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1. INTRODUCCION







1.1.EL VINO Y LAS FORMAS DE PRODUCCION: UNA HISTORIA
DE EVOLUCION

Desde la Revolucion Industrial hasta nuestros dias, la aparicion de nuevas
tecnologias que permiten un incremento de la productividad y eficiencia de los
procesos industriales vertebra uno de los pilares fundamentales de la
investigacion. Asi, durante las ultimas décadas, el uso de tecnologias
innovadoras para la optimizacion de los procesos en la industria alimentaria ha
sido objeto de interés para investigadores y empresas. Tecnologias que
conllevan incrementos de temperatura (6hmicas o no Ohmicas como
radiofrecuencia, microondas o infrarrojos) han sido desplazadas por tecnologias
menos agresivas que, evitando el sobrecalentamiento de los productos, reducen
el impacto sobre la calidad organoléptica de los mismos. Entre ellas: altas
presiones hidrostaticas, irradiacion, campos eléctricos pulsados, luz pulsada,

ozonizacion, plasma frio o ultrasonidos.

Estas tecnologias, cuyos principios fisicos varian, son empleadas en gran
variedad de procesos industriales: homogeneizacion, limpieza, desgasificacion,
despumacion, emulsion, extraccidon o cristalizacion, entre otros, y dicha gran
versatilidad permite su aplicacion no so6lo sobre materiales inorganicos como
superficies a higienizar para el tratamiento de alimentos sino también sobre
distintos tipos de matriz organica, como productos lacteos, frutas, carnes,
pescados o vino (Kumar et al., 2023; Morata et al., 2021; Knorr et al., 2011;
Chemat y Khan, 2011).

No obstante, un nuevo factor ecolégico, social y econdmico viene
determinando el camino de la investigacién y la produccién industrial en todos
sus campos en los ultimos anos: el cambio climatico (Martinez-Pérez et al.,
2020).

Desde los cultivos alimentarios en regiones productoras, hasta la afluencia de
visitantes a regiones con economias sustentadas en el turismo, el cambio

climatico afecta a todos los sectores de la sociedad.

Uno de los cultivos mas afectados es el de Vitis vinifera. Centrandose su
cultivo en latitudes de 30-50° norte y 30-40° sur, el descontrol climatico y el

aumento de las temperaturas ha afectado de forma directa al ciclo de la vid (Biasi



et al., 2019). Ello desemboca en la asincronia de la maduracion de la uva: el
adelanto de la madurez tecnolégica -momento Optimo de composicion de
azucares-, con respecto a la madurez fendlica y aromatica, lleva a tener que
realizar la vendimia de la uva en momento no 6ptimo, ya sea por escasez de
compuestos que aporten calidad organoléptica o por exceso de azucares y, por
tanto, por un alto alcohol probable en vino. Otro de los efectos observados es
que no todas las variedades de Vitis vinifera ven afectado su ciclo de la misma
forma, lo que conlleva alteraciones en la logistica de las bodegas, que pueden
ver insuficiente su capacidad productiva ante un excedente de uva a procesar.
Esto puede traducirse en toneladas de uva descartadas y sus consecuentes
pérdidas econdmicas, o bien, en la reduccion de los tiempos de procesamiento
de la uva con el fin de aumentar la capacidad productiva, si bien ello puede

resultar en detrimento de la calidad organoléptica de los vinos obtenidos.

Por otro lado, la evolucion de las preferencias de los consumidores hace
ineludible el estudio de los intereses y nuevos retos a plantear en las formas
productivas del vino y es que, a diferencia de otras ramas de la industria
alimentaria, la venta del vino depende, entre otros factores, de la venta del
proceso con el que se desarrolla. El uso de una u otra técnica durante la
elaboracién del vino puede afectar directamente al interés del consumidor. En
este sentido, uno de los grandes intereses de los consumidores que ha
aumentado en los ultimos afos es la progresiva reduccion del uso de aditivos,

como conservantes.

En este sentido, las tecnologias emergentes disponibles se plantean como
herramientas utiles con el objeto de desarrollar modelos productivos que
permitan adecuarse a los nuevos intereses generales, presentandose como
aplicaciones fundamentales de estas tecnologias sobre la uva la eliminacion de
microorganismos con el fin de reducir el aporte de conservantes y la extraccion
de compuestos de interés que resulte en una mayor calidad organoléptica de los
vinos producidos, mejorando asi su aroma y su color, factores fundamentales en

el analisis, la apreciacion y el disfrute de vinos de calidad.



1.2.EL COLOR EN EL VINO: COMPUESTOS FENOLICOS
RESPONSABLES

El color de un vino es uno de los aspectos determinantes de su calidad y
depende, en gran medida, de su contenido y composicion en compuestos
fendlicos, siendo estos también determinantes de caracteristicas organolépticas

como el cuerpo, estructura, astringencia y amargor (Bautista Ortin, 2005).

En el vino se pueden encontrar diferentes tipos de compuestos fendlicos, que
se agrupan en dos categorias: flavonoides y no flavonoides. Entre los no
flavonoides, se encuentran los acidos fendlicos (acidos benzoicos y acidos
cinamicos) y los estilbenos. Entre los flavonoides, los mas comunes son:
flavonoles, antocianos, flavan-3-oles monoméricos y los taninos condensados

(Figura 1).

Pedicelo

Pincel

Pulpa
Acidos hidroxicindmicos

Acidos hidroxibenzoicos Hollejo

Taninos o procianidinas
Flavonoles
Flavan-3-oles
Antocianinas

Semilla
Taninos

Figura 1: Esquema de baya de uva tinta

La sintesis de estos compuestos se debe a la convergencia de varias rutas
metabdlicas (Castro-Lépez et al.,, 2015): por un lado, la transformacion de
azucares (hexosas) en eritrosa-4-fosfato a través del ciclo pentosas-fosfato, en
combinacion con la via del acido shiquimico, da lugar a los acidos fendlicos. Por
otro lado, tiene lugar una ruta combinada que comienza con la glucolisis,
transformando los azucares en acido piruvico, y prosigue con su oxidacion a
acetil-coA, transformado en malonil-coA gracias al complejo enzimatico acetil-
CoA carboxilasa. En este punto, es gracias a la entrada del acido fendlico p-
cumarico y la presencia de la enzima chalcona sintasa (CHS) que se genera la
estructura chalcona que da lugar al resto de compuestos flavonoides.



Si bien los fenoles no flavonoides son importantes en términos de actividad
antioxidante, son los flavonoides y, especialmente, antocianos y taninos los mas

determinantes en el color del vino tinto (Bautista Ortin, 2005).

1.2.1.Fenoles no flavonoides

En este grupo de engloban los acidos fendlicos (acidos benzoicos y acidos

cindmicos) y estilbenos.

1.2.1.1. Acidos fendlicos

Se trata de compuestos incoloros encontrados en el vino por su extraccién a
partir de la piel de la uva. Estos se clasifican a su vez en acidos hidroxibenzoicos

y acidos hidroxicindmicos.

Los &cidos hidroxibenzoicos (Figura 2) pueden encontrarse en la uva en forma
glucosilada o como esterificacion de acido galico o elagico, principalmente
(Ribéreau-Gayon et al.,, 2006), si bien por hidrélisis &cida o basica,

respectivamente, pueden presentarse en sus formas libres.

Los &cidos hidroxicinamicos (Figura 3) pueden encontrarse en su forma libre
en pequefias cantidades, aunque suelen presentarse esterificados con &cido
tartarico, lo que los hace especialmente oxidables (Cheynier et al., 1995) siendo
sustrato de interés de la enzima polifenol oxidasa (PPO) (Gunata et al., 1987)
pudiendo llevarlos hacia tonalidades amarillas propias de los procesos
oxidativos, algo especialmente notable en mostos de uva blanca. No obstante,
los &cidos fendlicos son encontrados en mayor cantidad en uva y vino tintos (100-
200 mg/L) frente a uva y vino blancos (10-20 mg/L) (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). En este sentido, son fundamentales en la estabilizacién del color, por
estabilizacion de los antocianos a partir de la esterificacion de su azucar con los
acidos cafeoil tartarico o caftarico, p-cumaroil tartarico o cutarico y feruloil
tartarico o fertarico (Rebolo Lépez, 2007), ademas de su participacion en la
formacion de pigmentos derivados de antocianos (piranoantocianos), como son

la pinotina o la portosina (Bloomfield et al., 2003; He et al., 2012).



Acidos hidroxibenzoicos R2 R3 R4 RS5
0] p-hidroxibenzoico H H OH H
Rs Protocatéquico H OH OH H
OH Vanillico H O OH H
Galico H OH OH OH
R4 Ra Siringico H OCH; OH OCHs
R3 Salicilico OH H H H
Gentisico OH H H OH
Figura 2: Estructura de acidos hidroxibenzoicos
O -
Acidos hidroxicinamicos R2 R3 R4 R5
Rs XN OH p-cumarico H H OH H
Cafeico H OH OH H
Ry R, Ferdlico H OCHs; OH H
R, Sinapico H OCHs: OH OCHs

Figura 3: Estructura de acidos hidroxicinamicos

1.2.1.2. Estilbenos

Los estilbenos, presentes en el hollejo de la uva, son los compuestos fendlicos

mas asociados a la capacidad antioxidante. Presentan radicales OH en

posiciones 3 y 5 de un anillo bencénico y en posicion 4’, en otro anillo bencénico.

Estos anillos se vinculan por una cadena de etano o etileno, con doble enlace

entre carbonos, lo que les confiere isomeria, de forma similar a los acidos

cinamicos. Estos compuestos destacan por sus propiedades antifungicas en vid

(Langcake, 1981), siendo el mas conocido el trans-resveratrol (Figura 4). No

obstante, se han identificado distintos derivados de este compuesto, como la

viniferina (dimero de resveratrol) o el piceido (derivado glucosilado del

resveratrol).




Figura 4: a) trans-resveratrol; b) cis-resveratrol

1.2.2.Fenoles flavonoides

Presentan un esqueleto comun de dos anillos de benceno unidos por un anillo
pirano heterociclico, difiriendo las distintas subfamilias en las sustituciones en el

anillo B.

1.2.2.1. Flavonoles

Los flavonoles, pigmentos de tonalidad amarilla, estan presentes en la uva en
forma de estructura glucosilada, aunque también se han encontrado galactosa,
xilosa y arabinosa como azucares de esterificacion en menor abundancia. Tras
la vinificacion, la estructura esterificada es hidrolizada a su forma aglicona,
encontrada en vinos blancos y tintos, siendo su concentracion mas alta en éstos
ultimos debido al proceso de maceracion. Destacan el kaempferol y la
quercetina, encontrados en vino blanco y tinto, y la miricetina, caracteristica del

vino tinto (Vergara Rosales, 2010) (Figura 5).

Nombre R1 R2
Kaempferol H H
Quercetina OH H

Miricetina OH OH

Laricitrina OCH3s OH

Siringetina OCHs OCHjs
Isorhamnetina OCHs H

Figura 5: Estructura de flavonoles




Ademas de estos compuestos, existen otros flavonoides similares a

considerar como las flavonas, las flavanonas y los flavanonoles (Figura 6). En

vino destaca la presencia del flavanonol conocido como taxifolin
(dihidroquercetina; R1=OH, R2=H) (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Figura 6: a) flavona (Rs=H), flavonol (R3=0H), b) flavanona (Rs=H), flavanonol (R3=0H)

1.2.2.2. Taninos

Si bien numerosas estructuras son recogidas bajo el nombre de “tanino”, son
los taninos hidrolizables y condensados (estos ultimos también conocidos como

“proantocianidinas”) los que pueden encontrarse en el vino.

Los taninos hidrolizables no se encuentran de forma natural en uva y vino, si
bien su importancia recae en el proceso de crianza en barrica de madera.
Incluyen galotaninos y elagitaninos que, tras un proceso de hidrolisis acida,

liberan al medio acido galico y elagico (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Los taninos condensados, naturales de la uva y encontrados en hollejo y
semilla, son polimeros formados por la unién de flavan-3-oles, moléculas que
poseen un heterociclo saturado y oxigenado con dos carbonos asimétricos que
le otorgan la propiedad de formar isémeros estructurales, entre los que destacan
(+)-catequina, (-)-epicatequina y (+)-epicatequina, (-)-epigalocatequina y (-)-

epicatequina-galato (Figura 7).



I o Nombre RT R2 R3
Catequina H OH H

OH Galocatequina H OH OH
Epicatequina OH H H

Epigalocatequina OH H OH

Figura 7: Estructura catequinas

Las uniones de estas moléculas en uva y vino, que se dan generalmente con
enlaces interflavano C4-C6 (Vivas y Glories, 1993), C4-C8 y C-O-C (de Freitas,
1995; Cheynier et al., 2006; Hanlin et al., 2010), pueden conformar desde
oligbmeros, con un grado de polimerizacion medio (GPm) de entre 2 y 10
unidades de flavanoles, hasta polimeros (GPm>10) (Figura 8). Los taninos de
semilla presentan un GPm cercano a 10, a diferencia de los taninos de hollejo,
mas condensados, que pueden presentar un GPm cercano a 30 (Prieur et al.,
1994; Souquet et al.,1996). Ademas, los taninos de hollejo presentan
subunidades de (-)-epigalocatequina, frente a los de semilla que poseen un
mayor porcentaje de galoilacion. El grado de polimerizacion y el porcentaje de
galoilacion de los taninos es considerado un factor determinante en las
interacciones de estos compuestos con las proteinas salivares (Garcia-Estévez
et al., 2018), afectando de forma diferente a las sensaciones de astringencia y

amargor del vino (Ma et al., 2014).

Subunidades
de
extension

OH
OH

Subunidad
terminal

Figura 8: Uniones interflavano C4-C8
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1.2.2.3. Antocianos

Los antocianos son los pigmentos responsables de forma directa del color rojo
de los vinos rosados y tintos. Se encuentran en vesiculas esféricas denominadas
“antocianoplastos” o “inclusiones antocianicas vacuolares” (Mizuno et al., 2006;
Markham et al., 2000) en el interior de las vacuolas intracelulares de las primeras
capas celulares de la hipodermis del hollejo de uva, a excepcion de las
variedades tintoreras en las que se encuentran también en las células de la
pulpa.

Estos compuestos presentan una estructura heterociclica que cuenta con dos
anillos bencénicos unidos por un heterociclo insaturado y oxigenado con carga
positiva a pH acido (Figura 9). El grupo que constituyen el primer anillo bencénico
y el grupo pirilo (estructura pirano con un oxigeno cargado positivamente) es
denominado “catién flavilio”, y suele presentarse esterificado en posicién 3 con
un azucar (Figura 10) que le confiriere estabilidad a la estructura y que puede
estar en estado glucosidico o acilado por esterificaciones con acido acético, p-

cumarico o cafeico.

Dependiendo de las hidroxilaciones (-OH) y metilaciones (-OCH3s) presentes
en las posiciones 3’y 5’ de su anillo B se pueden encontrar en la uva y el vino la
delfinidina, la cianidina, la petunidina, la peonidina y la malvidina (Figura 9),
destacando ésta ultima por su alto contenido. Debido a su escasa alteracion, el
perfil de concentracion de estos compuestos en uva y vino se emplea como un

factor discriminante de variedades de uva (Cosme et al., 2021).

Nombre R1 R2
Cianidina OH H
Peonidina OCHB3 H
Delfinidina OH OH
Petinidina OCHs3 OH
Malvidina OCHB3 OCHs

Figura 9: Estructura antocianidina
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0-Gle-0-Acido

0-Glucosa

a) OH b) O-Glucosa C)

OH

Figura 10: a) Antociano monoglucdésido; b) Antociano diglucésido; ¢) Antociano
monoglucésido acilado

En cuanto a la estructura de estos compuestos, varia en funcion de la
composiciéon del medio. Bajo pH acido, los antocianos se disponen en su
conformacién de cation flavilio, que confiere al vino su caracteristica tonalidad
roja, mientras que un incremento del pH produce la desprotonacion de la
molécula, transformandola en base quinoidal y modificando su coloracién desde

una tonalidad malva hacia tonalidades azuladas e incluso amarillentas (pH>7).

Se distinguen, asi, tres tipos de equilibrios: acido-base o transferencia de
protones, hidratacion y tautomeria de ciclo-cadena, siendo todas las reacciones
de caracter reversible (Brouillard, 1982; Blanco Vega, 2013). Al pH del vino (3-4)
en medio acuoso, tienen lugar reacciones de hidratacién y transferencia de
protones, manteniendo en equilibrio antocianos en forma de cation flavilio (AH*)
y hemiacetal (forma incolora, AOH), con su isébmero cis-chalcona transformable
de forma irreversible, por oxidacién, en acido fendlico (incoloro). Bajo estas
condiciones y en ausencia de reacciones de estabilizacién, un 80% de los
antocianos se encontrarian en forma hidratada incolora (Bautista-Ortin, 2005).
Cabe indicar también que la union del cation flavilio a determinados compuestos,
como el anhidrido sulfuroso libre (SOsH-, en forma anidnica), provoca complejos
incoloros mediante una reaccion reversible. Con el tiempo, la cantidad de
anhidrido sulfuroso libre del medio va descendiendo y los complejos tienden a

romperse, devolviendo al antociano a su estructura coloreada.

1.2.3. Estabilizacion del color

Existen diferentes reacciones que favorecen la estabilidad del color basadas
en la proteccién de la estructura de cation flavilio: fendmenos de copigmentacion,

asi como reacciones quimicas de condensacion y polimerizacion.
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1.2.3.1. Fenémenos de copigmentacién

Los fendbmenos de copigmentacion tienen lugar cuando los antocianos se
unen mediante enlaces no covalentes a otros compuestos fendlicos,

denominados copigmentos.

Segun la naturaleza del copigmento, existen dos tipos de copigmentacion de

naturaleza intermolecular (Blanco Vega, 2013):

o Heteromolecular: El copigmento es una molécula distinta al
antociano monomeérico (flavanoles, flavonoles o derivados
hidroxicinamicos, principalmente).

o Homomolecular o autoasociacion: El copigmento es otra

molécula de antociano monomeérico.

Por otro lado, la denominada copigmentacién intramolecular, ausente de
copigmento, es referida a la asociacion dada entre el antociano y una porcién de
su propia molécula, como puede ser el caso del sustituyente cumaroilo de un
antociano cumarilico. Este tipo de copigmentacion se da en estructuras

especialmente complejas y se considera la mas estable (Figueiredo et al., 1999).

En el proceso de copigmentacion, las moléculas involucradas forman una
estructura en capas (de entre 2 y 10) que evita el fendmeno de hidratacion y
desplaza el equilibrio hacia la formacién de mas cationes flavilio o bases
quindnicas. Como resultado, se produce un aumento de la cantidad de color
(efecto hipercrémico), asi como también un cambio de tonalidad hacia purpura 'y
azul (efecto batocromico) (Vivar-Quintana et al., 2002). Ademas, reduce los
procesos de oxidacion y polimerizacion asociados al envejecimiento en vino
(Boulton, 2001), al depender estas reacciones de la concentracion de los
compuestos en estado libre y provocar la copigmentacion una reduccion de su
disponibilidad (Darias-Martin et al., 2001).

