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La presente ponencia pretende hacer algunas reflexiones sobre la clarificacion del
vino blanco a la luz de los conocimientos actuales que existen sobre e tema,
anadlizando las razones por las cuales se clarifica € vino y cuales son sus
consecuencias organol épticas.

Existen de hecho diferentes razones por las cuaes la clarificacion del vino blanco
es imprescindible [1], si bien la necesidad de evitar la quiebra proteica es quizés la
mas obvia (Figura 1). Ahora bien, el Unico sistema realmente eficaz para evitar la
quiebra proteica es la eliminacion de las proteina inestables, o que Unicamente se
puede conseguir con el tratamiento con bentonita o mediante ultrafiltracion (Figura 2)
[2,3]. Otros productos pueden ser excelentes clarificantes pero no protegen contra la
quiebra proteica[2].

No obstante, la clarificacion con bentonita es un proceso que afecta la calidad
sensoria del vino (Figura 3) . Al eliminar gran parte de los proteinas, €l vino pierde
estructuray untuosidad [4]. Ademas la bentonita afecta seriamente el aroma del vino,
ya absorbe directamente aromas [5] o0 indirectamente ya que las proteinas son
fijadores de aromas y a ser eliminadas del vino arrastran con ellas parte de los
aromas [6,7]. Ademas, |as proteinas son moléculas tensoactivas y se ha comprobado
gue son factores muy positivos para la espumabilidad y la persistencia de la espuma
de los vinos espumosos [8,9]. La aternativa de la ultrafiltracion también afecta
significativamente el aromay la untuosidad del vino [1,10].

El origen de las proteinas del vino es multiple, ya que pueden proceder de la
misma uva, de las levaduras por autolisis y de los productos de clarificacion o de los
coadyuvantes de tirage de naturaleza proteica (Figura 4). Por todo €llo, la fraccion
proteica de un vino estara condicionada por aspectos tales como la variedad vinifera,
el grado de madurez, €l sistema de vinificacion, la cepa de levadura, el tiempo de
contacto con laslias, ladosisy €l tipo de clarificante empleado, y el en € caso de los
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ViNos espumosos, por el tiempo de crianzay por el tipo y la dosis del coadyuvante de
tirage empl eado.

La metodologia més utilizada para el estudio de las proteinas del vino blanco esla
elctroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS). Esta metodologia permite
separar las proteinas en funcion de su masa molecular. En la figura 5 se muestra la
separacion habitual mediante este método de las proteinas de un vino blanco. En ella
se distinguen dos bandas. Una correspondiente a una masa molecular de 60 Kda 'y
otra correspondiente a una banda de 30 Kda. No obstante esta técnica es solo valida
para un analisis semicuantitativo, ya que la determinacion de la concentracion
mediante técnicas de andlisis de imagen son complgas y poco repetitivas. Ademas
estas técnicas son destructivas y no permiten recuperar las proteinas para futuros
andlisis complementarios.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado durante los dltimos afios una
metodologia para €l andlisis de la fraccion proteica de los vinos blancos mediante
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) de exclusion molecular, que permite la
separacion, recuperacion y andlisis de las proteinas del vino [11]. Este método
permite obtener cuatro picos bien definidos, los cuales pueden ser cuantificados y
recuperados. El posterior andlisis por PAGE-SDS de dichos picos muestra que €l pico
F2 corresponde a la banda de 60 Kda, mientras que €l pico F3 corresponde ala banda
de 30 Kda. El pico F1 corresponde a una masa molecular superior a los 100 Kda y
como veremos corresponde a polisacaridos y manoproteinas que no dan lugar a
ninguna sefial por e sistema de tincion de la PAGE-SDS. Por su parte el pico F4 es
masa molecular muy baja y su espectro sugiere que probablemente corresponda a
compuestos fendlicos.

