo es mostrar una vision global de los resultados obtenidos por nuestro grupo en
la estabilizacion proteica en continuo de vinos blancos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales. El o6xido de zirconio (ZrO,) empleado en estos estudios ha sido suministrado por Mel
Chemicals (Manchester, Inglaterra). La morfologia de este material ha sido en polvo de tamafio de
particulas de 1 um. En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas principales del 6xido de zirconio
empleados en los tratamientos de vinos en este estudio. Destacar la diferencia de caracteristicas entre el
material empleado (ZrO,-A) para tratar el vino Chardonnay 2000 y el empleado (ZrO,-B) para el resto de
los vinos tal como se ha recibido de fabrica.

Los vinos empleados en estos trabajos han sido un vino Chardonnay del afio 2000, un vino Chardonnay
del afio 2001 y un vino Moscatel del afio 2002. El contenido total de proteinas ha sido determinado por el
método de Bradford (Bradford 1976). El perfil macromolecular se ha determinado por HPLC (Pachova et
al 2002). Los contenidos en proteinas totales y las fracciones identificadas para los vinos estudiados se
muestran en la Tabla 2.

Columnas de relleno. El 6xido de zirconio se ha empacado en columnas de relleno. Para el estudio con
el vino de Chardonnay del afio 2000, se ha empleado una columna de 19 c¢cm de altura y 1.5 cm de
diametro interno, en la que se han empacado 12 g de ZrO,, tratindose a un caudal constante de 0.11
mL/min. En los vinos de Chardonnay 2001 y Moscatel, la columna empleada presenta una geometria de
19 cm de alto y 5.1 cm de diametro interno. La cantidad de ZrO, empacado ha sido de 200 g y el caudal
del tratamiento ha sido de 2 mL/min para el vino de Chardonnay de 2001 y 5.5 mL/min para el vino de
Moscatel de 2002. El volumen tratado de vino en todos los experimentos ha sido el equivalente a 100
veces el volumen del relleno de la columna (100 BV), excepto para el vino de moscatel en el tratamiento
después de la segunda regeneracion en la que se ha tratado 150 BV.

Test térmico de estabilidad proteica. Este test consiste en calentar 50 mL de vino filtrado a través de
una membrana de 0.45 um (Millipore, Bedford, Massachusetts, HAWPO1300) durante 2 h en una bafio
termostatizado a 80 °C. A continuacién se lleva durante 2 h a 4 °C. Se mide la turbidez por nefelometria y
se exprese en unidades nefelométricas de turbidez (NTU). La diferencia entre la turbidez entre el vino
antes de calentar/enfriar y después del tratamiento estd relacionada con la inestabilidad proteica. Los
vinos se pueden considerar estables si esta diferencia es menor a 2 NTU (Moine-Ledoux y Dubourdieu,
1999).

Regeneracion. La regeneracion del 6xido de zirconio usado se ha realizado mediante tratamiento térmico
en un horno a 500°C durante 16 h.

ANALISIS DE RESULTADOS

El 6xido de zirconio se ha mostrado en los diferentes vinos estudiados como un material que se puede
emplear para reducir el contenido de proteinas en el vino operando en forma continua. El efecto de los
tratamientos de los diferentes vinos con el 6xido de zirconio se resume en la Tabla 3. Indicar que los



valores de reduccion del contenido proteico se refieren al valor medio para un volumen de vino tratado de
100 BV.

