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RESUMEN

La estabilizacion proteica del vino blanco es una etapa importante en su elaboracion, y
tiene una relaciébn muy estrecha con la comercializacion del producto final. Los métodos
tradicionales utilizados en la mayoria de las bodegas consisten en operaciones discontinuas
con adicion de material adsorbente, que requieren mucha mano de obra, hay pérdida de
producto y se generan residuos que tienen un impacto ambiental elevado.

En este trabajo se ha estudiado la alternativa de utilizar materiales adsorbentes que

permitan disminuir o eliminar las desventajas existentes.

Después de una revision bibliografica detallada se eligieron el 6xido de zirconio y el 6xido
de aluminio, en diferentes granulometrias y grados de acidez, para estudiar la posibilidad de
transformar el proceso de estabilizacion proteica tradicional discontinuo, en un proceso

continuo mediante adsorcion con 6xidos metalicos empacados en una columna.

Los resultados obtenidos muestran que dicha transformacion es posible, y que el 6xido de
zirconio es un adsorbente que muestra una selectividad con las fracciones proteicas del
vino, se puede regenerar, se puede empacar en una columna sin causar problemas técnicos
y no modifica las caracteristicas fisicoquimicas del vino tratado, cumpliéndose asi todos los

requisitos buscados, obteniendo finalmente un vino blanco estabilizado.
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I. Introduccion y Objetivos

1.1. Introduccion

El vino es una de las bebidas de baja graduacion alcoholica que presenta un interés
comercial elevado, por ello se realizan investigaciones sobre todo en los aspectos que estan
relacionados con la posibilidad de mejorar o facilitar la elaboracion de este producto.

El interés de este trabajo esta enfocado en las fracciones coloidales del vino, especialmente
en las proteinas que tienen una influencia considerable sobre algunas de las operaciones
basicas como la filtracion, clarificacion y estabilizacion en frio. La presencia de estas
macromoléculas en el vino puede formar precipitados o causar turbidez que afectan su
estabilidad y aspecto.

Aunque existen diferentes formas de reducir el nivel de proteinas presentes en el vino,
todavia se esta investigando la manera mas adecuada para eliminarlas. Esto proviene del
hecho de que no todas las proteinas son indeseables, puesto que algunas de ellas forman
enlaces con componentes volatiles, estabilizandose el aroma del vino, otras afectan sus
propiedades organolépticas, confiriendo cuerpo y volumen. En los cavas y vinos espumosos
contribuyen en la estabilizacion de la espuma.

Algunos de los métodos empleados para estabilizar proteicamente el vino son la
clarificacion con 4cido tanico, el tratamiento con enzimas proteoliticas, la adsorcién con
bentonita, la adsorcion con gel de silice, la adsorcion con resinas o la ultrafiltracion.

Entre ellos, el método mas usual es la adicién de bentonita, que es un excelente adsorbente
pero no es selectivo. La bentonita elimina tanto las proteinas inestables del vino como las

que convendria conservar. Otros inconvenientes que presenta desde el punto de vista de
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operacion es que su aplicaciéon es mediante un proceso discontinuo y simultineamente
genera residuos.

La estabilizacion proteica mediante la ultrafiltracion, que utilizan membranas tanto
organicas como minerales, las cuales son regenerables del ensuciamiento por proteinas,
causan una disminucién noteble de la calidad del vino.

Siguiendo este orden de ideas ultimamente, en el proceso de eliminacidon de las proteinas
inestables del vino se estan estudiando nuevos adsorbentes que permitan resolver los
problemas anteriores, y que se puedan regenerar facilmente sin producir residuos. Unos

adsorbentes que cumplen estos requisitos son los 6xidos metalicos.

1.2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es sustituir el proceso de eliminacion de las proteinas
inestables del vino blanco con bentonita mediante una operacion continua, que utilice la
capacidad de adsorcion de 6xidos metalicos empacados en una columna de relleno.

El primer objetivo es estudiar el proceso de adsorcion con 6xidos metalicos de diferentes
proteinas presentes en una solucion modelo.

El segundo objetivo es estudiar el proceso de la eliminacion de proteinas, tanto en solucion
modelo, como en un vino blanco joven en continuo, mediante la adsorcion en una columna

de relleno.
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I1. Antecedentes

2.1. Definicion Yy clasificacion del vino

La primera definicion del vino existe desde siglo XIX cuando Louis Pasteur lo definid
como “la mas sana e higiénica de las bebidas”. Aunque esta es una buena definicion, la
Oficina Internacional de la Vid y del Vino (O.1.V.) da una definicion oficial:

“El vino es la bebida resultante de la fermentacion alcoholica total o parcial de la uva
fresca o del mosto™.

En particular, el vino blanco es procedente de uva blanca o de uva tinta con pulpa no
coloreada y elaborado por fermentacion unica del jugo de uva sin las partes sélidas
del racimo.

Existen varios criterios para caracterizar un vino. Ademas de la clasificacion mas trivial por
el color, también se puede definir una por el contenido de los azlicares reductores, la cual
en el caso del vino blanco es:

- Secos: si no contienen una cantidad de azicar residual perceptible en la
degustacion (menos de 5 g/L de azucares reductores).

- Abocados: si contienen una pequefia cantidad de azlcar perceptible en la
degustacion, por no haber fermentado en su totalidad (5-15 g/L de azucares
reductores).

- Semisecos: 15-30 g/L de aztcares reductores.

- Semidulces: 30-50 g/L de azacares reductores.

- Dulces: si el contenido en azucares residuales es mayor que 50 g/L en azucares

reductores.
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El vino es un liquido complejo que estd formado por mas de 800 compuestos, algunos de
ellos atn hoy no identificados o al menos no totalmente (Mijares y Saez, 2000). Una parte,
aunque no muy grande, pero con importancia, de estos compuestos presentes en el vino,

son las proteinas.

2.2. Proteinas del vino

El conocimiento de la fraccidon proteica del mosto de uva o del vino, tiene gran interés
debido a que puede causar turbidez y aparicion de sedimentos en el producto final después
de embotellarlo. Las proteinas son responsables también de la ralentizacion de la
precipitacion del bitartrato potasico. Estos problemas tecnologicos estan mas relacionados
con la naturaleza de las proteinas y sus interacciones con el medio, que con la
concentracion en que se encuentran en el mosto o en el vino, por lo que es importante
caracterizarlas.

Las proteinas del vino muestran una variabilidad muy amplia. Su perfil es resultado de la
influencia de diferente factores como el clima (Colby, 1986), el terreno (Colby, 1986), los
condiciones de crecimiento de las vifias, la madurez de la uva (Murphy y otros, 1989), las
condiciones de la vinificacion, etc. Las proteinas que provienen de las uvas constituyen el
porcentaje mas alto de las proteinas totales del vino. La mayoria de ellas tienen un peso
molecular menor de 70 kDa (Sarmento y otros, 2000), aunque existen algunas entre 11 y
160 kDa, y con un punto isoeléctrico (pI) entre 3.1 y 9.2 (Moio y Addeo, 1989). Santoro,
(1995) en su estudio de varios tipos de vinos y mostos producidos de distintas variedades
de uva, encuentra diferentes fracciones proteicas con un peso molecular entre 6 y 200 kDa

y pl entre 3.6 y 4.8. Marchal y otros, (1996) también muestran la existencia de dos grandes
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grupos de proteinas. El primer grupo contiene proteinas con un peso molecular de 14, 17,
27 y 30 kDa y pl de 2.5. El otro grupo contiene dos fracciones proteicas con un peso
molecular de 24-25 y 60-64 kDa y su pl es de 3.9. Dawes y otros, (1994), han mostrado la
presencia de cinco grupos de proteinas de diferentes pl. También han concluido que el
grupo proteico con mayor pl (=7) precipita en una manera compacta. Las proteinas de pl
entre 4.65-5.94 precipitan 4-5 veces mas que las anteriores, formando floculos. Finalmente
el grupo de menor pl (< 4.65) provoca turbidez en el vino.

Las fracciones proteicas de menor peso molecular (13 y 20 hasta 30 kDa) y menor pl
(4.1-5.8) son las proteinas que contribuyen mayoritariamente a la inestabilidad del vino
(Waters y otros, 1991; Hsu y Heatherbell, 1987; Mesrob y otros, 1983). Ademas Waters y
otros, (1992) han encontrado que las proteinas con peso molecular de 24 kDa producen
alrededor de un 50 % de turbidez mas que las proteinas de 32 kDa.

Dependiendo del tipo del vino las proteinas totales pueden variar entre 14.2 y 275 mg/L
(Sarmento y otros, 2000) o entre 15 y 230 mg/L (Monteiro y otros, 2001). Algunos estudios
indican que la estabilidad proteica tiene relacion con el contenido total de las proteinas
(Anelli, 1977; Moretti y Berg, 1965; Koch y Sajak, 1959). Otros al contrario - que no tiene
(Mesquita y otros, 1999; Somers y Ziemelis, 1973; Bayly y Berg, 1967).

En el vino espafiol el nivel de las proteinas es del orden de 15— 45.2 mg/L (Gonzélez-Lara y
otros, 1989). Los mismos autores detectan bandas de pesos moleculares comprendidos
entre 11.5 y 70 kDa, estando las mayoritarias en la zona entre 20 y 35 kDa. Los pl de las
proteinas estan entre 3.8 y 8.5, agrupandose la mayoria en las zonas de pH mas 4cidas.

La precipitacion de las macromoléculas, depende no solo de su naturaleza sino de las

interacciones con el medio. Las interacciones con fenoles (Waters y otros, 1992; Yokotsuka
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y otros, 1983), taninos (Mesrob y otros, 1983), o cationes - basicamente de cobre (Kean y
Marsh, 1956), el pH (Mesquita y otros, 1999), la fuerza idnica, la concentracion alcohoélica
o la temperatura (Mesquita y otros, 1999) son las mas importantes. Vernhet y otros, (1996)
han concluido que los polisacaridos estudiados tienen una carga negativa la cual les permite
interactuar con otros componentes, particulas o medios porosos, mientras que los
polifenoles encontrados tienen una carga despreciable y por estd razon ellos no interactian
con el medio. Correa-Gorospe y otros, (1991), han estudiado otro fenémeno - el efecto de la
coprecipitacion de las proteinas y los fenoles del vino con el bitartrato potasico. Las
fracciones proteicas encontradas en este precipitado del bitartrato potdsico tienen un peso

molecular menor de 20 kDa o mayor de 50 kDa y un pl entre 4.3 y 5.1.

2.3. Métodos de estabilizacion proteica

La transparencia de un vino es de una importancia vital que el consumidor valora y exige.
La aparicion de turbidez o sedimentos, en la mayoria de los casos, es equivalente a signos
de degradacion. Las proteinas inestables del vino se pueden reducir o eliminar
completamente aplicando diferentes métodos.

El método mas usual en la industria enologica es la adsorcion de las proteinas con
bentonita, que se suele emplear tanto en forma soédica como célcica. En diferentes estudios
(Lubbers y otros, 1995; Blade y Boulton, 1988), la bentonita sddica ha presentado mayor
capacidad de adsorcion que la bentonita calcica. La eliminacion de las diferentes fracciones
de proteinas, tanto desde un punto de vista de su peso molecular como su punto isoeléctrico
es un aspecto aun contradictorio y no bien establecido. Segin han supuesto Hsu y

Heatherbell, (1987), las primeras fracciones proteicas que se adsorben en la bentonita
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tienen un punto isoeléctrico entre 5.8 y 8, y un peso molecular intermedio, 32-45 kDa. Las
fracciones proteicas estudiadas por Santoro, (1995) estan afectadas en distinta manera en el
proceso de clarificacion con bentonita — las proteinas con alto peso molecular no son
completamente eliminadas. Achaerandio y otros, (2001) en estudios, utilizando soluciones
modelo de vino, sobre la capacidad de adsorcion de la bentonita, indican la importancia del
volumen de las proteinas y el efecto que tiene sobre el proceso de adsorcion. En el mismo
trabajo los autores concluyen que la presencia del etanol aumenta la separacion entre las
capas de bentonita, favoreciendo la adsorcion de las proteinas de mayor peso molecular
debido a su mayor accesibilidad a los centros activos. Murphy y otros, (1989) concluyen
que las fracciones proteicas con un pl menor de 3.5 pueden ser muy resistentes y ademas,
la dificultad en eliminarlas aumenta con el pH, que esta relacionado con la madurez de la
uva. Al contrario, Dawes y otros, (1994), encontraron que la bentonita no es selectiva para
las proteinas con diferente punto isoeléctrico. Ademas de las ventajas que tiene este
método, sus dificultades - destacando las implicaciones ecoldgicas, el tratamiento de los
residuos y la mejora en las condiciones de trabajo - son las que motivan las nuevas
investigaciones en este campo.

