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Introduccion

La accion preventiva de las manoproteinas sobre la cristalizacion tartdrica de los vinos esta
despertando un interés cada vez mayor. Sin embargo, todavia es escaso el conocimiento
que se tiene acerca de la diversidad de manoproteinas de levadura y su efecto sobre los
vinos. Las manoproteinas de levadura forman una gran familia de moléculas; su compo-
sicion y configuracion especificas les confieren una particular funcionalidad y estabilidad
en el vino. Gracias a su experiencia de mas de un siglo en tecnologia de la levadura y
biotecnologia de la vinificacion, DSM ha identificado recientemente la fraccion de mano-
proteinas funcionalmente especificas para la prevencion de la cristalizacion tartarica.
Estos nuevos conocimientos son la base de un nuevo auxiliar de vinificacion, comercia-
lizado bajo la marca Claristar™.

En este periodo de creciente preocupacion por el medio ambiente, Claristar™ representa
una alternativa natural a los actuales tratamientos entre los que se incluyen la estabilizacion
por frio o la electrodialisis. La utilizacion de Claristar permite reducir el consumo de agua
y de energia asi como disminuir la produccion de efluentes. La presentacion en forma
liquida de Claristar™ permite su adicion directa al vino antes del embotellado, ofreciendo
de esta forma una eficacia y una flexibilidad de tratamiento dptimas. Con respecto a los
resultados el producto ha sido sometido a numerosas pruebas, efectuadas por expertos en
estabilizacion tartarica. Este articulo presenta los resultados obtenidos durante estos
trabajos.

tartarica de los vinos. Para ello hizo falta, por un
lado desarrollar los conocimientos relativos a
la bioquimica de las manoproteinas y a sus
propiedades en el vino y, por otro, desarrollar
un proceso eficaz de extraccion de la fraccion
objetivo a partir de Saccharomyces cerevisiae.
Las manoproteinas utilizadas en enologia, en
general, son obtenidas de dos formas :

M por un método fisico que consiste en tratar
las paredes celulares de la levadura a tempe-
raturas muy elevadas (120 °C).

B por un método enzimatico en el que la
hidrolisis de las paredes celulares de la levadura
libera manoproteinas por accion de B-glucanasas.
Estos dos métodos pueden proporcionar produc-
tos inadecuados. En efecto, se encontré que
las manoproteinas aisladas por estos métodos
son parcialmente insolubles y/o contienen impu-
rezas insolubles. Para evitar estos problemas,
seria necesario filtrar el vino para eliminar las
sustancias insolubles a través de un post-tra-
tamiento, con el riesgo de eliminar también
manoproteinas funcionales.

Por consiguiente, la eficacia de la fraccion de

Claristar™,
la solucién natural para la

estabilidad tartarica

Numerosos trabajos relativos a la crianza de
vinos sobre lias han demostrado que, tras la
fermentacién alcohdlica, la levadura libera
compuestos que incluyen manoproteinas,
péptidos, aminoacidos y &cidos nucleicos.
Estos compuestos tienen diferentes efectos en
el vino; los trabajos de Lubbers et al. mostra-
ron el efecto de las manoproteinas sobre la
estabilidad tartarica de los vinos. El vino criado
varios meses sobre las lias, es méas estable
frente a las precipitaciones tartaricas y puede
no necesitar un tratamiento suplementario de
estabilizacion (Ribéreau-Gayon et al., 2000 b).
Esta constatacion ha permitido a los investiga-
dores y endlogos de DSM desarrollar un pro-
ducto innovador que previene la precipitacion

manoproteinas obtenida por estos métodos es
a menudo limitada para prevenir la cristaliza-
cion del bitartrato de potasio (KHT).

La tecnologia desarrollada por DSM permite
aislar las fracciones de manoproteinas de alta
solubilidad, muy activas en la prevencion de la
cristalizacion del KHT. Este proceso hidroliza
células enteras de levadura produciendo por
una parte un extracto de levaduras y por otra
un residuo insoluble. Las manoproteinas
seleccionadas son, a continuacion, aisladas
por ultrafiltraciéon y luego purificadas para
mejorar su solubilidad y optimizar su accion
sobre el vino. Con el fin de preservar sus pro-
piedades Unicas, las manoproteinas de DSM
son conservadas en forma liquida, proporcio-
nando de hecho un producto muy facil de usar.



