foods MoPy

Articulo

Un nuevo enfoque para la reduccion del contenido de alcohol en
los vinos tintos: el uso de ultrasonidos de alta potencia

Maria Pilar Martinez-Pérez 1, Ana Belén Bautista-Ortin 1, Paula Pérez-Porras !, Ricardo Jurado 2and

Encarna Gomez-Plaza 1

1Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Murcia, Campus de
Espinardo, 30100 Murcia, Espafia; mpilar.martinez2@um.es (M.P.M.-P.);

anabel@um.es (A.B.B.-O.); paula.perez2@um.es (P.P.-P.)

2 Agrovin, S.A. Av. de los Vinos s/n, Alcazar de San Juan, 13600 Ciudad Real, Espafa; rjurado@agrovin.com

* Correspondencia: encarna.gomez@um.es; Tel.: +34868887323 Recibido: 28 de abril, 2020; Aceptado: 30 de mayo, 2020; Publicado: 2 de
junio, 2020

Resumen: Antecedentes: Para obtener vinos con un porcentaje mas bajo de alcohol, el enfoque mas sencillo
seria cosechar antes las uvas. Sin embargo, esto tiene implicaciones para la composicion y la calidad del vino,
ya que estas uvas pueden presentar una falta de madurez fenolica. Una innovacién tecnoldgica que podria
ayudar en esta situacion seria el uso de ultrasonido en las bodegas. Métodos: Las uvas se cosecharon con dos
niveles de maduracidn diferentes (25.4 °Brix y 29 °Brix), se transportaron a la bodega y se vinificaron. Ademas,
se utilizo un sistema de ultrasonido de alta potencia a gran escala para tratar las uvas menos maduras justo
después del triturado. Estas uvas también se vinificaron. Las tres vinificaciones diferentes se maceraron con
hollejos durante 7 dias. En el momento del embotellado, se analizaron los compuestos aromaticos del vino, asi
como sus caracteristicas fisicoquimicas, cromaticas y sensoriales. Resultados: El vino elaborado con las uvas
tratadas con ultrasonido presentaron caracteristicas muy similares a las del vino hecho con las uvas menos
maduras, especialmente en lo relativo al contenido total de taninos y fenoles totales, pero con un contenido de
alcohol 15% inferior a este ultimo. Conclusiones: Los resultados indican que esta tecnologia podria aplicarse a
las uvas para favorecer la extraccion de compuestos fendlicos de la uva incluso sin haberse completado la
madurez fendlica de la misma, lo que permite la produccién de vinos de calidad con un contenido de alcohol
reducido.
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1. Introduccion

El color es uno de los atributos de calidad mas importantes del vino tinto. El color depende de la
composicidn fenolica del vino (una composicion que no solo afecta al color del vino, sino también al cuerpo y a
la textura en boca) y, por tanto, esta estrechamente relacionado con la composicion fenolica de las uvas.

Los compuestos fendlicos de la uva estan principalmente localizados en el hollejo (antocianinas y taninos)
y las semillas (taninos), y se extraen en el mosto durante el triturado y el periodo de maceracion. Aunque
algunas técnicas enoldgicas pueden ayudar a extraer estos compuestos [1], esta extracciéon puede verse
seriamente limitada por las paredes celulares de las células en las que estdn ubicados estos compuestos,
formando una barrera para su extraccion [2]. Si estas paredes celulares no se rompen con facilidad, la extraccion
de compuestos fendlicos sera limitada. A partir de estas observaciones, el concepto de madurez fendlica ha
aparecido en la etapa de uva, momento en que el contenido fendlico del hollejo no solo es alto, sino también
facilmente extraible, y la extraccion de taninos de las semillas se reduce debido a una lignificacién de la semilla
[3]. Cuando las uvas estan inmaduras fendlicamente, los compuestos fenolicos del hollejo no se extraen con
facilidad, incluso cuando estdn presentes a altas concentraciones, y sin embargo puede haber altas
concentraciones presentes de los taninos astringentes de las semillas [4, 5]. Esta situacion cambia al alcanzar la
madurez fenolica, cuando las paredes celulares se degradan con facilidad y se extraen los compuestos fendlicos

[2].
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En situaciones optimas, y cuando la variedad esta bien adaptada a un area determinada, la madurez
tecnoldgica (el nivel optimo de contenido de azucares en las uvas para un cierto tipo de vino) y la madurez
fenolica y aromatica (cuando las uvas han perdido aromas vegetales y herbdceos y se expresan aromas frutales)
se alcanzan al mismo tiempo. Sin embargo, el cambio climatico estd ejerciendo una gran influencia en la
fenologia de la vid y la composicién de las uvas [6], y entre los efectos mas importantes relacionados con el
cambio climatico estd una modificacién de la fenologia de la vid [7]. Si la fenologia de la vid se pasa a fechas
mas tempranas, debido al calentamiento global, esto puede conducir a un desarrollo asincrénico de la
composicién de la uva, con una acumulacion de azticares mas rapida que la sintesis de compuestos fendlicos.
En consecuencia, un retraso en la cosecha para permitir que las uvas alcancen una madurez aromatica y fendlica
optima puede conducir a niveles mas altos de azticar en las bayas de los deseados, y en consecuencia a un
contenido mas alto de alcohol en los vinos [8].

El problema de los vinos con alto contenido de alcohol es una gran preocupacion para los bodegueros, ya
que tiene implicaciones potenciales sobre la calidad del vino. El etanol es sensorialmente importante para el
vino, e indispensable para la estabilidad, crianza y propiedades organolépticas del vino [9], y por tanto del
estilo de vino. Sin embargo, una alta concentracién de etanol puede presentar algunos problemas tecnolégicos:
puede ser toxica para las células de levadura y, como resultado, conducir a una parada o lenta, como declaran
Henderson y Block [10] y como afirman Boulton et al. [11], podria inhibir la fermentacion malolactica. Desde
un punto de vista sensorial, puede influir en nuestras percepciones de astringencia, acidez, sabor y aroma, como
han registrado algunos autores [12-14], y los vinos pueden ser percibidos como mas calientes al paladar [15].
Por ultimo, pero no menos importante, un alto contenido de alcohol tiene un efecto negativo en la salud humana
y puede ser mas caro, ya que se en muchos paises se gravan a tipos mas altos [16].