Para sustituir total o parcialmente el tratamiento con bentonita se puede adicionar goma
arabiga (Giacomini y Giacomini, 1991). Este estabilizante actua como coloide protector e
impide el engrosamiento de los coloides inestables y por tanto su floculacion y
sedimentacion.

Otro método utilizado para la estabilizacion proteica es el tratamiento con enzimas
proteoliticas (Waters y otros, 1990; Nagaba-Mbiakop, 1981). Sin embargo, por debajo de
15-18 °C, temperatura 6ptima para elaborar buenos vinos blancos, estas enzimas no han

sido eficaces.
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El vino, también se puede estabilizar haciéndolo pasar a través de acido tanico
inmovilizado (Weetall y otros, 1984). Segln este articulo las proteinas y los taninos del
vino se pueden eliminar sin afectar el nivel de los péptidos ni la acidez del vino. En este
mismo campo han trabajado Chibata y otros, (1986) y concluyeron que el tanino
inmovilizado es un adsorbente mejor para las proteinas y los metales ionicos, comparado
con los adsorbentes convencionales. Ademas este adsorbente es quimica y fisicamente
estable y seguro. El mayor inconveniente de este método es su elevado costo.

Powers y otros, (1988) han ensayado la eliminacion de las proteinas del vino a través de
una columna con proantocianidina de la uva inmovilizada en una pequefia escala. La
estabilidad proteica se logra después de eliminar un minimo de 43 % de las proteinas. La
baja capacidad, de tan solo 17 volumenes de lecho (BV), de la eliminacion de las proteinas
no justifica la aplicacion de este método en la industria enoldgica. Igualmente la
regeneracion con 0.1 M NaOH vy la equilibracion posteriormente con 0.1 M acetato de
sodio, pH 4, disminuye la capacidad de adsorcion a 15 BV.

Se ha investigado (Waters y otros, 1993) el efecto de disminuir la turbidez visible en el
vino, anadiendo diferentes cantidades del denominado “Factor de proteccion de turbidez”
(Haze Protection Factor, HPF). El HPF es una combinacion de 96 % de polisacéridos y 4 %
de proteinas, aunque la parte proteica no es la responsable de la preservacion del
enturbiamiento visible. Se supone que este factor reduce el tamafio de las particulas y asi
decrece la opacidad.

La ultrafiltracion es otro método muy usado para estabilizar el vino. Flores y otros, (1990)
han utilizado esta técnica y han encontrado que la reduccién del color, de los polifenoles
totales, de las proteinas y de la inestabilidad en general ha sido significativa. Los

inconvenientes principales de la aplicacion de este método en la industria enologica son los
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bajos rendimientos del caudal de filtracion, y la retencion por parte de las membranas de
determinados compuestos, lo que podria ocasionar una pérdida de calidad en el producto
(Giiell y otros, 1999; Lopez y otros, 1992).

Ultimamente Gump y Huang, (1999) han realizado estudios para eliminar las proteinas
inestables del vino utilizando como adsorbente diferente tipos de resinas. Los resultados
obtenidos son los siguientes: la adsorcion en las resinas no cambia el pH, ni la acidez ni los
cationes contenidos en el vino, elimina algunos metales pesados, reduce el nivel de los

polifenoles y las proteinas, pero por otro lado afecta el color y el aroma del vino.

2.4. Adsorcion de proteinas sobre 6xidos metalicos

El interés del comportamiento de las proteinas sobre una superficie de los 6xidos metélicos
proviene desde el comienzo del uso de las membranas cerdmicas para la ultra- o
microfiltracion de las bebidas en la industria alimentaria y en particular para la clarificacion
y estabilizacion del vino. Se han estudiado los efectos de los polisacaridos en el
microfiltraciéon de varios vinos con membranas microporosas de 6xido de zirconio y de
alimina (Belleville y otros, 1992; Brillouet y otros, 1989). La reduccion del flujo y la
retencion de los coloides no estan relacionadas con la concentracion de los polisacéaridos
del vino, sino més probablemente con su naturaleza y con la distribucion relativa de cada
vino especifico.

En la literatura existen diferentes estudios sobre la posibilidad de adsorcion de algunas
proteinas sobre las superficies de los 6xidos metalicos.

Fukuzaki y otros, (1995) estudiaron la posibilidad de adsorciéon de BSA y gelatina sobre

particulas no porosas de acero inoxidable. La adsorcion de las proteinas en la interface
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acero inoxidable/liquido, estd principalmente determinada por las propiedades especificas
de las moléculas de la proteina de la solucién. Los mismos autores en su siguiente trabajo
han investigado la adsorcion de BSA sobre las superficies de 6xido de silicio, 6xido de
titanio, 0xido de zirconio y 6xido de aluminio y su relaciéon con el pH de la solucion
(Fukuzaki y otros, 1996). Se ha demostrado que la méxima adsorcion de BSA para todos
oxidos metalicos ocurre alrededor de su punto isoeléctrico. La extension de dicha adsorcion
maxima, depende también del pH y de la densidad de las cargas superficiales de los 6xidos
metalicos. Los autores suponen que los grupos funcionales de BSA los cuales estan
cargados negativamente (principalmente grupos carboxilos) se adsorben tanto en las
superficies de 6xidos metalicos cargadas positivamente como en las superficies de 6xidos
metalicos cargadas negativamente. Todas las curvas de adsorcion para todos los 6xidos
metalicos siguen el modelo de Langmuir. Al contrario Hughes-Wassell y Embery, (1996)
encontraron que la adsorcion de BSA sobre 6xido de titanio en polvo, no cumple dicho
modelo. Seguin estos autores el que la adsorcion dependa del pH, el calcio y el fosfato es un
indicio de la importancia del efecto electrostatico y de la hidratacién. También concluyen
que la desorcion de la proteina a concentraciones bajas es mucho mas dificil debido a los
enlaces mas fuertes que existen entre la molécula de BSA y la superficie del 6xido de
titanio. Otro estudio de la adsorcion de BSA sobre la superficie de particulas de 6xido de
titanio (Giacomelli y otros, 1997), confirma la adsorcion maxima alrededor del punto
isoeléctrico de la proteina y su ajuste con el modelo de Langmuir. En este mismo articulo el
efecto estructural estaba relacionado con las diferentes formas de BSA en las cuales se
transforma la proteina dependiendo del pH, mientras el efecto electrostatico estaba
analizado suponiendo que las moléculas de BSA se comportan como particulas blandas.

Asi los autores explican la independencia de las curvas BSA,4s—pH de la concentracion del
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electrolito usado. Como conclusion general se puede decir que la forma en la que se
adsorbe la BSA muestra que la interaccion proteina — superficie esta dirigida basicamente

por las propiedades de la proteina.

2.5. Adsorcion en columna de relleno

La adsorcion es un proceso de separacion en el que se transfieren ciertos componentes de
una fase fluida a la superficie de un adsorbente sélido. Normalmente las pequefias
particulas adsorbentes se mantienen en un lecho fijo, y el fluido se pasa continuamente a
través del lecho hasta que el sélido estd practicamente saturado y la separacion deseada ya
no puede lograrse.

La isoterma de adsorcion es la relacion de equilibrio entre la concentracion en la fase fluida
y la concentracion en las particulas del adsorbente a una temperatura dada.

En la adsorcion en lechos fijos, las concentraciones en la fase liquida y en la fase sdlida
cambian con el tiempo asi como con la posicion en el lecho. Al inicio, la mayor parte de la
transferencia de masa tiene lugar cerca de la entrada al lecho, donde el liquido entra en
contacto inicial con el adsorbente. Si el s6lido al comienzo no contiene adsorbato, la
concentracion en el liquido cae exponencialmente con la distancia, tendiendo a cero, antes
de que alcance la parte final del lecho. Después de unos pocos minutos, el sélido cerca de la
entrada estd casi saturado, y la mayoria de la transferencia de masa ocurre mas alla de la
entrada. El gradiente de concentracion suele presentar un perfil en forma de “S” como el
mostrado en la Figura 1.

La anchura de la zona de transferencia de masa en el relleno de la columna depende de la

velocidad de transferencia de masa, del caudal y de la forma de la curva de equilibrio. Se
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han publicado métodos para predecir los perfiles de concentracién y del ancho de dicha
zona, pero normalmente se necesitan demasiados calculos y los resultados pueden ser

inexactos debido a la incertidumbre en las correlaciones de transferencia de masa.

c/C,

Tiempo

Figura 1. Perfil de concentracion a la salida de una columna empacada en forma de “S”

(Breakthrough curve)

Habitualmente las columnas de adsorcion industriales se disefian mediante el cambio de
escala a partir de pruebas de laboratorio en lechos de didmetro pequefio (Hashimoto y
Miura, 1977). La unidad industrial se disefia para el mismo tamafio de particulas y la misma

velocidad superficial (Cooney, 1998; McCabe y otros, 1993).
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III. Metodologia

3.1. Materiales

En este trabajo se han estudiado dos tipos basicos de material adsorbente: 6xido de zirconio
y 6xido de aluminio (alimina).

Respecto el 6xido de zirconio se han empleado dos granulometrias diferentes: en polvo y en
particulas, que han sido donadas por Mel Chemicals, Inglaterra y se simbolizaran en este
trabajo por ZrO,-(po) y ZrO,-(pe), respectivamente.

La alumina empleada igualmente ha sido de dos granulometrias diferentes, una en forma
esférica, simbolizada como Al,O3-(pe), que ha sido suministrada por Alcoa Inc., U.S.A. La
alimina en polvo ha sido suministrada por Fluka Chemie AG, Suiza. De esta alimina se
han empleado tres formas: &4cida, neutra y basica, simbolizadas por Al,O3-(poA),
ALO;-(poN) y ALOs-(poB), respectivamente.

Las caracteristicas de los adsorbentes utilizados se presentan en Tabla I.

El tartrato acido de potasio (KHT, 24, 353-1), el acido tartarico L™ (H,T, 25, 138) y las
proteinas, bovin serum albimina (BSA, A-3803), ovalbumina (albumin chicken egg
OVAL, A-5503) y lisocima (LYS, L-2879), han sido suministradas por Sigma Chemical
Co., U.S.A., se han usado sin purificaciéon previa para la preparacion de las soluciones
modelo estudiadas.

Algunas de las caracteristicas de las proteinas se presentan en Tabla II

(Achaerandio y otros, 2001).
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Tabla I. Propiedades fisicas de los adsorbentes estudiados

Adsorbentes | Superficie* | Particulas | Diametro | Superficie de | Superficie de
BET (mm) medio de | microporos* | mesoporos*
(m*/g) poros* (%) (%)
(nm)
ZrO,~(po) 76.6 107 11.2 438 95.62
ZrOy-(po) 248.3 107 5.6 5.03 94.97
ZrOx-(pe) 78.9 3 11.0 5.47 94.53
ALOs3-(pe) 351.4 1.19-1.68 4.8 12.31 87.69
AL Os3-(poA) 187.3 0.10-0.15 5.0 13.74 86.26
ALO3-(poN) 159.2 0.10-0.15 6.3 13.03 86.98
AL O3-(poB) 184.4 0.10-0.15 53 14.49 85.51

*Datos obtenidos aplicando el método de Brauner-Emmett-Teller, mediante un equipo de

JOTE 0 A . . . . oo A . . .
analisis BET; = Oxido de zirconio en polvo de un primer lote; Oxido de zirconio en

polvo de un segundo lote

Tabla II. Propiedades de las proteinas usadas

Proteinas | Peso molecular pl Dimensiones | Volumen | Enlaces | Grupos
(kDa) (nmxnmxnm) (nm?) —S-S- -SH
BSA 67.0 47 |11.6x2.7x2.7 82 17 1
OVA 43.0 4.5 7.0x4.5x4.5 142 1 4
LYS 14.3 10.7 | 45x3.0x3.0 41 4 0

En este trabajo se ha utilizado vino blanco obtenido de uva de la variedad Chardonnay

correspondientes a las vendimias del afio 2000 y 2001 proporcionado por la Cooperativa de
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Vila-rodona. El vino se ha recibido después de la fermentacion sin ningin tipo de
tratamiento de filtracion o estabilizacion previa. La concentracion inicial de proteinas
totales en los vinos ha sido de 11.0 y 30.0 mg/L, para las vendimias del afio 2000 y 2001

respectivamente.