La estabilidad tartarica,
mecanismos y tratamientos
actuales

El bitartrato de potasio es soluble en determi-
nadas condiciones de temparatura y de presion.
En el vino, esta sal se encuentra en un estado
inestable de sobresaturacion, lo que puede, en
determinadas condiciones, provocar la forma-
cién de cristales (por ejemplo bajas tempera-
turas). Este fendmeno se llama ‘precipitacién
tartarica’ o ‘cristalizacion’.

La estabilidad del vino estd influida por diver-
sos factores: el contenido de acido tartarico, la
concentracion de iones potasio y calcio, el pH,
la concentracién de etanol, la temperatura y la
presencia de coloides llamados protectores.
Hoy en dia existen varios tratamientos para
prevenir la precipitacién de sales de tartrato.
El mas antiguo, descrito por Scazzola E. (1956),
consiste en adicionar &cido metatartarico al vino
inestable. Esta molécula previene el crecimiento
de los cristales de KHT (bitartrato de potasio).
Su accidn, sin embargo, es limitada en el tiempo,
a causa de su hidrdlisis progresiva en acido
tartarico libre. Esto da lugar a un aumento del
estado de sobresaturacién que favorece la
cristalizacion del tartrato de potasio (Carafa,
1958).

La estabilizaciéon por frio, este tratamiento,
frecuentemente utilizado, consiste en la con-
servacion del vino a baja temperatura durante
varias semanas. El frio provoca la formacién de
cristales de tartrato de potasio. Esta técnica
puede ser acelerada gracias a la adicién de
crémor tartaro (solucién de microcristales de
tartrato de potasio) que desempefian la fun-
cion de iniciador de la cristalizacion. Una vez
formados, los cristales crecen y a continuacion
se les elimina por filtracion.

La electrodialisis es un método mas reciente.
El vino circula entre dos placas de diferente
potencial eléctrico. Esta diferencia de poten-

cial eléctrico provoca la migracién de las
moléculas a través de una membrana selectiva,
reduciendo de esta forma la carga i6nica del
vino (Saint Pierre et al., 1995).

Las manoproteinas,
definiciéon y propiedades

Las manoproteinas son unos compuestos
naturales de la pared celular de la levadura
(figura 1). La pared celular de Saccharomyces
cerevisiae estd compuesta por un 90 % de
polisacéridos (glucanos y mananos) pero tam-
bién contiene proteinas, lipidos, fosfatos, qui-
tina y minerales. La arquitectura de la pared
celular de la levadura fue analizada con todo
detalle por Kapteyn et al. (1999) y por Lipke et
al. (1998). Las manoproteinas son liberadas en
el vino, en un primer tiempo durante la fermen-
tacién alcohdlica, luego durante la crianza sobre
las lias del vino por autolisis de las levaduras.
Las manoproteinas constituyen la segunda
gran familia de polisacaridos presentes natu-
ralmente en el vino. (Vidal et al., 2003).

Figura 1:

Célula de levadura vista al microscopio y
representacion esquematica de la pared

celular de la levadura.
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Las manoproteinas son estructuras ramificadas
de residuos de manosa unidos por enlaces
glucosidicos y una cadena polipeptidica. Sus
masas molares son muy variables y pueden
alcanzar los 800 kDa. Aunque algunos de sus
elementos estructurales pueden ser esquema-
tizados (figura 2), las manoproteinas presentan
una gran diversidad de composicién, de tipo
de enlace glucosidico y de organizacion. Estas
diferencias son el origen de sus propiedades
funcionales y de sus efectos sobre el vino, que
van desde la mejora del volumen en boca hasta
la induccion de la estabilidad tartarica.

El rol de coloide protector de las manoproteinas
es bien conocido en vinificacién (Lubbers et al.,
1993; Moine-Ledoux & Dubourdieu, 1997;
Moine-Ledoux & Dubourdieu, 1999).

