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RESUMEN

Los vinos contienen cantidades variables de sustancias nitrogenadas, siendo las
proteinas las mas relevantes a pesar de estar presentes en una baja concentracion. La
importancia de las proteinas en el vino radica en su capacidad para producir turbidez,
generalmente una vez ha sido el vino embotellado, produciendo una depreciacion del

producto por parte del consumidor .

Durante muchos afios la generacion de turbidez proteica solo se relacionaba con
la cantidad de proteinas y a pesar de que es dependiente de estas, existen una serie de
factores no proteicos que influyen significativamente en la generacion de este tipo de
turbidez. Ademas, son muchas las investigaciones que tratan de encontrar una alternativa
eficaz a la bentonita, ya que, a pesar de ser el tratamiento mas comun para evitar la
generacion de la turbidez proteica, presenta una serie de desventajas relacionadas con la

cantidad de sedimento que genera y las pérdidas econdmicas que esto conlleva.

Para llevar a cabo la investigacion, se ha realizado una revision sistematica de
articulos cientificos consultando las bases de datos Elsevier, GoogleAcademy, Pumbed y
Scopus, teniendo en cuenta el afio de publicacion y el numero de citas. Siendo

seleccionados 34 articulos.

Se ha observado que la turbidez proteica presente en los vinos todavia no ha sido
descrita claramente y que existen factores que actualmente se desconocen, pero son
relevantes para la formacion de turbidez, ademas se han encontrado numerosas

alternativas eficaces a la bentonita, aunque la bentonita sigue siendo la técnica mas
utilizada actualmente.

PALABRAS CLAVE:

Proteinas, Turbidez, Inestabilidad proteica, Bentonita.
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ABSTRACT

Wine contains variable amounts of nitrogenous substances, with proteins
being the most relevant despite being present in low concentration. The importance
of proteins in wine lies in their capacity to produce turbidity, generally once the

wine has been bottled, producing a depreciation of the product by the consumer.

For many years, the generation of protein turbidity wasonly related to the
amount of proteins and although it is dependent on these, there are a series of non-
protein factors that significantly influence the generation of this type of turbidity. In
addition, there are many investigations that try to find an effective alternative to
bentonite, since, in spite of being the most common treatment to avoid the

generation of protein turbidity, it presents a series of disadvantages related to the
amount of sediment that it generates and the economic losses that this entails.

Inorder to carry out the research, a systematic review of scientific articles
was carried out by consulting the Elsevier, GoogleAcademy, Pumbed and Scopus

databases, taking into account the year of publication and the number of citations.
Thirty-four articles were selected.

It has been observed that the protein turbidity present in wines have not yet
been clearly described and there are factors that are currently unknown, but are
relevant to the formation of turbidity. Besides many effective alternatives to
bentonite have been found, although bentonite still the most widely used technique

at present.

KEY WORDS:

Proteins, Turbidity, Protein instability, Bentonite.
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1. INTRODUCCION

La turbidez causada por proteinas insolubles en vinos blancos, embotellados en
condiciones normales de almacenamiento, ha sido y sigue siendo actualmente un
problema para los endlogos, ya que la limpidez en este tipo de vinos es requerida por el

consumidor, en la Figura 1 se muestra esa falta de limpidez, ala izquierda se observa un
vino con turbidez proteica y a la derecha un vino clarificado y estabilizado.

Figura 1. Ejemplo de enturbiamiento proteico en vino blanco. Tomado de White wine

continuous protein stabilization. por Salazar Gonzalez F. N. (2007).

El proceso de enturbiamiento proteico se produce por la desnaturalizacién,
agregacion 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).

Estas proteinas formadoras de turbidez son principalmente proteinas relacionadas
con la patogénesis de la uva y son muy estables durante el proceso de vinificacion, pero
algunas de ellas pueden precipitar con el paso del tiempo y con unas condiciones

favorables como el aumento de temperatura, la presencia de taninos...etc.

Actualmente la practica mas extendida para la estabilizacion de las proteinas
consiste en la adicion de un clarificante, generalmente se emplea bentonita que es un
clarificante mineral que procede de la descomposicion de cenizas volcanicas.
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La importancia de este estudio se debe a que la precipitacion de proteinas
insolubles produce consecuencias considerables, en primer lugar, la utilizacion de
bentonita para la estabilizacion genera cuantiosas pérdidas econémicas a nivel global
llegando a los mil millones de ddlares anuales (Majewski et al., 2011), otro inconveniente
de la utilizacién de bentonita es que no es realmente especifica, de manera que con la
eliminacion de proteinas también se produce la eliminacion de otros compuestos
beneficiosos y compuestos aromaticos, reduciendo por tanto la calidad del vino
(Esteruelas et al., 2009; Jaeckels et al., 2017; Lambri, et al. 2013).

Ademas, esta preocupacion por la inestabilidad de las proteinas se va a ver
incrementada en los Ultimos afios con la presencia del cambio climatico, ya que el
aumento de las temperaturas y disminucion de las precipitaciones potencia el riesgo de

inestabilizacion de las proteinas presentes en el vino (Pasquier et al. 2021).

La estabilizacion proteica ha sido un tema de gran interés para numerosos investigadores,
el mecanismo de formacion de turbidez (Van Sluyter et al., 2015), asi como la
identificacion de las proteinas que intervienen en ella ha sido durante décadas objeto de
estudio, ademas durante los Gltimos afios también se han desarrollado estudios para
encontrar una alternativa eficaz a la bentonita (Batista et al,. 2010; Ribeiro et al., 2014;
Colangelo, et al., 2018; Dumitriu, et al., 2018), por los problemas que genera comentados
anteriormente, al igual que estudios que evidencian la presencia de factores no proteicos
que influyen de manera considerable en la formacion de turbidez proteica y que hasta
ahora no habian sido tenidos en cuenta (Ferreira et al. 2002; Batista et al,. 2010; Tabilo-

Munizaga et al., 2014.

De manera que mediante esta revision bibliografica se ha recogido informacion
sobre la turbidez proteica de los vinos blancos, todos los factores influyentes en su
aparicion, los métodos existentes para la cuantificacion de proteinas y determinacion de

la dosis de bentonita, asi como nuevas alternativas a la bentonita.

El objetivo de esta investigacion es, por tanto, analizar aquellos factores
influyentes en la formacién de turbidez proteica de vinos, asi como nuevas tecnologias
que permiten una mejora de la estabilidad proteica.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.DISENO
Para el desarrollo de este trabajo se ha realizado una revision sistematica de

articulos y documentos cientificos relacionados con las proteinas en los vinos. También
se han consultado libros para establecer un concepto general del tema a tratar.

2.2. ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA
Las bases dedatos utilizadas para la realizacion de la basqueda han sido: Elsevier,

GoogleAcademy, Pumbed y Scopus. Las palabras clave utilizadas para la basqueda han
sido : “wine protein”, “wine haze”, “protein instability”, “bentonite”, “proteins stability”,
“wine turbidity”.

2.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXTRACCION DE DATOS
Tras la primera busqueda el numero de articulos relacionados con el tema fue de

87, se realizd una seleccion en funcion del afio de publicacion, y la disponibilidad del
texto completo. Para proceder a la seleccion también se revisaron los abstracts y en caso
necesario los articulos completos con el fin de decidir si la informacion que contenian
estaba o no relacionada con el tema a desarrollar. Ademas, se tuvo en cuenta el nimero

de citaciones que presentaba cada uno de los articulos extraidos.

Teniendo en cuanta los aspectos anteriores, el nimero de articulos total que han

sido utilizados para la realizacién de esta revision bibliografica son 34.