Para los estudios de regeneracion del material adsorbente los reactivos utilizados han sido:
acido nitrico (HNOs; 65 %, 90060) suministrado por Riedel-de Haén, Alemania,
hidroxido de sodio (NaOH, 0288) suministrado por J. T. Baker, Inglaterra, urea (131754)
suministrada por Panreac, Espafa, solucion salina fisiologica (NaCl 0.9 g, 995373)
suministrada por Laboratorios Grifols, S. A., Espafia y tabletas enzimaticas

(Subtilisina A, 4493FV) suministradas por Farmaoptics, Espafia.

3.2. Equipos

3.2.1. Equipo para analizar la superficie especifica

La caracterizacion de los adsorbentes se ha realizado mediante un equipo de analisis
BET - “Micromeritics”, ASAP 2000, mostrado en la Figura 2. El método aplicado es el de
Brunauer-Emmett-Teller (BET), (Gates, 1992).

Para obtener la superficie especifica de los adsorbentes analizados y la distribucion de los
poros se hace una desgasificacion previa de las muestras a una temperatura de 150 °C.
Después se caracteriza el 6xido metalico mediante la fisisorcion con Ny, la cual tiene lugar

en un matraz sometido en ambiente de nitrogeno liquido.
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Figura 2. Equipo de analisis BET

3.2.2. Equipo para la experimentacion en discontinuo

Para la determinacion de las isotermas de adsorcion de los diferentes adsorbentes se ha
utilizado el procedimiento discontinuo. El equipo utilizado es el presentado en la Figura 3.
Consiste en un eje rotativo disefiado especialmente, en el cual se colocan los tubos de vidrio
de 20 mL con tapon de rosca. El sistema gira a 60 rpm, favoreciendo el contacto entre la
fase solida y liquida. Las muestras se analizan utilizando un espectrometro,

Hitachi U-2000.
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Agitador rotativo

A O
Tubo de

adsorcion

—_——

Espectrofotometro -

Figura 3. Esquema del equipo para la experimentacion en discontinuo

3.2.3. Equipo para la experimentacion en continuo

Para el estudio de la adsorcion proteica con soluciones modelo o vino blanco en continuo
se han utilizado dos columnas, en las que se empacaba el material adsorbente, de dos
escalas diferentes. Estos dos equipos se muestran en la Figura 4 y en la Figura 5. La
alimentacion de la solucion a tratar se ha realizado con una bomba peristaltica, Watson
Marlow 101 U/R. El material de las dos columnas es metacrilato transparente, aspecto que

permitia observar en su interior.

17



Estabilizacion proteica de vinos blancos mediante adsorcion en columnas de relleno

Columna en relleno

-

®
|

Solucion después de
la adsorcion

Figura 4. Equipo para los experimentos en continuo en escala pequeia

La columna de escala pequefia (Figura 4) tiene una longitud de 15 cm y un diametro interno
de 1.5 cm. La columna de escala superior (Figura 5) tiene longitud de 19 cm y un didmetro

interno de 5.0 cm.
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| l Columna empacada
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T g e ——— e ——

il
Vino blanco sin
tratamiento previo

. @

.
. Bomba perestaltica

Vino blanco
después de la adsorcion

—

Figura 5. Equipo para los experimentos en continuo en escala media
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3.3. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental seguido es el mostrado en la Figura 6

[ Preparacion soluciones }

J

[ Preparacion equipo de adsorcion ]

J

[ Adsorcion ]

J

[ Filtracion J

J

[ Analisis muestras ]

J

[ Regeneracion adsorbente }

Figura 6. Procedimiento experimental general

3.3.1. Preparacion de soluciones modelo

Las soluciones modelo de proteinas utilizadas durante la experimentacion se han preparado
segun el esquema detallado en la Figura 7.
La preparacion del tampon tartarico es necesaria para obtener una solucion modelo de las

proteinas puras con el pH tipico para los vinos blancos (pH 3.5).
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Preparacion tampon Preparacion H,O Preparacion solucion
KHT pH 3.5 sintética de proteina
Pesar KHT Tomar un volumen de Pesar proteina

(balanza analitica) H.0 MQ (balanza analitica)

(18.2 MQcm)
Aifiadir H,O MQ Afadir tampén KHT Anadir H,O
(18.2 MQcm) (2 ml por cada litro) sintética
[ Llevar a volumen } [ Llevar a volumen }
Ajustar pH 3.5 con Ajustar pH 3.5 con Ajustar pH 3.5 con
HzT HzT HZT

Utilizacion Utilizacion Utilizacion

Figura 7. Procedimiento de preparacion de soluciones modelo de proteinas
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3.3.2. Preparacion y realizacion de la experimentacion

3.3.2.1. Experimentacion en discontinuo

La seleccion del material mas adecuado para la adsorcion de proteinas se ha realizado
mediante la determinacion experimental de las isotermas de adsorcion para todos los
adsorbentes, con las tres proteinas estudiadas. Cada punto experimental de las isotermas de
adsorcion se ha realizado por triplicado.

El procedimiento para la determinacién de una isoterma de adsorcion es el que se describe
a continuacion.

Se pone una alicuota de 10 mL de la solucién modelo, pH 3.5 y una fuerza iénica 10, en
tubos de vidrio de 20 mL, donde se ha afiadido previamente una cantidad de los 6xidos
metalicos en polvo o en particulas para obtener una concentracion del adsorbente en el
rango de 25 a 650 mg/L o 120 a 6000 mg/L, respectivamente. La diferencia de los rangos
elegidos proviene de la adsorcion méxima mencionada para los adsorbentes utilizados en el
trabajo de Fukuzaki y otros, (1996). La concentracion de proteina en las soluciones modelo
se ha mantenido a 1000 mg/L para los experimentos con bovin serum albimina (BSA) y
ovalbumina (OVAL), y de 500 mg/L para los experimentos con lisocima (LYS). La
isoterma se ha determinado ha temperatura ambiente (25 + 2 °C), manteniendo la agitacion
durante 48 h, tiempo suficiente para conseguir el equilibrio (Sarkar y Chattoraj, 1996). La
rotacion continua permite un contacto adecuado entre el adsorbente y la proteina. Después
de que se alcanza el equilibrio, la solucidon sobrenadante de proteina de cada tubo de ensayo
se filtra a través de una membrana de acetato de celulosa de didmetro de poro de 0.45 um

(HAWPO1300), Millipore, U.S.A.
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También se han preparado controles de las proteinas y del material adsorbente, para
verificar el rango de cambio y la significacion de este cambio para los resultados obtenidos
en las condiciones del trabajo. Los controles de las proteinas contienen la misma cantidad
de la solucion modelo analizada, afadida en el tubo de ensayo en ausencia del adsorbente.
Igualmente los controles del material adsorbente contienen una cantidad del 6xido metalico
estudiado colocado en el tubo de vidrio, que esta en contacto con agua sintética (pH 3.5) sin

la presencia de ningun tipo de proteina.

3.3.2.2. Experimentacion en continuo

La metodologia que se ha utilizado en la experimentacion con el sistema en continuo es
independiente de la escala de la columna empleada. El procedimiento consiste en empacar
en la columna el adsorbente elegido, previamente pesado. La solucion modelo de BSA (pH
3.5 y una fuerza ionica 10™) o el vino blanco se pasa a través de la columna en flujo
ascendente mediante la bomba peristéltica. El flujo tipo “piston” se mantiene constante
durante todo el experimento. Se toman muestras en el efluente en diferentes intervalos de
tiempo, para analizar la concentracion de la proteina no adsorbida.

Las muestras recogidas se filtran con una membrana de acetato de celulosa de didmetro de
poro de 0.45 um (HAWPO1300), Millipore, U.S.A. antes de analizarlas, de la misma forma
que en los experimentos en discontinuo.

A partir de los experimentos realizados en continuo se obtienen las curvas de saturacion
(Breakthrough curve), en las que se representaran los valores de C/Cy, donde C es la
concentracion de proteina en la solucion al salir de la columna y C, es la concentracion a la

entrada de la misma, frente al volumen de liquido tratado dividido por el volumen del lecho
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(bed volume, BV), que en este trabajo esta definido por la relacion del volumen de la

solucion tratada por la masa del adsorbente en la columna.

3.3.3. Analisis de las muestras

La concentracion de proteina en las diferentes muestras tratadas como en los controles,
tanto en los experimentos de determinacion de las isotermas de adsorcién, como en los
experimentos en continuo se ha analizado por espectrofotometria directa.

En los experimentos en continuo con vino blanco la concentraciéon de las proteinas
totales del vino se ha obtenido por el método de Bradford, y la determinacion de las
fracciones proteicas mediante HPLC. Igualmente se han determinado diferentes pardmetros
analiticos del vino.

Los métodos de andlisis utilizados en cada caso particular se describen con mayor detalle a

continuacion.

3.3.3.1. Proteinas

e M:¢étodo de espectrofotometria directa

La eleccion de este método se debe a que todas las proteinas absorben en el espectro
UV-visible, dependiendo de la composicion de los aminoécidos; el método es simple y no
destructivo. Es necesaria una cantidad minima de proteina, del orden de mg/L, para que sea
posible la determinacion correcta sin que ocurra el fotoblanqueo de la proteina. Ademas la
medida de la absorcion es muy rapida y el volumen requerido de las muestras para los

analisis es pequefio.
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En una longitud de onda especifica, la absorcion de la energia de la luz tiene una relacion

lineal con la concentracion de la proteina presentada en la ecuacion de Lambert - Beer:
A=ycl, Ecuacioén 1

Donde A es la absorcion en la longitud de onda especifica,  es el coeficiente de extincion
M'*em™), ¢ es la concentracion molar de la proteina (M) y 1 es el trayecto (cm)
(Nakai y Modler, 1996).

La lectura es a 280 nm, en un espectrofotometro, ya que la méxima absorcién de las
proteinas es en el intervalo de UV 260-292 nm. Se utilizan cubetas de cuarzo de un

volumen de 1 mL y 1 cm de paso.

e M:¢étodo de Bradford

Este es un método colorimétrico (Bradford, 1976), siendo uno de los mas utilizados en la
industria enolégica para medir el contenido total de las proteinas de un vino.

El método consiste en mezclar una alicuota de la muestra a analizar con el reactivo BioRad
Protein Assay 500-0001, proporcionado por Bio-Rad, Laboratories GmbH, Alemania, se
espera 1 h para la formacién de color, y a continuacion se determina la absorcidon a 595 nm
utilizando el espectrofotdmetro. La recta de calibrado se prepara con una proteina pura, y

en este trabajo se ha utilizado BSA como patron.

e M¢étodo cromatografico
Las cantidades de las fracciones proteicas del vino blanco se han analizado por
cromatografia de exclusion molecular. Se utiliza un sistema de cromatografia liquida

(HPLC) (Martinez-Rodriguez y Polo, 2000; Santoro, 1995), formado por un moédulo de
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bombas, Beckman, System Gold Programable Solvent Module 126, una columna, TSK-gel
G 2000SW (TosoHaas, 7.5 mm ID x 300 mm) provista de una precolumna, Guardcolumn
SW (TosoHaas, 7.5 mm ID x 75 mm) y un detector de ultravioleta, Beckman, System Gold
Detector Module 166, a una longitud de onda de 220 nm. Como fase mévil se ha utilizado

un tampon de fosfato con adicion de 0.1 M NaCl a un caudal de 1 mL/min.

3.3.3.2. Test de estabilidad proteica

La caracterizacion de la estabilidad proteica de un vino se ha determinado mediante la
comparacion de la turbidez del vino, y la medida para el mismo vino sometido al
tratamiento que se detalla a continuacion.

Un volumen determinado de vino blanco se filtra con una membrana de didmetro de poro
0.45 pm (HAWPO1300), Millipore, U.S.A. A continuacion se calienta a una temperatura
de 80 °C, durante 2 h. Después del calentamiento se deja durante 2 h més a una temperatura
de 4 °C. Se acondiciona y se mide la turbidez (Dubourdieu y otros, 1988).

La turbidez se ha medido con un nefelometro, Hach Ratio/XR turbidimeter. La turbidez se
expresa en unidades nefelométricas de turbidez (NTU).

La diferencia entre la turbidez medida antes y después del tratamiento de
calentamiento/enfriamiento, es proporcional de la inestabilidad proteica del vino analizado.
Un vino se considera estable cuando la diferencia de la turbidez obtenida no supera mas

de 2 NTU (Moine-Ledouxt y Dubourdieu, 1999).
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3.3.3.3.pH

La medicion del pH en el vino tiene un marcado interés. Este dato es importante por su
efecto sobre, microorganismos, matiz del color, sabor, potencial redox, relacién entre el
diéxido de azufre libre y combinado, quiebras debidas al fosfato de hierro y otros. Los
vinos de mesa deben tener un pH inferior a 3.6. (Barcelo, 1990; Amerine y Ough, 1976).

