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Resumen

El cambio climatico esta modificando profundamente las condiciones de cultivo de la vid,
especialmente en regiones calidas y semidridas como el sureste espafiol. Estas alteraciones
se traducen en una maduracion acelerada de la uva tinta, generando desequilibrios entre la
maduracion tecnologica (azucares) y fendlica (taninos, antocianos), lo que repercute
directamente en la calidad del vino. Como consecuencia, se obtienen vinos con elevada
graduacion alcoholica, menor acidez y mayor pH, caracteristicas que comprometen a su
frescura, estabilidad y capacidad de envejecimiento, ademas de alejarse de las preferencias
actuales del consumidor, que demanda vinos mas equilibrados y con menor contenido
alcohdlico.

En este contexto, la presente Tesis Doctoral aborda diferentes técnicas enologicas orientadas
a mitigar los efectos del calentamiento global en la vinificacion de la variedad Monastrell.
Por un lado, para reducir el desequilibrio entre la maduracion tecnologica y fendlica y poder
obtener vinos de calidad y con un menor contenido de alcohol se probd el efecto de la
eliminacion total de semillas en uvas inmaduras antes de la etapa de maceracion. Esta
estrategia enologica permitid reducir la astringencia y el amargor, aumentar la intensidad del
color mediante la formacion de pigmentos poliméricos y vitisinas, y potenciar los aromas
frutales gracias al incremento de ésteres, acercando su perfil sensorial al de vinos obtenidos
con uvas completamente maduras, pero con menor contenido de alcohol. Pero esta practica
enologica no puede ser aplicada en bodega todavia debido a la falta de equipamiento
especifico, por lo que se plante6 estudiar también el efecto de la eliminacion parcial de
semillas durante los primeros dias de maceracion fermentativa a uva inmadura como una
solucion a la eliminacién total, complementada también con la aplicacion de ultrasonidos y
la adicion de raspon. En este caso, la eliminacion parcial de semillas mostré una reduccion
significativa en la concentracion de taninos totales y ciertos antocianos, lo que produjo una
disminucidn en la intensidad de color, aunque también descendid la percepcion de amargor
en el perfil sensorial del vino. Ademas, cuando fue combinada con ultrasonidos, mejoro la
extraccion de taninos del hollejo y la formacion de vitisinas, y junto con la adicion de raspon,
especialmente en dosis moderadas, favorecid la formacion de pigmentos poliméricos y

ésteres, mejorando la intensidad aromatica, aunque también incrementd la percepcion de



astringencia y la presencia de compuestos herbaceos. Todo ello pone de manifiesto el
potencial de la aplicacion de estas técnicas, aunque la eleccion y combinacion de estas
estrategias deben alinearse con el estilo de vino objetivo, ya sea un vino joven, afrutado y
equilibrado, o uno con mayor estructura, persistencia y capacidad de envejecimiento.

Por otro lado, para mitigar el problema asociado a la reduccién en los valores de acidez y el
incremento en los niveles de pH en la uva se estudié el efecto del uso de resinas de
intercambio catidonico, como método de acidificacion de bajo coste y con menor riesgo de
precipitacion tartarica frente al aporte tradicional de &cido tartarico. En este caso, la
acidificacion parcial del mosto mediante resinas de intercambio cationico o la adicion de
acido tartérico tras la etapa de estrujado y despalillado permitieron una reduccion efectiva
del pH y un aumento de la acidez total del vino, sin afectar significativamente a la
concentracion total de compuestos fendlicos, aunque si modificaron su composicion,
especialmente en el caso de antocianos y taninos. Ambas estrategias de acidificacion
mejoraron parametros clave de calidad en el vino tinto, como la intensidad cromatica, la
frescura en boca y la percepcion aromatica, especialmente cuando se sustituyo el 30% del
mosto con mosto acidificado, debido a una mayor presencia de ésteres frutales y terpenos
florales, y una menor astringencia a nivel sensorial. Ademas, el uso de resinas de intercambio
i6nico podria mejorar la estabilidad del vino frente a la oxidacion al reducir cationes
metalicos pro-oxidantes, convirtiéndose en una alternativa tecnoldgica viable y rentable

frente a la acidificacion tradicional.