El andlisis posterior de los picos F1, F2 y F3 por FPLC de intercambio cationico
dio lugar alos resultados indicados en la Figura 6. En ella se puede comprobar que el
pico F1 no fue retenido por la columna. El pico F2 dio lugar a un solo pico, por lo
gue podemos afirmar que se trata de una Unica proteina. Por su parte el pico F3 dio
lugar a multiples picos, por lo que se trata de un conjunto de proteinas de una masa
molecular similar y de diferente carga eléctrica. Estos datos quedan confirmados por
el posterior analisis mediante PAGE-SDS de dichos picos.

El andlisis mediante cromatografia de afinidad en una columna de Concanavalina
A, indica claramente que e pico F1 es de naturaleza glucidica (polisacaridos y
manoproteinas), mientras que los otros dos picos parecen no serlo (Figura 7).

Las proteinas inestables (Figura 8) son, segun algunos autores [12], aquellas de
baja masa molecular (12,6-30 Kda) y de bajo punto isoeléctrico (4,1-5,8). Ahorabien,
la bentonita elimina proteinas actuando por interaccion electrostética [11]. Por esta
razén elimina preferentemente aquellas proteinas que presentan mayor carga el éctrica
positiva en € vino, es decir aquellas proteinas de mayor punto isoel éctrico, que seran
aguellas que queden mas tiempo retenidas por la columna de intercambio catidnico
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(Figura 9). Por todo ello, para estabilizar un vino se necesitan normamente dosis
altas de bentonita[1,11].

Durante la vinificacion, las proteinas siguen una evolucion como la indicada en la
Figura 10 [13]. En ella se puede observar que desde el mosto al vino estabilizado hay
una continua disminucion, debida a la desnaturalizacion de las proteinas por accion
del etanol y de los compuestos fendlicos, asi como por su floculacién con la bentonita
durante el proceso de estabilizacion. Més concretamente, el andlisis de las proteinas
inestables por FPLC de intercambio cationico muestra todo lo dicho anteriormente.
Como se puede ver en la Figura 11, en las cinco variedades estudiadas [11,13], se
constata que las proteinas que desaparecen preferentemente son aquellas que poseen
mayor carga positiva en e vino, mientras que las inestables, las de menor punto
isoel éctrico, se ven menos afectadas por los tratamientos de estabilizacion. Por esta
razon en ocasiones hace falta una dosis de bentonita realmente elevada para
estabilizar el vino. Ahorabien, ¢como podemos saber la dosis mas adecuada®.

Para determinar la dosis de bentonita necesaria para estabilizar un vino, se utilizan
diversos criterios o tests de estabilidad (Figura 12) [14,15]. Se prepara un banco de
clarificacion en el que a diferentes tubos se afiaden dosis crecientes de bentonita o de
bentonita asociada a otros clarificantes. El posterior analisis de la turbidez, del color,
del indice de colmatacion y de la estabilidad proteica deberan ser los criterios de
decision de la dosis mas adecuada (Figura 13). El problema es que segun €l test
elegido, la dosis de bentonita necesaria puede variar [14,15].

Un estudio de Dubourdieu et a (1988) [14], muestra el andlisis de las proteinas del
vino en rama, comparado con las que restan en disolucion después de la realizacion
de los diferentes tests de estabilidad (Figura 14). Este estudio constata que el
bentotest y €l test del acido tricloroacético (TCA) dan lugar a una eliminacion
practicamente total de las proteinas del vino. Por € contrario, el test del tanino
enologico apenas afecta a las proteinas del vino. El test del calor por e contrario,
hace disminuir la concentracién de proteinas bastante pero menos que el bentotest o
el test del TCA.

Otro trabajo [15] que estudia comparativamente |os diferentes métodos existentes
muestra que efectivamente, e bentotest y el test del TCA dan lugar a una
sobreestimacion de la dosis de bentonita [1,14]. Por todo ello algunos autores [1,14]
postulan que el test del calor es el mas adecuado. Este método consiste en calentar el
vino a 80 °C durante 30 minutos y después enfriar. Si € incremento de la turbidez es
inferior a2 NTU, podemos considerar €l vino estable. [1,14].