Otras propiedases han sido evidenciadas, como
por ejemplo el uso de manoproteinas para esta-
bilizar la turbidez proteica (Ledoux et al., 1992 ;
Waters et al., 1994).
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Figura 2:
Representacion de la organizacion
estructural de las manoproteinas.

Unlimited. D s M

3



Las manoproteinas previenen la formacion de
cristales; la eliminacién parcial o completa de
los coloides protectores presentes en los vinos
genera una modificacion del equilibrio que lleva
a una disminucion de la estabilidad tartarica.
El mecanismo de acciéon se define como un
tipo de inhibicién competitiva, limitando la for-
macién cristalina (Moutounet et al., 1999). Las
manoproteinas inhiben la nucleacién de los
cristales (etapa inicial de la formacién cristali-
na), su efecto sobre el crecimiento cristalino es
menos importante. Por tanto, la proteccién de
un vino frente a la inestabilidad tartarica es
efectiva so6lo en ausencia de cristales
(Moutounet et al. 1999).

Material y métodos

Los ensayos de validaciéon aqui demostrados,
fueron realizados en la Estacion Experimental
de Enologia del INRA Pech Rouge, con vinos
de 2004 y 2005.

Material

Vinos

B Mezcla de Grenache blanc y Viognier 2004
con un Grado de Inestabilidad Tartarica (DIT)
del 18 % (Lote A) y del 22,5 % (Lote B).

M Sauvignon blanc 2005 con un DIT del 22 %.

Manoproteinas

Claristar™ puede ser utilizado para la estabili-
zacion tartdrica del vino, de conformidad con el
Codex Enoldgico Internacional de la OIV y el
reglamento del Consejo Europeo CE No
2165/2005 de 20-12-2005.

Métodos

El vino fue dividido en dos lotes de 10 | de una
mezcla de Grenache blanc / Viognier y 35 hl de
Sauvignon.

El primer lote sirvié de testigo, sin tratar y el
segundo fue tratado con Claristar™ a razdn
de 20 g/hl expresados como materia seca.
Todos los vinos fueron previamente clarifica-
dos con bentonita a razon de 30 g/hl y luego
filtrados con tierra blanca Kieselguhr.

Métodos de caracterizacion del vino
Los analisis siguientes fueron efectuados en el
lote testigo y en el lote con agregado de
Claristar™:

e Concentracion de potasio (determinada por
fotometria).

e Concentracion de acido tartarico (determina-
da por cromatografia HPLC idnica).

e Turbidez (determinada por nefelometria).

e Conductividad (referencia a 20 °C).

® pH.

e Vmax (flujo de filtracion a 1 bar con una
membrana de 25 mm de diametro y una poro-
sidad de 0,65 um).

¢ /ndice de colmatacion (flujo de filtracion a 2
bar con una membrana de 25 mm de diametro
y una porosidad de 0,65 um).

e DIT : 4 g/l de cristales de KHT estandar fue-
ron adicionados al vino a - 4 °C, bajo agita-
cién constante de 500 tr/min. (Modelo basado
en el tratamiento "de contacto" utilizado en las
bodegas). La conductividad fue controlada
durante 4 horas y los datos hasta el equilibrio
fueron extrapolados. La inestabilidad fue
expresada como porcentaje de disminucion de
la conductividad.

La mayor parte de los vinos comercializados
presentaron un DIT de 20-25 % durante el
embotellado.

Métodos de determinacion de la
estabilidad del vino

e Estabilizacién frio: el vino es conservado a
-4 °C.

La apariencia visual del vino es controlada coti-
dianamente hasta la aparicion de los cristales (0
ausencia de cristales, * presencia probable de
cristales, ** presencia visible de cristales).

En ausencia de cristales al cabo de seis dias, un
vino comercial es considerado como estable.
® ISTC 50 : 50 mg de KHT son disueltos en 100 m/
de vino. El vino es enfriado a - 4 °C bajo agitacion
constante de 500 tr/min y luego se determina
la conductividad. Los resultados son expresa-
dos como tiempo necesario (min) para obtener
una disminucion de la conductividad. Esta
prueba es comparable a la prueba de estabili-
zacion por frio a -4 °C pero ofrece una respues-
ta mas rapida.