El pH de los vinos se han determinado con un pH-metro, Crison micropH 2002.

3.3.3.4. Acidez total

La Oficina Internacional de la Vid y del Vino (O.1.V.) define la acidez total, como la suma
de todas las acideces valorables que contiene el vino, hasta pH 7.0, por adicién de solucion
de hidroxido sédico. Los acidos que se valoran son principalmente el tartarico, malico,
lactico, succinico, acético, etc. La acidez total normalmente debe ser menor de 3.3 g/L
expresadas como acido tartarico (Barcelo, 1990; Amerine y Ough, 1976).

El método utilizado ha sido el recomendado por la Comisioén de las Comunidades Europeas
publicadas en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas (1990). Este método se basa

en una valoracidon potenciométrica con una solucion de hidroxido sédico 0.1 M.

3.3.3.5. Acidez volatil

En los vinos, se define como acidez volatil al contenido de 4cidos grasos, como el acético,
foérmico, propidnico, butirico, etc. Aunque el constituyente principal es el 4dcido acético.
Valores de 0.3 a 0.8 g/L, expresados en acido acético, se consideran normales en los vinos

(Barceld, 1990; Amerine y Ough, 1976).

27



Estabilizacion proteica de vinos blancos mediante adsorcion en columnas de relleno

El método utilizado es el definido por Garcia-Tena (Barcelo, 1990). Los reactivos
empleados son de la empresa GAB Sistemadtica Analitica, S. L., Espafia. El método consiste
en la destilacion fraccionada del vino (11 mL) y una valoracion separada de las fracciones
recogidas. El primer volumen se recoge en una probeta de 5.1 mL y el segundo en una
probeta de 3.2 mL. Las soluciones se valoran con una solucion de hidréxido de sodio
0.0204 M en presencia de unas gotas de la soluciéon de fenolftaleina al 1 % como indicador.
El nimero de mililitros gastados para valorar el liquido de la probeta de 3.2 mL nos permite
obtener el valor de la acidez volatil real. Para hallar la acidez volatil aparente, se suma a la
real el valor calculado con el nimero de los mililitros gastados para valorar el liquido de la

probeta de 5.1 mL.

3.3.3.6. Acidez fija

La acidez fija se determina por la diferencia entre la acidez total y la acidez volatil,
expresadas las dos en 4cido tartarico.
Las cantidades contenidas en el vino deben ser superiores de 3.0 g/L, expresadas también

como acido tartarico (Barcelo, 1990; Amerine y Ough, 1976).

3.3.3.7. Azucares reductores

Los azucares reductores estdn constituidos por el conjunto de los azicares con funcion
cetonica o aldehidica determinados por su accidon reductora sobre una solucion cupro-
alcalina. La cantidad de los aztcares reductores en un vino seco después de la fermentacion

alcoholica debe ser menor del 0.1 % (5 g/L) (Amerine y Ough, 1976).
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Se utiliza método Rebelein (Barcelo, 1990). Los reactivos empleados son de GAB
Sistematica Analitica, S. L., Espafa. Este método se fundamenta en la reduccion del
reactivo cuproalcalino en la que no es necesaria precipitacion alguna, lo que representa una
mayor exactitud en la determinacidn, por cuanto no hay pérdidas de materias reductoras,

que siempre tiene lugar en el proceso de precipitacion.

3.3.3.8. Grado alcoholico volumétrico

El grado alcohdlico volumétrico es igual al numero de litros de etanol contenidos en
100 litros de vino, medidos ambos volumenes a la temperatura de 20 °C. Su simbolo
es “% vol”.

Se utiliza el método recomendado por la Comision de las Comunidades Europeas
publicadas en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas (1990), el cual consta de una
destilacion del vino alcalinizado mediante una suspension de hidréxido de calcio y

determinacion de la masa volumica del destilado por picnometria.

3.3.3.9. Extracto seco total

El extracto seco total o materias secas totales es el conjunto de todas las sustancias que, en
determinadas condiciones fisicas, no se volatilizan. Esta caracteristica se determina
indirectamente, sobre el valor de la densidad del residuo exento de alcohol. La densidad

relativa del vino desalcoholizado (d;) se calcula mediante la formula:

d =d, —d, +1.000, Ecuacion 2
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donde: dy es la densidad relativa del vino a 20 °C y d, es la densidad relativa a 20 °C de la
mezcla hidroalcohdlica del mismo grado alcoholico que el vino (la densidad relativa a
20 °C del destilado del vino). A partir del valor de d; se obtiene el peso del extracto seco
total, expresado en gramos por litro.

Esto es el método recomendado por la Comision de las Comunidades Europeas publicadas

en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas (1990).

3.3.3.10. Cenizas

Se denominan cenizas al conjunto de los productos resultantes de la incineracion del
residuo de evaporacion del vino, llevada a cabo de manera que se obtenga la totalidad de
los cationes (excluido el amonio) en forma de carbonato y otras sales minerales anhidridas.

Se utiliza el método recomendado por la Comision de las Comunidades Europeas
publicadas en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas (1990). El método consiste en
la incineracion del extracto del vino a una temperatura entre 500 y 550 °C hasta la

combustion total del carbono.

3.3.3.11. Cloruros

Los cloruros se determinan directamente en el vino por potenciometria utilizando un
electrodo Ag/AgCl. Este es el método recomendado por la Comision de las Comunidades

Europeas publicadas en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas (1990).
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3.3.3.12. Sulfatos

En el vino se hallan pequefias cantidades de sulfatos. Su cantidad depende principalmente
del suelo en donde se cultive la uva. Durante la fermentacion, los sulfatos sufren ligeras
modificaciones, transformandose en sulfuro o didxido de azufre. Este ultimo es posible, en
algunas circunstancias, que se oxide y se transforme en sulfatos. El limite legal es de 2 g/L,
expresado como sulfato potéasico (Barcelo, 1990).

Se ha utilizado el denominado método rapido, recomendado por la Comision de las
Comunidades Europeas publicadas en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas
(1990), que consiste en la precipitacion de los sulfatos con el cloruro de bario y una

comprobacion visual, de la turbidez.

3.3.3.13. Fenoles totales

El conjunto de los compuestos fenolicos del vino se oxida con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, que estd constituido por una mezcla de acido fosfotingstico (H3PW,040) y
acido fosfomolibdico (H;PMo0,,049), que se reducen por la oxidacion de los fenoles en una
mezcla de 6xidos azules de tungsteno (WsO,3) y molibdeno (MogO»3). La coloracion azul
producida posee una absorciéon maxima en torno a 750 nm y es proporcional al porcentaje
de compuestos fendlicos. Mediante un calibrado se puede medir la cantidad de fenoles
totales por espectrofotometria. Los resultados obtenidos se expresan como mg/L de acido
galico. Este método se conoce como el método Singleton y es el recomendado por la
Comision de las Comunidades Europeas publicadas en el Diario Oficial de las

Comunidades Europeas (1990).
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3.3.3.14. Caracteristicas cromaticas

La caracteristica cromatica de un vino, se basa en dos factores importantes:

Luminosidad, es el factor cuantitativo que define la intensidad del color, puede definirse
también como transmitancia, ya que ésta varia inversamente proporcional a la intensidad.
Un vino segln la luminosidad pueda variar de palido a subido.

Tonalidad o cromancia, es el factor de calidad del color y corresponde a la longitud de
onda dominante (rojo, amarillo, verde, etc.) que caracteriza la tonalidad.

El color de los vinos es muy variable, debido a su origen, forma de elaboraciéon y
envejecimiento.

Las caracteristicas cromaticas se han determinado por el denominado método rapido,
recomendado por la Comision de las Comunidades Europeas publicadas en el Diario
Oficial de las Comunidades Europeas (1990), el cual se fundamenta en la lectura de las
absorbancias, a las longitudes de onda de 420, 520 y 620 nm en un espectrofotometro con

evaluacion en la zona del espectro visible.

3.3.4. Regeneracion de los adsorbentes

La regeneracion de los adsorbentes es una parte muy importante de este trabajo.

Se han estudiado varios procedimientos para recuperar o incluso mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas de los 6xidos metalicos y asi disminuir el coste general de la estabilizacion
proteica. Esta es una operacion basica en la elaboraciéon del vino y una etapa que puede
incidir en la conservacion y valorizacion del producto final.

Los procedimientos estudiados son:
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e Procedimiento |

En este procedimiento la regeneracion consta de dos fases. En primer lugar el material
adsorbente se deja en contacto durante 30 min con una solucién 0.5 M de NaOH a una
temperatura entre 40 y 50 °C. Posteriormente el adsorbente se lava con H,O mQ (18.2
MQcm), pH 7. La segunda fase consiste en tratar el adsorbente durante 15 min con una
solucion de 5 mL/L de HNOs, 65 % a una temperatura de 50 °C. Finalmente el adsorbente

se lava otra vez con H;O mQ (18.2 MQcm), pH 7.

e Procedimiento 11

Este procedimiento consiste en la regeneracion del material adsorbente con una solucion de
urea 8 M. Si la regeneracion se hace en discontinuo se mantienen en contacto el adsorbente
y la solucion de urea durante 72 h, y si la regeneracion es en continuo se trata durante 4 h a
un caudal de 0.5 mL/min Finalmente se lava el material adsorbente con agua mQ (18.2

MQcm), pH 7.

e Procedimiento 111

Este procedimiento consiste en tratar el material adsorbente con una solucion enzimatica de
Subtilisina A, que se prepara disolviendo una tableta de la enzima de 5 mg en 5 mL de
solucion salina fisioldgica. El tratamiento se realiza a temperatura ambiente (25 £ 2 °C),
durante 4 h en agitacion continua. Finalmente el adsorbente se lava con H,O mQ (18.2

MQcm) con pH 7.
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e  Procedimiento IV

Este procedimiento consiste en el tratamiento térmico del adsorbente. Después de la
saturacion del adsorbente se lava con agua mQ (18.2 MQcm), pH 7. A continuacion el
oxido metalico se mantiene en una mufla a temperatura de 500 °C durante 4-5 h para una
aplicacion en condiciones en discontinuo y trabajando con las soluciones modelo o 16 h

para una aplicacion en condiciones en continuo y tratamiento previo con vino.
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IV. Resultados y discusiones

4.1. Isotermas de adsorcion

Segun la clasificacion de Brunnauer, Deming y Teller (Terence, 1990) la adsorcion en una
interfase solido/liquido puede ser uno de los tres tipos mostrados en la Figura 8. La
isoterma Tipo I se denomina favorable o convexa. La isoterma Tipo II es la denominada

lineal, y finalmente la isoterma Tipo III es la denominada desfavorable o concava.

Tipo I (Favorable)

Tipo II (Lineal)

Tipo III (Desfavorable)

q (cantidad de adsorbato/ cantidad de adsorbente)

concentracion

Figura 8. Tipos de isotermas de adsorcion

La isoterma de adsorcion tipo I se ajusta perfectamente con el modelo de Langmuir. Este

modelo se basa en las hipdtesis que todos los sitios de adsorcion en la superficie del
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adsorbente son equivalentes, que en un centro activo de adsorbente se puede adsorber solo
una molécula de adsorbato, que la energia de adsorcion (la fuerza de los enlaces entre la
superficie y las moléculas que se adsorben) es constante para todos los sitios, y por ultimo,
que no hay interacciones entre las moléculas adsorbidas (Cooney, 1998).

El modelo de Langmuir sigue la ecuacion:

kC
1+ kC

q9=9 , Ecuacion 3

donde: q es la cantidad de proteina (adsorbato) adsorbida por unidad de masa del 6xido
metalico (adsorbente) en el equilibrio, mg/g o umol/g; qmax €s la maxima cantidad de
proteina que puede ser adsorbida por masa del 6xido metalico, mg/g o umol/g; k es la
constante de Langmuir, mg/L; C es la concentracion de la proteina en la solucion que esta
en equilibrio con la proteina adsorbida, mg/L.

En la Figura 9, Figura 10 y Figura 11 se muestran las isotermas de adsorcion de BSA,
ovalbiimina y lisocima con ZrO,-(po) y ZrO»-(pe). El pH de la solucion modelo ha sido de
3.5 (mismo pH que el del vino), y se ha mantenido constante para todos los experimentos.
La isoterma de adsorcion del sistema BSA-ZrO,-(po) (Figura 9) es convexa (Tipo I segtin
la clasificacion de Brunnauer, Deming y Teller). El hecho que la adsorcion sea alta aunque
la concentracion de proteina en la solucion (adsorbato) sea baja explica el interés que
representa este tipo de adsorcion desde un punto de vista practico. La isoterma obtenida se
ha ajustado muy bien con el modelo de Langmuir (= 0.9591) y la adsorcién maxima
obtenida es qmax=0.68 pmol/g.