En vista de todos estos problemas, los bodegueros estan buscando realmente posibilidades para obtener
vinos de alta calidad con un contenido reducido de alcohol. Se han propuesto diferentes enfoques para reducir
los niveles de alcohol en vinos en todas las etapas del proceso de vinificacion, desde la adiciéon de zumo de uva
inmadura a vinos terminados [17, 18] hasta el uso de levaduras con una baja produccién de alcohol [19, 20], o
el uso de tecnologias para llevar a cabo procesos de desalcoholizacion parcial [21, 22].

No obstante, podria ser que una de las soluciones mas faciles para la reduccién de alcohol en el vino fuese
cosechar uvas con un contenido menor de aztcares, siempre que podamos solucionar el problema de la baja
madurez fendlica que podrian presentar estas uvas en esta etapa y, por tanto, las dificultades para obtener vinos
de color intenso. Algunas técnicas enoldgicas se centran en este problema, como el uso de enzimas de
maceracion o técnicas de maceracion prefermentativa, tal y como revisaron Sacchi et al. [1], o las tecnologias
novedosas que podrian utilizarse para solucionar este problema.

Entre las tecnologias novedosas, los ultrasonidos de alta potencia (HPU) podrian constituir un enfoque
interesante. Esta es una tecnologia que ya ha sido aprobada por la Organizacion Internacional de la Vifia y del
Vino (OIV) en 2019 para su uso en bodegas. Los HPU generalmente estan formados por frecuencias de entre 20
y 40 kHz, con un nivel de energia lo bastante alto para producir cavitacién actstica. Este efecto consiste en la
formacion de mindsculas burbujas que crecen hasta alcanzar un tamafo critico que provoca su implosion.
Durante la implosion se alcanzan temperaturas y presiones considerablemente altas (unos 5000 K y unos 2000
atm, respectivamente) [23]. Cuando esta implosion se produce cerca de una célula, las fuerzas resultantes
pueden romper las paredes celulares, conduciendo a dos resultados potenciales: en las células vegetales,
permite la difusion del compuesto localizado en su interior [21], y en el caso de una célula de un
microorganismo, puede conducir a la muerte del propio organismo [24].

Por lo tanto, en enologia los HPU podrian utilizarse para

(a) Mejorar la extraccion de compuestos fendlicos y aromaticos de las uvas [25-28];

(b) Reducir el uso de SO:mediante la reducciéon de los recuentos microbianos. De esta manera, Gracin et al.
[29] concluyeron que los ultrasonidos de alta potencia aplicados en un flujo continuo mostraban una
reduccion satisfactoria de levaduras Brettanomyces (89.1-99.7%) y bacterias de acido lactico (71.8-99.3%), y
Santos et al. [30] revisan la posibilidad de usar ultrasonidos en varias etapas de la elaboracién de vino para
la conservacion del mismo;

(c) Criar los vinos sobre lias: Kulkarni et al. [31] utilizaron cepas de no-Saccharomyces combinadas con
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tratamiento de ultrasonido para acelerar la crianza sobre lias y estudi6 sus impactos sobre la liberacion de
polisacaridos y sobre las propiedades organolépticas del vino tinto. Cacciola et al. [32] probaron los efectos
de los HPU durante la crianza de vino sobre lias, y llegaron a la conclusién de que su efecto podria
compararse con el uso de - glucanasas,
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enzimas capaces de demoler los glucanos de las lias y facilitar la liberacion de componentes intracelulares;

(d) Recuperacion de productos secundarios, como fenoles del orujo de uva [33-35] o estilbenos de los
sarmientos de uva [36];

(e) Acelerar las reacciones de la crianza: otro efecto de la cavitacion es la produccion de especies de radicales
altamente reactivas, como radicales de OH y H que pueden experimentar una gama de reacciones
subsecuentes, entre ellas la generacion de H:O, y estas especies altamente oxidantes pueden tener un efecto
significativo sobre las especies tanto bioldgicas como quimicas en soluciéon acuosa [29]. La posible
formacion de radicales libres podria ayudar a acelerar las reacciones de crianza del vino [37]. En este
sentido, Zhang et al. [38] han proporcionado la primera prueba directa de la formacion del radical libre 1-
hidroxiletil (un radical que surge de la oxidacién del etanol) en vino tinto expuesto a ultrasonidos. Lukic
et al. [39] han afirmado que el tratamiento con ultrasonido puede acelerar algunas reacciones de la crianza
y acortar el periodo de crianza del vino. Zhang and Wang [40] han declarado que la aplicaciéon de
ultrasonidos no solo influyé temporalmente en las caracteristicas cromaticas y la composicion fenolica del
vino, sino que también tiene un efecto mas duradero sobre su evolucion durante el almacenamiento del
vino.

En este trabajo, el interés esta centrado en el efecto que puedan tener los HPU sobre la facilitacién de la
reduccion del contenido de alcohol en vinos de coloracién intensa mediante la aplicacion de HPU a uvas
trituradas con un menor contenido de aztcares.

2. Materiales y métodos

2.1. Uuvas

Uvas tintas Monastrell, todas cosechadas de un vifiedo en la provincia de Murcia (Espana). El vifiedo
presentaba dos dreas diferenciadas con distintas etapas de maduracién con una fecha determinada. Se llevaron
a cabo dos recolecciones independientes en estas dos areas, para obtener dos lotes de uva del mismo vifiedo
con distinto contenido de aztcares. Las uvas se transportaron en el mismo dia a la bodega para su
procesamiento.

