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RESUMEN

Los enturbiamientos causados por las proteinas que se producen durante el
almacenamiento y transporte de los vinos blancos es una constante preocupacion de
los endlogos. La brillantez de estos vinos es una de los principales aspectos de
calidad y estos enturbiamientos pueden producirse facilmente en vinos

embotellados con leves cambios de la temperatura.

Las uvas Sauvignon blanc desarrollan durante su maduracién los aromas tipicos de
la variedad. En ese momento también aumenta el contenido de proteinas que

influye en las futuras caracteristicas organolépticas y estabilidad del vino.

Debido a las condiciones climéticas del oasis viticola cuyano (sobre todo radiacién
solar y temperatura) lograr un buen contenido de aromas en Sauvignon blanc no es
tarea facil. Por eso resulta importante encontrar métodos que logren estabilidad
proteica sin modificar, o al menos no en forma significativa, el perfil aromatico de
estos vinos. Los vinos elaborados en estas regiones tienen una alta cantidad de
proteinas derivadas de la uva lo que requiere mayores dosis de bentonita para su

estabilizacién en comparacion con otras variedades.

Para evitar los problemas de enturbiamientos los vinos se clarifican con elevadas

dosis de bentonita lo que lleva la pérdida de gran parte de los aromas varietales.

En este trabajo se estudi6 la aplicacién de tratamientos alternativos a la bentonita
con el objetivo de reemplazar su uso para la eliminaciéon de las proteinas. Se
utilizaron manoproteinas, agregadas o liberadas de las paredes celulares de las

levaduras y taninos enoldgicos.

Se hicieron estudios de la estabilidad de los vinos con el test de calor, técnica muy
utilizada por la industria. Ademds se estudiaron los pesos moleculares de las
proteinas encontradas por electroforesis en gel de poliacrilamida, después de los

diferentes tratamientos.

Se observé que el Unico tratamiento eficaz para estabilizar los vinos respecto de las

proteinas fue la bentonita. La aplicaciéon de otros productos no elimina por



completo las proteinas causantes de los enturbiamientos. Sin embargo, en
combinacion con bajas dosis de bentonita, se obtienen vinos estables, lo que haria
que los vinos Sauvignon blanc conserven la mayoria de los aromas provenientes de

la uva.



ABSTRACT

The formation of protein haze in white wines during storage and transportation is a
constant concern of the winemakers. Clarity of these wines is one of the prior quality
aspects. This type of haze can occur easily with in bottled wines which are exposed to

changes of temperatures.

Sauvignon blanc grapes develop during ripening the characteristic aromas of the variety.
At this time also increases the content of proteins that influence in the future stability

and organoleptic characteristics of the wine.

Due to the climate conditions of the viticulture oasis of Cuyo (solar radiation and
temperature) achieve a proper content of aromas in Sauvignon blanc is not an easy task.
This leads to find fining methods that respect the majority aromatics compounds of these
wines. The wines produced in this region have a lot amount of protein derived from

grapes, they requires higher doses of bentonite in comparison to other varieties.

To avoid these problems, the wines are clarified with high doses of bentonite which

leads to the loss of the majority varietal aromas.

In this paper the application of alternative treatments to bentonite was studied with the
objective of replacing its use for the removal of proteins. Mannoproteins, added or

released from the cell walls of yeasts were used and oenological tannins.

The study of stability in wines was the heat test, technique widely used by the wine
industry. Also the estimation of the molecular weights of the proteins by polyacrylamide

gel electrophoresis technique was made.

It was observed that the only effective treatment for preventing the protein haze was the
use of bentonite. The application of other products does not remove completely the
proteins that cause the haze. However, in combination with low doses of bentonite,
stables wines were obtained. It would make Sauvignon blanc wines keep the aromas

coming from the grape.
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1. INTRODUCCION

1.1. Las proteinas del vino

Las proteinas, también llamadas polipéptidos, son moléculas grandes con pesos
moleculares mayores a 10 kDa. Son estructuras complejas definidas como
polimeros lineares de aminoécidos ligados por puentes peptidicos. Las proteinas
estan constituidas por un grupo de 5 dtomos, carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno

(O), nitrégeno (N), y azufre (S).

La subunidad principal de la proteina son los aminodcidos. Un aminodcido consiste
en un dtomo de carbono central (Ca) y un grupo amino (NH;), un 4tomo de
hidrégeno (H) y un grupo carboxilo (COOH) y una cadena lateral (R) que estdn
unidas al carbono central. Las proteinas son macromoléculas estructurales y
funcionales de los organismos vivos. Las funciones de las proteinas son cataliticas,
de almacenamiento, transporte de otras moléculas como oxigeno, de soporte

mecdnico y funciones inmunoldgicas.

atomo o-carbono

H H O

/

N C C  <«——— grupo carboxilo

grupo amino

A
/

H R OH

T

cadena lateral

Figura 1. Unidad basica proteica conformada por amino-acidos a partir de grupos amino

(NH,), carboxilos (COOH) y cadena lateral
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Las proteinas en general son moléculas anféteras, ya que contienen fracciones
dcidas y bdsicas, ademds contienen también fracciones hidrofilicas e hidrofébicas.
El grupo aminoécido hidrofilico reside predominantemente en la superficie, y el
hidrofébico en el nicleo de la estructura. Esta particularidad quimica permite que la
proteina pueda ser adsorbida en un amplio rango de superficies (Martin, 2003;

Engel, 2004; Rezwan, 2005).

Durante mucho tiempo las proteinas del vino fueron consideradas como una mezcla
de proteinas de la uva y proteinas provenientes de la autolisis de levaduras
presentes en bajas concentraciones. Aunque las proteinas sean el componente
minoritario de las fracciones nitrogenadas de mostos y vinos, cumplen un papel
fundamental en diferentes operaciones llevadas a cabo por las bodegas (filtracion,
clarificacion y estabilizacién) y en diferentes aspectos relacionados a la estabilidad

del vino (Moreno-Arribas et al., 2002; Ferreira et al. 2002).

Los enturbiamientos causados por proteinas insolubles en vinos blancos y rosados,
embotellados en condiciones normales de almacenamiento, han sido y son en la
actualidad un problema para los en6logos, ya que la brillantez en este tipo de vinos
es un requisito importante para el consumidor. El proceso de enturbiamiento
proteico se produce por la desnaturalizacién, unién y posterior floculacion de las
proteinas con otros compuestos del vino en suspension, llevando finalmente a la
precipitacion en vinos embotellados (Waters et al. 2005). Esto puede producirse
durante el transporte y/o almacenamiento de vinos en condiciones inadecuadas de

temperatura.

La medida de la brillantez estd relacionada a la turbidez, que responde a un
fenémeno Optico conocido como efecto Tindal, causado por la presencia de
particulas en suspension que desvian la luz de su recorrido normal. (Ribéreau-

Gayon et al., 2000)

Si bien hay otros fenémenos que pueden causar enturbiamientos en botella
(microbioldgicos, metdlicos, cristalinos) los mas comunes son debido a la

precipitacion de proteinas inestables (Waters et al., 2005).
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La figura 2 muestra la turbidez generada por las proteinas de los vinos que no son

removidas y por lo tanto provocan el enturbiamiento de los vinos embotellados.

Figura 2. Ejemplo de enturbiamiento proteico en vino blanco. A la izquierda se observa un vino
inestable y a la derecha un vino clarificado y estabilizado. (Fotografia extraida de la Tesis

doctoral de Fernando Noé Salazar Gonzalez, 2007)

Las uvas Sauvignon blanc desarrollan durante su maduracién los precursores de los
aromas caracteristicos de la variedad. En este momento también aumenta el
contenido de proteinas que influirdn en las futuras caracteristicas organolépticas y
estabilidad del vino. Debido a las condiciones climdticas de la provincia de
Mendoza y a las altas temperaturas en la época del crecimiento y maduracién del
fruto, es que se cosecha con altos contenidos de proteinas. Esto hace necesario la
utilizacién de dosis elevadas de bentonita para lograr la estabilidad proteica. La
utilizacién de este clarificante conlleva a la pérdida de gran parte de estos aromas,
situaciéon que no se presenta en regiones donde la época de cosecha presenta

temperaturas templadas.

Esto hace que los vinos Sauvignon blanc de la provincia, presenten menor cantidad
de aromas en relacion a los vinos provenientes de regiones viticolas con influencia

maritima.
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En la actualidad en la Argentina, el Sauvingon blanc representa el 5% de la
superficie implantada de variedades blancas con 2.295,8 ha. En la provincia de
Mendoza representa el 6% con 1843,8 ha. Se ha evidenciado un aumento con

respecto a la dltima década del 191,7%, de acuerdo a informacién encontrada en el

sitio de internet del INV (www.inv.gov.ar). Es decir que la produccion de vinos

Sauvignon blanc ha tenido un incremento importante.