La adsorcién de BSA en ZrO,-(pe), sin embargo, es desfavorable. La curva es concava y es

tipo III segln la clasificacion de Brunnauer, Deming y Teller (Terence, 1990).
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Esto significa que se requiere una concentracion alta de la proteina (BSA) en el adsorbato,
para que la adsorcién obtenida sea significativa. Este diferente comportamiento indica que

la adsorcion es muy sensible al tamafio de la particula.
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Figura 9. Isotermas de adsorcion de BSA en 6xido de zirconio

Las isotermas de adsorcidon de BSA en Al,O; en todas las formas estudiadas son
desfavorables (resultados no mostrados). A pesar de esto, la adsorcion de BSA con
Al,Os3-(poA) es mayor, debido probablemente al hecho que el punto isoeléctrico de BSA en
cuestion es acido (4.7) y la adsorcion es méxima alrededor de este punto (Giacomelli y
otros, 1997; Fukuzaki y otros, 1996).

La curva de adsorcion mostrada en la Figura 10 para la OVAL en ZrO,~(po) muestra un

punto de inflexion. Esto significa que a concentraciones bajas de OVAL la superficie del
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adsorbente no se satura y las moléculas del adsorbato estdn en orientaciones al azar en la
superficie. Cuando el niimero de las moléculas adsorbidas es mayor a un 50 %, la
interaccion lateral entre ellas es importante, produciéndose un efecto de reorganizacion de
las moléculas de ovalbimina, dando lugar a una nueva adsorcién de mas proteinas en la
superficie del adsorbente (Hughes-Vassell y Embery, 1996). La cantidad adsorbida maxima
alcanza valores de 1.0 umol/g. El promedio de la adsorcion méxima para la OVAL en
ZrO,-(pe) tiene valores muy bajos (0.05 pumol/g). Igualmente, las isotermas de adsorcion

para la OVAL son desfavorables con el Al,O; en todas las formas estudiadas.
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Figura 10. Isotermas de adsorcion de OVAL en 6xido de zirconio

La isoterma de adsorcion para la LYS en ZrO,-(pe) es favorable (Figura 11) y la adsorcion

méxima es del orden de 0.40 pmol/g (r*=0.9009). En cambio la isoterma de adsorcion de la
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LYS en ZrO,-(po) el desfavorable. Con Al,Os-(pe) la isoterma de adsorcion también es

favorable y la adsorcion maxima obtenida es del 0.45 umol/g (r*= 0.8495). Sin embargo,

para todas las formas de alimina en polvo, las isotermas de adsorciéon han sido

desfavorables.
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Figura 11. Isotermas de adsorcion de LY'S en 6xido de zirconio

500

Algunas de las diferencias en el comportamiento de las curvas de adsorcion se deben a la

diferente granulometria de los adsorbentes (Tabla I) y las distintas caracteristicas de las

proteinas adsorbidas (Tabla II).
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A pH 3.5, los adsorbentes y los adsorbatos tienen una carga positiva (Fukuzaki y otros,
1996). También, a bajas fuerzas ionicas (< 0.01) la adsorciéon de pequefias moléculas de
proteinas (como LYS) estd afectada por las propiedades de la superficie del adsorbente.
Mientras que las proteinas grandes (como BSA y OVAL) tienen una adsorcién méaxima
alrededor de su punto isoeléctrico, sin que influya el tamafio de las particulas del
adsorbente en forma alguna (Fukuzaki y otros, 1995; Kondo y Higashitani, 1992; Kim y
Luna, 1989; Norde y otros, 1985; Kontsoukos y otros, 1983). Ademas el grupo sulthidrilo
(-SH) es uno de los grupos con mas afinidad de reaccidén nucleofilica encontrados en las
macromoléculas biologicas (Aslam y Deut, 1998). La posibilidad de obtener una isoterma
de adsorcion que se ajuste al modelo de Langmuir para la OVAL y la BSA sobre un
adsorbente en polvo es debida principalmente a su punto isoeléctrico, la presencia de
grupos -SH y la gran superficie de adsorcién del adsorbente. Las isotermas de adsorcion
obtenidas para las mismas proteinas en los adsorbentes granulados son concavas, debido
posiblemente a que la difusion en los poros es impedida por el tamafio de las mismas. Por
contra, la lisocima (LYS) es facilmente adsorbida en un adsorbente granulado,
probablemente debido a que es una molécula pequefia, que penetra en los poros de las
particulas del adsorbente y se retiene por oclusion causada por la tortuosidad de los
mismos. Este fenomeno no ocurre cuando la granulometria es mas pequefa y ésta
tortuosidad no existe. La baja afinidad de la adsorcion en 6xido de zirconio en olvo también
puede ser debida a sus diferentes puntos isoeléctricos (del adsorbente y la proteina), y al
hecho que la LYS no tiene ningin grupo -SH que pueda favorecer la aglomeracion de las

moléculas.
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4.2. Curvas de adsorcion operando en continuo con soluciones modelo

Una vez caracterizadas las isotermas de adsorcion de los 6xidos metalicos estudiados se
han elegido como adsorbentes para los estudios en continuo ZrO»-(po) 'y ZrO,-(pe).

El adsorbato utilizado para estos estudios es una solucién modelo de BSA (pH 3.5 y una
fuerza ionica 10™*). Los ensayos de eliminacién de proteinas con la solucion modelo se ha
realizado en la columna de escala pequefia definida en el capitulo 3.2.3.

En la Figura 12 y la Figura 13 se presentan las curvas de adsorciéon de BSA en ZrO,-(po)”
y en ZrO,-(pe), respectivamente. Los valores C/Cy se representan en el eje de ordenada,
donde C es la concentracion de proteina (BSA) en la solucion al salir de la columna y C es
la concentracion a la entrada, frente al volumen tratado por unidad de lecho (BV) expresado
en mL de solucion por el gramo de adsorbente.

La curva de saturacion con forma de “S” es tipica de los adsorbentes con isotermas de
adsorcion favorable, como es el caso de la adsorcion en continuo con ZrO-(po), mientras
que para el ZrO,-(pe) la curva de saturacion es muy rapida y corresponde a una isoterma de
adsorcion desfavorable (Figura 9). El mismo fendémeno ha sido observado por Sarmento y
otros (2000) para el estudio de los sistemas BSA — Macro-prep®50S y BSA -
Spherosil®XOB15. Las isotermas de adsorcion obtenidas para estos materiales han sido
cOncavas y convexas, respectivamente.

Durante el tratamiento en continuo con ZrO,-(po), la proteina (BSA) se reduce unos 90 %,
una vez tratados 30 BV. A volumenes mas altos, la concentracion a la salida de la columna

empieza a aumentar y la adsorcion proteica disminuye.
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Figura 12. Curva de saturaciéon de BSA en ZrO,-(po) , caudal 0.2 mL/min
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Figura 13. Curva de saturacion de BSA en ZrO,-(pe), caudal 2.0 mL/min
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No obstante, cuando se han tratado 50 BV la reduccion de BSA es del 40 %, aunque no es
aconsejable tratar volimenes mayores, ya que la capacidad de adsorcion del adsorbente
disminuye notablemente, por lo que el adsorbente necesitaria ser regenerado.

El tratamiento en continuo con ZrO;-(pe) de la solucién modelo de BSA no es favorable,

como se podia esperar debido a que la isoterma de adsorcion obtenida era desfavorable.

4.3. Efecto de la regeneracion sobre la capacidad adsorbente del éxido zirconio

después de un tratamiento con soluciones modelo

La posibilidad de la regeneracion del material adsorbente se ha estudiado por diferentes
procedimientos descritos en el apartado 3.3.4. El sistema estudiado basicamente ha sido el
BSA — ZrO,-(po) .

La Figura 14 muestra las isotermas de adsorcion obtenidas con el adsorbente regenerado
utilizando los procedimientos II, Il y IV, la isoterma obtenida con el adsorbente sin ningiin
tipo de regeneracion y la isoterma inicial.

Los resultados muestran que los procedimientos II y III no son efectivos, ya que se obtiene
una isoterma practicamente igual a la obtenida con el adsorbente sin regenerar. Se ve
claramente que la regeneracion térmica a una temperatura de 500 °C durante 4-5 h es
suficiente para que la recuperacion de la capacidad de adsorcién del ZrO,-(po) en
condiciones en discontinuo sea mas del 90 %.

Igualmente se ha realizado un estudio de la regeneracion del material adsorbente mediante
los procedimientos I y II para el sistema BSA — ZrO,-(po)’ operando en continuo

(Figura 15).
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Segin Dumon y Barnier (1992) los grupos -OH y —NOj3; forman centros de adsorcidon para
las proteinas sobre la superficie del ZrO,. Con base en estas conclusiones y siguiendo el
método de limpieza recomendado para las membranas ceramicas de ZrO, utilizadas en un
proceso de ultrafiltraciéon se ha usado el procedimiento I para la desorcion de BSA
(Figura 15). Se ve claramente que ni este modo ni la desorcién con una solucion 8§ M de
urea son eficaces para la regeneracion completa del ZrO,-(po) . La favorable adsorcion de
BSA sobre este adsorbente se convierte en una adsorcion desfavorable después del
tratamiento con los dos procedimientos aplicados.

Por lo tanto se ha decidido aplicar el tratamiento térmico para la regeneracion de los

adsorbentes utilizados en la estabilizacion proteica del vino blanco operando en continuo.

4.4. Estudios de estabilizacion proteica en continuo con un vino blanco

Los resultados positivos obtenidos en continuo con el sistema BSA - ZrO,-(po)’, los
experimentos con el sistema BSA — ZrO,-(pe), ambos en escala pequeiia, y las capacidades
de adsorcion obtenidas de las isotermas de adsorcion con la ovalbiimina y la lisocima con
las dos granulometrias del 6xido de zirconio estudiadas ha dado lugar a la investigacion,

con el objetivo de eliminar las proteinas de un vino blanco operando en continuo.

4.4.1. Experimentacion en escala pequeiia

Se ha estudiado la posibilidad de eliminar proteinas de un vino blanco operando en
continuo mediante una columna empacada con 6xido de zirconio. En el primer experimento

realizado en esta escala se ha empacado ZrO,-(po) . El segundo experimento se ha hecho
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con un empaque de una mezcla de ZrO,-(po)  y ZrO»-(pe). El vino blanco utilizado se ha
elaborado en el afio 2000, y de la variedad Chardonnay. Las condiciones de los

experimentos se presentan en la Tabla III.

Tabla III. Condiciones de los experimentos en escala pequeiia

adsorbente Co Q*IO3 W L tpe
mg/L | L/min g cm min
ZrOx-(po) 11.00 | 0.11 1208 | 29 | 188
W]
ZrO,-(po) 11.00 0.11 8.01 1.9 12.4
ZrOx-(pe) 22.82 | 112 | 355

La Figura 16 muestra las curvas de saturacion de las proteinas totales del vino blanco para
los dos experimentos realizados. Para la columna empacada solo con ZrO,-(po) , las
proteinas totales se reducen a un 50 % después de ser tratados 100 BV y el nivel de la
eliminacion es practicamente constante durante todo el tratamiento.

La curva de saturacion de las proteinas totales obtenidas después del tratamiento en la
columna empacada con la mezcla de ZrO,-(po) y ZrO,-(pe), muestra una reduccion del
30 % en los primeros 40 BV y a partir de este volumen la eliminacion disminuye a un 10 %
durante el resto del tratamiento. Esta diferencia, entre el comportamiento de las dos curvas
de saturacién obtenidas, puede ser causada por una mala distribucion de ZrO,-(po) en el
empaque de la columna, formando caminos preferenciales, provocando que su efectividad

sea baja.
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Figura 16. Curvas de saturacion de proteinas totales del vino blanco (2000)

En la Figura 17 se muestran las curvas de saturacion de las fracciones proteicas
identificadas en el vino blanco correspondiente al experimento con la columna empacada
con el ZrO,-(po) .

La eliminacion de la fraccion proteica con un peso molecular mayor de 70 kDa se
mantiene practicamente constante sobre un 15 % después de haber tratado un volumen de
vino de 20 BV. Hasta este valor la disminucion en la capacidad de eliminar esta fraccion
proteica ha aumentado rapidamente.