2.2.  Elaboracién de vino (microvinificacion)

Las uvas menos maduras (400 kg, 25.4 °Brix, 14 °Baumé) se despalillaron y trituraron. La mitad de las uvas
trituradas fueron tratadas (vinificacion sonicada, US14) con un sistema de ultrasonidos de alta potencia a escala
de bodega (MiniPerseo, Agrovin S.A., Alcazar de San Juan, Espana) capaz de tratar 400 kg de uvas trituradas a
la hora. El sistema operaba a 2500 W y una frecuencia de 28 kHz, con una densidad de potencia de 8 W/cm:. La
otra mitad de las uvas trituradas no fue tratada (vinificacién de control, C14). Las uvas mas maduras (200 kg,
29 °Brix, 16 “Baumé) también fueron despalilladas y trituradas (vinificaciéon de control, C16). Se llenaron
pequetios depositos de acero inoxidable de 50 kg (por triplicado) tanto con las uvas de control como con las
uvas trituradas y tratadas con ultrasonidos. Se logrd la homogeneidad del mosto en cada deposito pesando las
partes solidas y el mosto liquido por separado y llenando cada recipiente de 50 L con la misma cantidad y
proporcidn, para garantizar el mismo ratio solido/liquido en cada recipiente. Se corrigio la acidez total, de ser
necesario, a 5.5 g/L y se anadieron levaduras secas seleccionadas (Viniferm CT007, Agrovin, Alcdzar de San
Juan, Espania, 20 g de levadura seca/100 kg de uva). El tiempo de maceracion del hollejo fue de 7 dias para todas
las muestras. Durante el periodo de fermentacion en contacto con el orujo, se rompid el sombrero dos veces al
dia. Al final de este periodo, se prensaron los vinos en una prensa neumatica de 75 L. Se combinaron vinos de
yema y vinos de prensa y se dejaron a temperatura ambiente hasta el fin de la fermentacidn alcohodlica. Una vez
finalizada la fermentacién, se decantaron dos veces los vinos, se estabilizaron en frio a 2 °C durante un mes y se
embotellaron. Los vinos fueron analizados en el momento del embotellado.

2.3. Determinaciones analiticas

Los vinos se caracterizaron midiendo el contenido alcohdlico, el pH, la acidez total y volatil, y el acido
acético segun métodos de la Comunidad Europea [41]. Se determinaron los azticares totales y reductores, el
metanol,
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los acidos malico y tartdrico, el etanal y el acido gluconico por métodos enzimaticos realizados con un
analizador automatico (Miura One, TDI, Barcelona, Espafia).

Pardmetros espectrofotométricos: se calculd la intensidad del color (CI) como la suma de absorbancia a
620, 520 y 420 nm, y el tono como el ratio entre la absorbancia a 420 nm y la absorbancia a 520 nm. Las
antocianinas totales y poliméricas se determinaron espectrofotométricamente [42]. El indice de fenoles totales
(TPI) se calculé midiendo la absorbancia del vino a 280 nm, segtin Ribereau-Gayon et al. [43]. Los taninos totales
se determinaron mediante el método de la precipitaciéon con metilcelulosa [44].

Determinaciéon de taninos mediante el método de la floroglucinolisis: Se prepararon muestras de vino
segun describen Busse-Valverde et al. [45] partiendo de una optimizacién del método descrito por Pastor del
Rio y Kennedy [46]. En resumen, se evaporaron 5 mL de vino en un concentrador de vacio centrifugo (Laconco,
Kansas City, MO, Estados Unidos), se disolvieron en 3 mL de agua y después se pasaron por una columna C18-
SPE (1 g, Waters, Milford, MA, Estados Unidos). Los compuestos de interés se eluyeron con 10 mL de metanol,
se evaporaron y después se disolvieron en 1 mL de metanol. Los andlisis de taninos se realizaron mediante
despolimerizacion de la molécula con un reactivo de floroglucinol. Las muestras despolimerizadas (10 uL de
volumen de inyeccidn) se analizaron mediante HPLC [45]. Estos andlisis permitieron la determinaciéon del
contenido de taninos totales, el grado medio aparente de polimerizacion (mDP) y el porcentaje de cada unidad
constitutiva. También se calcul6 el rendimiento de conversién de masa de taninos de vino en 38.16% * 5.70%.

2.4. Determinacién de compuestos voldtiles del vino mediante microextraccion en fase sélida-cromatografia de gases-
espectrometria de masas (SPME-GC-MS)

Para el aislamiento de compuestos volatiles principales mediante microextraccion en fase sélida (SPME)
se utilizé una fibra de divinilbenceno-carboxen-polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). Se preparé antes del
primer uso mediante insercién en un inyector de cromatografo de gases, segin las recomendaciones del
fabricante.

Para el analisis de compuestos volatiles del vino se afiadieron 10 mL de vino a un vial de espacio de cabeza
de 20 mL. Al mismo vial se afiadieron 4 g de cloruro de sodio y 50 uL del estandar interno (125 uL/L de 2-
octanol en etanol absoluto). El vial fue sellado y cargado en un automuestreador Gerstel (Gerstel GmbH y
Co.KG, Mellinghofen, Alemania), y el analisis se realiz6 con un cromatdgrafo de gases Agilent 6890N conectado
a un espectrometro de masas de cuadrupolo simple Agilent 7890B (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos). Pueden encontrarse las condiciones del procedimiento de microextraccion, el cromatografo
de gases y las condiciones de los espectros de masas en Gémez-Plaza et al. [47]. La identificacion de los picos
se llevé a cabo comparando espectros de masa con los de la biblioteca de masas (Wiley 6.0) y también
comparando los indices de retencién Kovats calculados, determinados con referencia a una serie estandar
homologa de hidrocarburos C9-C30, con los publicados en la literatura. Se obtuvieron datos semicuantitativos
calculando el area relativa del pico (o sefal idnica total) en relacion con la del estandar interno (2-octanol).

2.5. Anilisis sensorial

Los vinos fueron sometidos a una evaluacién sensorial utilizando un test descriptivo. Antes del analisis
sensorial, se combinoé el vino de tres replicaciones diferentes para cada experiencia con el fin de disponer de
una muestra representativa y para evitar diferencias entre las replicaciones. Diez miembros del personal con
experiencia en analisis sensorial de vino e interés en el proyecto fueron seleccionados para el analisis sensorial.