1.2. Tipos de proteinas del vino

Se ha demostrado que los enturbiamientos proteicos no se correlacionan con la
cantidad total de proteinas presentes (Bayly & Berg, 1967; Hsu & Heatherbell,
1987a), pero depende de la presencia de proteinas especificas, identificadas
principalmente como proteinas relacionadas a patogenos (PR), por ejemplo
proteinas tipo thaumatin y quitinasas (Waters, Peng, Pocock & Williams, 1995a;
Waters, Haysaka, Tattersall, Adams, & Williams 1998), que estdn presentes en el
vino en alta proporcion. Ademads, junto a estas proteinas, que parecerian ser un
prerrequisito para la formacion de enturbiamiento y precipitado, hay un compuesto
o factor desconocido del vino que también debe estar presente (Pocock et al. 2007,

Batista et al. 2009)

Estas proteinas tienen en general un peso molecular mayor a 10 kDa y un punto

isoeléctrico (pI) menor a 6 (Hsu y Heatherbell 1987b).

Ademas se encontré que proteinas con 24, 28 y 32 kDa son las que participan en
mayor proporcion en los enturbiamientos proteicos y consecuentemente se
demostré por los mismos autores que son proteinas PR (Waters et al. 1996). Las
fracciones de peso molecular de 24 kDa son tipo thaumatin, las de 28 kDa son
quitinasas y las de 32 kDa son péptidos. Recientemente se demostré que éstos
péptidos de 32 kDa serian la -1,3 glucanasa, también proteina PR (Esteruelas et al.

2009)

En otros estudios (Ferreira et al. 2002, Waters et al. 2005) se encontré que las

proteinas del vino originadas de proteinas PR de la uva, de peso molecular entre 20
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y 30 kDa y pI menores a 6, se encuentran en mayor proporcion en los precipitados

proteicos.

Aunque es bien conocido que la cantidad de proteinas del vino no se correlaciona
con su susceptibilidad a presentar una quebradura proteica, se indican valores
referenciales de los contenidos proteicos de algunos los vinos. Su conocimiento
puede ser orientativo al momento de establecer la naturaleza de las proteinas y

posterior estabilizacion (Flanzy, 2000)

La cantidad de proteinas presentes en vinos que no han sido estabilizados fluctia
entre los 15 y 230 mg/L (Ferreira et al. 2002) y puede llegar hasta unos 300 mg/L
(Waters et al. 2005). El contenido de proteinas estd significativamente influenciado
por la variedad (Duncan 1992, Dorrestein et al. 1995, Fukui y Yokotsuka 2003). Se
encontrd que soélo el 25% del contenido inicial de proteinas del mosto quedd
remanente en un vino espumante (Luguera et al. 1997) y alrededor del 60% de

proteinas PR permanecieron en un vino Sauvignon blanc (Pocock y Waters 1998).

En la tabla 1 se presentan los contenidos proteicos en mostos y vinos de algunas
variedades de uva. Son datos orientativos y dependen del método de determinacion

utilizado por cada autor.
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VARIEDAD MOSTO VINO AUTOR
85,1 Leleu (1993)
Chardonnay 108,0 Leleu (1993)
89,0-105,0 Bayly & Berg (1967)
8,7 Anelli (1977)
Sauvignon blanc 27,0 Hsu y Heatherbell (1987b)
80,0 72,0 Bayly & Berg (1967)
79,0 Leleu (1993)
Semillén 10,6 Anelli (1977)
55,0 30,0 Bayly & Berg (1967)
1,5 Yokotsuka et al. (1977)
8,6 Anelli (1977)
40 Yokotsuka et. al (1978)
39,2-40,2 30,1-30,5 Hsu et al. (1987)
Riesling 41,7-49,0 27,6-33,8 Hsu et al. (1987)
68,0-110,0 39,0-80,0 Murphey et al. (1989)
30,0 Flores et al. (1990)
28,0-36,1 Hsu y Heatherbell (1987b)
52,0-60,0 Flores et al. (1990)
54,5-55,0 Hsu et al. (1987)
60,8-61,5 Hsu et al. (1987)
Pinot blanc 95,0 Bayly & Berg (1967)
Sylvaner 90,0 70,0 Bayly & Berg (1967)
Colombard 90,0 Bayly & Berg (1967)
Higgins 32,7 Lamikanra (1987)
Carlos 79,5 14,2 Lamikanra et al. (1988)
Canelli 80,0 72,0 Bayly & Berg (1967)
Welder 133,4 30,3 Lamikanra et al. (1988)
113,0 Waters et al. (1992)
D'Alexandrie 260,0 233,0 Bayly & Berg (1967)
269,0 Sommers y Ziemelis (1973)

Tabla 1. Contenido en proteinas de los mostos y vinos de diferentes variedades expresados en

mg/L. Extraido de Flanzy, 2000
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La variedad Sauvignon blanc tiene una alta cantidad de proteinas derivadas de la
uva lo que requiere mayores dosis de bentonita para su estabilizaciéon en
comparacion con otras variedades (Hsu and Heatherbell 1987b, Duncan 1992,
Pocock and Waters 2006). Por lo tanto el conocimiento de la naturaleza proteica, y
de las condiciones de cultivo y vinificacion ayudardn a determinar de qué manera
puede eliminarse el problema de los enturbiamientos con las menores dosis posibles

de bentonita, y asi ayudar a un mejoramiento en la calidad de los vinos.

1.3. Efecto de las condiciones del vifiedo en la concentracion de proteinas de la uva

Las proteinas de la uva relacionadas a patégenos (PR), las quitinasas y las proteinas
tipo thaumatin, son las proteinas més solubles del vino y ha sido demostrado que

son las que participan de los enturbiamientos (Waters, 2011)

En la uva, la sintesis de las proteinas PR, ocurre principalmente en el hollejo
(Hung, 2010) y es regulada de forma especifica en los tejidos en desarrollo. En
Vitis vinifera cv. Muscat Gordo Blanco los niveles de proteinas tipo thaumatin
crecen notablemente después del envero y continda durante la maduracién
(Tattersall et al. 1997). Se encontraron patrones de expresion similares para algunas
quitinasas, las cuales son idénticas a las encontradas en los enturbiamientos

proteicos (Waters, 2005)

En todos los cultivares de Vitis vinifera estudiados hasta ahora, la proteina tipo
thaumatin, y las quitinasas son el componente mayoritario de las proteinas solubles

de las uvas (Peng et al. 1997, Tattersall et al. 1997, Pocock et al. 1998, 2000)

Mientras que la sintesis de proteinas PR en uvas sanas parece ser desencadenada en
el envero, no significa que los clédsicos inductores de proteinas PR como el estrés,
heridas y ataques de patdégenos no son condicionantes en los niveles de este tipo de

proteinas (Waters et al. 2005).

Es importante destacar que la concentracion de proteinas extraibles de la uva

aumenta continuamente durante la maduracién, por lo que se presume que el
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potencial enturbiamiento proteico es mayor a medida que la madurez de la uva es

mayor (Murphey et al. 1989, Tattersall et al. 1997, Pocock et al. 2000)

Aunque esas proteinas son el mayor constituyente del enturbiamiento, varios
articulos en la literatura sugieren que otros componentes del vino estidn

involucrados en su formacion (Siebert, 1999).

Se ha evidenciado un aumento de las proteinas PR en hojas y bayas en viiiedos
afectados por patégenos (Derckel et al. 1998, Jacobs et al. 1999, Bezier et al. 2002,
Robert et al. 2002). Monteiro et al. (2003) observé en un ensayo en inverndculo,
que los niveles de la proteina tipo thaumatin en uvas infectadas por Uncinula
necator fueron mayores que en uvas sanas. Jacob et al. (1999) demostraron que las
quitinasas y la actividad 1,3 B-glucanasa aumenté bayas en respuesta a la infeccién
por oidio. Un estudio reciente (Girbau et al. 2004) demostré que con més del 30%
de infecciéon por oidio en racimos de Chardonnay hay un fuerte impacto en los

niveles de enturbiamiento proteico detectado por test de calor.

Marchal et al. (1998) observé, que contrariamente a lo estudiado por otros autores,
las bayas infectadas por Botrytis cinerea presentan bajos niveles de proteinas, lo

que sugiere un efecto proteolitico por enzimas generadas por el hongo.