Las proteinas totales se han reducido en un 50% durante el tratamiento de 100 BV para el vino de
Chardonnay de 2000. El vino obtenido hasta 60 BV es estable proteicamente, y a partir de este valor el
vino empieza a ser no estable. En el tratamiento correspondiente al vino Chardonnay 2001, la reduccién
de proteinas totales es del 50% los primeros 60 BV tratados, y a partir de este valor la capacidad de
eliminacion de proteinas del ZrO, disminuye a valores del 20% hasta el final del volumen total tratado de
100 BV. La estabilidad proteica del vino no se ha conseguido con este tratamiento. La explicacion de este
comportamiento se puede relacionar con el diametro medio de los poros del ZrO,-A empleado en este
estudio que es de 5.7 nm (ver Tabla 1) mientras que para el vino Chardonnay de 2001 el didmetro medio
de los poros de ZrO,-B empleado era de 11 nm (ver Tabla 1). Al ser los poros mas pequefios, por factores
de tamao las proteinas que pueden ser responsables de la inestabilidad, no acceden a los centros activos
del material y por lo tanto no son eliminadas. En el tratamiento del vino de Moscatel con el ZrO, los
resultados obtenidos muestran que la reduccion de proteinas totales es del 60% en todo el tratamiento, y
el vino obtenido es estable proteicamente los primeros 50 BV tratados. Estos resultados para los tres vinos
nos muestran que el valor absoluto en la reduccién de proteinas no es el factor que nos determine la
estabilidad proteica del vino, y estdn de acuerdo a las conclusiones obtenidas por otras investigaciones
(Dizy and Bisson 1999, Mesquita et al 2001).

No obstante si se analiza el efecto del tratamiento sobre las diferentes fracciones proteicas se pueden
obtener algunas conclusiones que se pasan a discutir a continuacion. Para el vino Chardonnay 2000
recordar que es estable los primeros 60 BV. En la Figura 1 se presenta la relacion expresada en tanto por
ciento entre la concentracion de salida de la columna respecto la de entrada para el vino tratado, para las
diferentes fracciones proteicas identificadas en este vino.

La fraccion de 50 a 70 kDa en los primeros 25 BV se va eliminando cada vez menos hasta estabilizarse ha
valores del 50%. A partir de 25 BV esta relacién se mantiene constante en valores del 50% hasta el final
de tratamiento (100BV). La fracciéon de 30 a 40 kDa se elimina totalmente los primeros 70 BV,
disminuyendo su eliminacién a valores del 85% a partir de 70 BV hasta el final del tratamiento (100BV).
Finalmente la eliminacién de la fraccion de 15 kDa disminuye hasta el 10% en los primeros 25 BV y
permanece constante es este valor el resto del tratamiento. Con estos resultados se puede relacionar la
inestabilidad proteica con la fraccion proteica de 30-40 kDa, pues mientras que ésta se ha eliminado
totalmente, el vino obtenido es estable proteicamente.

Para el vino Chardonnay 2001 el vino obtenido no es estable proteicamente, pero si se analiza como varia
el perfil proteico con el tratamiento (ver Figura 2), se puede observar que de las cuatro fracciones
identificadas en este vino, hasta el tratamiento de 50-60 BV la fraccion de 50-70 kDa se elimina
totalmente, mientras que la fraccién de 20-30 kDa se reduce notablemente (orden del 90%), mientras que
las fracciones de 15 y > 70 kDa, solo se reduce al inicio del tratamiento. En principio la mejora de
estabilidad de este vino, aunque no es estable proteicamente, la podemos asociar con la reduccion de las
fracciones de 20-30 kDa y 50-70 kDa. No obstante parece que la incidencia de la fraccion de 20-30 kDa
sea la que mas afecte, pues hasta un tratamiento de 30 BV, donde la eliminacion de la fraccion de 50-70
kDa es total, el vino obtenido es igualmente inestable proteicamente.