2.4.ANALISIS DE DATOS
De los articulos se extrajo informacion sobre los autores, el afio de publicacion, la

fuente, el nimero de citas, la finalidad y resultados, y se elabord una tabla (Anexo 1) de
los articulos mas importantes, la cual facilitd tanto el desarrollo del trabajo, como las

busquedas para referenciarlos y la obtencion de una idea generalizada sobre el tema.
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3. RESULTADOSY DISCUSION
3.1. PROTEINAS DEL VINO

Las proteinas son biomoléculas formadas principalmente por carbono, hidrdgeno,
nitrégeno y oxigeno, ademas algunas de ellas también estan compuestas por azufre,

fosforo, cobre, hierro y zinc.

Existen dos principales tipos de proteinas atendiendo a su composicién. Las
proteinas simples u holoproteinas que son aquellas que estan compuestas exclusivamente
por aminoacidos, y las proteinas conjugadas o heteroproteinas que son aquellas
compuestas por aminoacidos y otras sustancias de naturaleza no proteica como lipidos
(lipoproteinas), glucidos (glicoproteinas), o grupos fosfato (fosfatoproteinas). Siendo las
glicoproteinas las principales proteinas termolabiles presentes en los vinos.

Se ha probado la existencia de una correlacion directa entre la tendencia a la
formacién de turbidez y la concentracion de proteinas y glicoproteinas, presentando

ambas perfiles electroforéticos casi superponibles (Fusi et al. 2010).

Atendiendo a su estructura tridimensional las proteinas también se pueden
clasificar en dos grupos: proteinas fibrosas cuya funcién principal es estructural y son
insolubles en agua, y las proteinas globulares las cuales tienen funciones de naturaleza

dinamica (de transporte, cataliticas...).

Las proteinas son consideradas polimeros lineales de a-L-aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos. Los péptidos son los compuestos formados por la unién de varios
aminoacidos mediante el enlace peptidico, y por tanto en funcion del ndmero de

aminoéacidos, los péptidos se pueden clasificar en:

- Oligopéptidos: numero de aminoacidos implicados es menor que 10.
- Polipéptidos: nimero de aminoacidos implicados es mayor que 10.
- Proteina: nimero de aminoacidos implicados es grande (entre 100 y 300), con

pesos moleculares mayores a 10 kDa.

Los enlaces peptidicos son enlaces covalentes de tipo amida estables, que surgen
de la condensacion del grupo o-carboxilo de un aminoécido y el o-amino de otro
aminoacido (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de un enlace peptidico entre dos aminoacidos. Tomado de Fundamentos

de bioquimica estructural (p. 92), por J.M.Teijén, 2006, Editorial Tébar.

En cuanto a la estructura de las proteinas, estas presentan un elevado peso
molecular que les confiere una estructura quimica compleja, han sido definidos cuatro
niveles de organizacién de las proteinas: estructura primaria, estructura secundaria,

estructura terciaria y estructura cuaternaria.

La estructura primaria es la secuencia de aminoacidos de la cadena polipeptidica,
la estructura secundaria corresponde con plegamientos de la cadena polipeptidica sobre
si misma a lo largo de un eje, pudiendo formar el denominado hélice o o conformacion
B. La estructura terciaria hace referencia al modo que tiene una cadena polipeptidica de
plegarse para formar un arrollamiento globular compacto. La estructura cuaternaria
corresponde con la disposicion tridimensional de las diferentes unidades polipeptidicas

que conforman una proteina.

Las proteinas son moléculas anfoteras, en el punto isoeléctrico (pl) deuna proteina
las cargas positivas y negativas son iguales, este factor es relevante ya que el pH del vino
estd muy cerca del punto isoeléctrico de muchas de las fracciones proteicas del vino,
punto en el que dichas proteinas son menos solubles; por lo que dependiendo del pH del
vino la carga de la fraccidn proteica sera positiva 0 negativa. Proteinas 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 de un pH de 4, el cual coincide con el punto
isoeléctrico de las proteinas del mosto de esa variedad (Batista et al. 2009). Esto demostro

un mecanismo isoeléctrico de precipitacion proteica.
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3.2.0RIGEN DE LAS PROTEINAS DEL VINO

Las proteinas delvino se han considerado durante mucho tiempo como una mezcla

de proteinas de uva y proteinas provenientes de la autolisis de levaduras (Ferreira et al.
2002).

3.2.1. Uva
En el hollejo de la uva como mecanismo de autodefensa se sintetizan una serie de
proteinas conocidas como “proteinas de defensa” o “proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRs) que son capaces de inhibir el desarrollo de ciertos organismos
patogenos, destacando las quitinasas y similares a la taumatina (TLM). Seran este tipo
de proteinas las principales relacionadas con la turbidez del vino (Ferrerira et al,.2002).

En la pulpa los compuestos nitrogenados representan el 25% del nitrogeno total
del grano de uva, en cantidades de 40 mM/L hasta 220 mM/L. El nitr6geno presente en
la pulpa podemos encontrarlo de dos formas: forma mineral o amoniacal que es la forma
facilmente asimilable por las levaduras y la forma organica compuesta de proteinas y
aminoacidos, con una baja concentracion de proteinas de 1,5 a 100 mg/L. Durante la

maduracion se produce un aumento de aminodcidos libres en la pulpa debido a un
descenso de proteosintesis o de formacion de proteinas (Hidalgo, J., 2010).

La cantidad de aminoacidos libres se vera incrementada por los tratamientos
fisicos de la vendimia (cosecha mecénica, despalillado, estrujado), ya que aumentara la

proporcion de proteasas solubles (Ribéreau-Gayon, P et al. 2003).

Las proteinas contenidas en la uva presentan un peso molecular de 15 a 25 kDa
para vendimias poco maduras y de 35 a 40 kDa para las mas maduras (Hidalgo, J., 2010).
Es importante destacar este aumento de proteinas extraibles relacionado con un aumento

dela madurez de lauva ya que esto supondra un aumento del potencial de enturbiamiento.

Las variaciones de contenido en proteinas que presentan los mostos son debidas
principalmente a aquellos factores que influyen en la acumulacion de nitrégeno total en
las uvas como son el clima, el suelo, las operaciones prefermentativas y la propia variedad
(Ferreira et al. 2002, Hidalgo, J., 2010). EI cambio climéatico es un nuevo factor que se
suma al aumento de la inestabilidad proteica, asi lo demuestra un estudio realizado por

Pasquier y colaboradores (2021) en el que se confirma que, con el aumento de las
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temperaturas y la disminucién de las precipitaciones durante la fase de maduracién de la

uva, tiende a potenciar el riesgo de inestabilidad proteica en los vinos.

3.2.2. Levaduras
Las levaduras afectan a la concentracion de proteinas de dos maneras: mediante
la transferencia de proteinas al vino por la autolisis de la levadura y/o debidoala presencia
de proteasas exocelulares en las levaduras que puede contribuir a la hidrolisis de las

proteinas de mosto.

3.3. FORMACION DE TURBIDEZ PROTEICA

La precipitacion de proteinas es un problema deturbidez en los vinos que se puede
prevenir eliminando aquellas proteinas de la uva que permaneces solubles tras el proceso

de vinificacion y eventualmente generan turbidez en vinos terminados.

Las proteinas sintetizadas durante la maduracién como mecanismo de defensa, es
decir las proteinas relacionadas con la patogénesis de la uva (PR), son capaces de persistir
durantetodoel proceso de elaboracion siendo las principales causantes de la inestabilidad
coloidal en el vino. La importancia de la presencia de proteinas en el vino radica en su
capacidad de precipitacion y formaciéon de lo que se conoce como turbidez o quiebra

proteica.

Las precipitaciones proteicas son principalmente de vinos blancos, puesto que el
contenido en taninos de los vinos tintos y rosados por la maceracién con los hollejos
permite la eliminacion de las proteinas inestables en las etapas de elaboracion del vino
(Hidalgo, J., 2010).