La decision sobre la dosis a emplear de bentonita es muy importante, ya que como
ya se ha comentado afecta alos aromas, alauntuosidad y ala calidad de la espuma.

Segun algunos trabajos [5], la bentonita adosis de 50 g/hl puede eliminar el 7 % de
acetatos de alcoholes superiores, e 10 % del linaol, e 18 % del 2-fenil-etanal, y
porcentajes aun mayores de ésteres de acidos grasos y etanol (Figura 16).
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Otro aspecto a tener en cuenta, segun algunos autores [6,7], € tipo de bentonita
puede actuar eliminado un mayor 0 menor porcentae de ciertas substancias
arométicas [7]. Asi en solucion sintética tratada con 100 g/hl de diferentes bentonitas
se observa que €l grado de fijacion de beta-lonona puede variar entreel 5%y el 25
% (Figura 17). Por estarazon, un criterio de seleccion de la bentonita, tendria que ser
una baja fijacién de aromas.

Por otra parte, la accion fijadora de aromas de la bentonita parece ser mayor en
presencia de azlicares (Figura 18), por o que siempre sera mejor tratar vinos gque
mostos. EI mismo trabajo [7] confirma que la accién fijadora de aromas de la
bentonita se ve incrementada en presencia de proteinas, debido a gque estas son
fijadoras de aromas y por tanto a eliminarlas se arrastra un mayor porcentaje de
substancias vol&tiles [6].

Otro aspecto que afecta a la clarificacion con bentonita y que es especialmente
importante en la elaboracion de vinos espumosos es la calidad de la espuma [9].
Nuestro equipo de investigacion lleva ya varios afos estudiando la fraccion proteica
del vinoy su relacion con la calidad de la espuma del Cava.

La medida objetiva de la calidad de la espuma se puede realizar mediante la
utilizacion del Mosalux [16]. Este equipo permite, mediante la deteccion de la altura
de la espuma generada en un vino/cava por €l burbujeo de gas carbonico determinar
varios parametros que se correlacionan con la calidad de la espuma (Figura 19). Los
pardametros que se determina son tres:

HM: Es la altura maxima alcanzada por la espuma, que se asimila a la altura que
alcanzarala espumaen lacopaal servir €l cava.

HS. Eslaalturaen laque se estabiliza la espuma mientras se mantiene el burbujeo.
Se asimila ala persistencia de la coronay/o ala capacidad del vino de producir
una espuma estable.

TS. Es € tiempo que transcurre desde que se detiene e burbujeo hasta que
desaparece completamente la espuma. Se asimila a la estabilidad de la espuma
cuando la efervescencia decrece.

El estudio de la influencia de los clarificantes mas ampliamente utilizados en vino
blanco (Figura 20) nos muestra lo siguiente: La gelatina (3 g/hl) provoca un ligero
enriquecimiento en proteina que corresponde a la fraccion mas ligera (F3), lo cual
prueba que su utilizacién en solitario da lugar a un sobreencolado. El gel de silice (3
cl/hl), los alginatos (2 g/hl) y € tanino enolégico (2 g/hl) dan lugar a pequefias
disminuciones de la concentracion de proteinas. Por el contrario la bentonita (30 g/hl)
dio lugar a una drastica disminucion de la concentracion de proteinas, especialmente
marcada en las fracciones de 60 Kda (F2) y de 30 Kda (F3).
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El andlisis de la calidad de la espuma (Figura 21), muestra que lagelatina, €l gel de
silicey el tanino enol6gico apenas afectan la espumabilidad (HM) y la persistencia de
la espuma (HS). Los alginatos no modifican la espumabilidad (HM) pero en cambio
s que afecta la persistencia de la espuma (HS). Por ultimo, la dréstica reduccion de la
concentracion de proteinas que provoca la clarificacion con bentonita se traduce en
una clara disminucién de la espumabilidad (HM) i de la persistencia de la espuma
(HS).