1.2.3.2. Condensaciones antocianos-taninos

Durante la elaboracion del vino, las formas libres de los antocianos
disminuyen, pero el color es mantenido gracias a reacciones quimicas basadas,

principalmente, en la unidn entre antocianos y taninos durante el envejecimiento
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de los vinos, y pueden o no involucrar acetaldehido. Existen diferentes tipos de

condensacion principales segun los carbonos involucrados:
e Condensacion Antociano-Tanino (A-T):

El tanino (flavonoide neutro con carga negativa en C8 y C6) se adhiere a la
antocianina en forma de cation generando un flaveno incoloro (A-T) que puede
ser oxidado, dando lugar a un pigmento rojo (A*-T), manteniéndose un equilibrio
entre ambas especies. La sustitucidn en posicion C4 confiere al aducto A*-T
resistencia a la decoloracion por SO2. Puede darse la aparicion de estructuras

xantilium, con tonalidades amarillentas (Dallas et al., 1996; Gawel, 1998).
e Condensacion Tanino-Antociano (T-A):

Gracias a la ruptura espontanea en medio acido de los enlaces C-C entre sus
unidades constituyentes, los taninos pueden actuar como agentes electrofilicos.
Asi, los carbocationes (T*) se adhieren a la antocianina en estado hemiacetal
generando un intermedio incoloro (T-AOH) que se deshidrata en T-A* y presenta
una tonalidad roja que puede variar en funcion de la naturaleza del carbocation
y el grado de polimerizacién. El aducto formado, a diferencia del A*-T si es
susceptible a la decoloracion por SO2, asi como a la hidratacién. Esta
condensacion se ve favorecida en ausencia de oxigeno y por la temperatura,
siendo ésta la explicacion de la evolucion de los vinos almacenados en

ambientes reductores como depdsitos o botella.

Existen otros tipos de condensaciones que involucran las uniones tipo B. La
condensacion de tipo A se basa en una union Tipo B (C4-C8/C6) mas un enlace
éter adicional entre el oxigeno transportado por los carbonos C5 o C7 de la
unidad inferior y el carbono C2 de la unidad superior. Se diferencian de los
aductos anteriores en su mayor resistencia a la despolimerizacién quimica, en

condiciones de pH acido y alta temperatura (Zeng, 2015).

Por otro lado, a partir de la oxidacion del etanol, el metabolismo de levaduras
y bacterias acéticas y la autooxidacion de compuestos fendlicos, se produce y
libera al medio acetaldehido (Liu y Pilone, 2000). La protonizacion del
acetaldehido da lugar a un carbocation que se uniria a un agente nucleofilico
como pueden ser antocianinas hidratadas o unidades de tanino. Asi, tanto

antocianos como taninos pueden unirse por puentes de etilo, formando uniones
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entre taninos (T-etil-T), antocianos (A-etil-A) o formando aductos tanino-
antociano (T-etil-A). Aquellos complejos que involucran antocianos con puentes
etilo presentan mayor resistencia a la decoloracion por SO: e hidratacion que los
antocianos en forma libre, presentando una tonalidad purpura. Segun recoge
Atanasova et al. (2002), la forma habitual de polimerizacion de antocianos en
vino es mediante la unién por puente de etilo de un cation flavilio a un hemiacetal
(A*-etil-AOH).

1.2.3.3. Polimerizacion de taninos

La alta reactividad de los taninos provoca que en el tiempo se produzcan
reacciones de polimerizacion, incrementandose el tamafo de los complejos
tanicos. Asi, de forma similar a lo procesos de condensacién antociano-tanino,
las uniones de tipo B pueden establecerse entre taninos cuando una procianidina
hidrolizada forma un carbocatién que se une a otra procianidina con carga
negativa (C4-C8/C6). En condiciones acidas, este enlace se rompe liberando la
unidad inferior en forma intacta y la unidad superior con un carbocation localizado
en el carbono C4, lo que le permite sufrir de nuevo el ataque nucleofilico de los
carbonos C8 o C6 de otra unidad de flavanol o antociano en forma hemiacetal.
Esta ultima opcion llevaria a una reduccidon de la fraccidon procianidina,
provocando una acumulacion de oligémeros de proantocianidinas (Vidal et al.,
2002). Por otro lado, la polimerizacién heterogénea o cruzada se basa en la
presencia de etanal (producto de oxidacién de etanol), capaz de unir moléculas
de procianidinas hasta formar un polimero de elevado peso molecular. Ambos
tipos de polimerizacion forman compuestos de tonalidad amarilla pero los
obtenidos por polimerizacion cruzada generan menor astringencia que los

polimerizados de forma lineal.

1.2.3.4. Formacién de nuevos pigmentos derivados de antocianos

Si bien pueden darse uniones a especies de mayor peso molecular, como
unidades tanicas (Francia-Aricha et al., 1997), la cicloadicion de antocianos a
metabolitos de bajo peso molecular como el acido piravico, acetaldehido o
vinilfenol ha sido reportado como origen de nuevos pigmentos derivados de

antocianos conocidos como piranoantocianos (Morata et al., 2007).
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Estos compuestos poseen un anillo piranico adicional formado entre el grupo
OH del carbono C5 y el carbono C4 del catidn flavilio. Este anillo resultante de la
reaccion de cicloadicion puede presentar distintos sustituyentes en posicion 10.
Estos compuestos, cuya sustitucion del C4 les confiere menor reactividad ante
variaciéon de pH o SOz, presentan absorbancias a longitudes de onda menores

que los antocianos, estabilizando la coloracidn en una tonalidad roja-anaranjada.

Existen diferentes grupos de piranoantocianos. El grupo mayoritario es el de
las carboxipiranoantocianinas, formadas a partir de la cicloadicion del antociano
con acido piravico. Entre ellos, el compuesto predominante es la vitisina A,
formada a partir de malvidina 3-O-glucdsido (Morata et al., 2003). Las vitisinas
de tipo B, entre las que destaca la vitisina B (formada a partir de malvidina 3-O-
glucosido), se generan a partir de interacciones entre el antociano y el
acetaldehido (Morata et al., 2003).

Otra familia de piranoantocianos, las pinotinas, son aductos antociano-
vinifenol producidos por la unién de antocianos y acidos hidroxicinamicos o 4-
vinilfenoles, entre los que destaca la pinotina A (malvidina 3-O-glucésido-4-
vinicatecol) (Schwarz et al. 2003). Finalmente, las portisinas, identificadas en
vino de Oporto (Mateus et al., 2005; Oliveira et al., 2007) se constituyen como

vinilpiranoantocianinas unidas a flavanoles.

1.3.EL AROMA EN EL VINO

El aroma del vino es resultante de una mezcla de compuestos odoriferos
provenientes de distintas fases de la elaboracion, y es considerado uno de los
atributos fundamentales determinante de su calidad. Estos compuestos se

pueden englobar en 3 categorias:

e Los aromas primarios, varietales, ubicados en el hollejo y en menor
medida en la pulpa de la uva, son productos secundarios del metabolismo
vegetal, con lo que su concentracion se ve determinada tanto por la
variedad como por las practicas de cultivo, climatologia, edafologia y
ubicacion geografica (Cabrita et al., 2007). Los aromas primarios estan
fundamentalmente constituidos por terpenos, metoxipirazinas, C13-

norisoprenoides, alcoholes y aldehidos alifaticos de 6 atomos de carbono,
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compuestos bencénicos y compuestos azufrados. Entre los mas
odoriferos destacan algunos monoterpenoides y C13-norisoprenoides
asociados a aromas florales (Ribéreau-Gayon et al., 2006; Mufioz-Garcia,
2023) (Figura 11). Si bien pueden encontrarse en forma libre, como
compuestos volatiles, algunos aparecen de forma ligada, como
precursores de aroma (Ribéreau-Gayon et al., 1975; Oliver-Simancas et
al., 2021), por su union a acidos grasos, acidos fenodlicos, aminoacidos y
especialmente glucdsidos. Es la hidrolisis quimica o enzimatica de estos
conjugados la que da lugar a las formas libres odoriferas (Baumes, 2009;
Hjelmeland y Ebeler, 2014; Zalacain et al., 2007), y el proceso de
vinificacion juega un papel fundamental en este tipo de reacciones. La
formacion de aldehidos y alcoholes C6 (hexanal, n-hexanol, (Z)-3-hexen-
1-ol, y (E)-2-hexen-1-ol) a partir de sus precursores lipidicos es favorecida
durante etapas prefermentativas gracias a la presencia de oxigeno
(Bayonove et al., 2000; Pedroza et al., 2010).

Familia Compuesto Descriptor
Terpenos Linalool Floral, rosa
Nerol Floral, rosa, lima
Geraniol Floral, geranio, rosa
Citronelool Citrico, limon verde
a-terpineol Pino, lirio
C13-norisoprenoides B-ionona Violeta
B-damascenona Manzana, miel, floral
HC
OH
HsC CH3 H3C_ CH; O

a) H3C

C

Figura 11: a) Linalool (izq), geraniol (der); b) B-ionona (izq), B-damascenona (der)

Se consideran aromas secundarios los formados durante la fermentacién
alcohdlica como efecto del metabolismo de las levaduras. Asimismo,

dependen de la cepa de levadura empleada, de las caracteristicas
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compositivas del mosto de partida -principalmente en base a la
concentracion de azucares y aminodacidos-, de la temperatura de
fermentacion y la oxigenacién durante el proceso. Se engloban en esta
categoria ésteres (formados a partir de la combinacion de un acido
organico y un alcohol) y acetatos (sal o éster de acido acético) que
resultan determinantes del aroma final del vino ya que, pese a no
encontrarse en altas concentraciones, se caracterizan por presentar un
bajo umbral de percepcién olfativa (Boulet y Moutounet, 2000). Por otro
lado, compuestos mas abundantes como los alcoholes superiores
(propanol, isobutanol y alcoholes isoamilicos) pueden afectar
negativamente al aroma ya que, a altas concentraciones (>400 mg/L),
pueden resultar sensorialmente desagradables, de forma similar al etanol

y el acido acético (Ribéreau-Gayédn et al., 2000).

Los aromas terciarios son aquellos que se forman tras la fermentacion,
durante el periodo de crianza o envejecimiento en botella, y se obtienen
de procesos de hidrélisis, escisiones oxidativas, descarboxilaciones y
sulfuraciones. Entre los atributos aromaticos generados, destacan el de
manzana verde aportado por el acetaldehido formado por la oxidacion del
etanol, aromas florales a partir de algunos terpenos intercambiados por
procesos de hidrdlisis, queroseno a partir del TDN (norisoprenoide)
obtenido por la descarboxilacion del acetaldehido, o el café tostado
proporcionado por el 2-furanmetanotiol, tiol obtenido a partir del furfural
(Echave et al., 2021). Estos aromas no han de ser confundidos con
aquellos obtenidos por cesidon directa de la barrica durante la crianza
oxidativa (denominada asi en tanto que se produce la microoxigenacion
del vino a través de los poros de la madera) o mediante el contacto con
duelas o virutas por inmersién en el vino (practica que se ha incrementado
en los ultimos afios). Durante la crianza, el vino se enriquece en
compuestos tales como furfurales, lactonas, guaiacoles, vainillina y
eugenol. El tipo de madera empleado (especie, procedencia, grado de
tostado), tiempo de contacto y condiciones de temperatura y humedad del
espacio habilitado para la crianza, determinan el efecto final sobre los

vinos (Boulet y Moutounet, 2000).
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1.4.EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS DE INTERES

DURANTE LA ETAPA DE MACERACION. DEGRADACION DE
LA PARED CELULAR

La extraccion de los compuestos de interés durante la maceracion requiere la

ruptura de las paredes celulares de los hollejos de la uva, las cuales actuian como

una barrera de difusion (Pinelo et al., 2006).

1.4.1. Estructura y composicion de la pared celular

Las paredes celulares de uva (Figura 12) estan constituidas por tres redes

estructurales fundamentales:

La lamina media, formada por pectina, es compartida entre células

adyacentes para mantener su adhesion (Carpita y McCann, 2000).

La pared celular primaria, la mas gruesa, estd compuesta principalmente
por una red de celulosa-hemicelulosa y pectinas embebidas, junto con
una baja proporcion de proteinas (Zarra y Revilla, 1993), y actia como

soporte principal de la pared celular.

Las cadenas lineales de celulosa, polisacarido formado por la union
lineal de unidades de D-glucopiranosa por enlace glucosidico p-(1—4),
son apiladas mediante uniones por puentes de hidrogeno y fuerzas de
Van der Waals, formando microfibrilas que se recubren de
glucoarabinanos y xiloglucanos (McCann et al., 1990). Estos ultimos
constituyen el polisacarido hemicelulésico principal de la pared celular.
Esta formado por D-glucopiranosas enlazadas en 3-(1—4), sustituidos en
C-6 por residuos de a-L-arabinosa, de (3-D-galactosa, o por el disacarido
B-D-galactosa-a-L-fucosa (Pauly et al., 1999; Doco et al., 2003). Estas
cadenas se unen a las microfibrillas de celulosa por puentes de hidrégeno
(Keegstra et al., 1973; Cosgrove, 2001; Bootten et al., 2004), pudiendo
también unirse a otros polisacaridos por enlaces covalentes (Cumming et
al., 2005; Hrmova et al., 2007). Otros tipos de hemicelulosa serian xilanos

y mananos, estos ultimos relacionados con las paredes celulares
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secundarias sin lignificar. Se encuentran, en relacion con ellos,

glucomananos y galactoglucomananos, de menor importancia estructural.

La red formada por la unién de celulosa y xilano deja espacios en la
estructura que permiten albergar polisacaridos pécticos. Asi, existen
diferentes tipos de pectinas, de los cuales el polisacarido fundamental es
el homogalacturonano (HG), formado por la unidén lineal de acido
galacturénico por enlaces a-(1—4). Dichas unidades de acido
galacturdnico suelen encontrarse metilesterificadas en el carbono C6.
También pueden presentarse acetiladas con uniones a acido acético en
C2 o C3 o esterificadas con unidades de xilosa o apiosa. Otro tipo de
pectinas son los ramnogalacturonanos | (RG-I), formados por el enlace de
unidades de acido D-galacturénico en a-(1—4) que pueden presentar
metilesterificaciones o acetilaciones, y L-ramnosa en a-(1—2) (Lau et al.,
1985). El complejo que se forma se une por enlace glucosidico a los HG
(Willats et al., 2001). La esterificacion de la L-ramnosa por unidades de
arabinosa o galactosa conlleva la formacion de arabinanos, galactanos o
arabinogalactanos. Los galactanos pueden dar lugar a arabinogalactanos
de tipo | (AG-I) cuando su esqueleto de galactosa con uniones B-(1—4)
presenta ramificaciones de a-arabinofuranos. Los arabinogalactanos de
tipo Il (AG-Il), sin embargo, presentan un esqueleto de galactosa con
uniones B-(1—3) y B-(1—6) con enlace a a-L-arabinosa. Estos pueden
darse ligados a proteina (principal presencia de hidroxiprolina), formando

arabinogalactano proteina (AGP).

Ademas de la hidroxiprolina, existen otro tipo de proteinas presentes en
la matriz de la pared celular, como las extensinas, las proteinas ricas en
glicina y proteinas ricas en prolina (Cassab y Varner, 1988), que aportan
compactacion o firmeza a la estructura por adhesion molecular y celular
(Goulao et al., 2012).

Finalmente, los ramnogalacturonanos Il (RG-Il), considerados mega-
oligosacaridos por su alto grado de polimerizacién (Rodriguez-Carvajal et
al., 2003), presentan una base estructural de homogalacturonano
sustituidos con cadenas oligosacaridas compuestas por gran diversidad

de azucares (Stevenson et al., 1988). La pared celular secundaria, no
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siempre presente, esta formada por acumulacion de celulosa,
hemicelulosa (principalmente xilano) y lignina, que comienza a aparecer
al finalizar el crecimiento celular, y provee a la estructura de mayor
resistencia mecanica (Carpita y McCann, 2000; Vorwerk et al., 2004). La
lignina, polimero formado por unidades de caracter fendlico, aporta

hidrofobicidad y resistencia a la estructura (Boudet, 2000).

/
/// =
[>H y - Lamina media
— — = 1
| Pared celular
primaria
1 Membrana
n plasmatica
gl
Uyn n

i nuﬂﬂ u Celulosa
ﬂ u Proteinas solubles

U .
Hemicelulosa

Pectina

Figura 12: Esquema pared celular vegetal

La proporcion de celulosa, hemicelulosa y pectinas suele ser similar en
dicotiledéneas como la vid, frente a plantas monocotiledéneas que presentan
mayor pared secundaria, y por tanto mayor acumulacion de xilano (Carpita y
Gibeaut, 1993; Gao et al., 2019).

Durante la maduracion de la uva, la estructura y composicion de la pared
celular sufre cambios debido a procesos de desesterificacion y
despolimerizacidn de los polisacaridos (Garrido-Bafuelos et al., 2019a, 2019b;
Zietsman et al., 2015a) y a reacciones hidroliticas y enzimaticas provocadas por
las enzimas enddgenas (Nunan et al. 2001), afectando a la extractabilidad de los

compuestos de interes.
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1.4.2.Extraccion de compuestos de interés durante Ila

maceracion

Durante la etapa de maceracion, las paredes celulares sufren modificaciones
que permiten la extraccidon de los compuestos de la uva al mosto/vino. Ademas,
el tipo de compuesto, su localizacion en la uva, asi como la temperatura y
duracién de la etapa de maceracion y la técnica enoldgica aplicada van a

condicionar la velocidad y su grado de extraccion.

La intensificacion de la extraccion de compuestos aromaticos gracias al
proceso de maceracion ha sido reportada en numerosas ocasiones (Sanchez-
Palomo et al., 2007; Hjelmeland y Ebeler, 2014), si bien los trabajos actuales se
centran en el estudio de técnicas para la optimizacion de dicho proceso (Tartian
et al., 2017), en tanto que unas condiciones de maceracion inadecuadas pueden
conllevar efectos sensoriales negativos (Cheynier et al., 1989; Ramey et al.,
1986). En cuanto al efecto de la temperatura del proceso, se ha observado un
incremento de la extraccidon de monoterpenos en procesos de crio-maceracion.
Frente a ello, el incremento de temperatura produce degradaciones de los
precursores aromaticos, generando un aumento de ésteres, acidos y acidos
grasos, junto con una degradacion de terpenos (Parenti et al., 2004; Tartian et
al., 2017; Geffroy et al., 2015, 2018; Oliver-Simancas et al., 2021).