La precipitacion es consecuencia de la presencia de proteinas inestables, la
concentracién de este tipo de proteinas es mayor cuando se produce un sulfitado en la
maceracion prefermentativa y cuando se produce despalillado (si no se despalilla, los
taninos presentes en el raspdn son capaces de eliminar proteinas). Durante la etapa
prefermentativa de mostos estrujados la concentracion de proteinas se ve disminuida,
gracias a la accién de enzimas proteoliticas, que son capaces de hidrolizar las proteinas y

dar lugar a aminoacidos y péptidos que son asimilables por las levaduras.

Pero las proteinas inestables que proceden del mosto no son asimilables por las

levaduras, de manera que pasaran al vino terminado pudiendo producir una precipitacion
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0 quiebra proteica. Las proteinas inestables presentan una masa molecular de 10000 a
30000 Dalton y sus puntos isoeléctricos estan comprendidos entre valores de 4,1 a 5,8
(Hidalgo, J., 2010).

El mecanismo de formacién de turbidez todavia no ha conseguido explicarse de
una manera clara. De manera general, suele ser descrito en dosetapas, en la primera etapa
las proteinas se despliegan como respuesta a un estimulo, este estimulo generalmente se
describe como un aumento de la temperatura de almacenamiento (35-50°C) que puede
suponer la desnaturalizacion de las proteinas por eliminacion del agua, pero también
puede deberse a la presencia de taninos afiadidos o aportados por una crianza o por
contacto con el corcho de las botellas. La segunda etapa corresponde a la agregacion de
estas proteinas previamente desplegadas, y posterior floculacion, provocando una
turbidez visible. En la figura 3 se observa un esquema tipico de formacion de la quiebra
proteica en vinos.

Pero actualmente tras numerosas investigaciones de las proteinas formadoras de
turbidez, se propone la intervencion de tres etapas, que son el despliegue de las proteinas,
la autoagregacion de estas y la tercera etapa que corresponderia con la reticulacion de los
agregados. (Van Sluyter et al., 2015).

UVAS LEVADURAS (CLARIFICANTE)

N/
N

Calor l Taninos

Frio
Turbidez

t_,\ .

Precipitado

|

QUIEBRA
PROTEICA

<

Figura 3. Esquema de formacién de quiebra proteicaen el vino. Tomado de Enologia Practica
(p. 231), por J. Blouin, & Peynaud, 2004, Editorial Mundi-Prensa.
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3.4. IDENTIFICACION DE PROTEINAS

El aislamiento, separacién y caracterizacién de las proteinas de mostos y vinos
resulta una tarea dificil debido a su baja concentracién y a su fuerte interaccion con

polifenoles end6genos y otros compuestos no proteicos.

El primer paso para la caracterizacion de proteinas es la purificacion por dilisis
0 por columnas, en la mayoria de las técnicas. Las técnicas utilizadas son: la
Cromatografia liquida de la proteina rapida (FPLC) de intercambio idnico,
cromatoenfoque en FPLC, Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) ( Mierczynska-
Vasilev, et al., 2017; Marangon et al., 2012; Romanini et al., 2021; Di Gaspero et al.,
2017), cromatografia de exclusion por tamafio, cromatografia de afinidad, electroforesis
capilar (Dizy, M., y Bisson, L. F. 1999), enfoque isoeléctrico, transferencia de proteinas
y métodos inmunoldgicos.

Ademas, las proteinas del vino se pueden caracterizar aun mas utilizando
electroforesis en gel de poliacrilamida nativa (PAGE) y PAGE en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE (Jaeckels et al., 2017; Lambri et al. 2013), electroforesis
en gel bidimensional (2D-GE), nanocromatografia liquida de alta resolucién o nano-
HPLC y cromatografia liquida a nanoescala acoplada a espectrometria de masas en
tandem o nano-LCMS/MS (Colangelo, et al., 2018).

En el siguiente esquema se observa un flujo de trabajo habitual para la
caracterizacion de las proteinas, en el que estan incluidos las distintas técnicas
comentadas.
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Dialysis MJitrafiltration
Solvent precipitation
Salt precipitation

Size Exclusinn EPLC CE
Affinity HPLC HPCE
lon-Exchange Mano-HPLC IEF
Reverse-Phase 102D GE

Protein Digestion l l Intact Protein

ESl/
MALDI MALDI
Pepetide Profile Protein Profile

Figura 4. Flujo de trabajo tipico para la caracterizacion de las proteinasdel vino. Tomado de
White Wine Protein Instability: Mechanism, Quality Control and Technological Alternatives for
Wine Stabilisation (p. 3), por Cosme etal., 2020.

Con los métodos citados anteriormente se ha llegado a la conclusion de que las
clases mas abundantes de proteinas causantes de turbidez son quitinasas y las proteinas
similares a la taumatina (TLP), estas presentan un tamafio pequefio (< 35 kDa), son

compactas, y estan cargadas positivamente al pH del vino (Van Sluyter et al.,2015).

También se han identificado como formadoras de turbidez las proteinas de tipo -
glucanasas, aunque son mucho menos abundantes que las quitinasas y las TLP y no se ha
investigado su funcion ampliamente todavia. La presencia de estas proteinas de forma

mayoritaria lo podemos observar en la siguiente figura, ademas de sus pesos moleculares
(Figura 5).
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Figura 5. Perfil electroforético tipico de dos mostos de uva (CHA, chardonnay;SAB, Sauvignon
blanc). Tomado de Wine Protein Haze: Mechanisms of Formation and Advances in Prevention
(p. 4021), por Van Sluyter etal., 2015.

3.5. PRUEBAS PARA LA PREDICCION DE LA ESTABILIDAD PROTEICA
Para disminuir el riesgo de turbidez proteica una vez el vino ha sido embotellado,

se han desarrollado una serie de pruebas que permiten identificar el potencial de
formacién de turbidez que presenta el vino, ademas conocer este potencial permitira un
correcto ajuste en la dosis del tratamiento que evitara que se produzca la posterior
precipitacion de proteinas.

Existen varios tipos de pruebas que nos permiten evaluar la inestabilidad proteica
del vino, ademas de periddicas investigaciones que aportan nuevas metodologias de
evaluacion. Para todos los casos el vino se considera estable si el incremento de la
turbidez tras la realizacion de la prueba es inferior a2 NTU.

3.5.1. Prueba de estabilidad por calor
Es el métodomas utilizado en la industria vitivinicola para evaluar la inestabilidad

proteica, por ser considerado el mas fiable. No existe un método exacto de realizacion,
son diferentes los tiempos y temperaturas empleados para cada investigacion.
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El método se basa en el calentamiento del vino a una alta temperatura,
produciendo una desnaturalizacion de las proteinas y provocando por tanto su

precipitacion, formandose un precipitado con una composicion similar al precipitado
natural.

La técnica mas utilizada es la descrita por Pocock y Rankine (1973), que consiste
en calentar la muestra de vino durante 6 horas a 80°C, después enfriarlo durante 16 horas
a 4°C y posteriormente dejarlo a temperatura ambiente, necesitando un tiempo total para
la interpretacion de los resultados cercano a las 24 horas. Aunque también existen otras
técnicas como la del calentamiento durante 2 horas a 80°C y posterior enfriamiento en

hielo durante otras 2 horas (Marangon et al., 2012).

Ademas, el tiempo de enfriamiento es también un factor clave para la formacion
de la turbidez, ya que cuanto mayor sea el tiempo de enfriamiento, mayor sera la turbidez
formada (McRae et al., 2018).

Los ensayos comparativos indican que una prueba con dos horas de calentamiento

y tres horas de enfriamiento produce una turbidez similar o mayor que la prueba de calor
comunmente utilizada en la industria. (McRae et al., 2018).

Existe una variabilidad significativa en como se realiza la prueba y como se
interpretan los resultados, que afecta la confiabilidad de los resultados, por lo que a pesar
de ser una de las pruebas més utilizadas en la industria del vino y ser considerada una de
las mas fiables, no es realmente especifica y requiere de una generalizacion de los
tiempos.