La disminucién del nivel de proteinas en mostos provenientes de uvas infectadas
por Botrytis cinerea no pareceria ser debido a la poca extracciéon de jugo que se
produce por marchitamiento y desecacion, sino, como fue sugerido por Marchal et
al. (1998), por una degradacion de las proteinas PR causada por enzimas
proteoliticas producidas por botritis. Los niveles de proteinas también se ven
disminuidos si B. cinerea se desarrolla en el mosto (Girbau et al. 2004). Esto indica
que la accién de enzimas proteoliticas producidas por este hongo pueden ser una
alternativa potencial para reemplazar a la bentonita, un objetivo en desarrollo de

numerosas investigaciones en todo el mundo (Waters et al. 2005).

También se ha demostrado que las heridas inducen la formacién de proteinas PR y
aumenta la actividad de la quitinasa en hojas de Vitis vinifera (Derckel et al. 1996)

y en bayas de esta planta (Derckel et al. 1998). Los efectos que producen la cosecha
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mecdnica con respecto a las heridas, es por consiguiente, una causa de estudio.
Paetzold et al. (1990) observaron que la uva cosechada en forma mecdnica producia
mostos con mayor contenido de proteinas en comparacién con aquellas uvas
cosechadas a mano. Los autores postulan que hay menor combinacién de proteinas
con compuestos fenolicos durante la molienda debido a la ausencia de escobajos en
uvas cosechadas mecanicamente. Los taninos de los escobajos tienen por lo tanto
una aptitud particular para fijar las proteinas del mosto durante el prensado de la
uva. Estos mostos se ven enriquecidos de proteinas en comparacion con aquellos
que se cosechan a mano. Dubordieu y Canal-Llauberes (1990) demostraron que
vinos elaborados luego de una maceracion de 18 horas de uvas descobajadas tenian
mayor cantidad de proteinas que uno elaborado con prensa directa de racimos
enteros. No se pudo demostrar si el incremento proteico se debidé a las heridas

ocasionadas por el descobajado o a la ausencia de escobajo.

1.4. Proteinas de la uva al vino

Normalmente el contenido de proteinas en vinos no clarificados esta en el rango de
15 a 230 mg/L (Waters et al. 2005). Igualmente se han determinado
concentraciones de alrededor 300 mg/L en mostos y vinos (Santoro 1995, Vincenzi
et al. 2005a). La cantidad de proteinas que posee un vino depende mucho del cepaje
(Duncan 1992, Dorrestein et al. 1995, Fukui y Yokotsuka 2003), y del método de
elaboracion. Por otra parte pueden encontrarse variaciones en el contenido proteico
también dependiendo del método de extraccion y su determinacién (Vincenzi et al.
2005a). Se encontré que sélo el 25% de las proteinas presentes en el mosto
permanecieron luego de la elaboraciéon en un vino Champagne (Luguera et al.
1998) y alrededor del 60% de proteinas PR en un vino Sauvignon blanc (Pocock y
Waters 1998).

Durante el proceso de vinificacién se observa una disminucién progresiva del
contenido de proteinas desde la uva hasta el vino obtenido. Hsu y Heatherbell

(1987a) determinaron hasta 41 fracciones de proteinas en extractos de uvas con
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pesos moleculares de 11,2 a 190 kDa y sélo 25 fracciones de proteinas en mostos y
vinos con pesos moleculares de 11,2 a 65 kDa. Pueyro et al. (1993) también
observaron una reduccién general de proteinas luego de la fermentacién. Esto
coincide con la desapariciéon o reducciéon de algunas bandas electroforéticas, y
parece ser una modificacién del pl de las proteinas durante la vinificacion, con
valores de pl varian entre 3,6 a 4,5 en mostos principalmente, y entre 4,6 y 5 en

vinos.

También se observé una modificacion de las proteinas durante la fermentacién en
base al método analitico utilizado. El comportamiento de los perfiles proteicos
obtenidos por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de mostos y
vinos resultaron ser levemente diferentes para bandas con pl de 3,6 a 4,8. Para
bandas con pl 5 a 9, se observé una disminucién o desapariciéon de las mismas
(Santoro, 1995). Se encontraron numerosos patrones proteicos por métodos
inmunoldgicos entre el mosto y el vino resultante, esto indica la modificacién de las

proteinas durante la vinificacion (Ferreira et al, 2000).

1.5. Caracteristicas de las proteinas del vino

El peso molecular y el pl de las proteinas del vino son las caracteristicas
mayormente estudiadas ya que de ellas depende en mayor o menor medida la
produccién de los enturbiamientos. Hsu y Heatherbell (1987b) observaron que la
mayoria de las proteinas del vino tienen pesos moleculares entre 11,2 y 65 kDa y
un pl entre 4,1 y 5,8. Estos rangos fueron confirmados por otros investigadores
(Waters et al. 1991, Pueyro et al. 1993, Santoro 1995, Ferreira et al. 2000,
Yokotsuka et al. 2007) para las proteinas predominantes en los enturbiamientos
inducidos por calor. La fracciéon de 24 kDa (tipo thaumatin) tienen el doble de
influencia en la aparicion de enturbiamiento que las que estan en la fraccién de los
32 kDa (quitinasas). Las de peso molecular mayor (63 kDa), con polisacéridos, son

estables al calor (Waters et al.1991, 1992, Pocock et al. 2007).
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Hsu y Heatherbell (1987a, 1987b) aislaron proteinas inestables al calor por
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) con pesos moleculares entre
12,5 y 30 kDa, en vinos Gewiistraminer y Riesling. Paetzold et al. (1990)
obtuvieron resultados similares con vinos Sauvignon blanc encontrando proteinas
entre 13 y 67 kDa y pl entre 4 a mds de 7. Waters et al (1991, 1992) demostraron en
Moscato de Alejandria, que las proteinas inestables al calor presentes en los vinos
tienen un peso molecular entre 24 y 32 kDa. Sin embargo, algunas proteinas del
vino provocan mayor enturbiamiento que otras, en realidad, estas son las de bajo

peso molecular y bajo pl (Waters el al, 1991; Waters et al, 1992)

También se observé un efecto de interaccion entre el pl y el pH del vino en la
formacion de enturbiamientos. Para pH bajos se formaron particulas de menor
tamafio y hubo mayor enturbiamiento cuando el pH del vino se acerca al pl de las
proteinas (Batista et al. 2009). Ademads, se han encontrado algunos casos con
proteinas del vino con pl menores al pH del vino (Murphey et al. 1989, Marchal et
al. 1996) y los pesos moleculares de las mismas proteinas pueden diferir de acuerdo
al método de deteccion utilizado. Por ejemplo, el peso molecular de las proteinas
tipo thaumatin y las quitinasas determinados por SDS-PAGE es algunos kDa

mayores de aquellas determinadas por espectrometria de masa (Pocock et al. 2000).

Otras observaciones demostraron que las glicoproteinas del vino (12-30 kDa),
fueron las responsables de la inestabilidad proteica, por lo que su eliminacion se

hace necesaria para lograr estabilidad (Hsu y Heatherbell 1987b).

Igualmente las proteinas responsables de los enturbiamientos provienen
exclusivamente de la uva y tienen relativamente bajo peso molecular, entre 12 y 35
kDa, y de acuerdo de la variedad puede diferir el tipo de proteina, al igual que su pl

y su grado de glicolisacion.

La mayoria de las proteinas derivadas de la uva (24 y 32 kDa) son resistentes a la
protedlisis. En condiciones de vinificaciéon pareceria ser una caracteristica

intrinseca  de las proteinas PR y no debido a una asociacién fendlica o



21

glucosilaciéon (Waters et al. 1995b). Se observé que la vinificaciéon podria ser un

proceso de purificacion de estas proteinas (Ferreira et al. 2004).

Peng et al. (1997) evaluaron las caracteristicas sensoriales de las proteinas tipo
thaumatin del Sauvignon blanc ya que son las que predominan (70%) y son
homodlogas a las auténticas thaumatin. Es mds, su remocion durante la vinificacién

para lograr estabilidad puede impactar negativamente en la calidad del vino.

1.6. Caracteristicas fisico-quimicas del vino que afectan la estabilidad de las

proteinas

La interaccién proteina-polifenol es el mecanismo mds comun y que mads influye en
la inestabilidad del vino y la formacién de los enturbiamientos (Somers y Ziemelis
1973, Yokotsuka et al. 1991, Dawes et al. 1994). Waters et al. (1995a) demostraron
que la presencia de procianidinas era necesaria para la formacion de enturbiamiento
ya que las proteinas solas no causaban turbidez. El andlisis de un precipitado
natural de Sauvignon blanc también revel6 que las proteinas (principalmente tipo
thaumatin) y compuestos fenodlicos, s6lo contribuian un 10% y 7% respectivamente,
del peso seco del precipitado, siendo el resto polisacaridos (4%) y componentes

desconocidos (Esteruelas et al. 2009b).