En cuanto a la extraccion de compuestos fendlicos, ampliamente estudiada,
se ha determinado que los taninos del hollejo y antocianos comienzan a
extraerse de forma rapida al inicio de la maceracién siguiendo una curva
exponencial, para después estabilizarse e incluso descender su ritmo de
extraccion (Boulton, 1995; Bautista-Ortin et al., 2005; Klenar et al., 2004;
Casassa et al.,, 2013) mientras que los taninos de semillas, por su parte,
requieren de un mayor tiempo de maceracion debido a la necesidad de
solubilizar la capa lipidica externa de las mismas, lo que es favorecido por una

mayor presencia de etanol (Glories y Saucier, 2000; Romero-Cascales, 2008).

Por ello, tiempos cortos de maceracién de entre 4-7 dias se emplean
generalmente para la obtencidn de vinos tintos jovenes, mientras que
maceraciones mas largas (8-15 dias) son necesarias para la obtencién de vinos

tintos que van a ser sometidos a un proceso de envejecimiento en barrica, en
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tanto que requieren una concentracion suficiente de taninos para favorecer la

estabilizacion del color en el tiempo.

Estas cinéticas de extraccion dependen de las caracteristicas estructurales y
de la composicion de las paredes celulares de las diferentes variedades de uva
(Bautista-Ortin et al., 2016; Ortega-Regules et al., 2008). Asi, Romero-Cascales
et al. (2005) observé una menor extractabilidad de antocianos en uva de variedad
Monastrell frente a Syrah, Cabernet Sauvignon o Merlot, aunque éstas
presentaban menor concentracion de antocianos en la uva, lo que puede
deberse a diferencias de grosor y densidad de las paredes celulares de las

células del hollejo (Ortega-Regules et al., 2006).

Por otro lado, la extractabilidad de los compuestos también se ve afectada por
el grado de maduracion de la uva, facilitandose su extraccion por la
despectinizacion de las paredes celulares durante este proceso (Garrido-
Bafiuelos et al.,, 2019a, 2019b, 2022) y dificultandose la extraccion de
compuestos de las semillas por un incremento en su lignificacion (Bautista-Ortin
et al., 2012; Casassa, 2017).

La degradacién de las paredes celulares durante la maceracién también
conlleva la liberacion de polisacaridos solubles al mosto/vino. Asi, las distintas
familias de polisacaridos provenientes de la uva y encontrados en el vino
engloban los polisacaridos ricos en arabinosa y galactosa, conocidos como
PRAGs (AG-Il y AGP), RG-Il y oligosacaridos (Apolinar-Valiente et al., 2021). Los
PRAGs contienen a la vez acidos glucurdnicos (del 6 al 15%) y galacturénicos
(2%) y una débil tasa de proteina (Pellerin et al., 1995). Su concentracion es de
entre 50 y 150 mg/L en vino blanco y entre 100 y 200 mg/L en vino tinto. Los RG-
Il se obtienen por degradacion de las pectinas debido a la actividad endo-
poligalacturonasa, liberandose parcialmente a lo largo del periodo de maceracion
(Doco et al., 1996). Su concentracion es menor de 50 mg/L en vino blanco y se
situa entre 80 y 150 mg/L en vino tinto. Los oligosacaridos engloban una variedad
de cadenas de monosacaridos (de 3 a 15 unidades), con la inclusion de los
disacaridos segun BeMiller (2019). Chong et al. (2019) informaron de que gran
parte de los oligosacaridos encontrados en vino partian de la degradacion de las
paredes celulares de levaduras y uva (oligoglucanos, oligomananos,

oligoramnogalacturonanos, oligoarabinogalactanos, oligoarabinanos vy
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oligoxiloglucanos). Por otro lado, dentro de la familia de proteoglucanos se
encuentran las manoproteinas, formadas por un 80% de manosa y un 20% de
proteina, que provienen de la pared celular de las levaduras y son liberadas al
vino durante la fermentacidn. Existen dos tipos segun si parten del periodo de
crecimiento con o sin multiplicacion celular (Guadalupe et al., 2010), y su
concentracion en vino es de entre 100 y 150 mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
La practica enoldgica de la crianza sobre lias trata de favorecer la difusion de
estos compuestos al vino, ya que resultan determinantes en la calidad
organoléptica de los vinos, relacionandose especialmente con una menor

percepcion de astringencia (Boulet et al., 2016, Manjon et al. 2021).

1.5.APLICACION DE TECNICAS ENOLOGICAS PARA
FAVORECER LA EXTRACCION DE COMPUESTOS DE
INTERES EN EL VINO

Dadas las diferentes necesidades de la industria enoldgica, la aplicacion de
técnicas que incentiven la extraccion de compuestos de interés se vuelve un
recurso fundamental en la obtencién de vinos de calidad. La variacion de las
condiciones climatologicas, acentuada en la actualidad por el cambio climatico,
provoca la variabilidad en las caracteristicas organolépticas de la uva en el
momento de su cosecha, resultando en afladas de vinos poco coloreados o con
bajo perfil de aroma varietal. Junto con ello, la creciente separaciéon temporal
entre la madurez tecnolégica y la madurez fendlica provoca la necesidad de
vendimiar las uvas antes de alcanzar los niveles de concentracién fendlica
optima. Asi, la aplicacion de este tipo de técnicas permitiria extraer el maximo

potencial de las uvas.

Por otro lado, dichas alteraciones conllevan problemas logisticos en las
bodegas, que ven reducida su capacidad productiva por la llegada de volumenes
de uva a procesar que exceden los limites asumibles por la bodega,
especialmente en términos materiales. La posible reduccion de los tiempos de
elaboracion del vino permitiria aumentar dicha capacidad productiva sin acarrear
mermas en la calidad del vino. Asi, las crecientes necesidades actuales

requieren de tecnologias innovadoras que puedan aplicarse individualmente de
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forma efectiva o en combinacion con las técnicas empleadas tradicionalmente

con el fin de mejorar los procesos extractivos.

1.5.1. Técnicas tradicionales

Dichas técnicas tradicionales implican el control del tiempo y la temperatura
aplicados a la maceracién, ya que, como se comentaba con anterioridad, son
factores determinantes de la extractabilidad de los compuestos de interés.
Durante la etapa de maceracion fermentativa, el incremento de alcohol, diéxido
de carbono y la presencia de diéxido de azufre, en combinacion con la
temperatura, aumentan la permeabilidad de las membranas y la solubilidad de
los taninos y antocianos; si bien, el incremento de temperatura genera una
pérdida de estos ultimos tras la fermentacion temprana, dando lugar a la
ausencia de diferencias en el momento del embotellado. El aumento observado
de pigmentos poliméricos es asi relacionado con la intensificacién de la
extraccion y el mantenimiento en el tiempo de los taninos (Gao et al., 1997;
Sacchi et al., 2005).

En tanto que el aumento de temperatura aumenta la permeabilidad celular vy,
con ello, la mejora de la extraccion, distintas tecnologias han sido implementadas
y ampliamente extendidas en bodega (Morel-Salmi et al., 2006):
termovinificacion y flash-release. En la termovinificacion, la pasta estrujada es
sometida a un calentamiento de hasta 70°C por una duracion de menos de una
hora. En el caso del proceso “flash release” o “flash détente”, se aplica una
inyeccion de vapor de agua sobre la uva, aumentando la temperatura a 85-95°C,
siendo luego enfriada rapidamente. Aunque la aplicacion de calor ha mostrado
un aumento de la extraccion de antocianos (Piccardo y Gonzalez-Neves, 2013;
Geffroy et al., 2015, 2018), mejorando el color, la extraccion limitada de tanino
debida a la ausencia de etanol no favorece la estabilizacién de los antocianos, lo
que puede resultar en vinos no aptos para el envejecimiento (Maza et al., 2019a).
En cuanto al perfil aromatico, se ha reportado la degradacién térmica de
compuestos varietales (Geffroy et al., 2015), llegando a verse reducida la
concentracion de metoxipirazinas en vinos de Cabernet Sauvignon, afectando a

su distintivo aroma a pimiento verde (De Boubée et al., 2002).

25



El efecto negativo del incremento de temperatura sobre el perfil organoléptico
de los vinos plantea el uso de técnicas basadas en la reduccion de temperatura.
No obstante y en base a lo comentado anteriormente, en tanto que el incremento
de la misma es considerado un factor incentivador de la extraccion, no resulta
sorpresivo que distintos estudios hayan mostrado ausencia de efecto extractivo
con el empleo de maceraciones prefermentativas en frio (MPF) (Sacchi et al.,
2005), procedimiento por el cual el mosto se mantiene durante diasa 10 — 15 °C
antes de ser encubado. No obstante, en combinacion con la MPF, el aporte de
dioxido de azufre (100 mg/L) ha resultado ser una técnica util para el aumento
en la extraccion de antocianos en vinos de variedad Barbera d’Asti (Casassa et
al., 2016). Por otro lado, se ha observado una mejora en la extraccion de
proantocianidinas en variedades Aglianico, Primitivo y Nero di Troia,
mostrandose diferencias en el nivel de extraccién segun la variedad (de un 25%,
14% y 7%, respectivamente) (Gambacorta et al., 2019). En cuanto a la
composicion volatil, Gambacorta et al. (2019) observaron un aumento en la

extraccion de ésteres, que favorecen el caracter afrutado de los vinos.

Una practica extendida para la reduccion de la temperatura durante la
maceracion prefermentativa es la adicion de nieve carbénica. Esta técnica
consiste en la incorporacion, de forma periddica, de pellets de CO2 en los
tanques de maceracion. La congelacién del liquido intracelular en la pasta
estrujada de uva favorece un incremento de su volumen, alterando la estructura
de las paredes celulares de las células de la uva y permitiendo la salida de
compuestos fendlicos al medio. El empleo de didxido de carbono en lugar de
nitrégeno liquido recae en que su sublimacion resulta de interés en el
desplazamiento del oxigeno en contacto con el mosto (Sacchi et al., 2005;
Busse-Valverde, 2013).

El estudio de Casassa et al. (2015), que emplearon este sistema durante 4
dias (tras los cuales todos los vinos mantuvieron una maceracion de 10 dias en
las condiciones de las elaboraciones control), mostré efectos diferentes en los
vinos segun la variedad de uva de partida. Se observd un aumento de la
intensidad de color en vinos de Barbera d’Asti y Cabernet Sauvignon, viéndose
también efecto en vinos de Malbec, Merlot, Pinot Noir y Syrah. Perfil aromatico,
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astringencia, amargor o cuerpo fueron parametros que no mostraron alteraciéon

gracias al tratamiento.

Un aspecto fundamental del uso de esta técnica es la necesaria
homogeneizacion periédica de la pasta para asegurar una bajada de
temperatura similar en todos los puntos de la misma. Con el fin de homogeneizar
el contenido del tanque, se emplean técnicas como bazuqueos y remontados.
Estas técnicas -no necesariamente empleadas en combinacidén con otras-, se
emplean principalmente durante la maceracion fermentativa: EI CO2 formado
durante la fermentacion provoca el ascenso de partes solidas de la uva estrujada
dentro del tanque, hasta formar una capa gruesa (sombrero) cuyo contacto
limitado con el liquido inferior reduce el potencial de extraccion del proceso.
Junto con ello, el calor queda retenido en el interior del depdsito. Mediante el
bazuqueo, las pieles son sumergidas en el liquido, y mediante el remontado,
parte del contenido de la zona inferior se extrae y se vierte de nuevo por la parte
superior, mediante un sistema de recirculacion con bombeo a través de una
tuberia. Diversos estudios centrados en la comparaciéon de ambas técnicas
muestran un mayor efecto extractivo de los bazuqueos frente a los remontados
(Marais, 2003a, 2003b).

Otra técnica ampliamente extendida en la industria enoldgica es la adiciéon de
preparados enzimaticos durante el proceso de vinificacion. Segun la naturaleza
compositiva de estos preparados, tendran aplicaciones diferentes durante la
elaboracién del vino, empleandose para favorecer la extraccion, la clarificacion

o la evolucion durante la crianza sobre lias (Espejo, 2021).

Asi, estos preparados suelen presentar proporciones adaptadas de las
distintas actividades enzimaticas segun el fin al que se destinen. Los preparados
comerciales empleados en el proceso de maceracion para favorecer la liberacion
de compuestos intracelulares tras la degradacion de la pared celular presentan
habitualmente una combinacion de actividades pectolitica (poligalactutonasa,
pectinmetilesterasa y pectin liasa), celulasa, hemicelulasa y proteasa (Fia et al.,
2014; Pinelo et al., 2006).

Dentro de las celulasas, se distinguen distintas enzimas, como son la
celobiasa o B-glucosidasa y endo- y exo-glucanasa, que favorecen la separacion

de las microfibrillas. Cuando su adicion es combinada con enzimas pectoliticas
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que afectan a la matriz péctica, se favorece el acceso de la celulasa a la red

celulésica, mejorando su eficiencia (Zietsman et al., 2015b).

Las hemicelulasas engloban arabinasa, endo- y exo-galactasa, endo-
glucanasa y xilanasa, ya que la red de la hemicelulosa presenta una naturaleza

heterogénea (Apolinar-Valiente, 2012; Romero-Cascales, 2008).

Dentro de las pectinasas se encuentra la pectinmetilesterasa, que
desesterifica las pectinas y favorece la accion de la poligalacturonasa (pectinasa
que hidroliza la union entre moléculas de &acido galacturonico de los
homogalacturonanos), mientras que pectato liasa y pectin liasa actuan por [3-
eliminacion sobre pectinas de elevado grado de esterificacion (Rios-Alzate y
Arias-Vargas, 2002).

El efecto de la adicion de enzimas de maceracion depende, entre otros
factores, del estado estructural de la pared celular, que puede presentar mayor
solidez o firmeza al inicio de la maduracion de la uva. Estas alteraciones durante
la maduracion dependen de la actividad enzimatica endogena, pudiendo
obtenerse mayor degradacién de las estructuras con la aplicaciéon en uva madura
(Gao et al., 2016).

Los estudios llevados a cabo con la aplicacion de enzimas de maceracion en
el proceso de vinificacion en tinto muestran resultados contradictorios en la
extraccion de compuestos de interés. Asi, Bautista-Ortin et al. (2005) no
observaron diferencias en parametros de color de vinos de Monastrell con el
empleo de preparaciones con actividad celulasa, hemicelulasa,
poligalacturonasa, pectin liasa y pectin esterasa. Borazan y Bozan (2013)
observaron una caida en la concentracion de antocianinas y acidos fendlicos con
el uso de pectinasas en Okuzgdzi, aunque este estudio no especifica

condiciones de tratamiento.

En contraposicién y empleando la misma variedad y cocktail enzimatico que
Bozaran y Bozan (2013), Kelebek et al. (2009) observaron un aumento del
contenido de antocianinas, que se asocio a un tiempo de maceracion largo (8
dias). Ademas, el uso de pectinasas ha resultado en un aumento en la extraccion
de proantocianidinas en variedades Monastrell y Nero di Troia (Baiano et al.,
2016; Castro-Lopez et al., 2016). Por otro lado, Apolinar-Valiente et al. (2014)
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observaron un aumento de polisacaridos en vinos de Monastrell empleando un
preparado comercial rico en actividades pectinmetilesterasa y poligalacturonasa,
si bien el uso de un preparado de a- y B- galactosidasa no provoco dicho
incremento -si observado en vinos de variedad Syrah-, atribuyéndose a una
posible rigidez estructural de la pared celular de Monastrell que impidiera el
acceso adecuado de la enzima al sustrato. Por su parte, Sun et al. (2018)
encontraron un aumento de compuestos aromaticos C6, terpenos y C13-

norisoprenoides empleando B-D-glucosidasa sobre Cabernet Gernischt.

1.5.2. Tecnologias emergentes

1.5.2.1. Tecnologias con incremento de temperatura: Microondas

Como ha sido comentado anteriormente, existen diferentes tecnologias que
implican el incremento de temperatura y se vienen empleando en la industria
enologica desde hace varias décadas, como son termovinificacién (60-75°C) y
flash-détente (>90°C). El efecto de estas tecnologias se asocia a un aumento de
la permeabilidad de las membranas celulares, implementandose los procesos de
transferencia de masa y favoreciendo la difusion de compuestos de interés
(Setford et al., 2017; Koyama et al., 2007). Asimismo, la combinacién de estas y
otras técnicas parece optimizar el efecto de extraccion, como fue observado por
Aguilar et al. (2016), quienes obtuvieron un incremento de la extraccion de
compuestos fendlicos y un aumento de la capacidad antioxidante combinando la

termovinificacién y la adicion de enzimas pectoliticas.

No obstante, el uso de estas tecnologias requiere de una alta inversién, con
un gran gasto de agua y la instalacion de generadores de vapor e
intercambiadores de calor, o que hace necesaria la busqueda de tecnologias de
menor coste energético y de mantenimiento, tratamiento rapido y mayor
seguridad, como es el caso del uso de microondas (Salazar-Gonzalez et al.,
2012).

Las microondas (MO) son ondas electromagnéticas cuya frecuencia varia
entre 300 MHz y 300 GHz. Mientras los hornos microondas domésticos operan
a altas frecuencias (2450 + 50 MHz), los hornos microondas industriales lo hacen
a baja frecuencia (915 + 13 MHz) (Chandrasekaran et al., 2013).
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El mecanismo de accién de las microondas se basa en dos fenémenos que
tienen lugar al someter un medio acuoso, como es la pasta estrujada de uva o el
vino, a un campo electromagnético: rotacion dipolar y conduccion idnica. Las
moléculas de agua, de naturaleza dipolar, tratan de alinearse con el campo
electromagnético oscilatorio, generando friccién y traduciéndose dicha energia
en un incremento del calor volumétrico. De forma similar, el campo
electromagnético produce el fendmeno de conduccién idnica consistente en el
desplazamiento y colisiéon de iones presentes en el medio, con la consecuente
transmision de energia cinética y generacion de calor. No obstante, parece
consistente que el efecto término no es el unico dado en el tratamiento con
microondas, y los estudios de Barba et al. (2015) y Casassa et al. (2019)
plantean una posible extraccidon de compuestos de interés gracias a que las
oscilaciones del campo eléctrico podrian romper la red estructural de la pared y
las membranas celulares por un exceso de tension. Carew et al. (2014)
observaron mediante un examen histologico un incremento del dafio celular de

los hollejos de uva tratadas con MO frente a aquellas maceradas con calor.