3.5.2. Prueba TCA
La prueba del &cido tricloroacetico (TCA) se basa en la capacidad de este acido
para producir una precipitacion de las proteinas, consiste en la adicion de 1mL de una
solucion de TCA al 55% a 10 Ml de vino, y a continuacion calentar la muestra a 100°C
durante 5 minutos y dejar reposar durante 15 minutos antes de la medicién de turbidez.
(Hidalgo, J., 2010).

Esta prueba no permite una interpretacion de los resultados de forma satisfactoria,
ya que produce una sobreestimacion de la dosis de clarificante necesario, puesto que no

solo las proteinas inestables precipitan.
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3.5.3. Prueba de etanol
Esta prueba esta basada en la reduccion de la constante dieléctrica, lo que provoca

una reduccion de la solubilidad de las proteinas.

Consiste en la adicion del mismo volumen de etanol absoluto a un vino,
pudiendose formar turbidez, que serd& medida por nefelometria. Esta prueba, esta
influenciada por la concentracién de proteinas, pH, acido tartarico, y contenido en calcio,
lo que puede provocar diferencias en la formacion de turbidez en el vino (Esteruelas et
al., 2009; Cosme et al., 2020). Por lo tanto, se vuelve a sobreestimar el clarificante

necesario para la estabilizacion de las proteinas.

3.5.4. Bentotest
Se utiliza una solucion de acido fosfomolibdico en HCL que precipita la proteina

del vino al neutralizar la carga, lo que lleva a la agregacion con el ion molibdeno.

Se produce una precipitacion de la totalidad de las proteinas del vino, de manera

que al igual que las dos pruebas comentadas anteriormente, se sobrevalora la cantidad de
clarificante a utilizar.

3.5.5. Prueba con taninos
Consiste en la adicion de 1 mL de una solucién de taninos al 10% a 10 mL de

vino, la mezcla se calentara al bafio maria a 100 °C durante 2 minutos, observandose o no
turbidez al permanecer 15 minutos a temperatura ambiente.

Esta prueba se ve influenciada por otros factores como el pH, presencia de cobre,
hierro y potasio (Esteruelas et al., 2009). Por lo tanto, se trata de una prueba bastante

imprecisa y no permite una buena interpretacion de la dosis de clarificante a utilizar.

3.5.6. Electroneutralizacion
Los métodos tradicionales para evaluar la estabilidad proteica comentados
anteriormente, en su mayoria presentan tiempos de analisis muy largos, ademés de

presentar cierta imprecision puesto que en algunos no solo se provoca la precipitacion de
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proteinas, sino también de otros compuestos, produciéndose una sobreestimacion del

problema.

De manera que las desventajas que presentan los métodos tradicionales han

impulsado la busqueda de nuevos métodos de estabilizacion.

Uno deestos nuevos métodos esta basado en el analisis de la inestabilidad proteica
utilizando las caracteristicas de electro positividad de las proteinas al pH del vino. El test
(ProtoCheck) realiza la electroneutralizacién de las proteinas, una vez llegadas al punto
isoeléctrico se vuelven insolubles y determinan una turbidez medible. La muestra no

necesita ser filtrada ya que solo se evalua la turbidez antes y después de afiadir el reactivo
que provoca la electroneutralizacion (Celotti, 2005).

Asi pues, esta prueba presenta unos tiempos de analisis mas cortos, pero a pesar
de presentar una mayor especificidad, también existen interferencias que provocarian una

sobreestimacion de la dosis de clarificante.

3.5.7. Infrarrojo
Otra nueva metodologia para la medicion de inestabilidad proteica es la
espectroscopia infrarroja (Versari, et al., 2011). Para el desarrollo de este método se
utilizaron ciento once vinos blancos, a los que se les midieron los espectros del infrarrojo

cercano(NIR) y medio y se les realizaron pruebas de estabilidad térmica y coloidal
(adicion de etanol).

Este estudio demostrd que la turbidez de los vinos resultante de la adicion de

etanol podia predecirse a partir de los espectros de infrarrojo cercano de onda corta.

3.5.8. Método inmunoldgico de inmunoimpresion
Las pruebas que se utilizan generalmente para la deteccion de las proteinas

inestables estan basadas en la aplicacion de calor o en la utilizacién de precipitantes, como
ya se ha comentado anteriormente muchas de estas pruebas aportan resultados poco
fiables.

La Organizacién Internacional de la Vifiay el Vino en el afio 2017 (O1V-OENO

529-2017) aprobo la utilizacién de un método de inmunopresion que permite la deteccion
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de las proteinas inestables del vino, concretamente las proteinas como la taumatina y la
quitinasa en el vino a partir de una concentracion global de 1 mg/L.

La técnica consiste en la introduccion de la muestra de vino en una membrana de
nitrocelulosa, tras esta etapa se produce la deteccion de las proteinas inestables y por
ultimo el revelado de la presencia de proteinas inestables, la intensidad de las manchas
coloreadas observadas en la membrana es proporcional a la cantidad de proteinas

inestables y al riesgo de quiebra proteica del vino.

3.6. FACTORES NO PROTEICOS INFLUYENTES EN LA INESTABILIDAD

Aungue existe una gran diversidad la mayoria de las proteinas del vino estan
relacionadas estructuralmente y han sido identificadas como proteinas relacionadas con
la patogénesis (PR), estas derivan de la uva como se ha comentado anteriormente y son

capaces de resistir a los procesos de vinificacion, debido a si resistencia a la protedlisis y
al pH de los vinos.

A pesar deesto, y aunque es dependientede las proteinas, la formacion deturbidez
en el vino también depende de una serie de factores no proteicos, que a menudo son
considerados como “Factor X” (Ferreira et al. 2002; Batista et al. 2010; Tabilo-

Munizaga et al., 2014), algunos de los mas relevantes son definidos a continuacion.

3.6.1. pH
Varias investigaciones que han utilizado tanto vinos naturales, como soluciones
modelo sugieren que el pH del vino juega un papel fundamental en la formacion de

neblina del vino dependiente de las proteinas ( Batista et al., 2009; Lambri et al. 2013).

Lambri et al., (2013) estudiaron la tendencia a la formacion de turbidez en un vino
blanco afectado por un pH que oscilaba entre 3,00 y 3,6 y se concluy6 que los vinos con
un pH mas bajo presentan una mayor estabilidad térmica, ya que no se produjo formacion
de turbidez aun superando los 70°C. Ademas, el aumento de pH se caracterizd por un
cambio progresivo en la temperatura de formacion de turbidez de 50-60 °C a 70-80 °C.
De manera que se demostrd que el valor del pH juega un papel fundamental en la
formacién o no de turbidez proteica.
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Se observo también que la mayoria de las proteinas estaban glicosiladas, una
caracteristica que se ha especulado que tiene una influencia en la solubilidad diferencial
de las proteinas del vino en respuesta al pH (Lambri et al. 2013).

3.6.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son considerados otro de los factores no proteicos
potencialmente implicados en la formacion de turbidez.

El objetivo de alguna investigacion ha sido el de la identificacion y cuantificacion
de polifenoles presentes en el precipitado natural de un vino blanco. (Esteruelas et al.,
2011).

En la investigacion de Esteruelas y colaboradores (2011) se utilizaron tanto la
cromatografia de alta resolucion (HPLC) como cromatografia de gases(CG) para la
identificacion y cuantificacion de compuestos fenodlicos, y se concluyd que a pesar la
dificil identificacion de estos compuestos si gque estan presentes en una concentracion

bastante significativa en el precipitado natural de un vino, por lo que se sugiere que estén
involucrados en el mecanismo de aparicion de la turbidez proteica.