Otro de los aspectos importantes de este procedimiento en continuo es la posibilidad de regeneracion del
Zr0,. Con el tratamiento térmico aplicado se ha conseguido recuperar, e incluso el material ha mejorado
sus prestaciones respecto a las caracteristicas adsorbentes de como se suministraba el material de fabrica.
Pero antes de incidir en la regeneracion del material, analizaremos la relacion existente entre la
eliminacion de las diferentes fracciones proteicas con la estabilidad del vino. Para el vino Chardonnay
2001 tratado con ZrO, regenerado (ZrO,-B-rlc), la variacion del perfil proteico se muestra en la Figura 3.
Tal como se puede observar la eliminacion de la fraccion proteica de 50-70 kDa es total para todo el
tratamiento, mientras que la eliminacion de la fraccion de 20-30 kDa es similar en ciertos aspectos a la
obtenida con el ZrO, sin regeneracion, pero los primeros 20 BV se elimina totalmente, entre 20-60 BV la
eliminacion es similar al material original, y a partir de 60 BV hasta el final del tratamiento la eliminacion
en este segundo caso es mayor. El vino obtenido con este tratamiento es estable proteicamente, pero con
estos datos y para este vino no se puede afirmar categéricamente que la fraccion de 20-30 kDa sea la
causa de la inestabilidad, pero quizas la interaccion entre estas dos fracciones y/o con otros componentes
del vino puedan ser las responsables de la inestabilidad del vino. En este segundo caso la fraccion > 70
kDa presenta una mayor reduccion durante todo el tratamiento, indicando también un posible efecto de
esta fraccion sobre la inestabilidad proteica del vino. Finalmente el analisis del tratamiento con el vino
Moscatel 2002 (ver Figura 4) nos muestra que para todo el tratamiento las fracciones proteicas >70 kDa y
15 kDA permanecen practicamente constantes, la eliminacion de la fraccion 50-70 kDa ha sido total,
mientras que la fraccion de 20-30 kDa se elimina totalmente hasta valores de 50 BV, y a partir de este
valor la eliminacion de esta fraccion disminuye. Para este vino su estabilidad proteica se consigue hasta



valores de tratamiento de 50 BV, indicando una fuerte relacion de la inestabilidad con la presencia de esta
fraccion en el vino.

Anteriormente se ha destacado la mejora de la capacidad de adsorcion con la regeneracion térmica. En la
Tabla 1 se presenta un resumen del efecto de la regeneracion sobre el 6xido de zirconio.

El ZrO, utilizado para el tratamiento del vino Chardonnay 2001 y Moscatel 2002 ha sido del mismo lote y
mismas caracteristicas fisico-quimicas. El tratamiento térmico para regenerar el material usado con el
vino Chardonnay 2001 muestra que disminuye su superficie BET, pero aumenta el didametro medio de los
poros asi como la mesoporosidad. Igualmente ha ocurrido para el material empleado con el vino
Moscatel, pero en este segundo estudio este incremente del didmetro medio ha sido mas notable, pues ha
pasado de 5.7 nm a valores de 10 nm, por lo que el acceso de las macromoléculas a los centros activos
esta mas favorecido. Igualmente este tratamiento ha podido representar un aumento de la capacidad de
adsorcion por la formacién de nuevos centros activos en la superficie del ZrO,. Indicar finalmente que en
las diferentes regeneraciones realizadas con el material empleado para el vino de Moscatel, la capacidad
de eliminacion de proteinas totales ha sido importante tal como se puede observar en la Figura 5. La
estabilidad proteica de los vinos obtenidos con el material regenerado térmicamente se ha logrado en
todos los casos, pues las fracciones proteicas de 50-70 kDa y 20-30 kDa se han eliminado en todo el
tratamiento, aspecto que corrobora la importancia de la fraccion de 20-30 kDa como responsable de la
inestabilidad proteica de los vinos.

Finalmente comentar los resultados sobre las caracteristicas analiticas del vino tratado con este
procedimiento. Para el vino de Chardonnay 2001 (ver Tabla 4) los valores analiticos del vino antes y
después del tratamiento no presenta diferencias significativas, excepto para la densidad optica a 420 que
presenta una disminucion, pero esta disminucion es similar a la que se obtendria para este vino si se
realizase la estabilizacion proteica mediante el empleo de bentonita.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran que el 6xido de zirconio es un material que puede ser usado como
adsorbente para eliminar proteinas del vino. Este material puede ser empacado en columnas de forma que
permitirian trabajar en continuo.