Se han desarrollado numerosos estudios centrados en el uso de MO durante
la vinificacion en los ultimos afos, la mayoria de ellos concluyen una mejora de
los procesos de extraccion de los compuestos de interés a partir de la uva o
pasta estrujada de distintas variedades, con aumento en el medio de la
concentracion de polifenoles totales, antocianos y compuestos aromaticos
(Casassa et al., 2019; Carew et al., 2013, 2014, 2015; Sanchez-Cdrdoba et al.,
2021; Mufioz-Garcia et al., 2021; Kwiatkowski et al., 2020; Pérez-Porras et al.,
2022); y asocian a su aplicacién una mayor intensidad de color y mejora sensorial
de los vinos (Mufioz-Garcia et al., 2021; Yuan et al., 2020), con condiciones de
aplicacion de microondas que van desde los 400 W hasta los 700 W, en pulsos
de 4 a 12 minutos. Esta mejora de la extraccion de compuestos durante la
maceracion resultaria de especial interés industrial en tanto que aumentaria la
capacidad productiva de las bodegas mediante una reduccion del tiempo de
procesamiento. Aunque algunos autores plantean una menor eficacia de las MO
frente a las tecnologias térmicas convencionales debido a la distribucion irregular
de la temperatura en el medio (Vadivambal y Jayas, 2010), muchos estudios han

planteado su efectividad en la esterilizacion de alimentos y bebidas (Salazar-
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Gonzalez et al., 2012; Tajchakavi et al., 1998; Chandrasekaran et al., 2013), con
lo que esta tecnologia podria resultar una potencial herramienta para la
reduccion de la concentracion de conservantes como el SOz adicionados durante
la vinificacion. No obstante, la aplicacion de microondas no se encuentra entre

las practicas enoldgicas aprobadas en la actualidad por la OIV (OIV, 2022a).

También ha sido estudiada la extraccion de compuestos fendlicos de interés
a partir de lias de vino, con el fin de obtener extractos de alta capacidad
antioxidante (Pérez-Serradilla y De Castro, 2011). Por otro lado, el estudio de
evolucion por parte de Yuan et al. (2020), a partir de la aplicacién de microondas
a 500 W de potencia sobre vino joven, mostré un potencial efecto de aceleracion
de los procesos oxidativos del vino durante su envejecimiento, observando una
disminucién de la concentracién de compuestos fendlicos y una reduccion de la
capacidad antioxidante mediante la determinacion de DPPH y estableciendo

40°C y 20 minutos de exposicion como las condiciones éptimas de aplicacion.

Sin embargo, la alta volatilidad de compuestos de interés organoléptico -como
son los compuestos aromaticos-, ligado al incremento de temperatura generado
por estas tecnologias, produce una pérdida de la calidad en los mostos y, en
consecuencia, en los vinos. Por ello, se buscan tecnologias que no supongan un
incremento de temperatura en la pasta de uvay, entre ellas, destacan los campos

eléctricos pulsados y los ultrasonidos de alta potencia.

1.5.2.2. Tecnologias sin incremento de temperatura

Durante las dos ultimas décadas, tecnologias que no provocan incremento de
temperatura han sido incorporadas en los protocolos de procesamiento de
alimentos con el fin de mejorar la calidad del producto y optimizar su desarrollo.
Entre ellas, encontramos el uso de plasma frio a presion atmosférica (Dasan et
al., 2016), luz pulsada (Morata, 2010) u ozonizacién (Paissoni et al., 2016). No
obstante, el uso de estas tecnologias se enfoca principalmente en el control

microbiolégico en alimentos (Hernandez-Hernandez et al., 2019).

Otras tecnologias como la radiacién ionizante (Farkas y Mohacsi-Farkas,
2011; Morata et al., 2015), las altas presiones hidrostaticas (High Hydrostatic
Pressure, HHP), la homogeneizacion a ultra alta presion (Ultra High Pressure
Homogenization, UHPH) (Loira et al., 2018; Bafiuelos et al., 2020; Vaquero et
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al., 2022), los campos eléctricos pulsados y los ultrasonidos de alta potencia, son
reconocidos no solo por su efecto antimicrobiano y de alteracion enzimatica, sino
también por capacidad de mejora de procesos extractivos (Cholet et al., 2014;
Morata et al., 2021), si bien entre ellos destacan fundamentalmente tres: altas
presiones hidrostéticas, campos eléctricos pulsados y ultrasonidos. Tales son los
beneficios reportados, que dichas tecnologias han sido recientemente
aprobadas por la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino considerando

su posible uso en la extraccion de compuestos de interés (OIV, 2022a).

1.5.2.2.1. Altas presiones hidrostaticas (APH)

En la industria alimentaria, el uso de altas presiones hidrostéaticas esta
ampliamente extendido. Esta tecnologia se basa en la aplicacién sobre la matriz
alimentaria de presiones entre 100 y 900 MPa (usualmente 400-600 MPa)
mediante el uso, como agente presurizante, de agua potable mezclada con un
pequefio porcentaje de aceite que actia como anticorrosivo (Téllez Luis et al.,
2001). Asi, a escala industrial suele emplearse como método la compresion
indirecta, consistente en el uso de un intensificador de alta presiéon que bombea
el agente presurizante hacia una camara o vasija de tratamiento donde se ubica
el producto a tratar, llenandose hasta conseguir la presion deseada. Entre las
condiciones habituales de aplicacién, se consideran rangos de 400 a 600 MPa
durante periodos de 3 a 10 minutos a temperatura ambiente o bajo refrigeracion
(Morata et al., 2017). Tras el tratamiento, se procede a la descompresion de la
camara y extraccion del producto. Se considera una tecnologia no térmica ya
que por cada 100 MPa aplicados, se produce el incremento de tan sélo 2-3°C.
Otras ventajas de este sistema son la ausencia de residuos generados y la
transmision uniforme de la presion, que asegura el tratamiento homogéneo del
producto. Por otro lado, en tanto que la energia del proceso no es suficiente para
generar la ruptura de enlaces covalentes, se considera una tecnologia util en el
mantenimiento de las propiedades organolépticas de los productos (Oey et al.,
2008; Considine et al., 2008; Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, 2011). En
la industria enoldgica, la aplicaciéon de altas presiones ha presentado gran
eficacia en procesos de esterilizacion microbiana, inactivacion enzimatica o

extraccion de compuestos de interés a partir de uva por su capacidad para
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romper las paredes celulares. No obstante, cada objetivo requiere condiciones
de tratamiento concretas: si bien los procesos extractivos requieren presiones
mas bajas, de en torno a 200 MPa, los procesos de esterilizacidon han sido
optimizados a 400-550 MPa (Corrales et al., 2008, 2009; Morata et al., 2014,
2017, 2019, 2021), siendo aprobado su uso sobre uva y mosto a nivel industrial
empleando presiones superiores a 150 MPa (OIV, 2022b). En cuando a su
aplicacion sobre vino, ha sido observada la aceleraciéon de los procesos
asociados al envejecimiento (Tao et al., 2012). No obstante, si bien puede
optimizarse mediante la conexion de distintas vasijas, el tratamiento mediante un

sistema discontinuo resulta un factor limitante en el procesamiento industrial.

Combatiendo dicha desventaja, en las ultimas décadas, se han incorporado a
la categoria de sistemas de flujo continuo el uso de campos eléctricos pulsados
(CEP) y ultrasonidos de alta potencia (US), que se presentan, asi, como

tecnologias de interés para la optimizacion de los procesos a escala industrial.

1.5.2.2.2. Campos eléctricos pulsados (CEP)

La tecnologia basada en campos eléctricos pulsados consiste en someter una
matriz ubicada entre dos electrodos a la aplicacion de una corriente eléctrica de
alto voltaje (kV) de forma intermitente durante cortos periodos de tiempo (ms o
us) mediante pulsos de tipo exponencial o cuadrado (Alvarez et al., 2006),
generando un campo eléctrico de entre 0,1 y 50 kV/cm. Superando un
determinado umbral, las membranas celulares sufren alteraciones estructurales
por la polarizacion dieléctrica y reorientacion de los fosfolipidos, que produce el
fendmeno de electroporacion, consistente en la formacion de poros en la matriz
del producto tratado (Tsong, 1991). Este efecto puede ser reversible o
irreversible: la electroporacion reversible presenta aplicaciones biotecnologicas
y biomédicas y se emplea en fusion celular, insercion de proteinas en
membranas celulares o para la introduccion de plasmidos, farmacos y distintos
compuestos en el citoplasma, tras lo cual, la membrana celular recupera su
estado inicial. En la industria alimentaria, sin embargo, se trata de conseguir una
electroporacion irreversible que genere la salida del contenido citoplasmatico al
medio, favoreciéndose la extraccion de compuestos de interés o la

deshidratacion celular, lo que permite su uso para la mejora de la calidad
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organoléptica de los alimentos y/o como herramienta de control microbiano
(Puértolas et al., 2010a; Raso y Heinz, 2006; Ortega-Rivas y Salmerén-Ochoa,
2014).

Con el fin de obtener vinos con mas intensidad de color y mayor concentracién
de compuestos de interés, se ha estudiado la aplicacion de CEP en sistemas en
continuo sobre uva estrujada empleando una camara de tratamiento con sistema
de electrodos colineales, ubicados en el centro de un tubo por el que circula la
uva desde la estrujadora/despalilladora hasta el tanque de maceracion (Maza et
al., 2019a, 2019b).

La electroporacion irreversible de las membranas celulares del hollejo de la
uva requiere una dosis de energia menor de 10 kJ/kg, lo que se traduce en un
incremento de temperatura de la pasta estrujada de 2°C, evitando la alteracion

organoléptica provocada por los procesos de calentamiento.

En los ultimos anos, numerosos estudios han sido desarrollados en
condiciones de tratamiento continuo (Puértolas et al., 2010a, 2010b), mostrando
una mejora significativa en la extraccion de compuestos fendlicos de interés con
distintas variedades de uva (Lopez-Alfaro et al., 2013; Comuzzo et al., 2020;
Ricci et al., 2020), asi como un aumento de la capacidad antioxidante (Vicas et
al., 2017), lo que permitiria reducir los tiempos de maceracion (Puértolas et al.,
2010a; Maza et al., 2019b). En este sentido, los trabajos de Maza et al. (2019b)
mostraron un incremento de la extraccidén de tanino de hollejo frente al de semilla,
lo que concuerda con los resultados de estudios en laboratorio de Lépez et al.
(2008), que plantean la imposibilidad de rotura de la capa lipidica y
lignoceluldsica de las células de semilla a partir del uso de CEP. Los trabajos de
Ricci et al. (2020) con uva de variedad Sangiovese muestran el interés de aplicar
esta tecnologia sobre uva inmadura previamente a la maceracion, con el fin de
evitar los largos periodos de contacto que pueden producir un aumento de la
astringencia. Ademas, se ha observado un mantenimiento de las caracteristicas
de los vinos tras un afio de envejecimiento en botella (Puértolas et al., 2010b),
mostrando el vino obtenido de uva tratada un mayor contenido de flavan-3-oles,

flavonoles y acidos hidroxicinamicos y sus derivados, respecto al vino control.

En cuanto al efecto de los CEP sobre la composicién aromatica de los vinos,

Maza et al. (2019b) observaron un aumento de B-ionona (asociada al aroma de

34



violeta), si bien no se presenté un incremento de monoterpenoides y ésteres
totales tras la aplicacion prefermentativa de CEP en vinos de variedad Garnacha,
de forma similar a los resultados obtenidos por Garde-Cerdan et al. (2013) en
mostos de las variedades Tempranillo y Graciano. En su caso, contrario a dichas
variedades, el mosto elaborado con variedad Garnacha si mostr6 una mayor
concentracion de estos compuestos junto con la B-ionona. En vino blanco, el
estudio de Comuzzo et al. (2018) sobre Garganega dio como resultado un

incremento de los precursores de aromas varietales.

En estudios donde se comparan los CEP con técnicas que generan
incremento de temperatura, El Darra et al. (2016) observaron un mayor efecto
de extraccién de flavonoles mediante termovinificacion frente a los CEP en
tratamiento del mosto con el hollejo de la uva de variedad Cabernet Sauvignon,
aunque no se observaron diferencias en la extraccion de otros compuestos como
antocianos, acidos fendlicos y taninos. No obstante, el consumo energético de
los CEP y la temperatura de aplicacion fueron de 48 kJ/kg y 7°C,
respectivamente, notablemente inferiores a las condiciones de la
termovinificacién (418,5 kJ/kg, 50°C). El estudio comparativo del uso de CEP o
enzimas pectinasas por parte de Puértolas et al. (2009), mostré una mayor
eficacia extractiva de los CEP frente a las enzimas, si bien la combinacion de
ambas técnicas ha resultado de interés en la mejora sinérgica de los
mecanismos de accion, favoreciendo la liberacién de nitrdgeno en mosto de uva
blanca (+10%) e incrementando el contenido de aromas primarios en vino
(Fauster et al., 2020).

El creciente interés por los CEP, basado en sus potenciales aplicaciones, ha
resultado recientemente en la aprobacién de su uso industrial para el tratamiento
de uva estrujada y despalillada (OIV, 2020c). Esta resolucion se suma a la de
2019 en la que la OIV aprobd, en base al mismo objetivo, el uso industrial de otra

tecnologia innovadora: los ultrasonidos de alta potencia (OIV, 2020d).

1.5.2.2.3. Ultrasonidos de alta potencia (US)

El uso de ultrasonidos de alta potencia y baja frecuencia (> 0,1 W/cm?, 16 -
100 kHz) ha sido ampliamente estudiado para una variedad de propdsitos

industriales en las ultimas décadas (Ashokkumar, 2015; Yao et al. 2020; Rojas et
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al., 2021): Aplicados en medios sdlidos, optimizan procesos de deshidratacion,
soldadura o descongelacion. En medios liquidos, gracias al fendmeno de
cavitacioén transitoria, favorecen la transferencia de calor, reacciones quimicas,
extraccion, atomizacion de suspensiones coloidales o limpieza. En medio
gaseoso se emplean para secado, despumacion o limpieza de aire. Sin embargo,
cuando estas ondas acusticas de frecuencias superiores al limite de deteccién
humana (16 kHz - 20 MHz) presentan una alta frecuencia (>100 kHz), su empleo
se enmarca en el ambito de la diagnosis médica y en estudios de composicion y
estructura de alimentos, ya que permiten establecer perfiles de disposicidon
celular y aportar informacion de propiedades fisicoquimicas del medio sin

generar deterioro.

En tanto que ondas mecanicas, los ultrasonidos transitan periodos de
compresion -ejerciendo una alta presion sobre el medio-, y de rarefacciéon -de
baja presion-. Cuando la presion local del liquido se reduce por debajo de su
presiéon de vapor, se forman pequefas burbujas en la solucién. Estas
microburbujas sufriran el efecto de los diferentes periodos, expandiéndose y
contrayéndose. La tension superficial de las microburbujas puede resistir la
expansion en aquellos casos en que la frecuencia del ultrasonido es alta, dando

el efecto conocido como "cavitacion estable" (Figura 13).

Sin embargo, cuando la frecuencia del ultrasonido es baja, las microburbujas
sufren un aumento paulatino de tamafo, no recuperando su estado previo en las
fases de compresion. Asi, cuando se alcanza el limite de tension superficial de
las microburbujas, colapsan e implosionan, o que se conoce como “cavitacion
transitoria” (Chemat y Khan, 2011), generando puntos calientes de alta
temperatura y presion (~5000 K y mas de 10 MPa), a lo que se atribuye la
capacidad de generar radicales libres -OH (Krasulya et al., 2014). Ademas,
desde el centro de implosion se emiten ondas de alta energia conocidas como
ondas de choque, capaces de romper estructuras rigidas adyacentes, como

paredes celulares de plantas o microrganismos.

Es por ello que el uso de ultrasonidos de alta potencia y baja frecuencia se
presenta como una posibilidad para acelerar aquellos procesos industriales
enfocados en la esterilizacion de alimentos o la extraccion de compuestos de
interés (Al Daccache et al., 2020).
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Figura 13: Esquema de fases de la cavitacion

La formacién de estas ondas se basa en el uso de transductores (dispositivos
que transforman un tipo de energia en otro), que convierten la sefial mecanica o
eléctrica en ondas acusticas. Existen tres tipos: accionados por gas, por liquido
0 electromecanicos. Entre estos ultimos, se distinguen los dispositivos
magnetostrictivos y piezoeléctricos. Los magnetostrictivos se basan en la
interaccidon entre campos mecanicos y magnéticos y los materiales
ferromagnéticos -generando la deformacion del material vibracion en el material
al tiempo que los pulsos son aplicados-. Es por ello por o que numerosos
estudios se centran en la busqueda de materiales 6ptimos para este empleo,
llegando a conseguir rangos de frecuencia de 20 kHz a 1-2 MHz (Yao et al.,
2020). No obstante, estos sistemas presentan grandes pérdidas de energia por

calor, siendo necesaria una correcta refrigeracion.

Frente a ellos, los transductores piezoeléctricos requieren menor inversion
dada su mayor eficiencia, por lo que son los mas habituales en investigacion y
en la industria (Mason y Peters, 2002). Constan de uno o mas discos de material
piezoeléctrico intercalado por tramos de metal. Ante la aplicacién de una
corriente a determinada longitud de onda -inversamente proporcional a la

frecuencia-, el conjunto resuena a la mitad de dicha longitud de onda.
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Existen distintas geometrias de transductor empleadas especificamente para
las distintas aplicaciones, y su importancia recae en la relacion entre esta y la
eficiencia de los procesos, como el caso de la extraccion de compuestos
(Santos-Zea et al., 2018) al afectar a la intensidad ultrasénica o densidad de
potencia (W/cm?). Esta se define como el cociente entre la potencia de
ultrasonido y la superficie emisora del transductor (Tiwari, 2015), relacionandose
con la amplitud de presion de la onda de sonido. Con el aumento de ésta, el

colapso de las microburbujas se vuelve mas violento, optimizando los dafios.

Si bien no hay un método especifico establecido para su determinacién, la
potencia de los ultrasonidos (W) se suele definir como energia transferida y se
obtiene en relacion a los cambios en el medio tras la aplicacion del tratamiento.
Asi, existen diversos protocolos analiticos fisicos y quimicos. El analisis por
calorimetria es uno de los mas importantes: en él la potencia se define como el
producto de la masa de disolvente, la capacidad calorifica del solvente a presion

constante y el aumento de temperatura por segundo.

Otro factor fundamental determinante de la eficiencia de los ultrasonidos es la
frecuencia: ya que el proceso de cavitacidén requiere un tiempo de iniciacién, un
periodo de rarefaccion demasiado corto (alta frecuencia) puede provocar una
disminucién de la produccién de cavitacion asi como un crecimiento muy leve o
nulo del tamafio de las burbujas (Mason y Peters, 2002; Ashokkumar et al.,
2008), aunque estas frecuencias favorecen la formacién de radicales (Mason et
al., 2011; Ashokkumar, 2015). En el trabajo desarrollado por Gonzalez-Centeno
et al. (2014) se estudio el uso de tres frecuencias diferentes en la extraccion de
polifenoles de uva (40, 80 y 120 kHz), considerandose mas efectiva la frecuencia
mas baja (40 kHz).