Se sirvieron 40 mL de cada vino 30 min antes de la evaluacion. Las copas fueron codificadas y presentadas
a los jueces en una sala sensorial que se mantuvo at 20 °C y libre de olores inusuales. Cada panelista se sentd
en una cabina aislada independiente iluminada con luz blanca. La intensidad de cada atributo se calificé en una
escala de cero a cinco, indicando la puntuacién de cero que no se percibié el descriptor. En el andlisis se
utilizaron datos de todos los jueces para todas las muestras.
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2.6. Anulisis estadistico
El analisis de varianza y el analisis de componentes principales se realizaron utilizando el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVI.3 (Statpoint Technologies, Inc., The Plains, VA, EE. UU).

3. Resultados

Muchos de los estudios sobre las caracteristicas de los vinos hechos a partir de uvas con diferentes grados
de maduracion se realizaron con uvas muestreadas en distintos momentos durante la maduracién. Sin embargo,
también es bien conocido que, en cualquier momento determinado, las caracteristicas fisioldgicas de las bayas
de uva en un vifiedo son muy heterogéneas [48]. Esto resulta especialmente cierto en los grandes vifiedos, en
los que pueden encontrarse grandes cambios en la orientacion del vifiedo, su pendiente o altitud. En base a esto,
un muestreo independiente de dos zonas diferentes del mismo vifiedo nos dio la oportunidad de trabajar con
uvas crecidas bajo las mismas condiciones pero con distintas etapas de maduracién en el momento de la
recoleccion.

La Tabla 1 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de los tres vinos estudiados. Es importante senalar
que el sistema utilizado en este estudio difiere de los utilizados en estudios previos, en los que los HPU fueron
aplicados durante la elaboracion de vino, ya que la mayoria de ellos utilizo sistemas a escala de laboratorio, ya
fuesen sondas o bafios ultrasdnicos, mientras que este estudio se ha utilizado un sistema a escala de bodega con
un tratamiento de mostos en linea continuo.

Al comparar C14 con US14, no se observaron diferencias significativas en ninguna de las propiedades
fisicoquimicas, excepto para el contenido de metanol. El metanol se produce antes y durante la fermentacion
alcoholica a partir de la hidrolisis de las pectinas por enzimas pectinasas (como la pectina metilesterasa), que
estan naturalmente presentes en la fruta. Se produce mds metanol cuando el mosto se fermenta sobre hollejos
de uva; por lo tanto, generalmente hay mas metanol en los vinos tintos que en los vinos rosados o blancos [49].
El mayor grado de degradacion que provocaron los ultrasonidos en los hollejos de uva podria haber aumentado
la concentraciéon de pectinas en el mosto, y la degradacion subsecuente de dichas pectinas podria haber
aumentado la concentracién de metanol en el vino US14. No obstante, la concentracion fue inferior al maximo
establecido por la OIV (400 mg/L). Zhang et al. [50] también concluyeron que los HPU no afectaban a la mayoria
de las caracteristicas fisicoquimicas de los vinos.

Si comparabamos el C14 y US14 con el C16, las diferencias eran las esperadas. El contenido de alcohol de
C16 fue casi dos unidades superior al de C14 y US14. Las diferencias en los azticares residuales y el pH fueron
pequefias, pero la acidez total y la acidez volatil fueron mas altas en el C16, sin hallarse diferencias en el
contenido de acido tartarico (la acidez se corrigié en el mosto cuando fue necesario). El 4cido gluconico aumento
en los vinos hechos con las uvas mas maduras. El acido glucénico es un producto producido por hongos, como
Botrytis cinereainereal, Penicillium, Aspergillus, ya Mucor, y bacterias, como Acetobactery and Gluconobacter, y su
presencia en mosto y vinos esta relacionada con el nivel de infeccion de las uvas, que es facilitado por factores
climaticos como la humedad o las precipitaciones, asi como por factores fisiolégicos como el estado de
maduracién [51]. Por lo tanto, la deteccidon de acido glucénico permite realizar una estimacion del estado de
salud de la cosecha de uva y de la calidad del vino dentro del ciclo de produccién en una bodega. La OIV ha
declarado que unos niveles de dcido glucénico de 200- 300 mg/L o menos indican unas uvas sanas, mientras
que niveles de hasta 1.0 g/L indican una etapa inicial de infeccion fingica [52]. El nivel maximo detectado en
nuestros vinos fue 0.34 g/L en el vino C16.

El etanal también fue controlado para determinar si el uso de HPU al principio del proceso de elaboracién
de vino podria, afectar de algin modo a la evoluciéon de la vinificacién y la presencia de marcadores de
oxidacion.

Esta molécula es producida mediante la oxidacion de etanol y aunque a bajas concentraciones puede
contribuir a la evolucién del color del vino tinto durante la crianza [53], una produccién excesiva de
acetaldehido puede causar la aparicion de un sabor no deseado de oxidacién [5-4]. No se detectaron diferencias
sobre este compuesto entre C14 y US14 y C16.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos estudiados.

%Alc RS TS pH Tac Vac MeOH Mal Tart Etanal Gluc
Cl4 147+02a  18+01a 24+0.1a 37+002b 50+0.1a 06+0.0la 1927+25a 0.8+0.1b 14=+0.1a 553+3.1a 0.09+0.0la
US14 146+046a 21+0l1a 26+01a 37+0.0lb 51+010a 06+0.0la 261.0+95c 0.8+0.1b 15+0.1a 553+9.0a 0.10+0.01a

Cl6 16.217+0.1b 34+01b 41+0b 3.6+0.0la 57+01b 09+0.01b 217.7+9.7b 05+0.1a 14+0.1a 52.7+35a 0.34+0.04b

%Alc: contenido de alcohol, RS: azticares reductores (g/L), TS: azticares totales (g/L), Tac: acidez total (g/L), Vac: acidez volatil (g/L), MeOH: contenido de metanol (mg/L), Mal: acido malico (g/L),
Tart: 4cido tartarico (g/L), etanal (mg/L), Gluc: acido glucénico (g/L). Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).