La utilizacién conjunta de gelatina y bentonita, muy utilizada para clarificar los
vinos blancos, parece presentar un resultado interesante. La adicion previa de gelatina
parece gercer un efecto protector sobre las proteinas naturales ddl vino (Figura 22).
Aparentemente, la presencia de las fracciones de la gelatina que no floculan
inmediatamente actla reaccionando con la bentonita y disminuyendo parte de su
efecto eliminador de proteinas. Todo €llo se traduce en que si comparamos €l efecto
de la clarificacién con bentonita exclusivamente con la clarificacion conjunta con
gelatina y bentonita, se observa que esta Ultima es mucho mas respetuosa con la
caidad de la espuma (Figura 23), dando lugar incluso a niveles de HM
significativamente més altos. Este efecto probablemente este relacionado con €
hecho de que la bentonita también elimina lipidos por adsorcion, los cuales gercen
un efecto negativo sobre la espumabilidad [17].

De todo lo expuesto parece confirmarse la importancia de las proteinas para la
calidad de la espuma. Un experimento que confirma esta relacion se muestra en la
Figura 24. Un vino en rama, fue clarificado con una dosis muy alta de bentonita con
el propdsito de eliminar la mayor parte de sus proteinas. Paraelamente, € vino en
rama fue utilizado para purificar su fraccion proteica, la cual se utilizd para
reconstituir la composicion proteica del vino clarificado. Como se puede ver en la
Figura 24, esto fue perfectamente posible. Pues bien, a analizar los pardmetros de la
espuma de estos tres vinos (Figura 25), se confirmé que la bentonita, al eliminar las
proteinas, afectaba tremendamente a la espuma. Por e contrario € vino a que
reconstituiamos su fraccion proteica, recuperaba e incluso mejoraba la calidad de su

espuma.

En & caso concreto de la elaboracion del cava hay que tener también en cuenta
otros aspectos que afectan a la fraccion proteica y a la calidad de la espuma
Concretamente se trata de la autolisis de las levaduras, que tiene lugar durante €l
tiempo de permanencia de las lias en la botella. En la Figura 26 se muestra el analisis
de la fraccion proteica de un vino en rama, del vino clarificado con gelatina y
bentonitay del correspondiente Cava obtenido sin la adicion de coadyuvante alguno
tras 9 meses de crianza. En dicha figura se puede comprobar que entre el vino base y
su correspondiente Cava se produce una pequefia disminucién del conjunto de
proteinas. Esta disminucion puede ser atribuida a incremento de la concentracion de
etanol que tiene lugar durante |la toma de espumay gque puede desnaturalizar parte de
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las proteinas presentes. Es de destacar que no se detectd un incremento claro de
ninguna de las fracciones que pudiera ser atribuido ala autolisis de las levaduras.

En lo que respecta a la calidad de la espuma (Figura 27), s que se observo que la
persistencia (HS) y en mayor grado la espumabilidad (HM) se incrementaban
claramente entre e vino clarificado y su correspondiente Cava. Esta mejora de la
calidad de la espumatiene lugar a pesar del incremento de la concentracion en etanol,
negativo parala calidad de la espuma[16], y Sin que aparentemente se incremente la
concentracion en proteinas.

Para poder comprobar la importancia de la autolisis de las levaduras sobre la
liberacion de coloides nos planteamos € siguiente experimento. En un medio
sintético que reproducia € mosto, sin la presencia de coloide alguno, se inocularon
levaduras y se mantuvieron en contacto con € medio durante 100 dias.
Periddicamente se extrajeron muestras para €l andlisis de la fracciéon proteica. La
Figura 28 muestra |l os resultados obtenidos. Como se puede ver, las levaduras liberan
paulatinamente al medio coloides de masa molecular superior a 100 Kda (F1). El
analisis posterior de la fraccion F1 de este autolisado por electroforesis capilar dio
lugar también a la aparicion de dos picos mayoritarios (Figura 29) que se incrementan
con e tiempo de contacto con las levaduras. Finalmente, la Figura 30 muestra la
comparacion de |los correspondientes electroforegramas del |a Fraccion F1 de un vino
base y su correspondiente Cava. En ella se confirma que la toma de espumay la
crianza con lias dan lugar a una liberacion de coloides procedentes de las levaduras.