3.6.3. Sulfuroso
La utilizacion de diéxido de azufre ha sido también relacionada con la formacién
de turbidez proteica.

Diferentes investigaciones han comprobado esta relacion (Chagas et al. 2016;
Chagas, et al., 2018). En ambos casos los resultados indican un papel modulador del SO2
en la formacién de la precipitacion proteica del vino blanco. Dado su rango de
concentraciones efectivas, muy por debajo de la concentracion maxima permitida en los
vinos, el SO2 puede considerarse como un candidato para el factor no proteico que induce

la agregacion proteica del vino blanco.

De manera que se demuestra la existencia de factores no proteicos influyentes en
la formacion de turbidez, algunos de ellos ya han sido claramente identificados, como los

comentados anteriormente.
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3.7.CLARIFICACION CONBENTONITA

El tratamiento mas utilizado en la industria vitivinicola para conseguir la

estabilizacion del vino y prevenir la formacion de turbidez proteica después del

embotellado es el tratamiento con bentonita.
La bentonita es un clarificante mineral que procede de la descomposicion de

cenizas volcanicas, fue descubierta en el afio 1888 en el estado de Wyoming (U.S.A).

Se trata de una arcilla perteneciente a la familia de las montmorillonitas. Las

arcillas presentan la siguiente formula: Al203 - SiO2 - nH20, aunque las montmorillonitas
presentan la siguiente: Na,Ca)o,3(Al,Mg)2SisO10(OH)2 -nH20?!, donde se observa la

presencia de magnesio.
La bentonita se compone de al menos un 75 % de montmorillonita (Jaeckels et al.,
2017) y presenta estructura dioctaedrica, presentando cada hoja dos series de tetraedros,

donde se intercalan octaedros, como podemos observar en la Figura 6. Presenta una carga

negativa en toda su superficie, excepto en el borde que es positiva.
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Figura 6. Estructura laminar de la bentonita. Adaptado de Tratado de Enologia Tomo Il

(p.1312), Hidalgo, J. (2010) Editorial Mundi-Prensa.
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Existen diferentes tipos de bentonita: &cidas, sddicas, calcicas y magnésicas.
Todas ellas presentan la capacidad de expandirse en ambientes humedos y disminuir por

tanto la permeabilidad de la superficie.

La clarificacion de bentonita implica la dispersion del adsorbente y la adsorcion
delos solutos y la sedimentacion del complejo formado entre el adsorbentey el adsorbato.
La bentonita elimina las proteinas por interaccion electrostéatica, formando complejos que

pueden eliminarse por filtracion.

La adsorcion de las proteinas por la bentonita es dependiente del punto
isoeléctrico(pl) de las proteinas y del pH del vino. Generalmente el pH del vino esté cerca
del puntoisoeléctrico dela mayoria de las proteinas, pero siel pH delvino esta por encima
del punto isoeléctrico, la carga neta de la fraccion serd negativa por lo que las proteinas
se uniran electrostaticamente a aquellos clarificantes que estén cargados positivamente;
dela misma forma cuando el pH del vino es mas bajo que el pl, la carga neta de la fraccion
sera postiva, y las proteinas reaccionaran con los clarificantes cargados negativamente
como la bentonita. Esta relacion explica el por qué algunos vinos se estabilizan facilmente

con una dosis especifica de bentonita, mientras que otros vinos no.( Zoecklein etal.,2005)

Generalmente en la industria vitivinicola se utiliza bentonita sédica con mayor

frecuencia que la célcica, por su mayor potencial de hinchazén.

El tratamiento en bodegas con bentonita para prevenir la precipitacion de
proteinas es el mas extendido, las dosis son variables, pero para aquellas proteinas que
presenten un eso de entre 15000 y 35000 Dalton (principales causantes de la turbidez en
vino), la adicion de 40-60 gramos/HI seria suficiente, y para eliminar aquellas proteinas
que presenten un peso molecular de entre 40000 y 100000 Dalton, las dosis de bentonita
deberian ser superiores a 80 g/HI. (Hidalgo, J., 2010).

La aplicacion de la bentonita es sencilla, el primer paso es la hidratacion de la
bentonita en diez veces su volumen en agua, se deja reposar de doce a veinticuatro horas
y tras una agitacion previa se introduce al mosto o vino a tratary se deja asentar. (Blouin,
J., y Peynaud, E. 2004).

El asentamiento es lento pudiendo ser superior a una semana, por lo que es
considerado un tratamiento largo, suponiendo esto uno de los principales inconvenientes

de su utilizacion, ademas otro inconveniente de la bentonita es que su sedimento o “lias”
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supone entre un 5y un 10% del vino tratado, provocando por tanto pérdidas bastante
significativas, se ha estimado que la clarificacién con bentonitasupone unas pérdidas para
la industria vitivinicola global de mil millones de ddlares. (Marangon et al., 2012;
Jaeckels et al., 2017; Mierczynska-Vasilev et al., 2017).

Otro inconveniente de la utilizacién de bentonita es que no presenta especificidad
de adsorcion, de manera que no solo serdn eliminadas las proteinas causantes de turbidez,
sino que también seran eliminados otra serie de compuestos beneficiosos, reduciendo por
tano la calidad del vino (Esteruelas et al., 2009; Jaeckels et al., 2017).

Una investigacion realizada por Jaeckels y colaboradores (2017) sobre la
eliminacion de proteinas mediante el tratamiento con NaCa-bentonita, demostro
empleando la electroforesis de SDS_PAGE que las quitinasa fueron adsorbidas
satisfactoriamente (96%), pero diferentes isoformas de TLP mostraron un
comportamiento de adsorcion variable, desde ninguna reduccion hasta un 98%. Por lo
que es importante comprender las caracteristicas individuales de las posibles proteinas
relacionadas con la turbidez porque no todas son eliminadas con la misma eficacia.
Ademas, la utilizacién de bentonita puede eliminar directamente algunos compuestos
aromaticos, afectando directamente a las propiedades organolépticas del vino (Lambri, et
al., 2013).

Un estudio realizado por Di Gaspero y colaboradores (2017) confirmé esta
hipdtesis, observando que una proteina principal del vino, la VVTLL (similar a la
taumatina), es capaz de unirse a diferentes ésteres etilicos, siendo estos contribuyentes
sustanciales al aroma del vino. De manera que, al interactuar con las proteinas, la
utilizacion de la bentonita para eliminarlas supondria una alteracién negativa del aroma
del vino. Por lo que seria mas favorable la utilizacion de la bentonita antes de la
produccion de compuestos aromaticos en la fermentacién, es decir la utilizacion de
bentonita en mostos seria mas recomendada para evitar la eliminacién de compuestos

aromaticos.
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3.8. ALTERNATIVAS A LABENTONITA

Actualmente son muchas las investigaciones que estudian técnicas alternativas a
la bentonita, por las desventajas asociadas a la utilizacion de esta comentadas

anteriormente.

3.8.1. Acidos organicos
Los acidos organicos son capaces de formar enlaces con otros compuestos del
vino, incluidas las proteinas. El efecto de los &cidos tartarico, malico, succinico, citrico y
gluconico sobre la estabilidad proteica ha sido estudiado, obteniéndose resultados
favorables. (Batista et al, 2010).

Los resultados obtenidos por Batista y colaboradores (2010) de la aplicacion de
los cinco &cidos diferentes concluyen que si que tienen un efecto estabilizador sobre el
potencial de turbidez, esto puede deberse a dos causas, la primera es la de que los acidos
organicos presentan una carga negativa al pH del vino, de manera que interacttan con las
proteinas cargadas positivamente, y esto impide la interaccion de las proteinas con el
denominado “Factor X, es decir, la interaccion con los acidos organicos, impide que las
proteinas interaccione con los compuestos que realmente provocan su precipitacion ; la
otra posible causa es la de que los acidos organicos que permanecen en forma libre,
también son capaces de interactuar con el “Factor X” eliminandolo de la solucién en

forma de precipitado.