Un vino tinto o rosado que debe ser comercia-
lizado, es considerado en general estable con
ausencia de cristales tras 180 min, frente a 120
min para un vino blanco.



Grenache / Viognier
2004 Lote A

Antes Después
Contenido de alcohol 13.08 13.06
pH 3.43 3.43
Turbidez (NTU) 0.8 0.9
Conductividad pS/cm 20 °C 1638 1645
Acido tartérico (g/1) - -
K+ (mg/l) - -
V max = =
indice de colmatacion - -
DIT 18 % 18.6 %

Tabla 1 :

composicion del vino antes y
después del tratamiento con
Claristar™.

Grenache / Viognier Sauvignon
2004 Lote B 2005
Antes Después Antes Después
12.59 12.61 - -
3.42 3.42 3.39 3.37
2 3.6 0.5 0.7
1836 1843 1708 1725
- - 1.85 1.7
- - 753 768
- - 4872 1044
- - 8 36
22.5% 20 % 22 % 20.4 %

Resultados y discusioén

Efecto sobre la composicién del vino
El contenido de alcohol, el pH, la turbidez, la
conductividad, la concentracion de &cido
tartarico, la concentracion de potasio, el Vmax,
el indice de colmatacion y el DIT fueron deter-
minados en tres vinos antes y después de la
adicion de Claristar™. Los resultados estan
presentados en las Tablas 1y 2.

M Claristar™ no afecté la composicion ni la
turbidez del vino (Tabla 1). Los efectos de la
adiciéon de Claristar™ sobre el Vmax y el
indice de colmataciéon son compatibles con
las técnicas de embotellado.

Efecto sobre el perfil aromatico
del vino

Una dosis de 20 g/hl (m.s.) de Claristar™ fue
adicionada a un Sauvignon y a un Chardonnay.
Cada uno de los vinos fue sometido a un test y
comparado con un vino testigo.

Ml Segun las conclusiones de una cata trian-
gular (n = 42) no se detecté ninguna diferen-

cia significativa en el perfil aromatico de los
vinos. (Riesgo B 50 % de 0,1 % y <0,01 %).

Efecto sobre la estabilidad del vino
Se efectuaron pruebas de estabilidad a - 4 °C
y ISTC 50 con los dos vinos antes (control) y
después de la adicion de Claristar™ (TO = justo
después del tratamiento del vino, T12 = tras 12
meses de conservacion a 18 °C).Los andlisis
tras 12 meses fueron efectuados solamente
con el Sauvignon 2005.

m 300 | Més de 200 min Mas de 22 h /L
250 —
200 —
150 —

120 mn
100 —
50 —
0
Control Claristar™ a Control Claristar™ a Control Claristar™ a
200 mg/I 200 mg/I 200 mg/l
Grenache / Viognier Lote A | Grenache / Viognier Lote B Sauvignon

M La Figura 3 ilustra el efecto de Claristar™
sobre el ISTC 50 del Viognier / Grenache y
del Sauvignon. Los resultados fueron expre-
sados como tiempo necesario para obtener
una disminucién de la conductividad. Un vino
es considerado estable, en general, cuando
se necesitan mas de 120 min para percibir
una disminucién de la conductividad.

B Todos los vinos sin tratar eran inestables
(25 min para el Viognier-Grenache y 160 min
para el Sauvignon), los vinos tratados con
Claristar™ fueron todos estables con tiem-
pos superiores a los 120 min.