Asimismo, son muchos los estudios que se han desarrollado en la ultima
década en relacion al uso de ultrasonidos especialmente en extraccion, entre los
que se encuentran estudios sobre la capacidad de extraccion de compuestos
fendlicos (Bautista-Ortin et al., 2017; Ferraretto et al., 2013; Zhang et al. 2016),
extraccion de compuestos aromaticos en vino blanco y tinto (Bautista-Ortin et al.,
2017; Roman et al., 2020), recuperacion de compuestos de interés a partir de
orujos y lias (Bosiljkov et al., 2017; Drosou et al., 2015), aceleracion del

envejecimiento (Ferraretto y Celotti, 2016; Garcia-Martin y Sun, 2013) o control
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microbiolégico (Gracin et al., 2016; Luo et al.,, 2012). Ademas, han sido
estudiados los efectos de esta técnica en combinacién con otras, como por
ejemplo las enzimas pectoliticas, mostrandose un efecto sinérgico de la
combinacion bajo determinados parametros establecidos de tiempo vy
temperatura (Dalagnol et al., 2017; Lieu y Le, 2010; Osete-Alcaraz et al., 2019).
En cuanto a su combinacién con otras tecnologias emergentes, como los CEP,
también se han reportado estudios, mostrandose una mejora de extraccion
polifendlica a partir de raspones de uva cuando los CEP eran aplicados

previamente a la extraccion asistida por ultrasonidos (Ntourtoglou et al., 2022).

No obstante, hasta el momento, la mayoria de los estudios se han
desarrollado empleando bafos ultrasénicos (Gonzalez-Centeno et al., 2014;
Osete-Alcaraz et al., 2019) o sondas (Celotti y Ferraretto, 2016; Luki¢ et al., 2019;
Roman et al.,, 2020). El bafio de ultrasonidos, comunmente empleado en
laboratorio, consiste en un tanque de acero inoxidable al que van acoplados los
transductores piezoeléctricos. Las ondas son transferidas directamente a la
muestra (en aquellas liquidas o de mezcla sélida y liquida) o bien al agua con la
que se llena el tanque, introduciéndose en su interior las muestras. Suelen
funcionar en frecuencias cercanas a 40 kHz y pueden presentar sistemas de
control de temperatura. No obstante, aspectos como el tamafo del baho, el
volumen de agua, cantidad y volumen de muestras y la forma de colocacion en
el interior del bafio, pueden generar falta de reproducibilidad en los ensayos.
Ademas, ha de considerarse la pérdida de energia en el paso de las ondas a
través de un agente intermediario como es el agua. Las sondas ultrasoénicas, por
su parte, son mucho mas potentes al actuar de forma directa sobre el producto,
presentandose el transductor acoplado a la propia sonda. Pueden funcionar a
diferentes frecuencias en un rango habitual de 20 a 40 kHz. La aplicacion directa
de los US genera un gran incremento de temperatura, lo que hace necesaria la
busqueda de sistemas de refrigeracién externa que permitan controlar la
temperatura para hacer reproducibles los ensayos. Ademas, su estructura limita
la aplicacién a una unica muestra. Lukic et al. (2020) comparando ambos
dispositivos en su aplicacién sobre vino, encontraron que el tratamiento no afecto
las propiedades del color a largo plazo. Sin embargo, en el experimento

desarrollado en bafo, uno de los factores influyentes sobre el perfil aromatico
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fue la temperatura, mientras que en el caso de la sonda fueron determinantes el

diametro o su amplitud.

Estos estudios han permitido la aprobacién, por parte de la OlV, del uso de
US para la optimizacion del proceso de extraccion de compuestos fendlicos
durante la maceracion en vino tinto (OIV, 2020d), si bien para llevar a cabo la
aplicaciéon de US en bodega, es necesario el uso de dispositivos a escala
industrial que permitan a las empresas el tratamiento de grandes volumenes de
uva en continuo. En la actualidad, es la empresa espafiola Agrovin S.A. (Alcazar
de San Juan) la que tiene la patente de este tipo de equipos, los cuales se
pueden disefar segun las necesidades de la bodega. Estos equipos constan de
tres elementos: un deposito donde se vierte la pasta estrujada y despalillada,
una camara de tratamiento en continuo y una bomba que permite la circulacion
de la pasta estrujada y despalillada. La camara de tratamiento esta constituida
de una tuberia a la que van acoplados transductores piezoeléctricos de tipo
sonoplato, con lo que las ondas son transmitidas directamente a la pasta que

circula por su interior perdiéndose la menor energia posible.

En la actualidad, son muy pocos los trabajos desarrollados a nivel semi-
industrial (Celotti y Ferraretto, 2016; Gambacorta et al., 2017; Bautista-Ortin et
al., 2017), de ahi que esta tesis doctoral haya centrado su estudio a un nivel

extrapolable a su uso en bodega.
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2. OBJETIVOS







La calidad organoléptica del vino depende de la concentracion y composicion
de las distintas familias de compuestos quimicos presentes en el mismo, bien
sean estas pertenecientes al grupo de compuestos fendlicos, aromaticos o

polisacaridos.

Ya que las paredes celulares actian como barrera difusional en la extraccion
de compuestos durante la maceracion, distintas técnicas y tecnologias han sido
ampliamente estudiadas con el fin de optimizar el proceso extractivo con dos

objetivos principales:
1. Obtener vinos con mayor calidad organoléptica.

2. Hacer posible una reduccion del tiempo de elaboracion sin

reducir la calidad del vino.

En los dltimos afos, tecnologias innovadoras como los ultrasonidos, los
pulsos eléctricos o las altas presiones hidrostaticas han sido aprobadas por la
OlV para su uso en bodega, frente a otras tecnologias que siguen

exclusivamente en fase experimental, como las microondas.

Por ello, el objetivo principal de esta Tesis doctoral es el estudio de la
aplicacion de los ultrasonidos de alta potencia y microondas para incrementar la
extraccién de compuestos de interés, como compuestos fendlicos, polisacéaridos
0 compuestos y precursores aromaticos y obtener vinos de alta calidad

organoléptica.
Para ello, se proponen los siguientes objetivos parciales:

o Estudio de las condiciones de operacion adecuadas para favorecer
la ruptura de la pared celular de células del hollejo con el fin de
facilitar la liberacibn de compuestos de interés (compuestos
fendlicos, polisacaridos y compuestos aromaticos) y reducir el

tiempo de maceracién (Publicacién 3.1.).

o Estudio en vino del efecto de los ultrasonidos sobre uva estrujada
en base a las diferencias estructurales y compositivas de las
paredes celulares debidas al estado sanitario de uva parcialmente
botritizada (Publicacion 3.2.).
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Estudio en vino del efecto de los ultrasonidos sobre uva estrujada
en base a las diferencias estructurales y compositivas de las
paredes celulares debidas al estado de maduracién de la uva
(Publicacion 3.2., 3.3.).

Estudio comparativo en vino del efecto de los US en aplicacion
individual o en combinacion con enzimas pectoliticas -técnica
tradicional extendida en la industria enoldgica- sobre uva estrujada
(Publicacién 3.3.).

Estudio en vino del efecto de los ultrasonidos sobre uva estrujada
en base a las diferencias estructurales y compositivas de distintas

variedades de uva (Publicacion 3.4.).

Estudio de ultrasonidos de alta potencia en la obtencién de vinos
rosados de mayor calidad organoléptica mediante su aplicacion

sobre uva estrujada (Publicaciéon 3.5.).

Estudio del uso de microondas sobre uva estrujada en la obtencién
de vinos con mayor contenido en compuestos fenélicos en menor

tiempo de produccion (Publicacién 3.6.).
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3. RESULTADOS







3.1. Using high-power ultrasounds in red winemaking: Effect of operating

conditions on wine physico-chemical and chromatic characteristics

3.2. The effect of ultrasound on Syrah wine composition as affected by the

ripening or sanitary status of the grapes

3.3. Combining high-power ultrasound and enological enzymes during

winemaking to improve the chromatic characteristics of red wine

3.4. High-power ultrasound in Enology: Is the outcome of this technique

dependent on grape variety?

3.5. The technology of high-power ultrasound and its effect on the color

and aroma of rosé wines

3.6. Prefermentative grape microwave treatment as a tool for increasing

red wine phenolic content and reduce maceration time
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Abstract

This study presents the application of high-power ultrasounds (US) to crushed
grapes using winery-scale equipment and studies, for the first time at this scale,
how the frequency of the ultrasounds affects the extraction of phenolic
compounds from grapes and the chromatic and physico-chemical characteristics
of the finished wines, in an attempt to optimize the maceration process. The
results showed how US modified the physical characteristics of the grape skin,
facilitating phenolic extraction and improving the wine chromatic characteristics
but only produced slight differences in the physico-chemical characteristics of the
finished wines. The two different frequencies applied led to some differences in
the wine phenolic composition, especially higher tannin extraction at 20 kHz
whereas anthocyanin extraction was favoured at 28 kHz. Wines made with
sonicated grapes and 72 h of skin maceration time were chromatically very similar
to control wines with four more days of skin contact, indicating that this
technological process may increase the working capacity of the winery by

allowing a reduction of more than 50% in the maceration time.
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Numerosos estudios desarrollados a escala de laboratorio muestran los
efectos de los ultrasonidos de alta potencia sobre la extraccion de compuestos
de interés a partir de uva y otras matrices alimentarias. No obstante, la escasa
produccion cientifica acerca de la aplicacion de ultrasonidos a escala
semiindustrial e industrial, asi como el estudio de los parametros de aplicacion,
plantean la importancia del presente trabajo, que muestra el efecto de la
aplicacién de ultrasonidos de alta potencia (US) sobre uva estrujada empleando
para ello un equipo a escala semiindustrial. Este estudio muestra, por primera
vez a dicha escala, la importancia de la seleccion de la frecuencia de aplicacion
adecuada sobre la extraccion de compuestos fendlicos de la uva y las
caracteristicas cromaticas y fisicoquimicas de los vinos tintos producidos. Asi, se
estudio el efecto de dos frecuencias de ultrasonidos (20 kHz y 28 kHz) y dos
tiempos de maceracion distintos (48 horas y 72 horas) respecto al tiempo
tradicionalmente empleado (7 dias) en la mejora de la extraccién de compuestos
fendlicos de uva estrujada y despalillada de variedad Monastrell, con el objetivo
de reducir el tiempo de elaboracién manteniendo la calidad y estabilidad del color
de los vinos tintos. Para el tratamiento con US fue empleado un sistema
compuesto por un sonorreactor, un tubo hexagonal (1 m de longitud) con
sonoplatos acoplados, a través del cual circula la uva estrujada y despalillada. El
sistema permite el tratamiento de 400 kg de uva por hora, operando a 2500 W y
una densidad de potencia de 8 W/cm? (MiniPerseo, Agrovin S.A., Alcazar de San

Juan, Espana).

Se analizé el efecto de los US sobre la morfologia de la pared celular del
hollejo de uva (analisis de microscopia 6ptica) y sobre la cinética fermentativa,
asi como sobre las propiedades cromaticas y de composicion tanica de los
mosto-vinos en el momento del descube, el vino tras la finalizacién de la
fermentacion alcohdlica y el vino embotellado tras un proceso de estabilizacion
por frio durante un mes. También se desarroll6 la caracterizacion fisicoquimica

de estos ultimos.

Los resultados mostraron una alteracion estructural del hollejo de la uva con
el uso de ambas frecuencias, observandose una ligera compresion del epicarpio,
plasmolisis de células subepidérmicas y cierto grado de colapso del mesocarpio.

Las uvas sonicadas también mostraron mas células con coloracién uniforme y
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mas células sin coloracion, indicando una mayor liberacién de compuestos
intracelulares al medio, acompanado con una mejora de las caracteristicas
cromaticas en mosto y vino. Ademas, las diferentes frecuencias aplicadas dieron
lugar a efectos variados en la composicién fendlica del vino, produciendo un
contenido mas alto de taninos la frecuencia de 20 kHz, mientras que la frecuencia
de 28 kHz favorecio especialmente una mayor extraccion de antocianos. Por otro
lado, los vinos elaborados con sonicacion a 28 kHz y con 72 horas de maceracion
fueron cromaticamente muy similares a los vinos control de 7 dias de
maceracion, lo que permite una reduccion de mas del 50% en el tiempo de

maceracion.
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3.2.

El efecto de los ultrasonidos en la composicion de
vino Syrah afectado por la maduracion o el estado

sanitario de las uvas

The effect of ultrasound on Syrah wine composition as

affected by the ripening or sanitary status of the grapes

Paula Pérez-Porras’, Encarna Gomez-Plaza', Andrea Osete-
Alcaraz’, Pilar Martinez-Pérez’, Ricardo Jurado? Ana Belén Bautista-
Ortin’.
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Abstract

Several studies have demonstrated that the application of ultrasounds to
crushed grapes improves the chromatic and sensory characteristics of the
resulting wines by facilitating the extractability of compounds from grapes to the
must-wine. The objective of this work was to determine whether the application
of ultrasounds to grapes of different maturity levels or different sanitary status
leads to the same positive outcome as regards chromatic characteristics,
phenolic and aroma compounds as well as sensory properties. The results
showed that, independent of grape ripening or sanitary status, the application of
ultrasounds to Syrah crushed grapes leads to wines with better chromatic
characteristics at the moment of bottling, increasing colour intensity, total phenol
content and tannin concentration up to 12%, 18% and 43%, respectively, in the
wines from less ripen grapes and 13%, 23% and 30% in the wine from partially
rotten grapes. The concentration of volatile compounds was less affected by
sonication than the chromatic characteristics, with small decreases in the main
families of volatile compounds, although the sensory analysis showed clear
differences between control wines and those made from sonicated grapes, which
were generally preferred and score higher for most of the sensory parameters

evaluated.
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Sibien la aplicacion de US ha demostrado ser eficaz para facilitar la extraccién
de los compuestos de interés de la uva al mosto, es importante considerar que
la propia extractabilidad de los compuestos aumenta de forma natural durante la
maduraciéon de la uva debido a la degradacién asociada a procesos de
despectinizacion y desesterificacion de las paredes celulares de las bayas,
pudiendo resultar diferente el efecto de aplicar US sobre uvas en distintos
estadios de maduracion. Por otro lado, la presencia de uvas afectadas por
hongos como Botrytis cinerea puede causar problemas microbiologicos y
quimicos durante la elaboracién del vino, su almacenamiento y envejecimiento,
ya que, si bien la uva afectada presenta un hollejo mas degradado, facilitandose
la extraccion, algunos estudios han demostrado que los vinos elaborados con
uvas parcialmente afectadas microbiolégicamente presentan mayor extracto
seco y acidez volatil, ademas de exhibir un color alterado debido a la actividad

de enzimas oxidasas que podrian actuar sobre los compuestos fendlicos.

Por ello, este trabajo presenta dos objetivos fundamentales: estudiar el efecto
de la sonicacion sobre a) uva de distinto grado de maduracion, y b) el efecto
sobre uva parcialmente afectada por Boftrytis cinerea, determinando parametros
fisicoquimicos, cromaticos, composicién tanica, aromatica y caracteristicas

sensoriales del vino tinto.

En el estudio se empled uva de variedad Syrah de dos niveles de maduracién
(12 y 13,5° Baume), obteniendo en la segunda cosecha un lote de uvas sanas y
un lote de uvas con un 25% de uva afectada por podredumbre. Una parte de
dichos lotes fue destinada a las respectivas elaboraciones control, mientras otra
parte de la uva sana estrujada de 12° y 13,5° Baumé, asi como de la uva
parcialmente afectada de 13,5°, fue tratada a escala piloto usando un equipo de
ultrasonidos de alta potencia (MiniPerseo, Agrovin S.A., Alcazar de San Juan,

Espafa) operando a una frecuencia de 30 kHz.

Los resultados mostraron que, independientemente de la maduraciéon de la
uva o del estado sanitario, la aplicacion de ultrasonidos a uva estrujada de la
variedad Syrah conduce a vinos con mejores caracteristicas cromaticas tras el
embotellado, aumentando intensidad del color, contenido de fenoles totales y
concentracion de taninos hasta un 12%, 18% y 43%, respectivamente, en los

vinos de uvas menos maduras y un 13%, 23% y 30% en el vino procedente de
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uvas parcialmente botrificadas. La concentracion de compuestos volatiles fue
menos afectada por la sonicacion que las caracteristicas cromaticas, con
pequefas disminuciones en las principales familias de compuestos volatiles,
aunque el analisis sensorial mostro claras diferencias entre los vinos control y
los elaborados a partir de uva sonicada, siendo generalmente estos ultimos los
preferidos y obteniendo las puntuaciones mas altas en la mayoria de los

parametros sensoriales evaluados.
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3.3.

Combinacion de ultrasonidos de alta potencia y
enzimas enologicas durante la vinificacion para

mejorar las caracteristicas cromaticas del vino tinto

Combining high-power ultrasound and enological
enzymes during winemaking to improve the chromatic

characteristics of red wine

Paula Pérez-Porras’, Ana Belén Bautista-Ortin!, Ricardo Jurado?,

Encarna Gémez-Plaza’.
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Abstract

Several techniques have been used by the winemaking industry to facilitate
the extraction of grape phenolic compounds during the maceration process.
Interest in innovative techniques such as high-power ultrasound (US) has
increased in recent years, replacing more traditional techniques such as the
addition of pectolytic enzymes (E). This study evaluates the combined effect of
ultrasound and enological enzymes, used at semi-industrial scale at the time of
crushing, on the chromatic characteristics of red wine. Variables such as the
timing of enzyme addition and the ripening state of the grapes were considered.
The results showed that ultrasound had a greater effect than enological enzymes
when used alone, especially when the ripest grapes were used. The results also
indicate that, when added after sonication, the enzymes favored the US effect,
enabling the contact time necessary to achieve a wine with chromatic
characteristics similar to those resulting from a traditional maceration process to
be reduced by 4 days. Carried out on a semi-industrial scale, the study
demonstrates that the adequate combination of these two techniques can
optimize the maceration process both in terms of time and the wine organoleptic

characteristics, making the technique of special interest for industrial application.
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Si bien en los ultimos afos se ha incrementado el interés por tecnologias
innovadoras, como son los ultrasonidos de alta potencia, aun se encuentran
ampliamente extendidas otras técnicas tradicionales como la adicién de enzimas
pectoliticas (E). Frente a su uso exclusivo como tecnologia alternativa, existen
estudios que plantean el posible interés en la combinacion de técnicas basadas
en distintos fundamentos fisicoquimicos con el objeto de mejorar el efecto

respecto a su aplicacion de forma individual.