Foods 2020, 9, 726 8de 19

La Tabla 2 muestra las caracteristicas cromaticas de los vinos estudiados. Al comparar C14 y C16, podemos
observar un incremento estadisticamente significativo en la intensidad del color, los fenoles totales, las
antocianinas totales, las antocianinas poliméricas y los taninos totales en el vino C16. Resultados previos de
nuestro grupo [55] durante el estudio de las caracteristicas fisicoquimicas y cromaticas de uvas Monastrell
cosechadas en diferentes grados de maduracién han demostrado que, incluso cuando las uvas se cosechaban
en el momento en que el contenido de antocianinas estaba en su maximo, esas uvas no producian los vinos de
color mas intenso; sin embargo, los vinos elaborados con uvas cosechadas tres semanas después poseian
mejores caracteristicas cromadticas y soportaron mejor la crianza en botella. Esto se debi6 al hecho de que el
progreso de la degradacion de la pared celular en uvas demasiado maduras facilita la extraccién de compuestos
fenolicos de los hollejos, lo que coincide con los resultados concluidos en este estudio. Ademas, Perez Magarifio
y Gonzalez-San José [56] informaron de que una cosecha tardia producia los vinos envejecidos de mejor calidad,
debido a una composicion fendlica mas apropiada que condujo a una mayor estabilidad de su color.

Al comparar los parametros cromaticos del vino C14 y el US14, se observo claramente el efecto positivo de
la aplicacion de HPU a las uvas trituradas, ya que el vino US14 presentaba valores significativamente mas altos
para todos los parametros cromaticos medidos que el vino C14, excepto para las antocianinas totales, que no
fueron diferentes que en el vino C14. Ademas, el vino US14 no difirié estadisticamente en ningtin pardmetro
cromatico del vino C16. Nuestros estudios anteriores sobre la aplicacion de HPU a uvas trituradas han mostrado
el aumento de los parametros cromaticos debido a la aplicacion de HPU, asi como su utilidad para reducir el
tiempo de maceracién en bodega [27]. De un modo similar, Ferraretto y Celotti [57], que también estudiaron el
efecto de la aplicacion de ultrasonidos a uvas trituradas sobre el color del vino, demostraron que las uvas
trituradas sonicadas producian mostos y vinos con un mayor contenido de polifenoles, viéndose mas favorecida
la extraccion de taninos que la de antocianinas. El Darra et al. [26] también compararon el efecto de las uvas
tratadas con HPU, mediante el uso de un bafio de laboratorio, sobre el contenido fendlico del vino, observando
una mejora en el contenido de polifenoles.
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Tabla 2. Caracteristicas cromaticas y fendlicas de los vinos estudiados.

Muestra. CI Tono TPI TAnt PolAnt TT (MC)
Cl14 14.34 + 0.49a 0.54 +0.01b 4795+ 1.12a 407.63 +17.70a 73.07 £ 5.18a 1444.13 + 35.36a
Us14 17.84 +1.22b 0.56 + 0.01c 60.46 + 3.56b 453.23 +39.42ab 98.95+5.13b 1930.31 + 27.42b
Cl6 17.97 + 0.79b 0.53 +0.01a 60.57 + 1.56b 475.49 +19.65b 92.67 +3.83b 1972.49 + 47.60b

CI: intensidad del color, TPI: indice de fenoles totales, TAnt: antocianinas totales (mg/L), PolAnt: antocianinas poliméricas (mg/L), TT (MC): taninos totales (determinados por el método de la
metilcelulosa, mg/L). Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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La Tabla 3 muestra la informacién composicional de los taninos de vino, obtenida mediante una reaccion
de floroglucindlisis. Esta metodologia no solo nos proporciona informacién sobre los taninos que pueden ser
despolimerizados mediante el reactivo de floroglucinol, sino que también nos permite obtener informacion
sobre el grado medio de polimerizacion de estos taninos y su composicién, especialmente en lo relativo a
unidades galoiladas y la presencia de subunidades de epigalocatequina. De manera similar a los datos
observados al ser determinados los taninos mediante el método de la metilcelulosa, si comparabamos ambos
vinos de control, la concentraciéon de taninos era superior en el vino C16 que en el vino C14. Esto estd
relacionado con una extraccién mas facil de estos compuestos de los hollejos y, de la misma manera, la
concentracion de la subunidad epigalocatequina (EGC) fue ligeramente superior en el vino C16, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. La EGC es una subunidad que solo puede surgir de los
hollejos de uva, donde hay presentes tanto prodelfinidinas como procianidinas, al contrario que las semillas,
donde solo hay procianidinas. El grado medio de polimerizacion de los vinos C14 y C16 fue similar, mientras
que se observo un porcentaje ligeramente superior de galoilacion en los taninos del vino C16, un pardmetro que
podria indicar una mayor extraccion de taninos de semillas en el vino C16, probablemente debida a la mayor
concentracion de alcohol en el medio durante la fermentacion, lo que favorece la extraccion de estos taninos.

Al comparar los vinos C14 y US14, se observaron diferencias importantes. La concentracion de taninos era
muy superior en el vino elaborado con uvas sonicadas. El menor valor de mDP, junto con el valor més alto de
subunidad galato de epicatequina (ECG) en el vino US14 indicaban una mayor extraccién de taninos de las
semillas. Ademas, la concentracion de EGC fue similar en C14 y US14 y la diferencia mas importante fue la
concentracion de ECG. Hasta ahora, no hay estudios en los que se haya informado sobre el efecto de los HPU
sobre la integridad de la semilla, pero los resultados apuntaban a un efecto de los HPU en la facilidad de
extraccion de taninos de las semillas. Al comparar los vinos US14 y C16, el vino US14 presentaba una
concentracion mas alta de taninos y un mDP menor que el vino C16, reiterando el efecto positivo de los HPU
sobre la extraccion de taninos, lo que podria ayudar a asegurar una alta estabilidad del color del vino durante
el almacenamiento.

Tabla 3. Concentraciéon y composicion de taninos totales determinadas por el método de floroglucinélisis.

TT (mg/L) mDP %Gal EGC (uM) ECG (uM)
C14 698.22 +21.14a 6.21+0.02¢ 2.74+0.01a 398.11 + 27.84a 62.22 + 11.45a
US4 951.47 +46.98¢ 491+0.07a 4.16+0.01c 394.25 + 31.66a 129.71 +17.82b
C16 801.44 +17.12b 6.03+0.11b 3.12+0.02b 451.39 +25.51a 71.36 + 9.53a

TT: taninos totales, mDP: grado medio de polimerizacién, %Gal: porcentaje de galoilacién, ECG: concentracién de subunidad galato de
epicatequina, EGC: concentracién de subunidad epigalocatequina. Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0.05).