Por tanto, se concluye que los acidos organicos pueden ser considerados como un
factor modulador del potencial de turbidez, ademas de apoyar al mismo tiempo la

hipotesis de la existencia de un Factor X.

3.8.2. Enzimas proteoliticas
La utilizacion de enzimas proteoliticas como alternativa a la bentonita ha sido
investigada en numerosas ocasiones, debido a su capacidad para la degradacion de las
proteinas inestables, pero ninguna de las investigaciones anteriores consigui6 eliminar
eficazmente las proteinas relacionadas con la patogénesis del vino debido a su alta
resistencia a la protedlisis y a las desfavorables condiciones de temperatura en

vinificacion para la actividad enzimatica.
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No obstante, una proteasa de grado alimenticio fue probada por Marangon y
colaboradores (2012) como tratamiento eficaz contra la degradacion de proteinas, se trata
de una mezcla de Aspergilopepsina |1 y Il (AGP), activa al pH del vino y a altas
temperaturas.

En el estudio de Marangon y colaboradores (2012) se utilizaron dos mostos de
uva de diferentes variedades (Chardonnay y Sauvignon blanc) clarificados, a los que se
les afiadid AGP, con y sin tratamiento térmico (75°C durante 1 minuto), se utiliz6 una
bentonita de sodio-calcio para el tratamiento control y la concentracion de proteinas fue

determinada mediante HPLC.

La adicion de AGP durante la fermentacion supuso una disminucion de la
concentracion de proteinas de hasta un 20%, pero ademas la combinacion de AGP y
tratamiento térmico elimino casi por completo la cantidad de proteinas(quitinasa y
taumatina). Fue evaluado también el perfil sensorial del vino resultante, obteniendo

resultados positivos para el ensayo con AGP y pasteurizacion instantanea.

De manera que la utilizacion de AGP combinado con un tratamiento térmico a
corto plazo obtuvo un resultado ventajoso frente a la bentonita, ademas se evalto también
un posible ahorro econdémico de la utilizacion de la técnica estudiada, por consiguiente,

mediante este estudio qued6 manifestada una alternativa prometedora a la bentonita.

3.8.3. Manoproteinas
El tratamiento de los vinos con manoproteinas de levadura fue autorizado por la
Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV)en 2005.

El uso de manoproteinas para mejorar la estabilidad de las proteinas del vino, asi
como su calidad sensorial y sensacion en boca ha sido también evaluado como alternativa
a la bentonita (Ribeiro et al., 2014).

Mediante esa investigacion se valor6 la efectividad de 11 manoproteinas
comerciales con diferente composicién quimica de azucares y contenido proteico para la
estabilizacion de proteinas deun vino blanco, mediante prueba decalor y prueba de TCA.

Se observd que aquellas manoproteinas que presentaban una mayor proporcion de
manosa Y glucosa resultaron mas eficientes para la estabilizacion del vino blanco.
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Ademas, el uso de manoproteinas mantuvo las caracteristicas sensoriales delvino,

e incluso mejorandolas. (Ribeiro etal., 2014).

De manera que el uso de manoproteinas puede considerarse una alternativa eficaz

para la estabilizacion.

3.8.4. Alta presion hidrostatica
La utilizacion de altas presiones hidrostaticas (HHP) es ya algo comin en
industrias agroalimentarias para la conservacion y esterilizacién de los alimentos. En la
industria vitivinicola también ha sido estudiado el uso de altas presiones hidrostaticas

para aumentar la estabilidad proteica. (Tabilo-Munizaga et al., 2014).

El vino tratado con HHP presenté una disminucion del diéxido de azufre libre y
total, ademas a 450 MPa la estructura a-hélice de las proteinas se vié disminuida, lo que
podria estar relacionado con las interacciones intermoleculares de las proteinas y otros
compuestos no proteicos (Factor X). (Tabilo-Munizaga et al., 2014). Ademas, un
aumento de la entalpia de fusion y de temperatura de fusion podrian mejorar la estabilidad
térmica y retrasar la turbidez.

Por lo que se concluye que la utilizacién de una alta presion hidrostatica podria
ser una alternativa a la bentonita, aunque serian necesarios mas estudios para valorar que

intensidad de tratamiento seria la 6ptima.

3.8.5. Nanotecnologia
La nanotecnologia es considerada una ciencia con muchas aplicaciones
potenciales en los campos de la medicina, industria alimentaria y de bebidas. En la

industria vitivinicola son varias las investigaciones que han utilizado este tipo de
tecnologia para la prevencion de la turbidez proteica en vinos blancos.

Una técnica investigada para la eliminacion de las proteinas relacionadas con la
patogénesis de los vinos ha sido la de la utilizacion de nanoparticulas magnéticas
recubiertas con plasma de &cido acrilico (Mierczynska-Vasilev et al., 2017), esta técnica
evallo el contenido de proteinas en nueve vinos de diferentes variedades, antesy d espués
del tratamiento con nanoparticulas magnéticas recubiertas y no recubiertas de acido

acrilico, ademas se evallo también el contenido fendlico antes y después del tratamiento
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con nanoparticulas magnéticas recubiertas, asi como los tiempos de acondicionamiento

del vino y deposicion del plasma.

Tras la realizacion de la investigacion se concluyd que la utilizacién de un poder
de disposicion del plasma de 10 W durante un tiempo de diez minutos y otros diez

minutos de acondicionamiento en vino suponen la condicién optima para la eliminacion
de las proteinas, ademas de no verse afectado el contenido fendlico de los vinos.

De manera que la utilizacion de esta técnica fue considerada rapida puesto que
recorta enormemente los tiempos de tratamiento con respecto a la bentonita, ademés de
ser mas selectiva. Por lo tanto, esta investigacion mostr6 con contundencia los beneficios
de la utilizacion de nanoparticulas magnéticas recubiertas de &cido acrilico con respecto

a los beneficios de la utilizaciéon de bentonita.

La utilizacion de nanomateriales mesoporosos también ha sido evaluada para la

prevencion de la turbidez proteica (Dumitriu, et al., 2018).

Fueron estudiadosdosnanomateriales mesoporosos por Dumitriu y colaboradores
(2018), uno de composicién movil de materia (MCM) y otro con el tamafio de poro mas
grande (SBA-15), ambos nanomateriales fueron agregados a los vinos (Pedro Ximenez y
Muscat Ottonel) los cuales no habian sido sometidos todavia a fermentacion malolactica,
tras la adicion se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min y se procedio al analisis,

ademas se utilizé bentonita de sodio como método control.

Los tratamientos con nanomateriales produjeron una disminucion de la turbidez
mayor que con la utilizacion de bentonita y previnieron la formacion de turbidez. El
tratamiento con bentonita presentd la mayor reduccion de polifenoles totales y de ésteres
etilicos, y la concentracion final de volatiles no pudo ser comparada ya que parecia

depender del vino en cuestion y no del tratamiento utilizado.

De manera que esta investigacion aporto otra alternativa eficaz a la bentonita, aunque se
requeririan mas estudios para comprender el origen de las proteinas involucradas en la

asociacion con nanomateriales.
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3.8.6. Quitosano
El quitosano permitido en la industria vitivinicola es el extraido del micelio del

hongo Aspergillus niger, utilizado principalmente para el control de Brettanomyces y para
la eliminacion ocratoxina A.

La utilizacion de quitosano como alternativa a la bentonita también ha sido
probada en los ultimos afios (Colangelo, et al., 2018). La adicion de 1 g/L de quitosano
al vino, supuso un agotamiento de las quitinasas y una reduccion significante de las
proteinas mas estables, las similares a la taumatina, ademas se observo también una

reduccion de la turbidez tras el tratamiento con quitosano.

De manera que el quitosano podria ser una manera eficaz para la eliminacion de

quitinasas, como alternativa a la bentonita, ademas los compuestos aromaticos
fermentativos no fueron reducidos por la adicion de quitosano.