Por ello, el objetivo de este trabajo es estudiar los efectos de la aplicacion de
enzimas pectoliticas o US aplicados mediante el uso de un equipo a escala
semiindustrial (Ultrawine, Agrovin S.A., Alcazar de San Juan, Espana), asi como
el estudio de la combinacion de ambas técnicas, en la produccién de vino tinto,
con el fin de conseguir posibles mejoras en la calidad del producto respecto a la
aplicacion, previa a la etapa de maceracion, de las técnicas de forma individual.
Para el tratamiento enzimatico se empled un preparado comercial (Enozym Lux,
Agrovin S.A., Alcazar de San Juan, Espaina) conforme a las especificaciones del
proveedor (3 mL/hL). Para los tratamientos con US, las condiciones de operacion
utilizadas fueron 30 kHz de frecuencia, 9000 W de potencia y 58,5 W/cm? de

densidad de potencia.

En tanto que la composicion y estructura del hollejo de la uva son diferentes
a lo largo del proceso de maduracion pudiendo obtener diferentes efectos del
uso de las técnicas aplicadas, se realizaron ensayos sobre uva de variedad
Monastrell de dos grados diferentes de maduracion (12° y 14° Baume). Ademas,
se estudiaron dos tiempos de maceracion (3 y 7 dias), aunque los ensayos con

enzima solo se llevaron a cabo con 3 dias de maceracion.

Ademas, con uva de 12° Baume se tuvo en cuenta el momento de aplicacion
de la enzima como posible factor determinante del efecto, realizandose la adicién
antes o después de la aplicacién de US (E+US y US+E, respectivamente). El uso
de la enzima previo a la sonicacidén no dio lugar a resultados potencialmente

positivos sobre el control, por lo que se descarté dicho ensayo sobre uva madura.

Los resultados mostraron que los ultrasonidos tienen un mayor efecto sobre
la composicion fendlica de los vinos que las enzimas enoldgicas cuando ambas
técnicas se aplican de forma individual y especialmente en uva mas madura.

Ademas, la adicién de la enzima a la uva después de la sonicacién favorecio el
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efecto de los US, permitiendo una reduccién del tiempo de contacto en un 50%
comparado con el necesario para conseguir un vino tinto de calidad similar al
elaborado con el método tradicional con maceracion de 7 dias. En este sentido,
en vinos obtenidos de uva menos madura, solo los antocianos poliméricos, el
contenido en taninos y su grado medio de polimerizacion dieron valores mas
altos en el vino control frente al vino US+E, mientras que en vinos elaborados a
partir de uvas mas maduras, el indice de polifenoles totales, y la concentracién
de antocianos y taninos totales fueron aun mayores en el vino US+E. Teniendo
en cuenta que la exposicion de la uva a altas temperaturas durante su
maduracion da lugar a vendimias adelantadas y poco espaciadas en el tiempo,
y que la disponibilidad de tanques de maceracidon en las bodegas puede ser
limitada, la combinacion de US y E podria considerarse una practica interesante
para reducir los tiempos de maceracion y, asi, aumentar la capacidad productiva

de las bodegas sin producir mermas en la calidad del vino final.

En cuanto a la aplicacién de US en elaboraciones con 7 dias de maceracion,
los vinos elaborados con uva mas y menos madura mostraron un incremento en
la extraccion de compuestos fendlicos. Asi, la combinacién de sonicacion y
largos tiempos de maceracion pueden facilitar la extraccion de compuestos
fendlicos, permitiendo obtener vinos muy coloreados de uva menos madura, lo
que resulta de interés con el fin de obtener vinos con menor grado alcohdlico sin

afectar a la calidad organoléptica.
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3.4.

Ultrasonidos de alta potencia en Enologia: s Depende

el resultado de esta técnica de la variedad de uva?

High-power ultrasound in Enology: Is the outcome of

this technique dependent on grape variety?
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Abstract

The disruptive effect exerted by high-power ultrasound (US) on grape cell walls
is established as the reason behind the chromatic, aromatic and mouthfeel
improvement that this treatment causes in red wines. Given the biochemical
differences that exist between the cell walls of different grape varieties, this paper
investigates whether the effect of the application of US in a winery may vary
according to the grape variety treated. Wines were elaborated with Monastrell,
Syrah and Cabernet Sauvignon grapes, applying a sonication treatment to the
crushed grapes using industrial-scale equipment. The results showed a clear
varietal effect. The wines made with sonicated Syrah and Cabernet Sauvignon
grapes showed an important increase in the values of color intensity and
concentration of phenolic compounds, and these increases were higher than
those observed when sonication was applied to Monastrell crushed grapes,
whereas Monastrell wines presented the highest concentration in different
families of polysaccharides. These findings correlate with the differences in the
composition and structure of their cell walls since those of Monastrell grapes
presented biochemical characteristics associated with a greater rigidity and

firmness of the structures.

84



Una vez establecido que la mejora cromatica, aromatica y sensorial ejercida
por los US en la elaboracion de vinos tintos gracias a los US es debida a su
efecto sobre las paredes celulares y en base a estudios que correlacionan las
caracteristicas estructurales y compositivas de las paredes celulares con la
extractabilidad de compuestos fendlicos, se plantea la posibilidad de obtener
efectos diferentes a partir del uso de US sobre uva de distintas variedades, cuyas

diferencias han sido ampliamente caracterizadas.

Por ello, este trabajo analiza si el efecto de la aplicacion de los US en bodega
puede variar segun la variedad de uva tratada. Para ello, se elaboraron vinos con
uvas de variedad Monastrell, Syrah y Cabernet Sauvignon, aplicando un
tratamiento de sonicacion a la uva estrujada y despalillada empleando un equipo

a escala industrial (Ultrawine, Agrovin S.A., Alcazar de San Juan, Espafia).

Se caracterizé el efecto del tratamiento sobre las células del hollejo por
microscopia éptica y se analizé bioquimicamente el material de la pared celular.
Ademas, se realizaron analisis de parametros fisicoquimicos y cromaticos, asi
como el estudio de taninos por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
y monosacaridos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS).

Los resultados mostraron un claro efecto varietal. Los vinos elaborados con
uva sonicada de las variedades Syrah y Cabernet Sauvignon mostraron un
incremento importante en los valores de intensidad de color y concentracién de
compuestos fendlicos, siendo estos aumentos mas altos que los observados
cuando la sonicacion se aplicé a la uva Monastrell, aunque los vinos de esta
variedad presentaron la mayor concentracion en diferentes familias de

polisacaridos.

Estos hallazgos se correlacionan con las diferencias en la cantidad,
composicion y estructura de las paredes celulares analizadas ya que las de uva
Monastrell presentaban caracteristicas asociadas a una mayor cantidad de

pared celular frente a Cabernet Sauvignon y Syrah.

Este estudio refuerza resultados previos que indican que la aplicacion de

ultrasonidos en la elaboracion de vinos tintos resulta una estrategia muy
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interesante para aumentar su contenido fendlico, confirmandose los resultados

para vinos elaborados con diferentes variedades.
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3.95.

La tecnologia de ultrasonidos de alta potencia y su

efecto sobre el color y aroma de vinos rosados

The technology of high-power ultrasound and its effect

on the color and aroma of rosé wines
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Abstract

Background: The application of high-power ultrasound (US) has been studied
extensively to obtain value-added red wines using short maceration times. It is a
technique of wide interest for the extraction of aromatic compounds and
compounds responsible for color, so it could also be an important tool to use in
the elaboration process of rosé wines. Thus, this study focused on the effect of
the application of US on the phenolic, aromatic, and sensorial profile of rosé
wines. For this, three different types of rosé wine were produced: a control with
direct pressing after crushing, another wine obtained from a 4 h macerated must,
and a wine whose crushed and destemmed grape was sonicated and

subsequently pressed.

Results: The results showed a higher color intensity and a higher total
polyphenol and anthocyanin content in the wine obtained from sonicated grape
compared to both control wine and that obtained from grape macerated for 4 h.
Ultrasound treatment enhanced the extraction of varietal volatile compounds in
must, especially the free faction of terpenes and norisoprenoids. It also gave rise
to wines with a higher concentration of C6 alcohols and other compounds such
as guaiacol and 4-vinylguaiacol, but led to fewer fatty acids, especially C6, C4
and C8 acids. Sensorially these wines showed intense aromas of red fruits and

flowers, while no defects in aroma or astringency were found.

Conclusions: The color and sensory profile of the resulting wines indicate that
the US may be an interesting tool for obtaining quality rosé wines, replacing the

maceration stage and reducing potential oxidation problems.
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Como se ha visto en los anteriores trabajos, el tiempo de contacto con el
mosto permite la extraccion de compuestos fendlicos y aromaticos presentes en
el hollejo. Sin embargo, tiempos de maceracién demasiado prolongados pueden
provocar cierta oxidacion de compuestos fendlicos, asi como una disminucion de

los aromas afrutados y florales, especialmente importantes en vinos rosados.

Con el fin de evitar fendmenos de oxidacién en la elaboracién de vinos
rosados, distintas técnicas han sido estudiadas para reducir los tiempos de

maceracion.

En esa linea, el presente trabajo se centra en el estudio de la aplicacién de
US sobre el perfil fendlico, aromatico y sensorial de los vinos rosados con el fin
de acelerar el proceso de extraccion y permitir la reduccion del tiempo de

elaboracion.

Asi, a partir de uva de variedad Monastrell se desarrollaron tres tipos de
elaboracion de vino rosado: una control prensando inmediatamente la uva
estrujada y despalillada, otra elaboracion macerando la uva estrujada y
despalillada durante 8 horas a 10°C antes de prensar y una tercera elaboracién
tratando con ultrasonidos de alta potencia la uva estrujada y despalillada, antes
de prensar, empleando para el tratamiento un equipo a escala semiindustrial
(Ultrawine, Agrovin S.A., Alcazar de San Juan, Espafia). El desarrollo de las

siguientes etapas del proceso de vinificacion fue similar en las 3 elaboraciones.

Los analisis realizados mostraron una mayor intensidad de color y un mayor
contenido de polifenoles totales y antocianos en el vino obtenido a partir de uva
sonicada frente al vino control y al obtenido a partir de uva macerada durante 8
horas. El tratamiento con US mejor6 la extraccion de compuestos volatiles
varietales en el mosto, especialmente la fracciéon libre de terpenos y
norisoprenoides. También dio lugar a vinos con mayor concentracién de
alcoholes C6 y otros compuestos como guayacol y 4-vinilguayacol, pero condujo
a un menor contenido en acidos grasos, especialmente acidos C6, C4 y C8.
Sensorialmente, estos vinos mostraron intensos aromas a frutos rojos y flores,

mientras que no se encontraron defectos en el aroma ni astringencia.
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Estos resultados indican que los US pueden ser una herramienta interesante
para obtener vinos rosados de calidad, reemplazando la etapa de maceracién y

reduciendo posibles problemas de oxidacion.
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3.6.

Tratamiento prefermentativo con microondas sobre
uva como herramienta para aumentar el contenido
fendlico del vino tinto y reducir el tiempo de

maceracion

Prefermentative grape microwave treatment as a tool for
increasing red wine phenolic content and reduce

maceration time

Paula Pérez-Porras’, Encarna Goémez-Plaza', Raquel Mufioz
Garcia?, Maria Consuelo Diaz-Maroto?, Juan Daniel Moreno-

Olivares®, Ana Belén Bautista-Ortin’.

!Departamento de Tecnologia de los Alimentos, Nutricion y Bromatologia, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Murcia, 30100 Murcia, Espafia.

’Instituto Regional de Investigacion Cientifica Aplicada (IRICA), Universidad de Castilla
La-Mancha, 13005 Ciudad Real, Espafia.

3Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA), Ctra. La

Alberca s/n, 30150 Murcia, Espafia.

Applied Sciences, 2022, 12, 8164.

https://doi.org/10.3390/app 12168164

91



Abstract

Phenolic compounds are responsible for color and, with it, the quality of red
wines. Its content will depend, among other factors, on the oenological
techniques applied in the winery and, among them, the maceration time. Long
maceration times can generate logistical problems at the moment of maximum
grape entry into the winery. Applying techniques that accelerate the extraction of
phenolic compounds from the grape solid parts to the must-wine would allow
reducing the maceration time. Among the techniques of interest, microwaves use
electromagnetic waves to produce dipole rotation and ion conduction, which can
increase the elasticity of cell walls and cause the destruction of the cell
membrane, facilitating the phenolic compound extraction. To study this effect,
crushed grapes of the Cabernet Sauvignon variety were treated with this
technology, macerated for 72 h and 7 days, and compared with respect to a
control wine without any treatment. The results showed that the application of
microwaves to the crushed grape favored a rapid extraction of the phenolic
compounds, increasing the color of the wine and with only 72 h of maceration,
the wines from treated grapes showed a similar phenolic content and chromatic
characteristics to a control wine with 7 maceration days. The extraction of the
less astringent skin tannins and the formation of stable pigments was also favored
indicating that this technology may allow reducing the maceration time during the

winemaking process without affecting the quality and stability of the wine.
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Junto con los US, existen otras tecnologias innovadoras de posible aplicacion
enoldgica con fines extractivos. Entre ellas, se encuentra el uso de microondas
(MO), ondas electromagnéticas que -gracias a su capacidad para generar
pequefos incrementos de temperatura por los fenomenos de rotacién dipolar y
conduccion idnica- pueden aumentar la elasticidad de las paredes celulares y
provocar la destruccion de la membrana celular, lo que facilita la extraccion de

compuestos fendlicos.

Para estudiar dicho efecto con el fin de reducir el tiempo de maceracion, este
trabajo presenta la elaboracién de vinos tintos a partir de la aplicacion de
microondas sobre uva estrujada y despalillada de la variedad Cabernet
Sauvignon. Se aplicaron tiempos de maceracion de 72 horas y 7 dias, y se
compararon con sus respectivas elaboraciones sin tratamiento con microondas.
El tratamiento se realiz6 empleando un horno microondas domeéstico LG
MJ3965ACS (LG electronica, Madrid, Espafa), con aplicaciones de 12 minutos
a 700 W (3 intervalos de 4 minutos) para evitar que la temperatura se
incrementara por encima de los 40°C. Se realizaron analisis en vino tras el
momento del embotellado, determinando parametros cromaticos por
espectrofotometria, asi como antocianos, flavonoles, acidos fendlicos y taninos
por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se realiz6, ademas, un
analisis de compuestos fendlicos por cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC).

Los resultados mostraron que la aplicacion de microondas a la uva estrujada
y despalillada favorece una rapida extraccion de los compuestos fendlicos,
aumentando la intensidad de color en el vino. Los vinos de uvas tratadas y 72
horas de maceracion presentaron un contenido fendlico y caracteristicas
cromaticas similares al vino control con 7 dias de maceracioén. La extraccion de
taninos procedentes del hollejo, menos astringentes, fue favorecida por las
microondas, junto con la formacién de pigmentos estables. Asi, el tratamiento
con MO condujo a la obtencién de vinos con una mayor concentracion de
piranoantocianos tipo A y solo aumenté ligeramente el contenido de vitisina B y
malvidina-(6-cumaroil)-3-glucésido acetaldehido, posiblemente también debido
a la participacion de acetaldehido en la formacion de otros pigmentos presentes.

La concentracion de flavonoles en el vino de uva tratada y con 72 horas de
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maceracion no difirid de la concentracion presente en el vino control con 7 dias
de maceracion, mientras que el vino con uvas tratadas y 7 dias de maceracién
presenté un aumento del 22% en el contenido de flavonoles en comparacién con
su vino control. Ademas, la concentracién de acidos fendlicos también se
incrementd gracias a la aplicacién de microondas. Ello resulta de especial interés
en tanto que el incremento de estos compuestos (flavonoles y acidos fendlicos)
puede contribuir a la estabilizacion del color de los vinos tintos por el efecto de
copigmentacion y/o participar en la formacién de pigmentos derivados de los
antocianos. Por tanto, estos resultados no solo indican el papel de las MO en
favorecer la extraccién de los compuestos de interés, sino también en un posible
interés en su empleo en bodega con el fin de reducir el tiempo de maceracién

durante el proceso de vinificacion sin afectar a la calidad y estabilidad del vino.
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4. DISCUSION GENERAL







En las ultimas décadas, el creciente interés por la incorporacion de nuevas
tecnologias al proceso de elaboracién del vino ha supuesto un aumento
considerable de los estudios respecto al uso de técnicas emergentes, sus
fundamentos, y disefios realizados en base a las necesidades de los productores
y su potencial para la mejora de los procesos enoldgicos. Tal ha sido el aumento
de estudios a este respecto que varias de las tecnologias desarrolladas han sido
presentadas y aprobadas por la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino
para su uso industrial, con la finalidad de mejorar los procesos tecnoloégicos en
bodega. Asi, en 2019 los ultrasonidos de alta potencia se convirtieron en la
primera tecnologia emergente cuya aplicacion industrial era permitida (OIV,
2022a), a la que se unen las altas presiones hidrostaticas (OIV, 2022b) y los
campos eléctricos pulsados (OIV, 2022c). No obstante, hasta 2019, la mayor
parte de los estudios realizados con estas técnicas se concentraban en su
aplicacién a escala de laboratorio (Gonzalez-Centeno et al., 2014; Osete-Alcaraz
et al., 2019; Celotti y Ferraretto, 2016; Roman et al., 2020).

En vista de la falta de estudios a escala semiindustrial e industrial y de la
necesidad de conocer las condiciones de aplicacibn adecuadas de esta
tecnologia -atendiendo a su efecto a nivel celular, sobre la dinamica fermentativa
o sobre las caracteristicas organolépticas de los vinos producidos-, fueron
disefiados distintos ensayos centrados en la elaboracion de vino a partir de la
aplicacion de US mediante un dispositivo a escala semiindustrial empleado en

bodega.