La fraccion proteica con un rango de peso molecular entre 50-70 kDa sufre una reduccion
importante, siendo de un 70 % el valor medio de los primeros 25 BV de vino tratados. A
partir de este valor, y hasta los 100 BV, la eliminacion de esta fraccion proteica se mantiene

estable sobre un 50 %.
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Figura 17. Curvas de saturacion de las fracciones proteicas del vino blanco (2000)

en ZrO,-(po)

Para la tercera fraccion proteica identificada, correspondiente a un rango de peso molecular
entre 30-40 kDa, para todo el volumen del vino tratado (100 BV), la reducciéon media ha
sido del 95 %, destacando que en los primeros 70 BV tratados la eliminacion es
practicamente total. El vino eluido después de este valor de 70 BV, la reduccion disminuye
a un 85 %, permaneciendo practicamente constante hasta los 100 BV.

Finalmente, la reduccion de la fraccion proteica con un peso molecular de 15 kDa
disminuye a un 10 % en los primeros 25 BV y permanece en este valor a lo largo de

todo el tratamiento.
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Aunque es dificil de correlacionar estos resultados, debido a la complejidad de las
fracciones proteicas del vino, con el estudio previo realizado con las soluciones modelo, se
encuentra una cierta relacion entre los pesos moleculares de las fracciones proteicas del
vino y las proteinas puras utilizadas en las soluciones modelos con el ZrO,-(po) . Las
fracciones con un peso molecular de 30-40 kDa se eliminan en mayor proporcion que las
fracciones proteicas de 50-70 kDa. Este comportamiento es similar al obtenido en las
isotermas de adsorciéon de OVAL (43 kDa) y BSA (67 kDa). La reducciéon de la fraccion
proteica con peso molecular de 15 kDa es minima y esto puede relacionarse con la isoterma

desfavorable obtenida para la LYS (14.3 kDa) en ZrO,-(po) .

Los resultados obtenidos para el experimento con la columna empacada con una mezcla de
ZrOy-(po) 'y ZrO,-(pe) se presentan en la Figura 18. Los perfiles de las curvas de
saturacion para las diferentes fracciones proteicas son similares a los obtenidos para el
experimento con la columna empacada solo con ZrO,-(po) .

La eliminacion de la fraccion proteica de peso molecular mayor de 70 kDa es del orden del
5-10 % a partir de los 20 BV del vino tratado. La concentracion de la fraccion proteica en
el rango 50-70 kDa a la salida de la columna se reduce al 60 % de la concentraciéon de
entrada a partir de los primeros 20 BV. A partir de este valor hasta el final del experimento
(55 BV), esta concentracidon se mantiene practicamente constante.

La eliminacion de la fraccidon proteica con un peso molecular entre 30-40 kDa en los
primeros 20 BV de vino tratado es practicamente total, y a partir de este valor hasta el final
del experimento (55 BV) la eliminacion disminuye a un 60 %, valor a la que parece

estabilizarse la eliminacion de esta fraccion proteica. Finalmente, la fraccion proteica con
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un peso molecular de 15 kDa a partir de volimenes de vino tratado de 20 BV

practicamente no se elimina.
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Figura 18. Curvas de saturacion de las fracciones proteicas del vino blanco (2000) en una

mezcla de ZrO»-(po)” y ZrO,-(pe)

En los vinos obtenidos para los dos experimentos en continuo, después del tratamiento
realizado, se ha estudiado su estabilidad proteica. Los resultados obtenidos del test de
estabilidad proteica se presentan en la Tabla IV. Se han determinado la turbidez de las
muestras antes y después de aplicar el test del calentamiento/enfriamiento descrito
en el capitulo 3.3.3.2.

Debido a que en el segundo experimento solamente se pudieron tratar un volumen de vino

equivalente a 55 BV, para el primer experimento se han analizado el vino obtenido en los
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primeros 60 BV, asi como el vino obtenido después de tratar un volumen equivalente

a 100 BV.
Tabla IV. Estabilidad proteica del vino blanco Chardonnay (2000)
Turbidez antes del | Turbidez después
Muestras test del test Diferencia
(NTU) (NTU)
Vino blanco sin tratamiento 543 31.18 25.75
Vino blanco tratado con 3.24 3.90 0.66

Zr0,-(po) ", acumulado 60 BV

Vino blanco tratado con 11.32 18.48 7.16
Zr0,-(po) ', acumulado 100 BV

Vino blanco tratado con ZrO,-(po) 19.02 23.24 4.22
y ZrOx-(pe), acumulado 55 BV

Vino blanco tratado con Bentonita 0.48 20.41 19.93

Como se puede ver en la Tabla IV el unico vino que cumple la condicion de estabilidad
proteica definida por Moine-Ledouxt y Dubourieu, (1999), de que la diferencia en la
turbidez sea menor de 2 NTU entre el vino inicial y el vino una vez aplicado el test, es el
vino tratado con ZrO,-(po) ' para el volumen equivalente a 60 BV. Destacar que el vino
correspondiente al experimento 2 (volumen tratado equivalente a 55 BV) es inestable, pero
notablemente menos inestable que el vino sin tratamiento, y el vino estabilizado por el

procedimiento tradicional en bodega.
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4.4.2. Experimentacion en escala media

Vistos los resultados obtenidos de estabilizacion proteica en escala pequefa para un vino
del afio 2000. Se planifico para la siguiente campaia (2001) la repeticion de los estudios de
estabilizacion proteica de vinos blancos mediante la adsorcion en continuo en una escala
superior, que permitiese tratar un volumen de vino importante, y poder caracterizar los
parametros analiticos principales del vino tratado por este procedimiento.

En los experimentos realizados en escala media se ha mantenido constante el tiempo de
pseudo contacto entre el adsorbente utilizado y el vino blanco.

El vino utilizado es de la misma variedad Chardonnay empleado en escala pequeia. La
diferencia principal entre los dos vinos ha sido el contenido proteico total, muy superior
para el vino Chardonnay elaborado en la vendimia del afio 2001, 30 mg/L frente a 11 mg/L
del vino del afio 2000.

Los adsorbentes utilizados en esta fase han sido tanto el ZrO,-(po)  como el ZrO,-(pe). El
material adsorbente se ha regenerado en ambos casos por el procedimiento IV descrito en el
capitulo 3.3.4. (regeneracion con un tratamiento térmico a una temperatura de 500 °C
durante 16 h).

Las condiciones de los experimentos se presentan en la Tabla V.

Tabla V. Condiciones de los experimentos en escala media

Co | Q*10° W L tpe
adsorbente mg/L. | L/min g cm min
ZrO,-(po) ' nuevo 30 2.00 203.4 | 4.2 17.4

ZrO,—(po) = regenerado | 30 200 | 2034 | 42 | 174

ZrO;-(pe) nuevo 30 2.00 253.6 | 10.8 | 21.7

Z1O,-(pe) regenerado 30 2.00 253.6 | 10.8 21.7
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La Figura 19 muestra las curvas de saturacion correspondientes a las proteinas totales y de
las diferentes fracciones proteicas, del vino blanco Chardonnay de la cosecha del afio 2001,

después del tratamiento a través de la columna empacada con el ZrO,-(po)" .
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Figura 19. Curvas de saturacion de vino blanco (2001) en ZrO,-(po) ' nuevo

La reduccion de las proteinas totales es de un 50 % durante el tratamiento de los primeros
55 BV (mismo nivel de reducciéon que en escala pequefia). A partir de este valor la
eliminacion de las proteinas totales disminuye rapidamente a valores del 20 % hasta el final
del volumen tratado.

Las curvas de saturacion obtenidas en escala media son similares a las obtenidas en escala

pequeiia, destacando que el perfil proteico del vino de la cosecha 2001 tiene una fraccion
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proteica de 20-30 kDa que el vino de la cosecha 2000 no posee, ademas en la cosecha 2001
la fraccion de 30-40 kDa no existe.

La reduccion de la fraccion proteica con un peso molecular mayor de 70 kDa y de la
fraccion proteica de 15 kDa presenta un perfil similar al obtenido en escala pequefia. Una
vez tratados 20-25 BV, la eliminacion se reduce a valores del orden del 10 %.

La reduccion de la fraccion proteica con un peso molecular entre 50-70 kDa hasta 55 BV es
total. La concentracion de esta fraccion en el vino tratado aumenta a partir de este valor,
llegando a una reduccion del 30 % para 100 BV de vino tratado. Respecto al vino tratado en
escala pequena el perfil en principio parece diferente (ver Figura 17), no obstante hasta un
cierto volumen la reduccion de esta fraccion es total en ambos experimentos, seguido de
una disminucion rapida de esta capacidad de reduccidn, volviéndose a estabilizar, cosa que
no se ha podido observar en el experimento en escala media, debido a que no se ha llegado
a una estabilizacion en la concentracion de esta fraccion proteica del vino tratado.

La nueva fracciéon proteica con un peso molecular entre 20 a 30 kDa presenta una
reduccion del 80-90 % en los primeros 50 BV del vino tratado. A volimenes tratados,
mayores de 50 BV la reduccién de esta fraccion disminuye al 30 %, permaneciendo
constante hasta los 100 BV.

El ZrO,-(po)  utilizado en el experimento anterior se ha regenerado mediante el
procedimiento IV, y los resultados obtenidos de las curvas de saturacion con el adsorbente
regenerado a condiciones de operacion iguales (Tabla V) se muestran en la Figura 20.

Se puede observar que la reduccion de proteinas totales se estabiliza a partir de los 30 BV a
un 50 % y este valor permanece constante durante todo el experimento, de forma similar al

experimento en escala pequefia.
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El comportamiento de la fraccion proteica de 15 kDa es el mismo con el material nuevo y
regenerado. El perfil de la curva de saturacion es similar, y rdpidamente se estabiliza en una
reduccion del 10 %. La fraccion correspondiente a un peso molecular mayor de 70 kDa
disminuye su reduccion progresivamente hasta el 50 % en los primeros 40 BV,
permaneciendo en este valor hasta los 70 BV del vino tratado, disminuyendo una segunda
ves a valores del 20-25 % hasta el final del experimento. También se puede observar en la
Figura 20 que se logra la eliminacion total de la fraccion proteica con un peso molecular

entre 50-70 kDa.
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Figura 20. Curvas de saturacion de vino blanco (2001) en ZrO,-(po) ~ regenerado

La reduccion de la fraccion proteica de 20-30 kDa con el adsorbente regenerado también ha

aumentado respecto al material nuevo. En los primeros 20 BV esta practicamente nula.
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Después de los 20 BV hasta los 60 BV se mantiene sobre el 80 %, y para volumenes
tratados superiores a 60 BV la reduccion disminuye a valores del 60 %, mientras que para
el ZrO,-(po) " nuevo a partir de este volumen del vino tratado la reducciéon proteica
disminuia al 30 %.

Después de la regeneracion térmica el comportamiento del material adsorbente ha variado,
ya que ha aumentado su capacidad de adsorcidn respecto el material nuevo. Probablemente
el efecto de la regeneracion a temperatura alta (500 °C) aumenta el numero de los centros
activos en la superficie del adsorbente.

La Figura 21 muestra las curvas de saturacion del vino 2001 con el ZrO,-(pe) nuevo. Como
se puede observar las proteinas totales se reducen un 35 % después de ser tratadas los
primeros 40 BV. A partir de este valor la eliminacion de las proteinas totales disminuye y el
nivel de la eliminacion es del 20 % y se mantiene constante durante el resto del tratamiento.
El comportamiento de la fraccion proteica con un peso molecular mayor de 70 kDa es muy
parecido al experimento con el ZrO»-(po) ' nuevo (Figura 19). La reduccién proteica es
minima, del orden del 5-10 %. La reduccion de la fraccion proteica con un peso molecular
entre 50-70 kDa es total durante los primeros 10 BV. Con el aumento del volumen de vino
tratado la adsorcidon de esta fraccion disminuye y a los 30 BV tratados la reduccion se
estabiliza alrededor del 30 %. Este valor se conserva hasta el final del tratamiento. La
fraccion proteica con un peso molecular entre 20 y 30 kDa tiene una tendencia similar,
aunque su reduccion al inicio es de uno 80 %, a partir de valores mayores de 30 BV de vino

tratado la reduccion de esta fraccion pasa a ser del 35-40 %.
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Figura 21. Curvas de saturacioén de vino blanco (2001) en ZrO,-(pe) nuevo

Finalmente, la reduccion de la fraccidon proteica con un peso molecular de 15 kDa es
practicamente nula a partir de los primeros 10 BV de volumen de vino tratado, y
permanece en este valor durante todo el tratamiento.

De la misma forma que para el ZrO,-(po) se ha regenerado térmicamente el ZrO,-(pe). Las
curvas de saturacion obtenidas se muestran en la Figura 22. Las condiciones de operacion
han sido las mismas que para la estabilizacion con el ZrO,-(pe) nuevo (ver Tabla V).