La aplicacion de tecnologia de HPU a las uvas trituradas y sus efectos sobre los compuestos volatiles del
vino ha sido menos estudiado que su efecto sobre los compuestos fenoélicos. Bautista-Ortin et al. [25] estudiaron
la aplicacion de HPU a uvas trituradas, buscando una reducciéon del tiempo de maceracién necesario para la
extraccion de compuestos fenodlicos y volatiles, y solo encontraron pequenas diferencias en la composicion
volatil del vino. Roman et al. [58] aplicaron ultrasonidos a uvas trituradas Sauvignon Blanc y observaron un
aumento de los compuestos tiolicos, unos compuestos aromaticos clave para los vinos Sauvignon Blanc. Zhang
et al. [59] también estudiaron el efecto de los ultrasonidos sobre un contenido de alcohol mas alto en el vino,
informando de una reduccién en estos compuestos, aunque aplicaron el tratamiento de HPU a los vinos
acabados para estudiar su evolucion durante la crianza, y no a las uvas trituradas.

La Tabla 4 muestra como afectaron el nivel de madurez de las uvas y el uso de HPU a los componentes
volatiles principales de los distintos vinos.

Los ésteres, como uno de los odorantes mas importantes de los vinos, proporcionan abundantes aromas
florales y frutales tropicales [60]. El origen de los ésteres en el vino es fundamentalmente el proceso de
fermentacion, aunque podrian estar presentes en pequefias cantidades en la uvas [61]. Se detectaron dos grupos
diferentes de ésteres en los vinos: los acetatos de etanol y otros alcoholes superiores, y los ésteres de acidos
grasos y etanol. Los ésteres mas abundantes fueron el acetato de isobutilo, el acetato de isoamilo, el hexanoato
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de etilo, el octanoato de etilo y el decanoato de etilo. La mayoria de ellos se vieron mas afectados por la madurez
de la uva que por la aplicacién
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de ultrasonidos a las uvas trituradas, lo que podria resultar previsible dado el origen de estos compuestos y el
hecho de que el tratamiento con ultrasonido no afectd a las caracteristicas mas importantes del mosto ni al
desarrollo del proceso de fermentacion (datos no mostrados). El aumento del contenido de azticares asociado
con las uvas mas maduras y, por lo tanto, la mayor produccién de etanol y alcoholes superiores fueron
responsables de la mayor concentracion de acetatos en el vino C16 por comparacion con el vino C14, aunque
habia una mayor concentracién de acetato de hexilo presente en el vino C14. Zhao et al. declararon resultados
similares [60]. En lo relativo a los ésteres de acidos grasos, resultados anteriores han descrito una gran presencia
de acidos grasos, formados mediante el metabolismo de lipidos de la levadura en los mostos mas maduros [62];
esto puede favorecer una concentracion mas alta de sus ésteres en el vino.

La mayor presencia de ambos tipos de ésteres implica que la suma de ésteres fue superior en el vino C16.
Estos resultados también fueron presentados por Bindon et al. [63], que concluyeron que un periodo de
maduracién mdas amplio estaba asociado a mayores concentraciones de ciertos ésteres, como el decanoato de
etilo o el acetato de butilo. La suma de ésteres totales no fue significativamente diferente al compara el vino C14
y el US14; solo se observaron pequenas diferentes en algunos ésteres, encontrandose concentraciones superiores
de decanoato y dodecanoato de etilo en el vino US14.

Tabla 4. Principales compuestos volatiles en los vinos de control y en el vino de uvas tratadas con ultrasonido (ug de equivalentes de 2-
octanol/L)

Control 14 US14 Control 16
Esteres 1290a 1246a 2140b
Acetato de 2-metilpropilo
Butirato de etilo 7a 9a 15b
Etil-2-metilbutirato 10b 2a 3b
Etil-3-metilbutirato 4b 2a 4b
Acetato de 3-metilbutanol 316a 252a 377b
Succinato de hidrogeno etilo 2a 3a 5a
Hexanoato de etilo 440a 432a 392a
Acetato de hexilo 89b 8a 4a
Acetato de 3-hexenilo Oa 1b Oa
Heptanoato de etilo 10a 13a 28b
2-hexenoato de etilo 15a 13a 12a
Octanoato de metilo 10a 13a 11a
Octanoato de etilo 1760a 1672a 2049b
Hexanoato de isopentilo 17a 23b 31c
Decanoato de etilo 1012a 1343b 1422b
Octanoato de 3-metilbutanol 36a 38a 46a
Succinato de dietilo 36a 32a 44b
9-decenoato de etilo 30b 14a 19a
Undecanoato de etilo 25b 13a 20b
Acetato de 2-feniletilo 115b 80a 118b
Dodecanoato de etilo 144a 251b 244b
Decanoato de pentilo 25a 28a 32a
Esteres totales 5445a 54657a 7184b
Alcoholes
Propanol Oa 2b 2b
2-Metilpropanol 146b 115a 161b
Butanol la 4b 8c
3-Metilbutanol 2181a 2048a 3066b
4-Metilpentanol la la 3b

3-Metilpentanol 4a 3a 6b
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Heptanol 22c 82a 13b
2-Etilhexanol 8a 27¢ 13b
Octanol 15a 17a 21b
2,3-Butanediol 26a 22a 42.22b
Metiltio propanol 18a 12a 2a
Alcohol bencilico 26b Oa Oa
2-Feniletanol 1849b 1457a 2324c¢
Alcoholes totales 4393a 3836a 5734b
Compuestos carbonilicos y lactonas
2-Octanona 8a 11b 8a
Benzaldehido 13a 16a 20b
3-Hidroxi-2-butanona 84a 82a 169b
Y-Butirolactona 6b Oa 12¢
Cetonas totales 111a 110a 209b
Acidos
Acido acético 106a 81a 164b
Acido propanoico 7b 14b Oa
Acido butanoico 34a 10a 30a
Acido hexanoico 73b 27a 21a
Acido octanoico 161b 72a 43a
Acidos totales 380b 205a 258a

Terpenos y norisoprenoides

Limoneno 6a 4a 4a
Terpinoleno 9a 6a 3a
(+)-cis-m-Ment-8-eno 18b 14b Oa
[-Ionona 65b 12a 20a
Linalool 17a 16a 40b
Terpinen-4-ol 3b Oa Oa
Citronelol 71b 27a 17a
Totales 189b 80a 83a

Diferentes letras dentro de la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05).