Abstract

Climate change is profoundly altering the conditions for vine cultivation, especially in warm
and semi-arid regions such as southeastern Spain. These changes result in accelerated
ripening of red grapes, creating imbalances between technological ripening (sugars) and
phenolic ripening (tannins and anthocyanins), which directly affect wine quality.
Consequently, wines with high alcohol content, lower acidity, and higher pH are obtained,
characteristics that compromise freshness, stability, and aging potential, while also diverging
from current consumer preferences, which favor more balanced wines with lower alcohol

content.

In this context, the present Doctoral Thesis addresses different winemaking techniques aimed
at mitigating the effects of global warming on the vinification of the Monastrell variety. On
one hand, to reduce the imbalance between technological and phenolic ripening and to
produce quality wines with lower alcohol content, the effect of total seed removal in unripe
grapes before the maceration stage was tested. This winemaking strategy reduced astringency
and bitterness, increased color intensity through the formation of polymeric pigments and
vitisins, and enhanced fruity aromas thanks to the increase in esters, bringing its sensory
profile closer to that of wines made from fully ripe grapes, but with lower alcohol content.
However, this winemaking practice cannot yet be applied in wineries due to the lack of
specific equipment, so the effect of partial seed removal during the first days of fermentative
maceration of unripe grapes was also studied as an alternative to total removal,
complemented by the application of ultrasound and the addition of stems. In this case, partial
seed removal significantly reduced the concentration of total tannins and certain
anthocyanins, which led to a decrease in color intensity, although bitterness perception in the
wine’s sensory profile also decreased. Furthermore, when combined with ultrasound, it
improved tannin extraction from the skins and the formation of vitisins, and together with
stem addition especially at moderate doses it favored the formation of polymeric pigments
and esters, enhancing aromatic intensity, although it also increased the perception of
astringency and the presence of herbaceous compounds. All this highlights the potential of

applying these techniques, although the choice and combination of these strategies must align



with the target wine style, whether a young, fruity, and balanced wine, or one with greater

structure, persistence, and aging capacity.

On the other hand, to mitigate the problem associated with reduced acidity and increased pH
levels in grapes, the effect of using cation exchange resins was studied as a low-cost
acidification method with lower risk of tartaric precipitation compared to the traditional
addition of tartaric acid. In this case, partial acidification of the must using cation exchange
resins or the addition of tartaric acid after crushing and destemming allowed for an effective
reduction in pH and an increase in the wine’s total acidity, without significantly affecting the
total concentration of phenolic compounds, although their composition was modified,
especially in the case of anthocyanins and tannins. Both acidification strategies improved key
quality parameters in red wine, such as color intensity, mouthfeel freshness, and aromatic
perception, particularly when 30% of the must was replaced with acidified must, due to a
greater presence of fruity esters and floral terpenes, and lower astringency at the sensory
level. Additionally, the use of ion exchange resins could improve wine stability against
oxidation by reducing pro-oxidant metallic cations, making it a viable and cost-effective

technological alternative to traditional acidification.



Introduccion y Marco Tedrico







1.1 Importancia economica del sector vitivinicola

La vid Vitis vinifera L. es un cultivo frutal de gran impacto econémico debido a su importante
produccion y exportacion a nivel mundial. Segun los datos mas recientes de la organizacion
Internacional de la Vina y el Vino (OIV, 2024), actualmente se cultivan 7,2 millones de
hectareas de vifiedo en el mundo. Esta produccion generd una produccion de 258 millones
de hectolitros de vino (OIV, 2024). En este contexto, Europa es lider mundial en produccion
de vino, representando el 63% de la producciéon durante el afio 2020 (Organizacion
Internacional de la Vina y el Vino, 2020). Paises como Francia, Italia y Espafia son algunos
de los mayores productores del mundo, y la industria vitivinicola europea sigue siendo un
pilar fundamental en la economia agricola y en el comercio internacional. De acuerdo con
los datos mas recientes de la OIV (2023; 2024), Espafia ocupa el tercer lugar en la produccioén
de vino a nivel mundial, un logro que refleja la importancia y el alcance de esta industria en
el pais. También es el pais con mayor superficie de vifiedo del mundo, con 954.724 hectéreas,
lo que representa el 13% de la superficie mundial dedicada a la viticultura. Ademas, el sector
vitivinicola en Espaiia es de gran relevancia, no solo desde el punto de vista econdomico, sino
también sociocultural, siendo parte fundamental de la cultura mediterranea. Espana se sitia
en el segundo lugar a nivel mundial de exportacion de vino y en sexto lugar como consumidor
(Figura 1). En este sentido, comprender tanto la produccién como el consumo de vino en
Espana es esencial para apreciar la complejidad y la riqueza de esta industria, asi como su