Para la formacién de enturbiamientos con polifenoles, un aumento de la
polimerizacion de taninos y la interaccion con las proteinas, provocan un aumento
de la turbidez (Yokotsuka et al. 1983). Otros dos factores que influyen fuertemente
en los enturbiamientos son el pH y el etanol del vino. La turbidez causada por el
complejo proteina-polifenol generalmente aumenta con pH crecientes de 2,7 a 3,7
en soluciones de vino modelo con 10% v/v (Yokotsuka y Singleton 1995). Se
observo la maxima reflexion de luz a pH 4 (2,5 a 4,5) para una solucién modelo
siendo indiferente su contenido en etanol (0-12% v/v) (Siebert et al. 1996b).
Proteinas aisladas de la variedad Arinto, y disueltas en agua y en soluciones modelo

de vino con varios valores de pH, mostraron un pico de inestabilidad alrededor del
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valor de pH 4, el cual coincide con el punto isoeléctrico de las proteinas del mosto
de esa variedad (Batista et al. 2009). Esto demostré un mecanismo isoeléctrico de
precipitacion proteica. Es mds, adiciones mayores de etanol (50% v/v), no causaron
turbidez cuando se utiliz6 el alcohol como inductor de precipitaciones proteicas
(Esteruelas et al. 2009a). Se encontré que en un vino de 12,1% v/v de etanol con
pequeiios agregados (hasta 2% v/v), no interfiere en la formacion de
enturbiamientos mediante el test de calor (Mesquita et al. 2001). Esto se confirma
en otro estudio en el cual la concentraciéon de etanol muestra un efecto no

significativo en el desarrollo de enturbiamientos en vinos (Sarmento et al. 2000a).

Pocock et al. (2007) senal6 que el sulfato es un factor, anteriormente desconocido,
esencial para la formacién de enturbiamientos en ausencia de compuestos fenélicos
en un vino modelo. Por lo tanto la presencia de sulfatos junto a las proteinas

participan de los enturbiamientos proteicos (Pocock. 2007).

1.7. Tratamientos con clarificantes para la estabilizacion proteica

Los mecanismos de estabilizacién de vinos estdn basados en la neutralizacion de
cargas entre las particulas en suspension y las del agente clarificante. Esto permite
al coloide en suspension su aglomeracion y posterior floculacién por gravedad.
Otros mecanismos pueden ser la absorcién de las particulas en suspensioén por el

clarificante.

1.7.1. Clarificacién con bentonita

En la industria del vino, todavia y en forma generalizada sigue utilizdndose la
bentonita para evitar la quebradura proteica de los vinos blancos. Es un material
derivado de la arcilla montmorillonita la cual contiene cationes intercambiables. La
adsorcién de las proteinas del vino en la bentonita es debido a la capacidad de
intercambio catidénico de esta arcilla la cual depende de la cantidad de

desplazamiento de los iones aluminio por el sodio, calcio o magnesio. Las proteinas
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del vino son cargadas positivamente a los pH del vino, y por eso es que son
intercambiadas por la bentonita, la que adquiere carga neta negativa (Blade y
Boulton, 1988; Ferreira et al, 2000). Las bentonitas sddicas presentan una mayor

efectividad en la absorcion en relacidn a las cdlcicas (Blade y Boulton, 1988).

La bentonita tiende a extraer del vino las proteinas de alto pI (5,8-8) y pesos
moleculares intermedios (35-42 kDa) preferentemente. Aunque podrian presentarse
resultados un tanto contradictorios en base al método de determinacién de proteinas

utilizado (Hsu y Heatherbell 1987b) (Dawes et al. 1994) (Duncan 1992).

La interaccion bentonita-proteina es rdpida, y la adsorcién es independiente de la
temperatura, pero varia levemente respecto a la cantidad de proteinas, la
concentracion de etanol y el pH del vino, y se ve muy afectada por el tipo de
bentonita utilizado (Blade y Boulton 1988). El pH y el pl del vino tienen una gran
influencia de la efectividad en la remocion de proteinas por parte de la bentonita

debido al mecanismo de intercambio cationico (Ferreira et al, 2002).

A pesar de que se han estudiado numerosas técnicas para reemplazar a la bentonita,
este resulta ser el tratamiento mas efectivo para la remocion de proteinas, con la

consecuente pérdida de las caracteristicas sensoriales provocada.

Muchos estudios muestran que la bentonita afecta las cualidades organolépticas de
los vinos. Asi, Miller y otros (1985) mostraron una significativa reduccién de los
aromas del mosto y vino. Otros estudios sobre estabilizacién con bentonita en vinos
espumantes encontraron una disminucién en los caracteres sensoriales y calidad de
la espuma (Martinez-Rodriguez y Polo, 2003; Vanrell et al, 2007). Por lo tanto, se
puede asegurar que un agregado excesivo de bentonita puede causar efectos
negativos en las caracteristicas sensoriales de los vinos. Esto lleva a desarrollar
tecnologias que mejoren el uso de la bentonita o alternativas a ella, que sean
econdémicamente viables, que mantengan la calidad del vino y que permitan al

endlogo obtener un producto aceptable para el consumidor.
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En oposicion a esto, algunas investigaciones postulan que la clarificacion de vinos
blancos con bentonita no tienen efecto negativo en el aroma y sabor del vino (Leske

et al, 1995; Pocock et al, 2003).

Seglin su origen o su tratamiento industrial, las diferentes bentonitas son mds o
menos eficaces, con una velocidad de sedimentacién y un volumen de depdsito
variables. La suspension debe prepararse en una concentracion limitada ya que las

cantidades de agua que se pueden agregar al vino son limitadas.

Por otra parte las pérdidas de vino en volumen de borra representa entre el 3% al
10% del vino. No forma sedimentos compactos y ademads no es reciclable lo que la
hace un importante residuo (Waters et al., 2005). Sumado a esto hay una gran
pérdida de valor econémico asociado al recuso humano utilizado para realizar esta

préactica (Hoj et al. 2000).

1.7.2. Determinacion de la dosis de bentonita

Las dosis de bentonita necesarias para lograr la estabilidad proteica en las bodegas,
normalmente se determinan mediante ensayos de laboratorio induciendo el
enturbiamiento. El método mads utilizado es mediante el calentamiento de las
muestras ya que es el que mejor imita las condiciones de almacenamiento de los
vinos. Pocock y Rankine (1973) hicieron comparaciones combinando diferentes
temperaturas y tiempos, concluyendo que a 80°C durante 6 horas se producian las
mejores condiciones quebrantes de los vinos. Luego Pocock y Waters (2006)
observaron que en condiciones menos severas, 80°C durante 2 horas, se podian
predecir las condiciones de enturbiamientos durante cortos y medianos plazos de

almacenamiento, que es el caso de la mayoria de los vinos blancos.

Sarmento et al. (2000a) vieron que el test de calor era un buen indicador del
contenido total de proteinas y es el menos afectado por otros componentes
comparado con otros como el test de etanol y el de taninos, procedimientos también
utilizados para determinar la inestabilidad proteica. Esteruelas et al (2009a) vieron

ademds que el test a una temperatura superior (90°C por 1 hora) produce el
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enturbiamiento en condiciones similares a lo que seria una quiebra proteica natural
comparado con test de bajas temperatura, tanino, sulfato de amonio, &4cido
tricloroacético, etanol y test Prostab®. El comportamiento de la quiebra proteica
producida por calentamiento tiene una buena correlacion con la eliminacién de las
proteinas por la clarificacién con bentonita. Son necesarias temperaturas mayores
(> 60°C por 30 minutos) para precipitar las proteinas tipo thaumatin y las

quitinasas, proteinas mayoritariamente inestables en el vino. (Sauvage et al. 2010).

Mientras que las proteinas PR son intrinsecamente resistentes a la protedlisis
debida a tratamientos enzimaticos durante la fermentacion (Waters et al. 1992,
1995b), las quitinasas presentan una degradacion proteolitica limitada (Waters et al.
1998). Una desaparicion gradual de las quitinasas y proteinas tipo thaumatin se
produce con una actividad proteasa durante la elaboracién de un vino espumante, y
fragmentos de bajo peso molecular fueron ligados a quitinasas, lo que indica una
protedlisis de éstas (Manteau et al. 2003). Tratamientos de calor con altas
temperaturas (90°C, 1 minuto) produjo un reducido contenido de quitinasas pero
tuvo poco efecto en las proteinas tipo thaumatin, mientras que un tratamiento
combinado de calor y enzimas proteoliticas tuvieron poco efecto tanto para las
quitinasas como las para las proteinas tipo thaumatin (Pocock et al. 2003). A una
menor temperatura (45°C), el tratamiento proteolitico requirié hasta méas de 7 horas
para la desnaturalizacion de las proteinas PR (Pocock et al. 2003). Para clarificar
los vinos con bentonita se requieren dosis entre 1 y 2 g/l (Hung, 2010),

dependiendo el test utilizado.