No obstante es necesario realizar estudios al nivel de planta piloto, tratando mayores volimenes de vino,
que permitan estudiar con mas detalle si este tratamiento afecta significativamente las caracteristicas
sensoriales de los vinos obtenidos. Estos estudios adicionales nos permitiran también evaluar la viabilidad
técnico-econdmica del proceso.
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Tabla 1. Caracteristicas de 6xido de zirconio empleado.

Estado Area BET  Diametro poro Area microporo Area mesoporo Vinos tratado
(m’/g) medio (nm) (%) (%)

ZrOy-A 77 11 4.4 95.6 Chardonnay 2000

ZrO,-B 243 5.7 11.8 88.2 Chardonnay 2001
Moscatel 2002

ZrO,-B-rlc 170 6.8 1.9 99.1 Chardonnay 2001
ZrO,-B-rlm 122 9.7 5.5 94.5 Moscatel 2002
ZrOy-B-r2m 110 10 5.6 94.4 Moscatel 2002
Z1rOy-B-r3m 108 9.5 5.1 94.9 Moscatel 2002

Tabla 2. Caracteristicas proteicas de los vinos estudiados
Fraccion proteica identificada

Vino Proteinas (mg/L) >70kDa 50-70kDa  30-40  20-30kDa  15kDa
Chardonnay 2000 11.0+0.6 no si si no si
Chardonnay 2001 30.0+0.5 si si no si si
Moscatel 2002 30.0+0.5 si si no si si

Tabla 3. Efecto del tratamiento en continuo sobre el contenido proteico de los vinos estudiados

Reduccion (%)

Vino Zr0, ZrO,-R1 Zr0,-R2
Chardonnay 2000 50 - -
Chardonnay 2001 50 (60BV) 50 -

Moscatel 2002 60 65 70 (150BV)

Tabla 4. Caracteristicas fisico-quimicas del vino Chardonnay 2001 antes y después del tratamiento con
ZrO, regenerado (entre paréntesis desviacion estandar)

Vino/muestra inicial 0-100BV
pH 3.44(0.04) 3.43(0.03)
Acidez total, g/L &cido tartarico 5.0(0.3) 5.0(0.3)
Acidez fija, g/L 4cido tartarico 4.6(0.3) 4.4(0.3)
Acidez volatil, g/L acido acético 0.4(0.1) 0.5(0.3)
Grado alcohélico, %vol 13.9(0.3) 14.1(0.3)
Extracto seco, g/L 20.6(2.9) 20.6(1.6)
Cenizas, g/L 2.42(0.35) 1.82(0.34)
Azucares reductores, g/L 1.10(0.49) 0.80(0.17)
Indice polifenoles totales, IPT 5.98(0.43) 5.84(0.47)
Polifenoles totales, mg/L acido galico 296.6(15.3) 281.1(6.5)
Cloruros, g/L NaCl 2.4(0.4) 3.1(0.8)
Sulfatos, g/L K,SO4 <0.7 <0.7

Densidad 6ptica 420 nm

0.185(0.008)

0.149(0.013)




Figura 1. Curva de saturacion de las fracciones proteicas para el vino Chardonnay
2000 con oxido de zirconio original (ZrO,-A)
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Figura 2. Curva de saturacion de las fracciones proteicas para el vino Chardonnay
2001 con oxido de zirconio original (ZrO;-B)
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Figura 3. Curva de saturacion de las fracciones proteicas para el vino Chardonnay
2001 con oxido de zirconio regenerado una vez (ZrQO,-B-rlc)
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Figura 4. Curva de saturacion de las fracciones proteicas para el vino Moscatel
2002 con oxido de zirconio original (ZrO,-B)
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Figura 5. Curva de saturacion de las proteinas totales para el vino Moscatel 2002
con oxido de zirconio original (ZrQO,-B ) y regenerados (ZrO,-B-rim, ZrO,-B-r2m)
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