3.8.7. Semillas de uva
La interaccion tanino — proteina puede tener como resultado la precipitacion, los
taninos hidrolizables se unen a las proteinas por interacciones hidréfobas, mientras que
los taninos condensados se unen mediante enlaces de hidrogeno. El gradode precipitacion
depende de la variedad de uva y el momento de aplicacion , por lo que algunos en6logos

realizan adiciones durante la fermentacion , pudiendo ayudar a la estabilizacién de
proteinas

La utilizacion de semillas de uva para reducir la formacion de turbidez en vinos
blancos ha sido estudiada por Romanini y colaboradores (2021), a pesar de que los
resultados no fueron tan favorables como la alternativa anterior si que fueron observados
ciertos beneficios con respecto a la bentonita.

Las semillas de uva contienen cantidades significativas de taninos condensados.
Fueron evaluados dos vinos blancos (Semillon y Sauvignon blanc) a los que se afiadieron
polvo de semillas de orujo de uva Chardonnay sin fermentar (GSP), en dos
concentraciones 7,5 g/L y 15 g/L, se realiz6 una maceracion durante 1 h y posteriormente
ambos vinos fueron trasegados y fermentados. Se utilizd bentonita activada con sodio
para los vinos control.
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Fueron cuantificadas las proteinas formadoras de turbidez mediante UHPLC,
ademas de la composicion y el color del vino utilizando un analizador infrarrojo (FOSS),
polisacéridos y &cidos organicos mediante HPLC, ademéas de una evaluacion sensorial
por expertos.

Los resultados demostraron una eficacia de los tratamiento con GSP para reducir
las proteinas relacionadas con la patogénesis del vino hasta en un 57 %, ademas de una
reduccion de la inestabilidad térmica de hasta un 80%, a pesar de esto la concentracion
de proteinas para ambos casos fue la suficiente para la generacion de turbidez, también
se vieron incrementados aspectos sensoriales negativos como un aumento de viscosidad,
astringencia, amargor e intensidad de color amarillento, aunque favorablemente se vieron
incrementados los aromas tropicales.

De manera que esta alternativa requiere mas ensayos para posicionarla como una
buena alternativa a la bentonita, o para poder utilizarlo simultdneamente y poder obtener

los beneficios de ambos tratamientos.

Actualmente la OIV aprueba la utilizacion de los siguientes tratamientos para la
estabilizacién proteica: bentonita, quitosano, utilizacion glucano-quitina. (Resolucion
OENO 06/2016).
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4. CONCLUSIONES

En definitiva, la revision sistematica pone de manifiesto que la turbidez proteica
presente en los vinos, a pesar de haber sido uno de los mayores problemas en la industria
vitivinicola durante muchos afios, sigue siéndolo al no determinarse con claridad los

factores y mecanismos de su origen.

La presencia del denominado “Factor X o factores no proteicos influyentes ha
sido demostradaen numerosos estudios, aunque requiere de una mayor investigacion para
definir con exactitud todos los parametros que contribuyen a la precipitacion proteica y
asi poder evitar que esto suceda.

Actualmente no existe una alternativa a la bentonita que sea igual de eficaz y
barata, sin embargo, el uso de taninos, manoproteinas y enzimas combinados con
bentonita puede ayudar a reducir su dosis y minimizar los efectos negativos relacionados

con su aplicacion.

Se siguen realizando investigaciones para descubrir una alternativa a la bentonita
que sin duda son prometedoras, como la nanotecnologia, las manoproteinas, la alta
presion hidrostatica o la utilizacion de semillas de uva, por lo que en un futuro cercano la
reduccion de uso de bentonita sera una realidad.
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6. ANEXOI

En la siguiente tabla estan recogidos por orden cronoldgico los articulos mas relevantes utilizaos la realizacion de la revision

bibliografica
Tabla 1. Resumen bibliogréafico por orden cronolégico.
TITULO AUTORES | ANO | CITA PALABRAS RESUMEN REVISTA
CLAVE
White Wine Protein Dizy, M., & 1999 46 Protein andlisis In this study, capillary zone electrophoresis was | American Journal
Analysis by Bisson, L. F Haze evaluated as a method for the analysis of wine Enology and
Capillary Zone Capillary proteins. Viticulture
Electrophoresis electrophoresis Protein peaks were found to be sensitive to
proteases, suggesting that wine proteins are not
intrinsically resistant to degradation by
proteases. Staining induced by heat/cooling
treatment stripped the wines of their protein
content. Capillary zone electrophoresis
represents an excellent tool in the analysis of
wine proteins and has the potential to
differentiate wine varietals.
The wine proteins | Ferreira, R.B., | 2002 | 261 Proteins Wine proteins are structurally related and have Food Science &
Picarra- Turbidity been identified as pathogenesis-related proteins Technology
Pereira, M. A., Factors of non- (PR), which are derived from the pulp and
Monteiro, S., protein origin survive after vinification due to their resistance
Loureiro, V. Bentonite to low pH and proteolysis. Wine turbidity is
B., & Teixeira, protein-dependent, but is also related to factors
A.R. of non-protein origin such as polyphenols, pH

and polysaccharides.




Characterization of | Esteruelas, M., | 2009 87 Haze proteins Ina study where the natural precipitate of a Food Chemistry
natural haze protein | Poinsaut, P., Electrophoresis Sauvignon Blanc was analyzed by FPLC,
in sauvignon white | Sieczkowski, FPLC electrophoresis and MALDI TOF/TOF, the
wine. N., Manteau, MALDI-TOF/TOF | thaumatin-like protein and two new proteins that
S., Fort, M., had not been described before as components of
Canals, J., & haze were described: b-(1-3)-glucanase and
Zamora, F. ripening-related protein grip22 precursor.
The complexity of Batista, L., 2009 74 Wine proteins Using an Arinto wine with a natural composition Food Chemistry
protein haze Monteiro, S., Haze of 280 mg/L of proteins, several heat stability
formation in wine. Loureiro, V. Turbidity tests were performed at pH 2.8 to 3.6.
B., Teixeira, pH The presence of factor X (one or more low
A R, & Factor X molecular weight components that sensitize
Ferreira, R. B. proteins to heat-induced denaturation) was
observed.
Minimal turbidity was also observed at pH 7, but
this increases at higher and lower pHs.
Wine hazing: A Fusi, M., 2010 27 Wine proteins and This study presented a two-step method for Food Control
predictive assay Mainente, F., glycoproteins separate recovery of proteins and glycoproteins
based on protein and Rizzi, C., KDS from wine, useful for their quantification and
glycoprotein Zoccatelli, C., Electrophoresis analysis, and showed a direct correlation
independent & Simonato, Protein between turbidity and protein concentration and
recovery and B. quantification protein/glycoprotein relation.

quantification.

Wine haziness
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Protein haze Batista, L., 2010 45 Organic acids In this study, the effect of five common organic Food Chemistry
formation in wines Monteiro, S., Haze acids in wine on protein turbidity potential was

revisited. The Loureiro, V. X factor evaluated.
stabilising effect of B., Teixeira, Wine proteins The acids used for the study were tartaric, malic,

organic acids AR,& Tartaric acid citric, succinic and gluconic acids.

Ferreira, R. B. Overall, the results obtained indicated that
organic acids exhibit a stabilizing effect on the
turbidity potential of wine proteins.