Las proteinas totales se reducen en un 35 %, y este valor permanece constante durante todo
el tratamiento. Después de la regeneracion térmica, se observa un aumento de la capacidad
de adsorcion del ZrO,-(pe) regenerado, respecto el material nuevo, del mismo modo que

con el ZrO,-(po) .
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La fraccion proteica menos afectada por la regeneracion del ZrO,-(pe) es la fraccion con
menor peso molecular (de 15 kDa). La reduccion es del orden del 10 % mientras que para
el material inicial era practicamente nula. La fraccion con un peso molecular mayor de
70 kDa se reduce en un 30 %, permaneciendo practicamente constante hasta los 100 BV del
vino tratado. La fraccion proteica con un peso molecular entre 50-70 kDa se elimina
totalmente en los primeros 20 BV. A partir de los 20 BV la adsorciéon de esta fraccion
disminuye al 50 %, y este valor permanece constante hasta el final del tratamiento. La
reduccion de la fraccion proteica con un peso molecular entre 20 a 30 kDa es del 90 % en
el inicio del experimento, disminuyendo esta capacidad de reduccion de la misma fraccion

de proteinas durante el resto del tratamiento, llegando a valores del 40-50 %, superiores a

los obtenidos con el adsorbente sin regenerar.
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4.5. Efecto de la regeneracién sobre la capacidad adsorbente del ZrO,-(po) 'y

ZrO;-(pe) en escala media

En primer lugar se compara el efecto que ha tenido la regeneracion térmica
(procedimiento IV) del material adsorbente sobre la cantidad adsorbida de las proteinas
totales, evaluadas por el método de Bradford, en los experimentos realizados en escala
media. En segundo lugar se realiza la misma comparacion para cada una de las fracciones
proteicas identificadas en el vino blanco Chardonnay (2001).

En la Figura 23 se observa claramente que hay una diferencia importante entre la adsorcion
de las proteinas totales tratadas debido a la granulometria del adsorbente. Esta diferencia es
mayor después de la regeneracion térmica de los dos adsorbentes. Hay un cambio
importante en la reduccion de las proteinas totales del vino blanco pasado a través de la
columna empacada con ZrO,-(po)  regenerado comparado con el mismo material antes de
la regeneracion. Este cambio tiene un valor del 30 % de diferencia a partir de los 60 BV de
vino tratado. Igualmente se observa un comportamiento similar, aunque no tan importante
para el caso de la columna rellena con ZrO,-(pe). Posiblemente este comportamiento
indique que el mecanismo de adsorcion sea similar independientemente del tratamiento
térmico, pero se ha podido producir un aumento de los centros activos, que haga aumentar
la capacidad total del material adsorbente después de la regeneracion.

La Figura 24 muestra el cambio que ocurre en el comportamiento del adsorbente con la
fraccion proteica correspondiente a mayor de 70 kDa después de pasar el vino a través de
unas columnas empacadas con ZrO,-(po) 'y ZrO,-(pe), respectivamente, antes y después

de la regeneracion térmica.
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Se observa que la adsorcion de esta fraccion es muy similar con los dos adsorbentes de
diferente granulometria antes de regenerarlos. Por contra, la regeneracion aplicada para los
dos adsorbentes tiene un efecto mayor en el modo de adsorcidon de esta fraccion proteica
para el ZrO,-(po) . La eliminacion de esta fraccion no solo aumenta con la regeneracion,
sino que también cambia la forma de adsorcion.

El efecto del tratamiento térmico de los adsorbentes sobre la fraccion proteica con un peso
molecular de 50 a 70 kDa se muestra en la Figura 25.

Aunque esta fraccion proteica se elimina al 100 % en los primeros 55 BV tratados con
ZrOy-(po)  antes de regenerarlo, después de la regeneraciéon la eliminacién de esta
fraccion es total durante todo el tratamiento. Igualmente la adsorcion aumenta para el
Z1rO,-(pe) regenerado pasando de una reduccion del 25 % al 50 %, a partir de haber tratado
25 BV del vino hasta el final del tratamiento.

Es importante hacer énfasis en el hecho de que la eliminacion es total en el caso del
tratamiento con el ZrO,-(pe) regenerado en los primeros 20 BV.

La Figura 26 presenta las curvas de saturacion obtenidas para el ZrO,-(po) v ZrO»-(pe),
antes y después de la regeneracion, para la fraccion proteica correspondiente a 20-30 kDa.
Nuevamente se ve que con la regeneraciéon térmica la adsorcion ha mejorado. La
eliminacion de la fraccion proteica con el ZrO,-(po) ' regenerado es total en los primeros
20 BV. A partir de este valor disminuye levemente al 80 % y se mantiene hasta los 60 BV,
después de los cuales disminuye un poco mas llegando a un 60 % hasta el final del
tratamiento. El comportamiento de esta fraccion proteica sobre el ZrO,-(po) ' antes de la
regeneracion es similar en los primeros 50 BV (reduccion de un promedio del 90 %), y a

partir de los 50 BV la adsorcion disminuye a un 35 %.
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El comportamiento de la adsorcion de la fraccion proteica de 20 a 30 kDa con ZrO;-(pe)
antes y después de la regeneraciéon es muy similar al comportamiento de la fraccion
proteica con un peso molecular mayor de 70 kDa con los mismos adsorbentes. El

incremento de la capacidad de adsorcidn para esta fraccion proteica aumenta un 10 %, entre

la forma inicial y la regenerada.

También destacar que el comportamiento de esta fracciéon es muy distinto para las dos

granulometrias estudiadas, ZrO;-(po) y ZrO,-(pe). Relacionando este comportamiento

podemos decir que esta fraccion proteica tiene una adsorcion favorable con el ZrO,-(po) y

desfavorable con el ZrO,-(pe).
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Figura 27. Comportamiento de la fraccion proteica (de 15 kDa) del vino blanco (2001) a

través de una columna empacada en escala media
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Finalmente la fraccion proteica con un peso molecular de 15 kDa (Figura 27) muestra una
adsorcion minima para las dos granulometrias estudiadas, aunque la forma regenerada
térmicamente presenta un ligero aumento de su capacidad de adsorcidn, principalmente el
ZrOs-(pe). La reduccion de esta fraccion proteica es solamente de un 10 % a partir de los

20 BV del vino tratado.

4.6. Estabilidad proteica y caracterizacion de los vinos

4.6.1. Estabilidad de los vinos obtenidos

Los vinos obtenidos después del tratamiento con el ZrO»-(po)®® y el ZrO,-(pe), y sus
respectivas formas regeneradas, se han analizado desde el punto de vista de su estabilidad
proteica.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas fisicoquimicas del vino
tratado, igualmente se han estudiado diferentes fracciones del vino obtenido.

Las Tablas VI y VII muestran la estabilidad proteica de los vinos y sus fracciones obtenidas
después del tratamiento con el ZrO,-(po)®® nuevo y el regenerado térmicamente,
respectivamente.

Para los vinos obtenidos después del tratamiento con el ZrO»-(po) ®%, solo los tratados con
la forma regenerada térmicamente muestran una estabilidad proteica de una diferencia de
turbidez <2 NTU, cumpliendo el criterio de Moine-Ledouxt y Dubourdieu (1999).

No obstante aunque la diferencia de la turbidez medida para las diferentes fracciones del

vino acumulado después del tratamiento con el ZrO,-(po) ®® nuevo es mayor de 2 NTU, el
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vino tratado muestra un aumento de la estabilidad comparada con la misma del vino blanco

sin tratamiento.

Tabla VI. Estabilidad proteica del vino blanco Chardonnay (2001), tratado con 6xido de

zirconio en polvo nuevo

Vino Turbidez antes | Turbidez después |Diferencia
del test, (NTU) | del test, (NTU) | A, (NTU)
sin tratamiento 0.83 115.80 114.98
tratado, acumulado 0-10 BV 0.98 8.56 7.58
tratado, acumulado 0-30 BV 0.57 18.13 17.67
tratado, acumulado 0-60 BV 0.46 26.94 26.48
tratado, acumulado 0-100 BV 0.31 61.30 60.99
tratado, acumulado 10-60 BV 0.21 33.08 32.87
tratado, acumulado 60-100 BV 0.61 128.05 127.44

Tabla VII. Estabilidad proteica del vino blanco Chardonnay (2001), tratado con 6xido de

zirconio en polvo regenerado

Vino Turbidez antes | Turbidez después |Diferencia
del test, (NTU) | del test, (NTU) | A, (NTU)
sin tratamiento 0.83 115.80 114.98
tratado, acumulado 0-30 BV 0.38 0.75 0.37
tratado, acumulado 0-60 BV 0.22 1.14 0.92
tratado, acumulado 0-100 BV 0.51 2.58 2.07
tratado, acumulado 5-30 BV 0.14 0.54 0.40
tratado, acumulado 30-100 BV 0.26 6.61 6.35

En las tablas VIII y IX se presentan los resultados de la turbidez y la estabilidad proteica de
los diferentes volumenes acumulados del vino blanco Chardonnay (2001), después de que
se ha hecho pasar a través de una columna empacada con el ZrO,-(pe) nuevo y el

regenerado térmicamente.
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Tabla VIII. Estabilidad proteica del vino blanco Chardonnay (2001), tratado con 6xido de

zirconio en particulas nuevo

Vino Turbidez antes | Turbidez después |Diferencia
del test, (NTU) | del test, (NTU) | A, (NTU)
sin tratamiento 0.83 115.80 114.98
tratado, acumulado 0-10 BV 1.92 6.25 4.33
tratado, acumulado 0-30 BV 1.13 5.31 4.18
tratado, acumulado 0-60 BV 0.76 7.56 6.80
tratado, acumulado 0-100 BV 0.73 19.46 18.73
tratado, acumulado 10-40 BV 0.97 11.85 10.88
tratado, acumulado 50-100 BV 0.74 26.15 2541

Tabla IX. Estabilidad proteica del vino blanco Chardonnay (2001), tratado con 6xido de

zirconio en particulas regenerado

Vino Turbidez antes | Turbidez después |Diferencia

del test, (NTU) | del test, (NTU) | A, (NTU)
sin tratamiento 0.83 115.80 114.98
tratado, acumulado 0-10 BV 0.46 18.12 17.66
tratado, acumulado 0-30 BV 0.50 25.28 24.78
tratado, acumulado 0-60 BV 0.56 38.89 38.33
tratado, acumulado 0-100 BV 0.45 56.67 56.22
tratado, acumulado 10-30 BV 0.29 32.58 32.29
tratado, acumulado 45-100 BV 0.53 58.10 57.57

La adsorcion de proteinas sobre el ZrO,-(pe) no ha logrado estabilizar el vino tratado,
aunque también se ha reducido notablemente su inestabilidad, sobre todo después del
tratamiento con el ZrO,-(pe) nuevo.

Se ha analizado la relacion entre la turbidez y la reduccion de las fracciones proteicas,
obtenida con los diferentes adsorbentes utilizados en los tratamientos aplicados para la
estabilizacion del vino blanco estudiado. La expresion grafica de esta relacion se muestra

en las Figuras 28-31. Las tres series de puntos para cada fraccién proteica presente en el
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vino blanco Chardonnay (2001) corresponden a las acumulaciones representativas de 0 a
30, 60 y 100 BV, respectivamente.

Se observa que la fraccion correspondiente a 15 kDa no parece tener ninguna influencia en
la diferencia de turbidez, pues en todas las pruebas realizadas su nivel permanece
practicamente constante aunque la estabilidad proteica varia. En estudios realizados de Hsu
y Heatherbell (1987), llegaron a conclusiones bien diferentes, ya que la inestabilidad
proteica se ha atribuido principalmente a dicha fraccion.

Los niveles de concentracion de las fracciones proteicas de 20-30 y 50-70 kDa, son
diferentes en funcion del adsorbente usado. Para un mismo tratamiento su nivel de

eliminacion en funcion del volumen tratado es variable.
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Figura 28. Relacion entre la estabilidad proteica y la eliminacion de las fracciones
proteicas presentes en el vino analizado después del tratamiento con

ZrO»-(po)  nuevo
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Figura 29. Relacion entre la estabilidad proteica y la eliminacion de las fracciones
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Figura 31. Relacion entre la estabilidad proteica y la eliminacion de las fracciones

proteicas presentes en el vino analizado después del tratamiento con ZrO;-(pe) regenerado

De todo ello no es observable una funcionalidad general entre estos niveles de
concentracion y la estabilidad proteica, por lo tanto es muy posible que dicha diferencia de
turbidez esté influenciada por la interaccion entre las diferentes fracciones.