1.8. Otros tratamientos para el control de la inestabilidad proteica
1.8.1. Manoproteinas liberadas de las paredes celulares de las levaduras

En numerosos vinos estudiados se encontraron glicoproteinas originadas en la uva y
manoproteinas provenientes de las levaduras (Yokotsuka et al. 1991, Waters et al.
1994b). Por un lado, las manoproteinas provenientes de la lisis de las levaduras

(420 y 31.8 kDa) podrian producir un efecto estabilizador en las proteinas del vino,
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disminuyendo los enturbiamientos (Waters et al. 1994b, Moine-Ledoux y
Dubordieu 1999). Por otra parte las manoproteinas (10 a 30 kDa), por poseer
composicién hidrolitica e hidrofébica, contribuyen a la mejora de la formacion de

espuma en los vinos espumantes (Nufiez et al. 2006).

Ledoux y otros (1992), comprobaron el mejoramiento de la estabilidad proteica de
vinos blancos durante su crianza sobre lias en cubas. Estos vinos tienden a tener una
menor inestabilidad proteica potencial probablemente debido a un componente de
32 kDa que se identifica como fragmentos de enzimas invertasas y peripldsmicas
extraidas de las paredes celulares de las levaduras. Por esta razon es que los vinos

con crianza sobre borras pueden ser estabilizados con dosis menores de bentonita.

Mantenidos sobre las borras, los vinos nuevos son menos susceptibles a la
inestabilidad bajo el efecto del calor; de acuerdo a esto, su estabilidad proteica
requiere dosis menores de bentonita. De tal manera, un vino Sauvignon, trasegado
después de la fermentacidn, exige un tratamiento con 120 g/HL de bentonita para
evitar la quiebra proteica, pero estd practicamente estabilizado después de 10 meses
de crianza sobre lias, requiriendo bajas dosis de bentonita (30-40 g/HL). Las
proteinas de la uva responsables de la quiebra proteica de los vinos blancos no estdn
digeridas ni absorbidas por las borras de levaduras durante la crianza, sino que las
mismas se vuelven termoestables en presencia de ciertos coloides cedidos al vino
por la pared de las levaduras. Esta observacién permite suponer que ciertas
manoproteinas de las paredes de las levaduras, liberadas en los vinos en contacto
con borras, podrian disminuir la inestabilidad térmica de las proteinas. Esta
hipdtesis concuerda con el efecto estabilizante de una manoproteina de alto peso
molecular (420 kDa), purificado de un vino Moscato por Waters y otros (1993).
Este compuesto proteico termoestable no es adsorbido por la bentonita y puede ser
extraido de las paredes de las levaduras con una enzima comercial que posee
diferentes actividades P-glucanasas y una proteasa. El uso de esta enzima estd
autorizado en vinos. Digeridas por esta enzima, las paredes de las levaduras liberan
una mezcla de manoproteinas que encierran el mismo compuesto termoestabilizante

que aquel que aparece en los vinos durante su conservacion sobre borras.
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Estas manoproteinas, en dosis de 25 g/HL, son capaces de disminuir a la mitad la
dosis de bentonita necesaria para la estabilizacién proteica de un vino muy sensible

(Ribereau-Gayon, 2003).

1.8.2. Taninos enoldgicos. Interacciones taninos-proteinas

Numerosos trabajos han mostrado que los taninos se asocian con las proteinas
mediante interacciones hidréfobas dependiendo de las caracteristicas de los taninos,
de las proteinas, y de las condiciones del medio (Martin y otros, 1990). Las
interacciones son por atracciones de Van de Waals entre los taninos y las regiones
no polares de las proteinas. Estas interacciones parecen ser la causa del complejo
que es forzado por uniones hidrégeno y son fendmenos que dependen de
numerosos grupos fenoles. Ademds, tratindose de una baja concentracién en
proteinas los polifenoles se unen en la superficie de la proteina, luego se producen
fendmenos de agregacion y de precipitacion. Cuando la concentracién en proteinas
es elevada se produce un fendmeno idéntico, esto explica la no estequiométrica de
la reaccion taninos-proteinas observada por numerosos autores (Ribereau-Gayon,
2003). Estos fendmenos se han estudiado para la eliminacién de algunos taninos en

vinos con un clarificante proteico como la gelatina.

Por otra parte, la interaccion de las proteinas de la uva con los taninos fue sugerida
hace més de 40 afios (Koch, 1959). Somers y Ziemelis (1973) postularon que mds
del 50% de las proteinas del vino blanco estaban ligadas a compuestos flavonoides.
Yokotsuka y colegas (1983) hallaron que taninos aislados de vinos interactuaban
con proteinas aisladas de los mostos para formar enturbiamientos, y que proteinas
aisladas de mostos no producian enturbiamientos en presencia de compuestos no
fendlicos del vino. Estos estudios, sin embargo, no fueron llevados a cabo bajo

idénticas condiciones de aquellos vinos comtinmente encontrados en el comercio.

El agregado de taninos puede precipitar las proteinas, pero las dosis necesarias para
obtener su eliminacién mds o menos completa son muy elevadas (2 g/L), lo que

deja al vino duro. Un tanizado en dosis mds bajas podria llegar a estabilizar el vino,
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siempre y cuando el complejo tanino-proteina formado no sea sensible al calor. Por

lo tanto depende de la naturaleza proteica del vino (Ribereau-Gayon, 2003).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipdtesis

Para la estabilizaciéon proteica en vinos Sauvignon blanc, es posible reemplazar la
bentonita utilizando en su lugar manoproteinas (liberadas de las paredes celulares de las

levaduras o agregadas) o taninos enolégicos.

2.2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es encontrar alternativas al empleo de bentonita

para la estabilizacién proteica de vinos Sauvignon blanc.

Por otra parte se establece un objetivo especifico que es evaluar la influencia de las
manoproteinas y la adicién de taninos enolégicos como factor de prevencién en la
quebradura proteica de estos vinos. La utilizacién de alguna de estas tecnologias
podria disminuir los efectos negativos de la bentonita sobre las propiedades
sensoriales del vino debido a que ésta principalmente remueve componentes
aromadticos o gustativos. Por otra parte la merma de vino, debido al gran aumento
de volumen y poder de sedimentacién de la bentonita es otro problema que se

presenta sumado al recurso humano necesario para llevar a cabo todo el proceso.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Elaboracion del vino.

Para la realizacion del experimento se partié de una uva Sauvignon blanc cosechada en
el mes de febrero. Su madurez fue de 22% ss determinada por refractometria. Para la
obtencion del mosto a fermentar, se realizé un despalillado de los racimos seguido de
un escurrido por gravedad. Se adicionaron 5 g/qm de didxido de azufre y se corrigio la
acidez con 4cido tartdrico hasta a pH 3,3. Con el objetivo de no despojar el mosto de
todos los componentes nutricionales para una correcta fermentacioén, se colocé en un
tanque a 6°C durante 24 horas para permitir el desborre y llegar a una turbidez de 200
NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez). Luego se trasegdé y se inoculé con
levadura QA 23® (Lallemand) hidratada adicionando el nutriente Go Ferm Protec®
(Lallemand). La fermentacién del mosto se llevé a cabo a 18°C, temperatura que permite

conservar los aromas provenientes de la uva.

Para asegurar en el ensayo un exceso de proteinas, se hizo un agregado adicional de 50
g/l de nitrégeno prontamente asimilable, cuando la densidad fue de 1050. La
fermentacion alcohdlica se dio por finalizada cuando el vino qued6 en menos de 1,8 g/L
de azucares reductores. El vino se trasegd a 15 tanques de 50 L donde se realizaron
cinco tratamientos con un Disefio de Parcelas Completamente al Azar con tres

repeticiones. El andlisis de los resultados se realiz6 con el software estadistico Infostat®.

3.2. Tratamientos
3.2.1. Testigo (T): el vino obtenido permaneci6 en los tanques sin agregados.

3.2.2. Tanino (TA): se agregaron taninos galicos marca Tanin Galalcool® de Laffort
Oenologie en dosis recomendadas por marbete de 10 g/HL. El origen de los mismos son

diferentes especies vegetales. Son ampliamente utilizados para la elaboracién de vinos.
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3.2.3. Manoproteinas (M): se agregaron manoproteinas comerciales en dosis
recomendadas por marbete de 50 g/HL. Se trata de un preparado especifico de cortezas

de levaduras marca Biolees® de Laffort Oenologie.

3.2.4. Enzimas (E): agregado de enzimas B-glucanasas. Las mismas, se encuentran en
una preparacion enzimadtica de actividades pectoliticas y B-glucanasas marca Extralyse®

de Laffort Oenologie. Se aplic6 en dosis recomendadas por marbete de 10 g/HL.