Figura 3 :

ISTC 50 (experimentaciones llevadas
a cabo en el INRA). Tiempo antes de
la disminucién de la conductividad
(min) en funcidn del tipo de vino.
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0: ausencia de cristales, Grenache / Viognier
*. presencia probable de Lote A
cristales, )
*: presencia visible de Control Claristar™
cristales a 200 mg/I
Dia 1 * 0
Dia 2 *k 0
Dia 3 = -
Dia 4 - -
Dia 5 *k 0
Dia 6 ok 0
Dia7 *k 0
Dia 8 *k 0
Dia 9 >k 0
Dia 10 *k 0
Dia16 - -
Dia 29 *x 0
Dia 33 *k 0
Dia 34 *k 0
Dia 36 >k 0
Dia 37 >k 0

Grenache / Viognier Sauvignon
Lote B
Control Claristar™ Control Claristar™
2200 mg/I 2200 mg/I
* 0 0 0
ok 0 * 0
- - *% 0
- - ** 0]
*k 0 *k 0
*k 0 *k 0
*k 0 *k 0
*k 0 *k 0
ok 0 *%k 0
*% 0 - -
= - - 0
*% 0 *% -
*% * - -
*% *%k - -
*%k *% - =
*%k *%k - -

Tabla 2 : Efecto de Claristar™ sobre la cinética de aparicion de cristales.

B La Tabla 2 demuestra la eficacia de
Claristar™, controlada mediante una prueba
de estabilidad por frioa-4°C:

M los cristales aparecieron al cabo de uno o
dos dias en los vinos testigos, mientras
que tras la adicién de Claristar™ la apari-
cién de los cristales se retras6 mas de 29
dias.

Por consiguiente, el agregado de Claristar™
permitié que estos vinos muy inestables
puedan ser considerados como estables.

Efecto sobre la conductividad

Se determind la conductividad del Sauvignon
2005. Los resultados estan presentados en la
Figura 4.
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Figura 4:
Conductividad en funcion del tiempo.

B Se observé una disminucién importante
de la conductividad a partir del 3er dia en el
vino no tratado. No se observé ninguna dis-
minucién de conductividad en el vino tra-
tado con Claristar™ tras 16 dias a -4 °C.
Este resultado es acorde con las observa-
ciones visuales que confirman el efecto
protector de Claristar™.




Control

Conductividad
o ISTC 50 min 110
S Dia 0 1702
§1 Dia 1 1717
= Dia 2 1719
= Dia 3 1702
= Dia 4 1654
8 Dia 5 1620

0: ausenciade  Dia 6
cristales, .,

*: presencia Dia 7
probable de

cristales, ~ Dia8
*%: presencia .
visible de Dia 9
cristales. Dia 16

Visual

* O O

Claristar™ a dosis de 200 mg/hl
Conductividad

1718
1735
1737
1761
1746
1738
1734
1724
1739
1739
1719

>300

Visual

D O O ©O ©O O o o o o

Estabilidad del vino en el tiempo
La estabilidad del Sauvignon fue verificada tras
12 meses de conservacion a 18 °C. Los resul-
tados estan presentados en la Tabla 3.

La observacion visual, las determinaciones de la
conductividad y del ISTC 50 fueron repetidas.

B Los resultados indican que incluso tras
12 meses de conservacion, el vino tratado
con Claristar™ conservé su estabilidad
(ISTC 50 > 300 min y que no se observo
ningun cristal despues de 16 dias a - 4 °C).
En conclusion, Claristar™ ha resultado ser
muy eficaz sobre la estabilizacion del KHT
del vino a largo plazo.

Conclusion

Estos estudios muestran la indiscutible
eficacia de las manoproteinas Claristar™.
Esta fraccion especifica de manoprotei-
nas demostrd ser muy eficaz contra la
cristalizacion tartarica en todos los vinos
estudiados durante un periodo de al
menos 18 meses.

Las pruebas de estabilidad de los vinos
contindan actualmente.

Claristar™ no modifico la composicion ni
las caracteristicas organolépticas de los
vinos. Estos trabajos prosiguen a traveés
de comparaciones con las otras técnicas
de estabilizacion tartarica.

Los resultados confirman ya que Claristar™
es una solucion sencilla y muy eficaz para
el problema de la precipitacion tartarica.

Tabla 3:

Conductividad y observacion visual a
—4 °C en funcion del tiempo y ISTC
50 tras 12 meses de conservacion a
18 °C.
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