La produccién de alcoholes superiores esta vinculada al metabolismo de los aminoacidos por las levaduras,
y las enzimas deshidrogenasas alcohodlicas de la fruta y las levaduras son las responsables de catalizar la
reduccién de aldehidos alifaticos a alcoholes [61]. Encontramos una mayor concentracion de alcoholes en el
vino de uvas mas maduras, aunque se detectd un descenso del hexanol (aroma a hojas, césped) y el heptanol
(notas verdes, quimicas) debido a la mayor maduracién de las uvas. No se detect6 alcohol bencilico en el vino
C16, pero habia concentraciones mas altas de 2-feniletanol, que tiene un aroma a rosas, y octanol.

Al comparar los vinos C14 y US14 no se pudieron observar diferencias en la suma de alcoholes total,
aunque se hallaron ciertas diferencias en alcoholes individuales, como concentraciones mas altas de 3-metil-1-
butanol, 1-heptanol o 2-feniletanol, y concentraciones mas bajas de hexanol en el vino C14. Aunque los alcoholes
superiores pueden contribuir a un efecto positivo sobre el aroma del vino si no estdn presentes en
concentraciones muy altas [64], Zhang et al. [59] han propuesto el uso de HPU para reducir el contenido de
alcoholes superiores en los vinos acabados.

Las concentraciones de acidos grasos lineales descendieron en el vino hecho con las uvas mas maduras,
excepto la concentracion de acido acético, que aumentd en estos vinos, como cabria esperar, ya que las
concentraciones de aztcares también aumentaron. Estos acidos son importantes en el equilibrio aromatico del
vino, aunque pueden conferir un desagradable olor graso, y hasta un olor a rancio en el vino cuando estan
presentes
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a altas concentraciones. Aunque se ha descrito una mayor concentracion de acidos grasos en mosto de uvas
maduras [62], la reduccion observada en el vino hecho con las uvas mas maduras puede estar relacionada con
la mayor concentracién previamente observada de sus ésteres correspondientes. Estd claro que existe una
relacion entre el momento de la cosecha y las concentraciones de ésteres y 4cidos en el vino. Hay estudios que
han demostrado que las diferencias sensoriales observadas en vinos de Garnacha con diferentes etapas de
maduraciéon podrian explicarse por la variabilidad de la concentracion de importantes compuestos volatiles
principales, como ésteres y acidos [65]. Se midieron concentraciones ligeramente superiores de acidos grasos
en el vino C14 que en el vino US14; la aplicaciéon de HPU a las uvas trituradas condujo a una modificacion en
estos compuestos. Restrepo et al. [66] hallaron que las condiciones anaerdbicas podian favorecer la acumulacion
de acidos grasos carboxilicos, y nosotros planteamos la hipdtesis de que, a pesar de que los HPU tengan un
efecto desgasificante, el proceso también implica un mayor movimiento de las uvas trituradas y que pequenas
cantidades de oxigeno podrian disolverse en el mosto, justificando las cantidades inferiores de acidos grasos en
el vino US14..

Entre otros compuestos, el benzaldehido (notas de almendra, azticar quemado) puede ser asociado con
vinos defectuosos [67]. Probablemente se forma por la oxidacion del alcohol bencilico, o por la accién de
microorganismos sobre los aminodcidos aromaticos [61]. La concentracién mas alta del mismo en el vino C16
puede explicar la falta de detecciéon de alcohol bencilico en estos vinos. Los terpenos estaban presentes a
menores concentraciones en el vino hecho con las uvas mas maduras y en las uvas tratadas con HPU, excepto
el linalool en el vino C16, donde se observaron concentraciones mas altas. Curko et al. [68] concluyeron que la
aplicacién de HPU con la mayor amplitud podria reducir la cantidad de linalool, y Garcia et al. [69] sugirieron
que los ultrasonidos reducen el aroma de uva en el vino, lo que podria ser razonable, dado que la mayoria de
los aromas provienen de compuestos volatiles y podrian perderse facilmente por causa del efecto desgasificante
del ultrasonido. Los resultados hasta el momento apuntan a que el uso de ultrasonidos en la bodega conduce a
grandes diferencias en los compuestos fendlicos y las caracteristicas cromaticas del vino, mientras que las
variaciones en los compuestos volatiles de los vinos no fueron tan evidentes. No obstante, la herramienta mas
importante con que cuentan los investigadores para evaluar si los cambios observados en compuestos fendlicos
y volatiles debido a los ultrasonidos no tendran ningan efecto sobre la apreciacion de los consumidores es el
analisis sensorial. Los vinos fueron sometidos a un andlisis sensorial descriptivo y la Figura 1 muestra los
resultados de dicho analisis. Puede verse cdmo los atributos de color, la intensidad del color fue ligeramente
inferior en el vino C14 que en los vinos C16 y US14, si bien las diferencias no fueron tan significativas ni en la
intensidad de color ni en la tonalidad entre los tres vinos. Por otra parte, se observaron diferencias significativas
en la calidad y la intensidad del aroma entre los vinos, alcanzando la intensidad del aroma puntuaciones mas
altas en el vino C16 (probablemente relacionado con la mayor concentracién de la mayoria de las familias de
compuestos volatiles medidos en este vino), aunque la calidad del aroma obtuvo la mayor puntuacion en el
vino US14. Aunque, como se ha observado anteriormente, el vino C16 present6 concentraciones mas altas de
ésteres, no se observaron diferencias en el aroma afrutado, probablemente porque la mayoria de estos ésteres
podrian estar presentes a concentraciones inferiores a su umbral de olor. Otra razén para la calidad superior
del aroma del vino US14 por comparacion con el vino C16, junto con la similitud en la percepcion del aroma
afrutado (aunque habia una concentracion de ésteres mas alta presente en el vino C16) puede atribuirse al
mayor contenido de alcohol del vino C16. King et al. [14] hallaron que el aroma a fruta fresca disminuia a
medida que aumentaba la concentracion de alcohol, confirmando los resultados de Goldner et al. [13] de que el
etanol suprime los aromas «afrutados».