En base a ensayos reportados hasta el momento que reflejaban una mejora
significativa de la extraccion de compuestos fendlicos cuando las uvas eran
sonicadas (Gambacorta et al., 2017), se decidio estudiar la posibilidad de reducir
el tiempo de maceracion en bodega utilizando US vy verificar si esta tecnologia
permite, por tanto, obtener vinos de caracteristicas similares a las obtenidas
mediante una maceracion tradicional de mayor duracion, permitiendo aumentar,
de esta forma, la capacidad productiva de las bodegas mediante la reduccién
del tiempo de elaboracion. Asimismo, y dada la necesidad de determinar las
condiciones de aplicacién mas adecuadas, se investigo el efecto de la aplicacion
de distintas frecuencias de ultrasonidos de alta potencia. Asi, en la Publicacién

3.1. se realizé el estudio de la aplicacion de US a dos frecuencias diferentes (20
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kHz y 28 kHz) y tres tiempos de maceracién diferentes (48 horas, 72 horas y 7
dias) en la elaboracion de vinos tintos de uva de la variedad Monastrell. Los
resultados mostraron que el empleo de US provocé una alteracion morfolégica
de las capas celulares mas externas del hollejo y promovié una mayor salida del
contenido polifendlico de las uvas al mosto-vino. Asi, la maceracion de 72 horas
en uva tratada permiti6 obtener vinos con caracteristicas similares a las
obtenidas en vinos con maceracion tradicional de 7 dias, o que permite una
reducciéon de mas de un 50% del tiempo de maceracion. En cuanto a las
condiciones de operacioén, la aplicacién de US a 20 kHz dio lugar a vinos con
mayor contenido tanico, asociado a una mayor capacidad de ruptura de las
paredes celulares de semilla por parte de los US, ya que menores frecuencias
generan mayor efecto de cavitacion (Ashokkumar et al., 2008), siendo este
resultado de interés para la elaboracion de vinos destinados a guarda. Frente a
ello, la frecuencia de 28 kHz fue considerada la mas adecuada para la extraccién
de antocianos y mejora del color en vino. Una mayor vulnerabilidad de las
paredes celulares del hollejo, menos lignificadas, permite una rotura suficiente
por parte de los ultrasonidos. No obstante, se requiere una frecuencia menor
(mayor poder cavitacional) para acceder al tejido de la semilla y favorecer asi la
extraccion de tanino. Junto con ello, los analisis centrados en la caracterizacion
de los polisacaridos del vino y de la fraccion aromatica de estos mismos vinos
mostraron que aquellos producidos bajo una maceracion media de uva tratada
con 28 kHz de frecuencia presentaban una mayor concentracion de PRAGs, MP
y RG-Il (Martinez-Lapuente et al., 2021a, 2021b) y compuestos aromaticos
varietales en forma libre, con especial presencia de acidos y ésteres,
aumentando el perfil frutal, floral y herbaceo frente a los vinos elaborados de

forma tradicional (Oliver-Simancas et al., 2021).

Una vez comprobada la alteracion de la estructura celular producida por los
US, se planted la hipotesis de que la estructura y composicion de las paredes
celulares pudiera determinar el efecto de la técnica, viéendose comprometida la
extraccion de compuestos de interés si las paredes celulares son mas rigidas o
gruesas. En relacion a esta hipoétesis, hay que considerar que existen dos
situaciones que afectan a la calidad del vino: por un lado, la extraccion de

compuestos fendlicos resulta especialmente dificil a partir de uva inmadura, en
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tanto que sus paredes celulares presentan un mayor estado de cohesion y
rigidez frente a aquellas de uva madura, cuya desesterificacion y
despolimerizacion de los polisacaridos estructurales por reacciones hidroliticas
y enzimaticas debilitan la pared celular y facilitan la difusién de compuestos
(Garrido-Bafuelos et al., 2019a, 2019b; Zietsman et al., 2015). Por otro lado, el
cambio climatico incrementa la separacion temporal de la madurez fendlica y
tecnoldgica, haciendo en ocasiones necesario cosechar la uva antes de alcanzar
su estado de madurez polifendlica. Ademas, condiciones climaticas adversas en
estadios tardios de maduracion favorecen la aparicion de contaminaciones
microbioloégicas -siendo la mas comun la provocada por el hongo Botrytis
cinerea-, que debilitan la estructura celular y pueden favorecer la salida de

enzimas oxidativas que dan lugar a aromas desagradables.

Por ello, con el objetivo de determinar el efecto de los US en la elaboracion
de vinos con uvas de diferente grado de maduraciéon o con afectacion por
podredumbre gris, se procedié al desarrollo de los ensayos presentes en la
Publicacion 3.2., estudiando las caracteristicas del vino producido a partir de la
aplicacién de US sobre uva de variedad Syrah de distintos grados de maduracién
y parcialmente afectada por Botrytis cinerea. Los resultados mostraron que el
uso de US sobre uva parcialmente botritizada no da lugar a vinos de
caracteristicas diferentes a los obtenidos mediante una elaboracién tradicional.
Ademas, no se detectaron aromas desagradables en el analisis sensorial de
dichos vinos. Por otro lado, se observd el incremento en la extraccidn de
compuestos fendlicos y mejora de las caracteristicas sensoriales a partir de uva
menos madura tratada con US comparado con su control, optimizando la
extraccién de compuestos de interés. Estos resultados plantean, por tanto, una
posible solucion a la produccion de vinos elaborados a partir de uva cuya

madurez fendlica y aromatica no ha sido alcanzada.

No obstante, y dado que los estudios de caracterizacion varietal muestran las
diferencias entre las estructuras celulares del hollejo de Syrah y Monastrell
(Ortega-Regules et al., 2008), se planted un estudio similar del efecto de los US
sobre uva de distinto grado de maduracion, empleando en este caso la variedad
Monastrell y utilizando las condiciones de aplicacion establecidas en la

Publicacion 3.1.. Por otro lado, son muchos los estudios que tratan de combinar
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distintas tecnologias (emergentes o tradicionales) con el fin de hallar efectos
sinérgicos en el objetivo final, la mejora de los vinos, por lo que surgio el interés
de comparar el uso de esta tecnologia innovadora como son los US con técnicas
de elaboracién tradicionales de importancia industrial, como la adicién de
enzimas pectoliticas. Es por ello por lo que, en base a los estudios de Osete-
Alcaraz et al. (2019) y Osete-Alcaraz et al. (2022) sobre el empleo de enzimas
de maceracién en la extraccibn de compuestos fendlicos y su uso en
combinacion con US a escala de laboratorio, se plante6é el estudio de la
aplicacién de ambas técnicas tanto de forma aislada como combinada sobre
uvas estrujadas de variedad Monastrell de distintos grados de maduracion a nivel
semiindustrial (Publicacion 3.3.). Todos los tratamientos se desarrollaron en
mostos con maceraciones de 72 horas y los vinos fueron analizados y
comparados con un vino control y otro elaborado con uva sonicada con una
maceracion de 7 dias. Frente a los estudios de Osete-Alcaraz et al. (2019) que
planteaban el efecto sinérgico de la aplicacion de ambas técnicas cuando las
enzimas eran adicionadas con varios dias de antelacion al tratamiento de US y
dada su dificil aplicacion industrial, el estudio presentado en la Publicacion 3.3.
investigo el efecto de la aplicacion enzimatica inmediatamente antes o después
del tratamiento con US. Cuando la enzima fue adicionada consecutivamente al
tratamiento de US, se observaron efectos positivos y sinérgicos. Sin embargo,
no se observo un efecto positivo cuando los US eran aplicados tras la adicion de
las enzimas, lo que podria relacionarse con una posible inactivacién de las
mismas mediante el uso de esta tecnologia (Rathnakumar et al., 2023). Los vinos
obtenidos mediante la adicion de enzima posterior al tratamiento de US
mostraron, en ambos grados de maduracion de uva, una mayor intensidad de
color y contenido fendlico frente a aquellos desarrollados mediante el uso de las
técnicas de forma individual. El vino elaborado con 3 dias de maceracion a partir
de uva inmadura tratada con US y con posterior adicion de enzima (US+E)
mostro, frente al vino control de 7 dias de maceracion (C7), resultados similares,
obteniendo incluso una mayor calidad en las vinificaciones llevadas a cabo con
uva madura. Los analisis desarrollados por Martinez-Lapuente et al. (2022)
mostraron que el perfil polisacaridico de dichas elaboraciones (US+E y C7) en
uva inmadura se mantuvo similar, con una mayor cantidad de PRAGs frente a

RG-Il en ambas elaboraciones, si bien el vino elaborado con US y posterior
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adicién de enzima a partir de uva madura presenté un perfil con mayor cantidad
de RG-Il frente a PRAGs. Por otro lado, en cuanto a los vinos con una
maceracion de 7 dias, aquellos elaborados con uva tratada mostraron mejores
caracteristicas que sus respectivos controles en ambos estados de maduracién
de la uva, resultando de gran interés la similitud entre el vino de uva inmadura
sonicada y el vino control de uva madura. Estos resultados indican la posible
obtencién de dos objetivos diferenciados: incrementar la calidad de los vinos
elaborados con tiempo de maceraciéon reducido -lo que aumenta la capacidad
productiva de las bodegas-, asi como obtener el maximo potencial en la
elaboracion de vinos con uva mas inmadura, consiguiendo una nueva
herramienta para ayudar a paliar los efectos del cambio climatico sobre la
produccion de vinos, de acuerdo a su vez con el estudio de Martinez-Pérez et al.
(2020), que mostro la eficacia de la aplicacion de US sobre uva con menor
contenido en azucar para obtener vinos de menor grado alcohdlico pero de
caracteristicas organolépticas similares a los vinos elaborados con uva mas

madura.

El efecto fundamental de la sonicacidon de uvas recae, asi, sobre las
caracteristicas estructurales y la composicion de las paredes celulares. Esto lleva
a plantear la hipdtesis de que variedades de uva con distinta composicidn
quimica y estructural de sus paredes celulares, den lugar a diferencias en el
efecto de los tratamientos. Es mas, estudios previos han relacionado una mayor
presencia en vino de mono y polisacaridos cuando en las vinificaciones se utilizd
uva con una mayor cantidad de material de pared celular (Gil Cortiella et al.,
2020). Por tanto, diferencias fisicoquimicas y sensoriales en vinos de uva tratada
de distintas variedades podrian depender tanto de la capacidad de los US para
acceder a las estructuras y abrir espacios que favorezcan la extraccion de
compuestos fendlicos, como de una posible mayor liberacion de polisacaridos de
la pared al medio en aquellas variedades que presentan una pared mas gruesa,
pudiendo afectar de forma directa sobre parametros sensoriales, como la
astringencia. Asi pues, en base a los estudios de caracterizacion realizados y la
gran relevancia de la fraccién polisacarida de las paredes celulares de la uva, se
planteé la necesidad de un estudio varietal, llevandose a cabo los ensayos

presentes en la Publicaciéon 3.4., centrados en el efecto de los ultrasonidos
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sobre tres variedades diferentes de uva (Monastrell, Syrah y Cabernet
Sauvignon). Se analizdé el efecto de la sonicacion sobre la estructura y
composicion de la pared celular, asi como las caracteristicas cromaticas y de
composicidon tanica y polisacarida de los vinos obtenidos. En este caso se
establecié una maceracion de 7 dias para todos los vinos elaborados, con el fin
de observar el maximo efecto posible del tratamiento sobre la calidad
organoléptica de los vinos de las 3 variedades usadas. Los resultados mostraron
diferencias en el efecto de los US segun la variedad tratada, con un mayor
aumento de la extraccion de compuestos polifendlicos en aquellas variedades
con una pared celular mas delgada, como Syrah y Cabernet Sauvignon. En
cambio, la uva Monastrell mostr6 una mayor cantidad de material de pared
celular y los vinos obtenidos a partir de dicha variedad presentaron mayores
concentraciones de las fracciones polisacaridicas analizadas, concordando con
la hipotesis inicial y los resultados obtenidos por Martinez-Lapuente et al. (20213,
2021b), que observaron altas y crecientes concentraciones de PRAG, RG-Il, HL
y MP o mananos en mosto-vino de variedad Monastrell durante la maceracion,
siendo especialmente intensificada la liberacion de PRAG a partir de las
muestras sonicadas. En cuanto a su mantenimiento en el tiempo, tras el
prensado de los orujos y una vez finalizada la fermentacion alcohdlica,
observaron un aumento de la concentracion polisacaridica en vinos de uva
tratada, lo que se atribuyd a una intensificacion de la liberacion de polisacaridos

pécticos en el momento del prensado.

Hasta el momento, todos los estudios realizados parten de la importancia del
periodo de maceracion en la extraccion de compuestos de interés, en tanto que
centrados en la elaboracién de vinos tintos. No obstante, en base a los resultados
mostrados acerca de la ruptura directa de las paredes celulares y extraccion de
antocianos en el mosto-vino por parte de los US (Publicacién 3.1.) y al interés
de esta tecnologia en la mejora aromatica de los vinos (Publicacién 3.2.), se
plantedé como hipoétesis que la sonicacidon de uva estrujada y despalillada y su
consiguiente prensado fuera un método adecuado para optimizar la elaboracion
de vinos rosados de calidad. Maceraciones largas en la elaboracién de estos
vinos pueden dar lugar a procesos oxidativos que afecten a compuestos

fendlicos y reduzcan el potencial de aroma frutal y floral, siendo estos los aromas
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mas caracteristicos en vinos rosados. Asi pues, se realiz6 el ensayo presente en
la Publicaciéon 3.4., centrado en la aplicacion de US sobre uva Monastrell
estrujada y despalillada para la obtencién de vino rosado. Se llevaron a cabo tres
elaboraciones: una de prensado directo tras el estrujado y despalillado de la uva,
otra con maceracion de 8 horas y otra con la aplicacion de US tras estrujado y
despalillado previa al prensado. El vino elaborado a partir de uva tratada con US
mostré una mayor intensidad de color y contenido fendlico. Si bien algunos
estudios reportan la presencia de aromas desagradables en vino a partir de la
aplicacién de US (Gracin et al., 2016), estos no fueron percibidos en este ensayo,
obteniendo altas concentraciones de terpenos y norisoprenoides, especialmente
en la fraccion libre, que dieron lugar a aromas florales y de fruta roja mas intensos
que en las otras elaboraciones. Dicha intensificacion de los atributos varietales
mediante el empleo de US fue también observada por Labrador-Fernandez et al.
(2022) en vino blanco de variedad Viognier, ligado al aumento de terpenos en
forma libre. Por otro lado, el estudio de Martinez-Lapuente et al. (2023) plantea
posibles cambios en la estructura de la pared celular sobre tejidos celulares de
Viognier y Monastrell gracias a los US, aumentando la solubilidad de los
polisacaridos e incrementando la presencia de PRAG y HL en vino rosado y
blanco. Este ultimo también mostré un mayor contenido de RG-II, lo que, sugirid,

pudiera deberse a un menor grosor de la pared celular de la variedad blanca.

Con todo ello, se presenta en el conjunto de esta tesis la eficacia de los
ultrasonidos de alta potencia en la ruptura de la pared celular de células del
hollejo (Publicaciones 3.1.y 3.4.) con su consecuente liberacién de compuestos
de interés analizados en vino (compuestos fendlicos, polisacaridos y compuestos
aromaticos), considerando diferencias estructurales y compositivas de las
paredes celulares en base al estado de maduracion de la uva (Publicaciones
3.2.y 3.3.), alteraciones microbiolégicas (Publicacion 3.2.) y naturaleza varietal
(Publicacion 3.5.). Asi, se han obtenido resultados concluyentes de la
optimizacién del proceso de elaboracién de vinos tintos de valor afadido
mediante el uso de US y tiempos de elaboracién habituales (Publicaciones 3.1.,
3.2, 3.3. y 3.4.), asi como de vinos tintos y rosados de calidad a partir del uso
de US y menor tiempo de procesamiento (Publicaciones 3.1., 3.3. y 3.5.),

especialmente en aquellos casos en que se combinan con técnicas tradicionales
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como la adicién de enzimas pectoliticas (Publicacién 3.3.), permitiéndose asi
no solo mejorar las caracteristicas organolépticas de aquellos vinos cuyo
potencial inicial sea insuficiente, sino también la reduccion del tiempo de
tratamiento sin detrimento de la calidad, incrementando la capacidad productiva

de las bodegas.

No obstante, este trabajo no es sino el resultado de la suma de estos ensayos
y tantos como fueron previamente desarrollados por numerosos investigadores
que, con sus estudios -generalmente a partir de matrices modelo, uso de bafos
de laboratorio, sondas ultrasoénicas o dispositivos de escala piloto-, han aportado
a la industria agroalimentaria conocimiento de gran valor. Estas investigaciones
desarrolladas hasta el ano 2019 han sido determinantes para la consideracion,
por parte de la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino, de los ultrasonidos
de alta potencia como tecnologia de interés para la industria enologica. Esta
situacion plantea la posibilidad de que tecnologias actualmente no aprobadas
sean en un futuro relevantes para la mejora de la elaboracion de los vinos, por
lo que los estudios sobre su eficacia con distintas finalidades industriales resultan
fundamentales para la evolucion de la investigacion y la optimizacién de los

sistemas de procesamiento actuales.

Una de las tecnologias ampliamente conocidas, asequibles y no aprobadas
por la OlIV hasta la fecha, son las microondas (MO). Numerosos estudios se han
centrado en la aplicacion de MO para la optimizacion de la etapa de maceracién
y control microbiolégico en vino. Entre ellos, los ensayos desarrollados por
Munoz-Garcia et al. (2022) mostraron la eficacia de las MO en la extraccién de
compuestos fendlicos y polisacaridos, asi como la mejora de la cinética
fermentativa en vinos tintos mediante la reduccion de la fase de latencia, lo que
ha sido relacionado con un aumento de compuestos volatiles generados durante
la fermentacion (Mufoz-Garcia et al., 2021). Este ultimo estudio plantea ademas
la mayor obtencion de compuestos aromaticos en mosto, tanto en fraccion libre
como ligada, y la posible reduccion de SOz en elaboraciones desarrolladas con

MO, en tanto que fue valorada positivamente por el panel de catadores expertos.

No obstante, si bien se reporta una mejora de la extraccion de compuestos de
interés, surge como hipdtesis la posibilidad de reduccion del tiempo de

elaboracién de vino de calidad gracias al uso de MO (Publicaciéon 3.6.),

104



empleandose para dicho ensayo los tiempos de maceracién determinados en la
Publicacion 3.1.. Este estudio, desarrollado con uva de variedad Cabernet
Sauvignon, mostré una mejora de las caracteristicas cromaticas de los vinos,
con un aumento de compuestos fendlicos totales y pigmentos polimerizados,
frente a elaboraciones tradicionales. La mayor presencia de tanino propio del
hollejo, asociado a un mayor grado medio de polimerizacion, plantea una baja
ruptura de las estructuras celulares de semilla, que podria considerarse de
interés con el fin de evitar un exceso de astringencia en los vinos producidos.
Asi, el vino elaborado con MO y 3 dias de maceracién mostré caracteristicas
similares a las del vino elaborado sin tratamiento de MO y con 7 dias de
maceracion, lo que plantea la posible reduccién del tiempo de elaboracion. No
obstante, se requieren mas estudios sobre esta tecnologia que permitan disenar
y desarrollar equipos de tratamiento en continuo con control de temperatura, ya
que los sistemas actuales permiten tan solo su aplicacién a la uva estrujada y
despalillada en discontinuo y resulta dificil el control del incremento de la

temperatura.

La eficacia extractiva de las MO y los US no se centra exclusivamente en su
tratamiento sobre pasta estrujada, sino también para la aceleracion del proceso
de extraccion de compuestos aromaticos durante el contacto de vino tinto con
madera (Mufioz-Garcia et al., 2023a) o la optimizacion del proceso de crianza

sobre lias en vino tinto (Muiioz-Garcia et al., 2023b).