3.2.5. Bentonita (B): agregado de bentonita granulada de alta pureza marca Microcol®
de Laffort Oenologie en dosis de 90 g/HL. La bentonita es una arcilla perteneciente al

grupo de las montmorillonitas.
3.2.5.1. Determinacién de la dosis de Bentonita

Se investigd la menor dosis necesaria de bentonita que permitiera la estabilizacion
proteica de los vinos. Esto se realizé mediante un ensayo de laboratorio donde se
utilizaron 6 botellas de 750 mL y se agregaron al vino dosis crecientes de bentonita. La

dosis menor fue de 30 g/HL y la mayor de 130 g/HL.

3.3. Disefio experimental

El vino se mantuvo en tanques durante tres meses en contacto con los diferentes
tratamientos para lograr su accion estabilizante. Una vez transcurrido este tiempo se
determino la estabilidad proteica de cada uno de los tratamientos segun el test de calor.
En este ensayo el test de calor consistié primeramente en una centrifugacién de las
muestras a 3000 rpm durante 5 minutos. Luego se filtraron por membranas de acetato de
celulosa de 0,45 pm y posterior lectura con nefelémetro (2100P Turbidimeter HACH).
Se registro el dato de la turbidez en NTU (antes del calentamiento). Posteriormente se
llevé a bafio marifa a 80°C (BM termostatizado) durante 1 hora, se enfrié a 20°C y se
volvié a tomar la lectura con nefelémetro. Se registré asi el dato de la turbidez en NTU

posterior al calentamiento. Se consider6 que el vino era estable con respecto a la
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quebradura proteica, cuando la diferencia de NTU fue inferior a 1. Consecutivamente

fueron inestables los vinos cuya variacion de NTU fue mayor o igual a 1.

Se hicieron parcelas aleatorizadas con 3 repeticiones y se analizé con ANOVA.

3.4. Estimacion del peso molecular de las proteinas

Para el estudio de la naturaleza proteica de los distintos vinos se realizd una
electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE) segin

Laemmli (1970).

3.4.1. Reactivos para SDS-PAGE
Acrilamida/Bis acrilamida (30%T; 2,67 % C)
-87,6 g acrilamida (29,2 g/100 mL); 2,4 g bis-acrilamida (0,8 g/100 mL)

Preparacién de 300 mL en agua bidestilada. Filtracién y conservaciéon en frasco color

caramelo por un méaximo de 30 dias a 4°C.
Buffer del gel separador 1,5 M TRIS-HCI pH 8,8
-27,23 g tris base (18,15 g/100 mL)

Disolucién en aproximadamente 80 mL de agua bidestilada, ajuste a pH 8,8 con HCI 1

N. Preparacién de 150 mL y conservacion a 4°C.
Buffer del gel compactador 0,5 M TRIS-HCI pH 6,8
-6 g tris base

Disolucién en aproximadamente 60 mL de agua bidestilada. Ajuste a pH 6,8 con HCI 1

N. Preparacién de 100 mL con agua bidestilada y conservacién a 4°C.
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Solucion de Sodio Dodecil Sulfato (SDS) 10%

Disolucién de 10 g de SDS en aproximadamente 60 mL de agua bidestilada, seguido de
una agitacion suave. Llevar a 100 mL. Conservacién en botella de vidrio a temperatura

ambiente.
Solucion de APS 10%

Disoluciéon de 100 mg de APS (persulfato de amonio) en 1 mL de agua bidestilada.

Preparado en el dia.
Buffer muestra (SDS reductor).

- Agua destilada: 4 mL; Buffer 0,5 M TRIS-HCI pH 6,8: 1 mL; Glicerol: 0,8 mL; SDS
10%: 1,6 mL; Mercaptoetanol: 0,4 mL; Azul de bromofenol (0,05%): 0,2 mL. Mezcla de

los componentes en ese orden.
Buffer de camara 5x pH 8,3
TRIS Base: 9 g (15g/L); Glicina: 43,2 g (72 g/L); SDS: 3 g (5 g/L)

Disolucién en 600 mL de agua bidestilada. Conservacion a temperatura ambiente. Al
momento del uso se hizo una dilucién de 120 mL de la solucién 5x con 480 mL de agua
bidestilada para una corrida electroforética. La dilucién se realiza para que tenga la

misma fuerza idnica el buffer y el gel.
3.4.2. Preparacioén de los geles: para 10 mL de gel

Componentes del Gel separador. Mini gel 10%:

- Agua destilada 4,0 mL
- 1,5 M TRIS-HCI 2,5 mL
- SDS 10% 100,0 uL
- acrilamida/bisacrilamida 3,4 mL
- APS 10% 50,0 uL

- TEMED 50 uL
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El monémero total formado se agregé en el molde formado por los vidrios y dejo
polimerizar al menos una hora. Una vez formado el polimero se procedi6 a la

preparacion del gel compactador.

Componentes del Gel compactador 0,125 M TRIS, pH 6,8. Mini gel 4%.

- Agua destilada 6,1 mL
- 0,5M TRIS-HCI 2,5 mL
- SDS 10% 100,0 uL
- acrilamida/bisacrilamida 1,3 mL
- 10% APS 50,0 uL
- TEMED 10,0 uL.

El monémero total formado se vertié sobre el gel separador hasta el borde del molde y

se agrego el peine para formar las calles.

3.4.3. Preparacién de la muestra y realizaciéon de SDS-PAGE

Para poder llevar a cabo la electroforesis, se dializaron las muestras de los distintos
tratamientos. Los mismos se mantuvieron durante 24 horas en tubos de dialisis de 35
kDa de porosidad (Spectra/Por ®). De esta manera, se concentré la mayor cantidad de

proteinas en el rango de peso molecular estimado.

Por otra parte, se tomaron 10 mL de todos los tratamientos sin dializar y fueron
calentados a 80°C durante 30 min para provocar una desnaturalizacion de las proteinas e
inducir el enturbiamiento. Luego fueron centrifugados durante 10 min a 1200g,

obteniendo un precipitado y un sobrenadante de todos los tratamientos.
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Las muestras dializadas, precipitadas y sobrenadante obtenidas se diluyeron 1:4 con el
buffer muestra preparado y fueron colocadas en bafio maria a 100°C por 10 minutos. El
estandar o patrén utilizado llevé el mismo procedimiento (SM0431 de Fermentas). Se

hizo la siembra con 15 pL de la preparacion.

3.4.4. Condiciones para la electroforesis

Se utilizé para realizar la electroforesis una cuba Mini-PROTEAN ® BioRad. Para
lograr una 6ptima resolucién con una minima distorsién de la banda se hizo con una
potencia de 185 V (voltaje constante). El tiempo aproximado de la corrida fue de 45 min
no excediendo un méaximo de 60 min. No hizo falta hacer ajuste de la potencia por el
grosor del gel o nimero de geles. Una vez finalizada la corrida, se marcé y retiré el gel

separdndolo de los vidrios.

El revelado se hizo sumergiendo el gel en una solucién de Coomassie blue al 0,2% (0,2
g de colorante en 100 mL de agua bidestilada) en constante agitacién durante una noche.
Posteriormente se realiz6 el destefiido hasta la decoloracion total del gel, utilizdndose
una solucién de 100 mL de metanol y 75 mL de 4cido acético. El gel permanecié en esta
solucién en agitacion continua realizando cambios de la solucién para acelerar el

proceso.

La figura 3 muestra una cuba de electroforesis completa donde puede observarse el

frente de la corrida marcada con una linea azul.
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Figura 3. Cuba Mini-PROTEAN ® durante la electroforesis.

4. RESULTADOS

4.1. Estabilizacion proteica de los vinos Sauvignon blanc por agregado de bentonita

Una vez finalizada la etapa de elaboraciéon y estabilizacion del vino mediante el
agregado de dosis crecientes de bentonita, se pudo comprobar a través del test de calor,
que la utilizacién de 90 g/HL del clarificante produjo la eliminacién de las proteinas que
ocasionan el enturbiamiento. En la figura 4 se presenta un modelo ajustado de la
variaciéon de turbidez arrojadas a partir del test de calor de las diferentes dosis
empleadas. Se observa en esta figura que con la aplicaciéon de 90 g/HL y superiores, el

vino qued6 completamente estable a los enturbiamientos generados por proteinas.
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Figura 4. Dosis de bentonita necesaria para la estabilizacion proteica del vino Sauvignon
blanc en relacién a la variacion de turbidez

4.2. Andlisis de los tratamientos con manoproteinas, -glucanasas y taninos

4.2.1. La utilizaciéon de tratamientos alternativos a la bentonita no producen la

estabilizacion proteica de los vinos Sauvignon blanc

En esta primera parte del ensayo, se pudo corroborar mediante la prueba del calor, que
aquellos vinos a los cuales se adicionaron manoproteinas, B-glucanasas y taninos
resultaron inestables, mientras que los tratados con bentonita resultaron estables. El

testigo también se comporté como inestable en la prueba de calor.