Las puntuaciones de cuerpo e intensidad en boca fueron significativamente mas altas en el vino C16 (lo
que podria estar relacionado con su mayor contenido de alcohol), sin que pudieran detectarse diferencias en la
calidad, equilibrio o persistencia de la textura en boca entre los vinos. El amargor fue superior en el C16 que en
el C14 o el US14. La mayor sensacion amarga desprendida por el vino C16 ha de atribuirse al contenido mas
alto de alcohol. Noble
[70] informé de que el amargor en el vino es provocada por fenoles flavonoides, que son amargos y astringentes,
pero el etanol, y que el etanol aumenta la duracién e intensidad del amargor. De manera similar, Cretin et al.
[71] concluyeron que la dulzura de los vinos secos no se veia afectada por el contenido de etanol; sin embargo,
el etanol tenia un efecto indirecto en el gusto del vino al aumentar la percepcién de amargor. La astringencia
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fue superior en el vino US14 por comparacion con el vino C14, lo que concuerda con la mayor concentraciéon de
taninos medida en estos vinos y su menor porcentaje de galoilacion, aunque no difiri6é del porcentaje del vino
C16. Resultados previos mostraron que vinos Merlot de cosecha retardada
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se describian como con mayor viscosidad, sabor dulce y aromas derivados de la fruta, mientras que los vinos
de cosecha temprana fueron descritos como con caracter vegetal, acidez y baja intensidad de color [64]. En
contraste, en vinos Cabernet Franc, la astringencia, el amargor, la intensidad del color y el alcohol aumentaron
con la cosecha retardada [72], unos resultados muy similares a los observados aqui. Los cambios mas
significativos que podrian atribuirse a la aplicacién de ultrasonidos en el vino US14 fue la mayor calidad de
color y aroma y la mayor astringencia.

enflfen (14 e=fll==1US14d === C16

Intensidad del color

* Astringencia a Tonalidad

* Amargor Intensidad del aroma *

Persistencia JB Calidad del aroma *

Equilibrio Aroma afrutado

* Cuerpo Aroma vegetal

o

Calidad de la textura en boca Intensidad de la textura en boca *

Figura 1. Analisis sensorial descriptivo de los tres vinos diferentes (*denota diferencias significativas p
<0.05).

Se realiz6 un analisis de componentes principales usando como variables todos los parametros cromaticos
y fendlicos medidos, junto con la suma de compuestos aromaticos principales y puntuaciones sensoriales. Este
analisis redujo la informacién proporcionada por todas las variables medidas a dos componentes principales,
y explicé el 78% de la variabilidad de los datos (Figuras 2 y 3). El objetivo era descubrir cémo se agrupaban las
muestras de vino o, mas exactamente, donde se ubicaban en el plano definido por los dos componentes
principales, con el fin de determinar la cercania entre las ubicaciones de las muestras de vino US14 y C16 (lo
que podria indicar similitudes en sus caracteristicas) y qué variables eran las principales responsables del
agrupamiento. Se observé una clara separacion entre las muestras. El vino C14 estaba separado del vino C16 y
del vino US14 a lo largo del componente 1, mientras que los vinos US14 y C16 estaban muy juntos a lo largo del
componente 1 pero claramente separados a lo largo del componente 2.
Los diferentes pesos de las variables para lograr la separacion de las muestras puede verse en la Figura
3. Aquellas con las cargas mas altas en la parte negativa del componente 1, donde estaba localizada la muestra
de vino C14, fueron los mDP de taninos, las puntuaciones de aromas vegetales y dos familias de compuestos
volatiles (contenido de acidos grasos y la concentracion de terpenos y norisoprenoides), en tanto que todos los
demads descriptores estaban ubicados en la parte positiva del componente 1. Las muestras de vino US14 estaban
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localizadas en la parte negativa del componente 2, y el vino C16 estaba en la parte positiva. Los descriptores
con las cargas mas altas
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en la parte negativa del componente 2 fueron la astringencia, los taninos totales (determinados mediante
floroglucindlisis), el porcentaje de galoilacion y la calidad del aroma, lo que coincide en gran medida con los
resultados observados de las variables analiticas. Estos analisis indican claramente que el uso de HPU induce
una modificaciéon en la composicion del vino, especialmente la composicién cromatica y las caracteristicas
sensoriales, lo que conduce a un vino que comparte mas caracteristicas con el vino hecho con las uvas mas
maduras, al tiempo que se mantiene un contenido de alcohol mas bajo.

4-3 T T

Componente 2

Us14™ .

-0.8 1.2

Componente 1

Figura 2. Distribucion de las diferentes muestras de vino en el plano definido por los dos primeros componentes principales.
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Figura 3. Distribucion del peso de las diferentes variables utilizadas en el andlisis de componentes principales. CI: intensidad del color, TPIL:
indice de fenoles totales, TAnt: antocianinas totales, PolAnt: antocianinas poliméricas, TT (MC): taninos totales determinados por el método
de la metilcelulosa, TT(ph): taninos totales determinados por floroglucindlisis, %G: porcentaje de galoilacién, mDP: grado medio de

polimerizacion.
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4. Conclusiones

En conclusién, los resultados mostraron que el vino obtenido a partir de uvas tratadas con ultrasonido
presentaba caracteristicas cromaticas que no diferian de las de un vino obtenido a partir de uvas méas maduras,
y alcanz6 las puntuaciones mas altas en los descriptores de aroma y calidad de textura en boca en un analisis
sensorial. El uso de tecnologia de ultrasonidos, al ser una tecnologia limpia, ecologica y muy eficaz
energéticamente (y, no menos importante, al ser una practica autorizada en bodegas), podria ser una opcion
interesante para obtener vinos con pardmetros de intensidad del color y calidad sensorial similares a vinos
obtenidos a partir de uvas mas maduras, pero con un menor contenido de alcohol.
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