Asi, las numerosas aplicaciones que ofrecen ambas tecnologias las
convierten en herramientas con alto potencial para el desarrollo de vinos de
calidad. No obstante, la aprobacion para la aplicacién en industria y la capacidad
de trabajo en continuo convierten a los US en una tecnologia de mayor

relevancia en la actualidad.
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5. RESUMEN







El creciente interés en la aplicacion de nuevas tecnologias, limpias y seguras,
que mejoren la productividad y eficiencia de los procesos industriales y
satisfagan las necesidades de los consumidores, ha llevado a la investigacion
enoldgica a explorar las posibilidades tecnolégicas que permitan reducir la
adicién de aditivos y evitar procesos que impliquen el uso de altas temperaturas

que alteren las cualidades organolépticas de los vinos producidos en bodega.

Por otro lado, la elaboraciéon de vinos de calidad (con un mayor contenido de
compuestos antioxidantes, una mayor intensidad de color y aromas agradables)
estd muy unida en la actualidad a las necesidades logisticas de la industria
enoldgica, que observa de forma creciente alteraciones en el ciclo de la vid, con
la consecuente descompensacion de la maduracién fendlica y tecnolégica de la
uva a causa de las altas temperaturas y los fendbmenos climatologicos extremos
-cada vez mas frecuentes- asociados al cambio climatico. Estas condiciones
hacen, ademas, mas probable las afectaciones microbiologicas y, con ello, la

merma de calidad sanitaria de la uva.

Por todo esto, en las ultimas décadas, tecnologias utilizadas en la industria
alimentaria, como la aplicacion de altas presiones hidrostaticas, campos
eléctricos pulsados y ultrasonidos (US), se han abierto paso hasta obtener la
aprobacion por parte de la Organizacién Internacional de la Viha y el Vino de

cara a su uso industrial en la elaboracion de vinos de valor anadido.

Frente a ellas, otras tecnologias emergentes potencialmente aplicables en
Enologia, como las microondas, siguen aun en periodo de prueba mediante

ensayos a escala de laboratorio.

El uso de estas tecnologias, y mas especificamente de los US (primera
tecnologia no térmica aprobada por la OIV), con fines extractivos se presenta
como posible herramienta en la obtencion de vinos de mayor calidad y en la
reduccion del tiempo de procesamiento necesario, ya que el fendmeno de
cavitacion facilita la rotura de las paredes celulares y favorece la liberacién
acelerada de compuestos de interés como antocianos, taninos, y también

precursores aromaticos y compuestos polisacaridos.

No obstante, los ensayos desarrollados hasta el momento se limitan,

mayoritariamente, a ensayos a escala de laboratorio, lo que hace necesario el
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estudio de esta tecnologia a escala semiindustrial e industrial, para la

extrapolacion de resultados a bodega.

Asi, en esta tesis doctoral se demuestra la capacidad de los ultrasonidos de
alta potencia de acelerar el proceso de extraccion de compuestos fendlicos
durante el proceso de maceracion en vinos tintos gracias a la rotura de la pared
celular. Las condiciones operacionales fueron establecidas considerando que
una menor frecuencia genera un mayor efecto cavitacional (en torno a 20 kHz),
actuando mas agresivamente sobre estructuras de dificil acceso, como las
paredes lignificadas de las semillas. Frente a ello, 28 kHz de frecuencia fue
considerada oOptima para la extraccion de antocianos. Junto con ello, la
aceleracion de la extraccion de compuestos de interés permitio la reduccién del
tiempo de maceracién, sin pérdida de calidad, consiguiendo en tiempos de
maceracion de 4 dias menos (7, en la elaboracién tradicional; 3, en la de uva

tratada) el aprovechamiento del potencial compositivo de la uva de partida.

En esta linea, y ante la necesidad de realizar vendimias de uva inmadura en
términos fendlicos para evitar altos grados alcohdlicos en los vinos finales, el uso
de US sobre uva de menor grado de maduracion del establecido como 6ptimo
permitié incrementar la extraccién de compuestos fendlicos, obteniendo vinos
con una calidad similar a los obtenidos de uva de 6ptima maduracion y sin
defectos organolépticos asociados a la sonicacion cuando el tratamiento se

desarrolla sobre uva parcialmente botritizada.

En el estudio comparativo con técnicas tradicionales, como son las enzimas
pectoliticas, su adicion con anterioridad al tratamiento de US no dio lugar a un
resultado favorable. Sin embargo, si fue observado un efecto positivo y sinérgico
en la adicién de la enzima con posterioridad al tratamiento de la uva con US,
obteniéndose vinos con mayor intensidad de color y contenido fendlico frente a
los obtenidos mediante el uso de las técnicas aplicadas individualmente,
llegando a obtener resultados similares al vino control elaborado con 4 dias mas
de maceracion (3 y 7 dias, respectivamente) cuando se empleaba uva inmadura
e incluso resultados mas favorables con la combinacion de técnicas cuando se

partié de uva mas madura.

En tanto que el efecto de los US radica en su capacidad de rotura de las

paredes celulares, se desarrollaron estudios de aplicacion de US sobre uva de
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distintas variedades y, por tanto, con distintas caracteristicas estructurales y de
composicion de la pared celular, observandose un efecto diferenciado entre
aquellas variedades de pared celular mas fina (Cabernet Sauvignon y Syrah) y
mas gruesa (Monastrell). Ademas, los vinos tintos de Monastrell presentaron

mayores concentraciones de las fracciones polisacaridicas determinadas.

Asi, el interés de la aplicacion de US con fines extractivos queda establecido
a nivel semiindustrial, con su posible uso sobre uva de distintos grados de
maduracién, de distintas variedades y con uva afectada por Boftrytis cinerea,
permitiendo la obtencion de vinos de calidad, ademas, en un menor tiempo de
procesamiento, reduciéndose en hasta 4 dias el tiempo de maceracioén necesario
para la obtencion de vinos tintos de caracteristicas similares a los elaborados de

forma tradicional.

Por otro lado, se presenta en esta tesis doctoral su posible uso para la
elaboracién de vinos rosados, con el fin de obtener el color deseado y una alta
calidad aromatica sin necesidad de aplicar maceraciones prefermentativas que
puedan acarrear posibles alteraciones microbioldgicas y oxidaciones. En este
caso, la aplicacion de US dio lugar a vinos de caracteristicas cromaticas y
aromaticas de calidad superior a las obtenidas en el vino elaborado a partir de
una maceracion prefermentativa de 8 horas, favoreciendo los US un incremento
de la intensidad de color y mayor presencia de terpenos y norisoprenoides,

especialmente en la fraccién libre.

No obstante, el interés en nuevas tecnologias pasa por su estudio en distintas
escalas, comenzando en el laboratorio. En este sentido, algunas tecnologias
requieren un mayor desarrollo de estudios antes de ser consideradas aptas en
su aplicacion industrial. Asi, este trabajo presenta el interés de las microondas
como herramienta de potenciacion de la extraccidon de compuestos de interés, y
es por ello que se presenta en esta tesis el trabajo desarrollado a partir de uva
Cabernet Sauvignon tratada con esta tecnologia. Los vinos elaborados a partir
del uva tratada mostraron una mayor concentracion de compuestos fendlicos
totales y pigmentos polimerizados, resultando en una posible reduccién del

tiempo de maceracion en 4 dias, de forma similar a los estudios previos con US.

Los resultados de esta tesis doctoral muestran un claro beneficio del uso de

los US y el potencial de las MO como herramientas que potencian la extraccion
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de compuestos de interés y permiten reducir los tiempos de procesamiento y por
tanto aumentar la productividad de las bodegas. No obstante, el conocimiento de
las condiciones operacionales Optimas y la presente situacion legislativa

convierten a los US en una tecnologia prioritaria en la actualidad.
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6. ABSTRACT







The growing interest in the application of new, clean and safe technologies that
improve the productivity and efficiency of industrial processes and satisfy the
needs of consumers has led oenological research to explore the technological
possibilities of reducing the addition of additives and avoiding processes involving
the use of high temperatures that alter the organoleptic qualities of wines

produced in the winery.

On the other hand, the production of quality wines (with a higher content of
antioxidant compounds, greater colour intensity and pleasant aroma) is currently
closely linked to the logistical needs of the wine industry, which is increasingly
observing alterations in the vine cycle, with the consequent decompensation of
the phenolic and technological ripening of the grape due to high temperatures
and the increasingly frequent extreme weather phenomena associated with
climate change. These conditions also increase the likelihood of microbiological

damage and, with it, a reduction in the sanitary quality of the grapes.

For all these reasons, in recent decades, technologies used in the food
industry, such as the application of high hydrostatic pressures, pulsed electric
fields and ultrasound (US), have made their way to obtain the approval of the
International Organisation of Vine and Wine for their industrial use in the

production of value-added wines.

In contrast, other emerging technologies potentially applicable in oenology,

such as microwaves, are still being tested in laboratory-scale trials.

The use of these technologies, and more specifically of US (the first non-
thermal technology approved by the OIV), for extractive purposes is presented
as a possible tool for obtaining higher quality wines and reducing the necessary
processing time, since the cavitation phenomenon facilitates the breaking of cell
walls and favours the accelerated release of compounds of interest such as
anthocyanins, tannins, as well as aromatic precursors and polysaccharide

compounds.

However, the tests developed so far are mostly limited to laboratory-scale
tests, which makes it necessary to study this technology on a semi-industrial and

industrial scale, in order to extrapolate results to the winery.
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Thus, this doctoral thesis demonstrates the capacity of high-power ultrasound
to accelerate the extraction process of phenolic compounds during the
maceration process in red wines by breaking the cell wall. The operational
conditions were established considering that a lower frequency generates a
higher cavitational effect (around 20 kHz), acting more aggressively on structures
that are difficult to access, such as the lignified walls of the seeds. In contrast, 28
kHz frequency was considered optimal for anthocyanin extraction. Together with
this, the acceleration of the extraction of compounds of interest allowed a
reduction in maceration time, without loss of quality, achieving maceration times
of 4 days less (7, in traditional production; 3, in treated grapes) to exploit the

compositional potential of the grape as a starting point.

Along these lines, and given the need to harvest phenolically immature grapes
to avoid high alcoholic content in the final wines, the use of US on grapes with a
lower degree of ripeness than that established as optimal allowed us to increase
the extraction of phenolic compounds, obtaining wines with a quality similar to
those obtained from grapes of optimal ripeness and without organoleptic defects
associated with sonication when the treatment is carried out on partially botrytised

grapes.

In the comparative study with traditional techniques, such as pectolytic
enzymes, their addition prior to US treatment did not produce a favourable result.
However, a positive and synergistic effect was observed in the addition of the
enzyme after treatment of the grapes with US, obtaining wines with greater
intensity of colour and phenolic content compared to those obtained using the
techniques applied individually, obtaining similar results to the control wine made
with 4 days more of maceration (3 and 7 days, respectively) when immature
grapes were used, and even more favourable results with the combination of

techniques when more mature grapes were used.

As the effect of the US lies in its ability to break the cell walls, studies were
carried out on the application of US on grapes of different varieties and, therefore,
with different structural and compositional characteristics of the cell wall,
observing a differentiated effect between those varieties with a thinner cell wall

(Cabernet Sauvignon and Syrah) and thicker ones (Monastrell). In addition,
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Monastrell red wines showed higher concentrations of the polysaccharide

fractions determined.

Thus, the interest of the application of US for extractive purposes is established
at a semi-industrial level, with its possible use on grapes of different degrees of
ripeness, of different varieties and with grapes affected by Botrytis cinerea,
allowing quality wines to be obtained in a shorter processing time, reducing by up
to 4 days the maceration time necessary to obtain red wines with similar

characteristics to those produced in the traditional way.

On the other hand, this doctoral thesis presents its possible use in the
production of rosé wines, in order to obtain the desired colour and a high aromatic
quality without the need to apply pre-fermentation macerations that could lead to
possible microbiological alterations and oxidation. In this case, the application of
US gave rise to wines with chromatic and aromatic characteristics of higher
quality than those obtained in the wine made from an 8-hour pre-fermentation
maceration, with US favouring an increase in colour intensity and a greater

presence of terpenes and norisoprenoids, especially in the free fraction.

However, the interest in new technologies is based on their study at different
scales, starting in the laboratory. In this sense, some technologies require further
studies before being considered suitable for industrial application. Thus, this work
presents the interest of microwaves (MW) as a tool to enhance the extraction of
compounds of interest, and that is why this thesis presents the work developed
from Cabernet Sauvignon grapes treated with this technology. Wines made from
the treated grape showed a higher concentration of total phenolic compounds
and polymerised pigments, resulting in a possible reduction of maceration time

by 4 days, similar to previous studies with US.

The results of this doctoral thesis show a clear benefit of the use of US and
the potential of MW as tools that enhance the extraction of compounds of interest
and allow a reduction in processing times and, thus, increase winery productivity.
However, the knowledge of the optimal operational conditions and the present

legislative situation make US a priority technology at present.
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7. CONCLUSIONES







. La aplicacion de US a uva estrujada altera las paredes celulares de las
células de la uva, afectando a su morfologia, generando roturas y
facilitando la liberacion del contenido intracelular (Publicaciones 3.1. y
3.4.).

. Las condiciones de empleo de los US determinan el efecto generado
sobre las paredes celulares de los distintos tejidos y, por tanto, afectan a
la extractabilidad de los compuestos de interés. Asi, el uso de frecuencias
mas bajas favorece la ruptura de estructuras mas rigidas, como las

paredes celulares lignificadas de semilla (Publicacién 3.1.).

. Aligualdad de tiempo de maceracion, el uso de US favorece una mayor
intensidad de color y mayor concentracion de compuestos fenélicos en los

vinos tintos (Publicaciones 3.3. y 3.4.).

. Eluso de US permite la reduccién del tiempo de elaboracion y el aumento
de la capacidad productiva de las bodegas, ya que su uso permite obtener
vinos de caracteristicas cromaticas similares a las de vinos con
maceraciones largas pero empleando tiempos de maceracion mas cortos,
gracias a que los US facilitan la disgregacion de las estructuras celulares
y la extraccion de compuestos de interés presentes en la uva
(Publicaciones 3.1., 3.2., 3.3., 3.4.y 3.5.).

. El' uso de US sobre uvas con grado de maduracién bajo (bajo contenido
en azucar) y fendlicamente inmaduras facilita la extracciéon de compuestos
de interés y permite obtener vinos de alta calidad organoléptica y menor

contenido alcohdlico (Publicaciones 3.2. y 3.3.).

. El empleo de US sobre uva parcialmente botritizada no resulta en un
detrimento de la calidad de los vinos obtenidos al no observarse

caracteristicas sensoriales indeseables (Publicacion 3.2.).

. El uso de US facilita una mayor extraccion de compuestos de interés
comparado con el uso de enzimas pectoliticas, si bien la combinacion de
la aplicacion de US y posterior adicion de enzima da lugar a un efecto

sinérgico de ambas técnicas, llevando a la produccién de vinos de mayor
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calidad fendlica que con la aplicacion de las técnicas por separado
(Publicacién 3.3.).

8. La aplicacion de US sobre distintas variedades de uva produce efectos
diferentes, debido a las diferencias estructurales y de composicién de las
paredes celulares de las variedades tratadas, observandose una mayor
extraccion de compuestos fendlicos a partir de aquellas variedades con
una pared celular menos gruesa, como Syrah y Cabernet Sauvignon,
frente a la mayor extraccion de polisacaridos en Monastrell, con paredes

celulares mas gruesas y rigidas (Publicacién 3.4.).

9. Eluso de US en la elaboracion de vino rosado da lugar a vinos con mayor
intensidad de color y una mayor presencia de terpenos y norisoprenoides,
compuestos aromaticos ligados al perfil floral (Publicacién 3.5.),

pudiendo esta técnica sustituir a la maceracién prefermentativa.

10.El uso de microondas sobre uva estrujada favorece la obtencion de vinos
con mayor contenido en compuestos fendlicos (antocianos, flavonoles,
acidos fendlicos y taninos) y pigmentos poliméricos en menor tiempo de
maceracion, permitiendo la reduccion del tiempo de elaboracién y una

mayor estabilizacién del color (Publicacién 3.6.).
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8. CONCLUSIONS







. The application of US to crushed grapes alters the cell walls of grape cells,
affecting their morphology, generating ruptures and facilitating the release

of intracellular content (Publications 3.1. and 3.4.).

. The conditions of use of the US determine the effect generated on the cell
walls of the different tissues and therefore affect the extractability of the
compounds of interest. Thus, the use of lower frequencies favours the
breakdown of more rigid structures, such as lignified seed cell walls
(Publication 3.1.).

. At equal maceration time, the use of US favours a higher colour intensity
and higher concentration of phenolic compounds in red wines
(Publications 3.3. and 3.4.).

. The use of US allows the reduction of the elaboration time and the

increase of the productive capacity of the wineries since its use leads to
the production of wines with similar chromatic characteristics to long
maceration wines but using shorter maceration times, thanks to the fact
that it facilitates the disintegration of the cellular structures and the
extraction of compounds of interest present in the grape (Publications
3.1.,3.2, 3.3, 3.4.and 3.5.).

. The use of US on low ripening (low sugar content) and phenolically
immature grapes facilitates the extraction of compounds of interest and
allows obtaining wines with high organoleptic quality and lower alcohol

content (Publications 3.2. and 3.3.).

. The use of US on partially botrytised grapes does not result in a detriment
to the quality of the wines obtained as no undesirable sensory

characteristics are observed (Publication 3.2.).

. The use of US facilitates a higher extraction of compounds of interest
compared to the use of pectolytic enzymes, although the combination of
the application of US and subsequent addition of enzyme results in a

synergistic effect of both techniques, leading to the production of wines
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with higher phenolic quality than with the application of the techniques

separately (Publication 3.3.).

8. The application of US on different grape varieties produces different
effects, due to the structural and compositional differences in the cell walls
of the treated varieties, with a greater extraction of phenolic compounds
from those varieties with a less thick cell wall, such as Syrah and Cabernet
Sauvignon, compared to a greater extraction of polysaccharides in
Monastrell, with thicker and more rigid cell walls (Publication 3.4.).The
use of microwaves on crushed grapes results in obtaining wines with a
higher content of phenolic compounds (anthocyanins, flavonols, phenolic
acids and tannins) and polymeric pigments in a shorter maceration time,
allowing a reduction in the production time and a greater stabilisation of

the colour (Publication 3.6.).

9. The use of US in the production of rosé wine results in wines with greater
colour intensity and a higher presence of terpenes and norisoprenoids,
aromatic compounds linked to the floral profile (Publication 3.5.), and this

technique can replace pre-fermentation maceration.

10.The use of microwaves on crushed grapes favours obtaining wines with a
higher content of phenolic compounds (anthocyanins, flavonols, phenolic
acids and tannins) and polymeric pigments in a shorter maceration time,
allowing for a reduction in production time and greater colour stabilisation
(Publication 3.6.).
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