Heating and Marangon, M., | 2010 56 Protein In this study, proteins and tannins were separated | Analytica Chimica
reduction affectthe | Vincenzi, S., Tannin from the same unrefined Pinot grigio wine. Acta
reaction with tannins | Lucchetta, M., Hydrophobicity The wine proteins were fractionated by

of wine protein & Curioni, A. Thaumatin-like hydrophobic interaction chromatography (HIC).
fractions differing in proteins A significant correlation was observed between
hydrophobicity Chitinases the hydrophobicity of the wine protein fractions
and the turbidity formed after reacting with the
wine tannins.
Phenolic compounds | Esteruelas, M., | 2011 40 Phenolic Phenolic compounds may be one of the non- Food Research
present in natural Kontoudakis, compounds protein factors involved in the formation of International
haze protein of N., Gil, M., Haze protein protein turbidity.
Sauvignon white Fort, M. F., Natural The objective of this study was to identify and
wine Canals, J. M., precipitation quantify the polyphenols present in the natural
& Zamora, F. White wine precipitate of a Sauvignon wine, before and after
natural precipitation.
The results indicated that several phenolic
compounds were present in the protein haze.
Degradation of white | Marangon, M., | 2012 80 Protein stability Proteases are an alternative to bentonite, but Food Chemistry
wine haze proteins | Van Sluyter, S. Wine until now they were not effective in winemaking.
by Aspergillopepsin | C., Robinson, Proteasas AGP is a mixture of Aspergillopepsin | and II,
I and 11 during juice E. M, AGP an inexpensive protease that is active at wine pH
flash pasteurization. Muhlack, R. Heat treatment and at high temperatures.
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A., Holt,H. E.,

Aspergillopepsin

In this study, AGP was added to clarified grape

Haynes, P. A., must prior to fermentation.
Godden,P.W., At common fermentation temperature there was
Smith, P. A., a 20% decrease in protein, and a 90% decrease
& Waters, E. J. on heating.
There were no significant sensory changes.
Effect of pH on the Lambri, M., 2013 18 pH In this study, an Italian white wine with a pH Food Research
protein profile and Dordoni, R., Proteins ranging from 3 to 3.6 was analyzed. The results International
heat stability of an | Giribaldi, M., Stability indicate a higher thermal stability of the wine
Italian Violetta, M. White wine with lower pH, since turbidity did not occur even
white wine R., & Haze above 70°.
Giuffrida, M. Glycoproteins Electrophoresis was performed, most of the
G. proteins involved in turbidity were glycosylated
(influence on protein solubility in response to pH
changes).
Effects of high Tabilo- 2014 49 Protein Stability In this study, the effects of high hydrostatic Food Chemistry
hydrostatic pressure | Munizaga, G., High hydrostatic | pressure on wine stability were evaluated, and an
(HHP) on the protein | Gordon, T. A., pressure improvement in the thermal stability of proteins
structure and thermal |  Villalobos- Secundary was observed, delaying turbidity during bottling.
stability of Carvajal, R., structure protein
Sauvignon blanc Moreno-
wine Osorio, L.,
Salazar, F. N.,
Pérez-Won,
M., & Acuiia,
S.
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Influence of the Ribeiro, T., 2014 23 Protein inestability In this study, the effect of bentonite was Food Chemistry
structural features of | Fernandes, C., Bentonite compared with that of eleven commercial

commercial Nunes, F., Mannoproteins mannoproteins.

mannoproteins in Filipe-Ribeiro, Sensory atributes The stabilization efficiency of the proteins was
white wine protein | L., & Cosme, White wine related to their chemical composition,
stabilization and F specifically to their high mannose/glucose

chemical and relationship.
sensory properties. Inaddition, some mannoproteins decreased the

browning potential.
A novel technology | Mierczynska- | 2017 27 Magnetic In this study, a new technology was developed Food Chemistry
for the rapid, Vasilev, A., Nanoparticles for the removal of pathogenesis-related proteins
selective, magnetic Boyer, P., Acrylic acid using magnetic nanoparticles coated with acrylic

removal of Vasilev, K., & White wine acid plasma, after analysis of 9 different white
pathogenesis-related | Smith, P. A. Pathogenesis wines showed that the proteins were effectively
proteins from wines related proteins removed and the phenolic composition did not

change significantly.

Influence of Jaeckels, N., 2017 27 Bentonite In this study, the influence of a bentonite Food Science and
bentonite fining on Tenzer, S., Haze-related combined with NaCa on protein content was Technology
protein composition Meier, M., protein evaluated, a relationship between surface

in wine Will, F., Mass spectroscopy | hydrophobicity and turbidity was observed, thus
Dietrich, H., demonstrating the importance of considering
Decker, H., & protein isoforms for good adsorption with
Fronk, P. bentonite.
Spectroscopy reveals | Di Gaspero, 2017 14 Aroma To evaluate the existence of an interaction Food Chemistry
that ethyl esters M., Ruzza, P., Ethyl esters between wine proteins and ethyl esters, the
interact with proteins | Hussain, R., Bentonite effects induced by these compounds on the
in wine. Vincenzi, S., Proteins secondary structure and stability of VVTLL, a
Biondi, B., Spectroscopy thaumatin-like protein, were analyzed.
Gazzola, D., VVTL1 The secondary structure of wine VVTL1 was not

strongly affected by the presence of ethyl stress,
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Siligardi, G., but the stability of VVTL1 was slightly
& Curioni, A. increased by the addition of ethyl-octanoate,
decanoate and -dodecanoate, but decreased by
ethyl hexanoate. The data suggest that the
removal of proteins from wine by bentonite may
result in the indirect removal of at least some
aromatic compounds associated with them.
Study of the Dumitriu, G.- | 2018 4 Bentonite In this study, two mesoporous nanomaterials Food Chemistry
potential use of D., Lépez de Nanomaterials (SBA-15 and MCM-41) were used to prevent
Mesoporous Lerma, N., SBA-15 protein turbidity in Miscat Ottonel and Pedro
nanomaterials as Luchian, C. E., MCM-41 Ximenez wines.
fining agent to Cotea, V. V., Protein haze They provided a reduction in turbidity and
prevent protein haze | & Peinado, R. prevented turbidity formation as demonstrated
in white wines and A. by thermal stability tests.
its impact in major Those treated with SBA-15 were nearer to the
volatile aroma control in terms of volatile compounds.
compounds and
polyols.
Sulfur dioxide Chagas, R., 2018 11 Wine The influence of SO2 on protein precipitation Food Chemistry
induced aggregation Laia, C. A, Haze was studied by isolating the wine proteins and
of wine thaumatin- | Ferreira, R.B., Sulfur dioxide identifying the thaumatins.
like proteins: Role of | & Ferreira, L. Protein aggregation The results showed that the protein after
disulfide bonds M. exposure to 70 °C showed no differences in the
presence or absence of SOz, but when the protein
solution was cooled to 15 °C, significant changes
were observed in the presence or absence of SO>.
White Wine Protein Cosme, F., 2020 8 wine protein; wine This overview resumes and discusses the Beverages
Instability: Fernandes, C., haze;pathogenesis- di
Mechanism, Quality Ribeiro, T., related erent aspects involved in wine protein instability,
Filipe-Ribeiro, proteins;protein from the wine protein instability mechanisms,
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the protein stability tests used, and technological

Control and L., & Nunes, stability tests,
Technological F. M. protein alternatives available to stabilise wines with
Alternatives for stability treatments protein
Wine instability problems
Stabilisation
Use of grape seeds | Romanini, E., | 2021 Grape sedes Grape seed powder (GSP) has previously been Food Chemistry
to reduce haze McRae, J. M., Bentonite shown to remove PR proteins and reduce
formation in white | Bilogrevic, E., alternative turbidity formation on a laboratory scale, in this
wines Colangelo, D., Haze study using Semillon and Sauvignon Blanc
Gabrielli, M., Protein juices.
& Lambri, M White wine In this study GSP treatment reduced the PR

protein concentration of the wine by up to 57%
and 37% for Semillon and Sauvignon
respectively, and reduced the amount of haze
formed in a heat test by up to 75% and 80%,
respectively.

It was demonstrated that the use of GSP can
reduce the amount of bentonite needed to
stabilize wines and can provide a sustainable and
effective alternative to bentonite, especially for

textured white wine styles.
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