En la Figura 5 se presenta un Diseio de Parcelas Completamente al Azar con tres

repeticiones con las medias de los tratamientos.
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Estos resultados presentaron diferencias estadisticamente significativas para el efecto de
los tratamientos realizados al vino (p<0.0001). La media del tratamiento con bentonita
(B90) fue la menor de todas y difiere estadisticamente del resto de las medias de los
tratamientos. Por el contrario la media del testigo (T) fue la mds elevada y también

difiere estadisticamente con las demas medias de los tratamientos.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento con

enzimas - glucanasas (E) y taninos (TA), al igual que entre TA y manoproteinas (M)

Esto mostré que el tnico tratamiento eficaz para eliminar las proteinas que producen el
enturbiamiento y dejar al vino estable, fue la bentonita. En base a la variacion de
turbidez presentada, se pudo afirmar que los demds tratamientos extrajeron una
proporcién de proteinas del vino en relacion al testigo pero no lo suficiente como para

lograr su completa estabilizacion.

4,21+ D
3,511
BC ¢
B
2,80
ANTU 2,104
1,40
0,70
A
0,00 i .
T TA M E B90

Tratamientos

Figura 5. Promedios de ANTU segin el tratamiento empleado. T: testigo, TA: tanino, M:
manoproteinas, E: enzimas p-glucanasas. Medias con una letra comiin no son significativamente
diferentes (Test de Tukey; p > 0,05)
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4.2.2. La combinacién de tratamientos alternativos con bajas dosis de bentonita

estabiliza el vino Sauvignon blanc

En base a los resultados obtenidos en la primera etapa del ensayo, donde se observé que
el Unico tratamiento verdaderamente eficaz para evitar los enturbiamientos generados
por proteinas era la bentonita, se realizé un segundo ensayo. Para ello se adicionaron
dosis crecientes de bentonita de 10, 20, 30, 40, 50 y 60 g/HL a los vinos previamente
tratados con manoproteinas, B-glucanasas y taninos con el objetivo de lograr su completa

estabilizacion.

La Figura 6 representa un Disefio de Parcelas Completamente al Azar con tres
repeticiones en un arreglo factorial de 3x6. Puede observarse que para todos los
tratamientos, con el agregado de dosis de bentonita de 40 g/HL (o superiores) se logré la

estabilizacién proteica de vinos Sauvignon blanc.

3,6
3,0
2,4
ANTU 1 g
1,24

0,64

0,0‘[ T T T T T T T T T T
18 2 29 34 40 45 51 56 62 67 7

Dosis de Bentonita

—i—E —a—M ——TA

Figura 6. Dosis de bentonita necesaria para lograr la estabilizacion del vino Sauvignom blanc en
combinacion con los distintos tratamientos. E: enzimas p-glucanasas , M: manoproteinas, TA:

tanino
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4.3. Anélisis del contenido de proteinas por SDS-PAGE

4.3.1. El tratamiento con bentonita elimina las proteinas del vino Sauvignon blanc

En la Figura 7 se muestran los perfiles de los pesos moleculares de las proteinas del vino
tratado con bentonita y del vino testigo. No se observaron bandas correspondientes a las
proteinas esperadas luego de la tincién con el Coomassie Blue en los vinos clarificados
con bentonita. Se confirmé que este producto eliminé las proteinas que ocasionan la

quebradura proteica, como se indicé primeramente con la prueba del calor.

En el vino testigo dializado, precipitado y sobrenadante se observaron bandas para
aquellas proteinas de pesos moleculares bajos, entre 14,4 y 18,4 kDa. No se observaron

bandas de pesos moleculares superiores a estos valores.

116 LCa

65.21.Da

5.0 1.Da

350 LDa

25.0kDa

132.000a

133.000a

P Td Tp Ts Bd Bp Bs

Figura 7. SDS PAGE de las proteinas del vino tratadas con bentonita. P: patron; Td: testigo
dializado; Tp: testigo precipitado; Ts: testigo sobrenadante; Bd: bentonita dializado; Bp:

bentonita precipitado; Bs: bentonita sobrenadante
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4.3.2. Las proteinas que producen inestabilidad son las de peso molecular bajo

En la Figura 8 se observaron bandas para proteinas de bajo peso molecular, aquellas que
se encuentran en el rango de 14,4 a 18,4 kDa. Se confirmé lo expuesto para los vinos
que fueron dializados y precipitados, no asi para el sobrenadante que no presenté ningin
tipo de proteinas. Ademds se corrobor6 que las proteinas de pesos moleculares

superiores a este rango fueron eliminadas con estos tratamientos.

La eliminacién de una parte de las proteinas presentes del vino con los tratamientos
alternativos a la bentonita concuerda con los resultados encontrados mediante el test de

calor.

En base al ancho de bandas se observo una mayor proporcién de proteinas de bajo peso
molecular a los vinos que se les indujo la formacién de precipitado, siendo mayor para

aquellos vinos tratados con taninos enolégicos.
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55.2 1 Da

45.0 1 Da
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Figura 8. SDS PAGE de las proteinas del vino tratadas con manoproteinas, enzimas f-
glucanasas y taninos. P: patron; Md: manoprot. dializado; Mp: manoprot. precipitado; Ms:
manoprot. sobrenadante; Ed: enzima dializado; Ep: enzima precipitado; Es: enzima

sobrenadante; TAd: tanino dializado; TAp: tanino precipitado; Tas: tanino sobrenadante.
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5. DISCUSION

Se determiné que la bentonita elimina todas proteinas termoldbiles causales de la
inestabilidad proteica de los vinos Sauvignon blanc, coincidente con los trabajos
realizados por Sauvage et al, 2010. Ademds se confirmé que estas proteinas se
encuentran en el rango de peso molecular entre 13 y 30 kDa, de acuerdo a lo encontrado
por Hsu y Heatherbell (1987b). También Wen-Fen Hung (2010) observé que los pesos
moleculares de las proteinas encontradas por SDS-PAGE en Sauvignon blanc se

encontraban entre 13 y 67 kDa.

Segun Esteruelas (2009) las proteinas con peso molecular ente 18 y 26 kDa participan de
la mayoria de los enturbiamientos proteicos, pero algunas proteinas de 14, 41, 53 y 69
kDa también se encuentran presentes. Esto coincide con lo observado en los geles en el
vino precipitado de todos los tratamientos que fueron proteinas de bajo peso molecular.
A partir de lo observado por Hsu y Heatherbell (1987b), estos pesos moleculares pueden

deberse a glicoproteinas del vino.

Si bien entre los tratamientos con manoproteinas y enzimas B- glucanasas existe una
diferencia estadisticamente significativa, resulta indistinto el uso de cualquiera de los
dos al momento de establecer la estabilidad proteica, ya que ninguno deja al vino

estable.

El hecho de haber hallado proteinas en las muestras dializadas y precipitadas, pero no en
el sobrenadante del vino posterior al calentamiento, indicaria que las proteinas que
ocasionan los enturbiamientos son termolébiles, 1o que concuerda lo observado por Hsu

y Heatherbell (1987a, 1987b) y Waters (2011).

Sobre la base de los resultados encontrados en relacion a la combinacién de tratamientos
alternativos con bajas dosis de bentonita, se postula que si bien los tratamientos
alternativos a la bentonita no impiden que los vinos presenten enturbiamientos proteicos,
en combinacién con bajas dosis de bentonita logran eliminar las proteinas que producen

la inestabilidad. Esto también fue observado por Waters y otros (1993). La disminucién
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del uso de este clarificante ayudaria a respetar los aromas caracteristicos del Sauvignon
blanc ya que la bentonita es la que produce la eliminacién de la mayoria de estos aromas

(Waters, 2005).

La mayor proporcion de proteinas encontradas en el vino tratado con taninos puede
explicarse debido a que el complejo tanino-proteina soluble formado es netamente mas
sensible al calor y menos facil de adsorber por la bentonita (Ribéreau Gayon, 2003). Sin
embargo, se logré estabilizar con la misma dosis de bentonita de 40 g/HL, al igual que

los demas tratamientos.

6. CONCLUSIONES

Pese a los conocidos inconvenientes de la utilizacion de bentonita, este tratamiento sigue

siendo el mas eficaz para la eliminacién de proteinas causantes de los enturbiamientos.