Ahora bien, ¢como afecta la autolisis de las levaduras a conjunto de la fraccion
proteicadel vinoy alacalidad de laespuma?. LaFigura 31 muestrala comparacion
entre la fraccion proteica de un vino en rama, del mismo vino clarificado con una alta
dosis de bentonita a fin de empobrecerlo en proteinas, y del mismo vino clarificado
después de enriguecerlo con un autolisado de levaduras obtenido en un medio
sintético. Como se puede ver la adicion de autolisado Unicamente incrementa las
fracciones de alta masa molecular. Por su parte, la Figura 32 muestra los parametros
de la espuma de los vinos precedentes. L os resultados son claros y se constata que la
adicion del autolisado incrementa la espumabilidad (HM) y la persistencia de la
espuma (HS).

De todo lo expuesto se puede deducir que durante la toma de espumay crianza del
cava, la autolisis de las levaduras libera a medio coloides de alta masa molecular,
gue detectamos en la fraccion F1 y que son positivas parala calidad de la espuma. No
obstante, el aumento de la concentracion de etanol comporta probablemente la
precipitacion por desnaturalizacion de algunas proteinas del vino, haciendo que en el
balance global no se observe un incremento de la concentracion de proteinas.

Otro aspecto a tener en cuenta en la elaboracion de vino espumosos mediante el
método tradicional, es que la utilizacion de coadyuvantes de tirage destinados a
facilitar el removido de las botellas antes del degliello, también afecta a las proteinas
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y a la espuma. Nuestros trabgjos muestran que la utilizacion de bentonita
exclusivamente, comporta una disminucion drastica de las proteinas (Figura 33). Asi
mismo, la utilizaciébn de bentonita como coadyuvante de tirage disminuye
enormemente la espumabilidad (HM) y la persistencia de la espuma (HS) (Figura 34).
Por €l contrario, las combinaciones de bentonita con alginatos, parece ser mucho mas
respetuosas tanto con lafraccién proteica como con la calidad de la espuma.

De todo lo expuesto se vuelve a confirmar que las proteinas, tanto las de origen
vegetal, como las liberadas por las levaduras participan en la calidad de la espuma.
Para confirmar esto las Figuras 35 y 36, muestran que existe una muy buena
correlacion estadistica entre la concentracion de proteinas y la espumabilidad (HM) y
la persistencia de la espuma (HS) tanto en vinos base como en Cavas. Esta
correlacion es especialmente significativa en €l caso de lafraccion de 30 Kda (F3).

Finalmente, la conservacion del vino blanco con las lias, parece g ercer también un
efecto muy positivo sobre la estabilidad proteica del vino. Ta y como muestran
algunos estudios [1,18], a conservar un vino en contacto con las lias, se incrementa
la estabilidad frente a la quiebra proteica. Concretamente la Figura 37 muestra que la
conservacion de un vino durante 11 meses en contacto con las lias dio lugar a que la
dosis necesaria de bentonita para estabilizar € vino disminuyera ala mitad [1] s se
utiliza como criterio €l test del calor. No obstante se debe tener en cuenta que el
bentotest reacciona con las manoproteinas dando lugar a resultados erroneos en este
tipo de vinos [1], debido a que € &cido fosfomolibdico reacciona con las
manoproteinas de las levaduras originando una sobreestimacion de la dosis necesaria.

Parece que son precisamente las manoproteinas liberadas por las levaduras las que
gercen este efecto estabilizador, ya que actian como coloides protectores e
incrementan la estabilidad del vino [1,19]. La Figura 38 muestra un gjemplo de dicho
efecto. Un vino enriquecido con 250 mg/l de manoproteinas necesita una dosis muy
inferior de bentonita para ser estabilizado.
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