No obstante la fraccion proteica correspondiente a un peso molecular superior de 70 kDa
parece tener una mayor responsabilidad en que el vino blanco sea o no térmicamente
estable. La reduccion de esta fraccion proteica a valores menores del 40 % (Figura 29)
produce vinos térmicamente estables. Mientras que cuando esta fraccidon proteica tiene
valores superiores al 40 %, los vinos obtenidos no son estables y no existe una relacion

directa con el incremento en la diferencia de la turbidez del vino.
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4.6.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos obtenidos

En la Figura 32 se presentan las mediciones de la intensidad del color de las diferentes
muestras del vino tratado con los adsorbentes estudiados, tomadas a la salida de la columna
a distintos BV. Ninguno de los adsorbentes utilizados genera una variacion significativa en

la intensidad cromatica a partir de 10 BV.

100
o)
o Q @] o O o 9 AO OQ o a O.
a ® K. a o & A A
20 4 s, o5 4 A 4 A e . A R
°
(]
A
° 60
Q?:
|l
40 06
O ZrO,-(po)" nuevo
® ° ZrOz-(po)®® regenerado
20 A & ZrO,-(pe) nuevo
A ZrO,~(pe) regenerado
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

BV, mL/g

Figura 32. Medida del color: Luminosidad (Intensidad)

En la Figura 33 se muestran los valores de tonalidad del color de las diferentes muestras del
vino tratado con los adsorbentes estudiados, tomadas a la salida de la columna a distintos
BV. Se observa un comportamiento similar al de la intensidad del color, pues tampoco se
genera una variacion significativa en la tonalidad del color a partir de 10 BV sin importar el

tipo de adsorbente utilizado.
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Figura 33. Medida del color: Tonalidad

Los vinos obtenidos y las diferentes fracciones acumuladas por el tratamiento con ZrO, se
han analizado, especialmente el vino blanco tratado con el ZrO,-(po)®® regenerado, ya que
este vino y sus fracciones se puede considerar estables, pues la diferencia de turbidez (A)
obtenida no supera en ningun caso los 2 NTU. El vino sin tratar se ha analizado igualmente
para comparar el efecto del tratamiento sobre los diferentes parametros caracterizados.

En la Tabla X se presenta un resumen de la caracterizacion de los vinos estudiados después
del tratamiento realizado con ZrO,-(po) ' regenerado.

En primer término se observa que el pH de las muestras permanece invariable y esta dentro
del intervalo permitido. En cuanto a la acidez total se puede afirmar nuevamente que la
variacion es poco significativa. La acidez fija presenta una pequefia disminucion para las

primeras fracciones acumuladas, pero se recupera después. Se observa un pequefio
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incremento en la acidez volatil en la medida que avanza el experimento, aunque los valores
obtenidos para todas las muestras estan dentro del intervalo considerado normal de 0.3 a 0.8
g/L. El grado alcoholico no se ve afectado por el tratamiento. El extracto seco permanece
practicamente constante alrededor de 20.6 g/L, con las excepciones la fracciéon acumulada
de 0-60 BV. Las cenizas y los cloruros presentan una variacion que se encuentra dentro del
error experimental del método utilizado.

El indice de polifenoles total muestra una pequefia reduccion al comienzo del experimento
pero luego se nivela, las diferencias tampoco son significativas. La medida de los fenoles
totales expresada como acido galico es proporcional al IPT.

La cantidad de sulfatos esta dentro del limite legal y no muestra variabilidad alguna.

Se observa una disminucion de las caracteristicas cromaticas en las primeras muestras
principalmente, aunque como se ha visto anteriormente la disminucion al final es de
alrededor de un 10 %.

Los vinos tratados con el ZrO,-(po) nuevo y el ZrO,-(pe) nuevo y regenerado, de igual
forma no presentan variaciones significativas en los parametros analiticos determinados

(Tablas XI-XIII).
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Tabla X. Caracteristicas fisicoquimicas de las fracciones acumuladas del vino blanco

tratado con ZrO,-(po) ~ regenerado

Vino/muestra inicial | 0-30 0-60 0-100 5-30 | 30-100
BV BV BV BV BV
pH 3.44 3.47 3.45 3.43 3.45 3.44
Acidez total, g/L 5.0 4.1 4.5 5.0 4.7 5.1
Acidez fija, g/L 4.6 3.1 3.5 4.4 3.8 4.6
Acidez volatil, g/L 0.4 0.8 0.8 0.5 0.7 0.4

Grado alcohdlico, %vol 13.86 13.74 13.24 14.10 13.69 13.98

Extracto seco, g/L 20.6 20.6 18.0 20.6 20.6 20.6

Cenizas, g/L 242 1.88 2.00 1.82 1.98 2.18

Azucares reductores, g/L 1.10 0.90 0.05 0.30 0.90 0.95

Indice de polifenoles 508 520 582

5.84 6.02 6.00
totales, IPT

Polifenoles totales, mg/L | 194 g 256.5 2803

) 281.1 288.0 287.2
a. galico

Cloruros, g/L NaCl 2.4 1.5 1.5 3.1 1.8 2.5

Sulfatos, g/L K,SO4 <0.7 0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7

Intensidad Colorante 0.246 0.192 0.199

- 0.204 0.221 0.229
Modificada

Tonalidad 3.291 2.841 2.889 2913 2.827 3.000
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Tabla XI. Caracteristicas fisicoquimicos de las fracciones acumuladas del vino blanco

tratado con ZrO,-(po) ' nuevo

Vino/muestra inicial | 0-30 | 0-60 | 0-100 | 0-10 10-60 | 60-100

BV BV BV BV BV BV

pH 3.44 3.68 3.56 3.52 3.75 3.61 3.50

Acidez total, g/L 5.0 3.1 4.1 4.6 2.3 4.3 5.2
Acidez fija, g/L 4.6 - - - - - -

Acidez volatil, g/L 0.4 - - - - - -

Grado alcoholico, 13.86
%vol

Extracto seco, g/L 20.6 - - - - - -

Cenizas, g/L 242 - - - - - -

Az‘icafesfiducmres’ 1.10 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 0.80 | 1.00 1.00
g

Indice de polifenoles | 593 | 368 | 4.06 | 4.02 | 396 | 540 | 5.94
totales, IPT

Polifenoles totales, | 2966 | 198.0 | 212.6 | 211.1 | 208.8 | 2642 | 284.9
mg/L é4cido gélico

Cloruros, g/ NaCl 24 2.2 1.7 2.1 1.7 1.6 1.7

Sulfatos, g/L K,SO4 | <0.7 | <0.7 | <0.7 | <0.7 | <0.7 <0.7 <0.7

IntenSida‘?COIOrame 0.246 | 0.187 | 0.194 | 0.204 | 0.156 | 0.216 | 0.224
Modificada

Tonalidad 3.291 | 2.354 | 2.521 | 2451 | 2.579 | 2.731 2.741
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Tabla XII. Caracteristicas fisicoquimicos de las fracciones acumuladas del vino blanco

tratado con ZrO,-(pe) nuevo

. inicial | 0-30 | 0-60 | 0-100 | 0-10 | 10-40 | 50-100
Vino/muestra BV | BY | BY | BV | BV BV
pH 344 | 348 | 345 | 344 | 350 | 3.45 3.44
Acidez total, g/L 50 | 44 | 48 | 50 | 22 5.0 51
Acidez fija, g/L 4.6 - = - - - -
Acidez volatil, g/L 0.4 - - - - - -
Grado alcohdlico, 13.86 ) ) ) ) ) i
%vol
Extracto seco, g/L 20.6 - - - - - -
Cenizas, g/L 242 - - - - - -
Azucares reductores, | 119 | 100 | 1.00 | 060 | 0.60 | 0.75 1.00
g/L
Indice de polifenoles | 598 | 402 | 558 | 556 | 502 | 6.16 5.98
totales, IPT
Polifenoles totales, | 2966 | 211.1 | 271.1 | 2703 | 249.5 | 2933 | 286.5
mg/L 4cido gélico
Cloruros, g/L NaCl 24 23 1.4 2.2 2.6 1.5 1.5
Sulfatos, g/L K,SO, | <0.7 | <0.7 | <0.7 | <0.7 | <0.7 <0.7 <0.7
Intensidad Colorante | 46 | 0200 | 0209 | 0213 | 0.177 | 0209 | 0.224
Modificada
Tonalidad 3291 | 2.556 | 2.608 | 2.615 | 2.805 | 2.979 | 3.020
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Tabla XIII. Caracteristicas fisicoquimicos de las fracciones acumuladas del vino blanco

tratado con ZrO,-(pe) regenerado

inicial | 0-30 | 0-60 | 0-100 | 0-10 10-30 | 45-100

Vino/muestra BV | BY | BV | BV | BV BV

pH 344 | 348 | 345 | 344 | 350 | 345 | 344
Acidez total, g/L 5.0 - - - - - -
Acidez fija, g/L 4.6 - - - - - -

Acidez volatil, g/L 0.4 - - - - - -

Grado alcoholico, 13.86
% vol

Extracto seco, g/L 20.6 - - - - - -

Cenizas, g/L 242 - - - - - -

Azucares reductores, 1.10
g/L

Indice de polifenoles | 595 | 568 | 6.00 | 6.16 | 400 | 640 | 6.72
totales, IPT

Polifenoles totales, | 7966 | 274.9 | 287.2 | 293.4 | 2103 | 302.6 | 314.9
mg/L 4cido gélico

Cloruros, g/L NaCl 24 - - - - - -

Sulfatos, g/L K,SO4 <0.7 | <0.7 | <07 | <0.7 | <0.7 <0.7 <0.7

Intensidad Colorante | 246 | 0.333 | 0.372 | 0.408 | 0.256 | 0.386 | 0.389
Modificada

Tonalidad 3.291 | 2.602 | 2.559 | 2.495 | 2.661 | 2.557 2.561
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V. Conclusiones

5.1. Isotermas de adsorcion

e Las isotermas de adsorcion muestran que el mejor adsorbente para la eliminacion de
moléculas de gran peso molecular como bovin serum albumina y ovalbumina de la
solucion modelo, es el 6xido de zirconio en forma de polvo.

e La concentracion de pequeiias moléculas proteicas como lisocima en la solucién
modelo, disminuye con los 6xidos metalicos en particulas tanto para el 6xido de

zirconio, como para el 6xido de aluminio.

5.2. Adsorcion en continuo con solucion modelo

e El 6xido de zirconio en ambas formas (polvo y particulas) se puede empacar en una
columna sin causar ningun tipo de problema técnico.
e Con el tipo de las isotermas de adsorcion obtenidas para los sistemas estudiados, se

puede predecir la forma de la saturacion de los mismos en un proceso continuo.

5.3. Estabilizacion proteica en continuo para el vino blanco

e Se ha logrado la estabilizacion proteica del vino blanco tipo Chardonnay utilizando
el 6xido de zirconio, como adsorbente.

e Ninguno de los adsorbentes utilizados (ZrO,-(po) y ZrO,-(pe)) en los ensayos que
se han hecho con vino blanco tipo Chardonnay, en vistas de la posibilidad de su
aplicacion en la industria enologica, han afectado significativamente las propiedades

fisicoquimicas del producto final.
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Ambas formas del adsorbente estudiado muestran una selectividad en las fracciones
proteicas adsorbidas, dependiendo de su peso molecular.

La fraccion proteica con peso molecular de 15 kDa no muestra efecto sobre la
inestabilidad proteica de los vinos estudiados.

Las fracciones proteicas con peso molecular de 20-30 y 30-40 kDa, presentes en los
vinos de los afios 2001 y 2000 respectivamente, parecen no afectar de manera
apreciable en la estabilidad del vino.

La fraccion proteica con peso molecular mas de 70 kDa es la que muestra un mayor
efecto sobre la inestabilidad proteica de los vinos estudiados. Cuando se reduce su
composicion a valores inferiores al 40 % de su concentracion inicial la estabilidad
del vino aumenta.

El efecto de la fraccion proteica de 50-70 kDa sobre la estabilidad del vino no es
clara. No obstante una presencia elevada de esta fraccion parece inhibir el efecto

desestabilizante de la fraccion de >70 kDa.

5.4. Regeneracion de los adsorbentes

Los métodos utilizados, excepto el tratamiento térmico, no han sido efectivos para
la regeneracion del oxido de zirconio, pero se recomienda explorar distintas
condiciones de operacion.

El tratamiento térmico a 500 °C durante 16 h, ha sido suficiente para que el
adsorbente (6xido de zirconio en ambas formas) se regenerara completamente,
aunque en un futuro se debera hacer un estudio mas profundo de la influencia de la

temperatura y el tiempo de tratamiento, sobre la regeneracion del material.
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e El tratamiento térmico muestra un efecto positivo sobre el 6xido de zirconio en
polvo, pues aumenta su capacidad de adsorcion y permite obtener vinos estables

proteicamente.
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