El empleo de manoproteinas, enzimas f-glucanasas y taninos disminuye la proporcién
de proteinas presentes en el vino, pero no lo suficiente como para impedir la quebradura

proteica. Por lo tanto no es posible reemplazar a la bentonita con estos productos.

Bajas dosis de bentonita en combinacién con tratamientos alternativos estabilizan los
vinos Sauvignon blanc. De esta manera podria preservarse los aromas caracteristicos de

la variedad para zonas de climas calidos.

Los tiempos de procesamiento y la descarga de residuos al ambiente de la bentonita
sigue siendo una gran preocupacidn, debido a los significativos costos asociados a la
salud y seguridad laboral, como asi también a las responsabilidades y obligaciones
legales de la industria en materia de impacto ambiental. Por lo tanto la utilizacion de
productos que ayuden a disminuir su uso puede llegar a ser una alternativa valiosa en la

industria vitivinicola.
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ANEXO

8.1. Relacidn de la variacidon de turbidez con diferentes dosis de Bentonita

8.1.1. Tabla de datos y modelo ajustado:

Dosis ANTU Modelo
30 1,51 1,58
50 1,65 1,58
70 1,21 1,21
90 0,30 0,30
110 0,27 0,29
130 0,30 0,29

Tabla 1. Ensayo de diferentes dosis de bentonita aplicadas al vino

8.1.2. Procesamiento con Regresion No Lineal en Infostat.

Andlisis de regresion no lineal
Modelo VT alfa / (1+beta*exp (-gamma*Dosis))+delta

Variable N CMEtrror Sigma__AIC BIC Iteracién

VNT 6 0,01 0,07 -11,07 -12,11 2

Parametros Cota inf. Cota sup. Val.Ini. Estimacion E.E. T p-valor
ALFA -1E30 1E30 1,30 1,29 0,08 15,30 0,0042
BETA -1E30 1E30 2,0E-08 3,1E-10 1,1E-073,0E-03 0,9979
GAMMA -1E30 1E30 -0,24 -0,30 0,01 -54,58 0,0003
DELTA -1E30 1E30 0,28 0,29 0,04 6,88 0,0205

Matriz de correlacion de las estimaciones

ALFA BETA GAMMA DELTA
ALFA 1,00 0,62 0,22 -0,50
BETA 062 1,00 0,59 -0,01
GAMA 0,22 0,59 1,00 -0,15

DELTA -0.50 -0.01 -0,15 1,00
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8.2. Ensayos de los distintos tratamientos con variable respuesta dado por la variacién de
turbidez

8.2.1. Tabla de Datos

Tratamientos | Repeticiones ANTU
T 1 4,03
T 2 3,98
T 3 3,94

TA 1 3,07
TA 2 2,92
TA 3 2,83
M 1 3,19
M 2 3,03
M 3 3,14
E 1 2,83
E 2 2,67
E 3 2,69
B90 1 0,29
B90 2 0,15
B90 3 0,03

Tabla 2. Diseiio de Parcelas al Azar (k=5 y r=3)

8.2.2- Andlisis exploratorio de datos

Medidas resumen

Trat  Variable n Media D.E. CV_ Min Maiax
B90 VNT 3 0,16 0,13 83,06 0,03 0,29
E VNT 3 2,73 0,09 3,19 2,67 283
M VNT 3 3,12 0,08 2,62 3,03 3,19
T VNT 3 3,98 0,05 1,13 3,94 4,03
TA VNT 3 294 0,12 4,12 283 3,07
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8.3- Disefio de Parcelas Completamente al Azar con tres repeticiones

Hipétesis: Existe un efecto en la variacién de turbidez del vino segun el tratamiento que

se emplea

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV
VNT 15 1,00 0,99 3,79
Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 24,86 4 6,21 647,75 <0,0001
Trat 24,86 4 6,21 647,75 <0,0001
Error 0,10 10 0,01
Total 2495 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,26320
Error: 0,0096 gl: 10

Trat Medias n E.E.

B90 0,16 3 0,06 A

E 2,73 3 0,06 B

TA 294 3 0,06 B C
M 3,12 3 0,06 C
T 398 3 0,06

D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
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Figura 1. QQ-plot de los residuos del modelo.
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Figura 2. Residuos Estudentizados segiin predichos de ANTU

8.4. Andlisis Factorial 3x6 en una estructura de Parcelas Completamente al Azar con 3
repeticiones

8.4.1. Tabla de Datos

A B REP ANTU
TA 20 1 3,12
TA 20 2 3,07
TA 20 3 3,02
TA 30 1 3,08
TA 30 2 2,99
TA 30 3 2,97
TA 40 1 0,60
TA 40 2 0,63
TA 40 3 0,79
TA 50 1 0,51
TA 50 2 0,64
TA 50 3 0,57
TA 60 1 0,37
TA 60 2 0,33
TA 60 3 0,31
TA 70 1 0,14
TA 70 2 0,20
TA 70 3 0,18

M 20 1 3,23

M 20 2 3,20



eseclicsMeslicsMeslics Meslics Meolics Meslics Meslvs Meslies Mool kA kA A A A A A I A A A

20
30
30
30
40
40
40
50
50
50
60
60
60
70
70
70
20
20
20
30
30
30
40
40
40
50
50
50
60
60
60
70
70
70
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3,30
3,14
3,12
3,08
0,31
0,53
0,39
0,25
0,21
0,11
0,21
0,14
0,00
0,44
0,27
0,43
3,52
3,33
3,45
2,96
2,96
3,13
0,26
0,31
0,31
0,18
0,24
1,32
0,14
0,13
0,09
0,14
0,20
0,33
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8.4.2. Andlisis exploratorio de datos

Medidas resumen

A B Variable n Media D.E. Ccv Min Max
B 20 VNT 3 3,43 0,10 2,80 3,33 3,52
E 30 VNT 3 3,02 0,10 3,25 2,96 3,13
E 40 VNT 3 0,29 0,03 9,84 0,26 0,31
E 50 VNT 3 0,58 0,64 110.61 0,18 1,32
B 60 VNT 3 0,12 0,03 22,05 0,09 0,14
B 70 VNT 3 0,22 0,10 43,49 0,14 0,33
M 20 VNT 3 3,24 0,05 1,58 3,20 3,30
M 30 VNT 3 3,11 0,03 0,98 3,08 3,14
M 40 VNT 3 0,41 0,11 27,16 0,31 0,53
M 50 VNT 3 0,19 0,07 37,95 0,11 0,25
M 60 VNT 3 0,12 0,11 91.65 0,00 0,21
M 70 VNT 3 0,38 0,10 25,10 0,27 0,44
TA 20 VNT 3 3,07 0,05 1,63 3,02 3,12
TA 30 VNT 3 3,01 0,06 1,94 2,97 3,08
TA 40 VNT 3 0,67 0,10 15,17 0,60 0,79
TA 50 VNT 3 0,57 0,07 11,35 0,51 0,064
TA 60 VNT 3 0,34 0,03 9,07 0,31 0,37
TA 70 VNT 3 0,17 0,03 17,63 0,14 0,20

8.5. Disefio de Parcelas Completamente al Azar con tres repeticiones en un arreglo
factorial de 3x6

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2A] CV
VNT 54 099 098 13,14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 96,28 17 5,66 201,63 <0,0001
A 0,04 2 0,02 0,67 0,5191
B 95,37 5 19,07 679,05 <0,0001
A*B 0,87 10 0,09 3,10 0,0060
Error 1,01 36 0,03

Total 97,29 53

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13655
Error: 0,0281 gl: 36

A Medias n E.E.

M 1,24 18 0,04 A
E 1,28 18 0,04 A
TA 1,31 18 0,04 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,23770
Error: 0,0281 gl: 36

B Medias n E.E.

60 0,19 9 0,06 A

70 0,26 9 0,06 A B

50 045 9 0,06 B

40 0,46 9 0,06 B

30 3,05 9 0,06 C
20 325 9 0,06 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,51321
Error: 0,0281 gl: 36

A B Medias n E.E.
M 60 0,12 3 0,10 A
E 60 0,12 3 0,10 A
TA 70 0,17 3 0,10 A B
M 50 0,19 3 0,10 A B
E 70 0,22 3 0,10 A B
E 40 0,29 3 0,10 A B
TA 60 0,34 3 0,10 A B
M 70 0,38 3 0,10 A B
M 40 0,41 3 0,10 A B
TA 50 0,57 3 0,10 A B
E 50 0,58 3 0,10 A B
TA 40 0,67 3 0,10 B
TA 30 3,01 3 0,10 C
E 30 3,02 3 0,10 C
TA 20 3,07 3 0,10 C
M 30 3,11 3 0,10 C
M 20 324 3 0,10 C
E 20 343 3 0,10 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura 3. Residuos Estudentizados segin predichos de ANTU
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