impacto en la sociedad.
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Figura 1. Datos del sector vitivinicola en Espafia (Organizacion Internacional de la

Viiay el vino, 2023).
1000 hLL Valor %Var * %Mundial
PRODUCCION 28 326 -20,8% 11,9%
CONSUMISION 9798 1,7% 4,4%
EXPORTACION 20 815 -2,9% 21,0%
IMPORTACION 542 -6,7% 0,5%

1.2 La variedad Monastrell

Una de las principales zonas de cultivo en el mundo de la variedad Monastrell es el sureste
Espafiol (Figura 2), siendo la region de Murcia y sus tres denominaciones de origen (Jumilla,
Bullas, Yecla), una de las areas mas destacadas en la elaboracion de vinos de calidad con esta
variedad. Jumilla comprende unas 22.700 hectareas de vifiedos repartida entre las provincias
de Murcia y Albacete. El clima se caracteriza por tener mas de 3000 horas de sol anuales y
escasas precipitaciones con alrededor de 300 mm anuales (Martinez-Cutillas et al., 2018). En
invierno las temperaturas pueden ser inferiores a 0°C, mientras que en verano las
temperaturas pueden superan los 40°C. Por otro lado, la D.O. Bullas ampara diversos
municipios de la region de Murcia (Bullas, Mula, Pliego, Ricote y Cehegin) y cuenta con
5.500 hectareas de viiledos, mientras que la D.O. Yecla se encuentra en la parte mas

nororiental de la Region de Murcia y cuenta con 6.500 hectareas de vifiedo.
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Figura 2. Mapa Denominaciones de Origen de la Region de Murcia (Murcia, 2024).

DO YECLA
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Lorca
L]

La variedad Monastrell estd adapta a las extremas condiciones de clima y suelo en la zona
mediterranea. Las cepas tienen un porte erguido, se caracterizan por tener bayas con piel
gruesa, forma esférica, tamafio pequefio-medio, color negro-azulado intenso y pulpa incolora
y carnosa (Figura 3). Las semillas son de tamafio pequefio, encontrandose unas 3 o 4 semillas
por baya. Con sus mostos se obtienen vinos de buen contenido alcohdlico, ricos en color y
en extracto. Las caracteristicas de los vinos obtenidos de la variedad Monastrell, se

identifican por la intensidad de color, gran sabor, aromas frutales y acidez media-baja.

Figura 3. Racimos de uva Monastrell.

25



1.3 Compuestos fenolicos en la uva y en el vino

Los compuestos fendlicos en la vid se pueden encontrar desde las raices hasta los frutos,
mostrando estructuras quimicas variadas. En la uva, los compuestos fendlicos estan
localizados sobre todo en las semillas y el hollejo. Estos compuestos son responsables del
color y de las sensaciones de astringencia y amargor de los vinos tintos. Ademas, son los
principales compuestos de las diferencias entre vinos blancos, rosados y tintos dotando a la
uva y por tanto al vino, de propiedades antioxidantes con potenciales efectos sobre la salud

humana.

Los compuestos fenolicos en la uva se clasifican en dos grandes grupos; los flavonoides y
los no flavonoides. Los flavonoides incluyen antocianos, flavonoles y taninos y estan
localizados mayoritariamente en el hollejo, semillas y raspon, mientras que los no
flavonoides incluyen estilbenos y acidos fenolicos y se localizan en el hollejo y en la pulpa

(Monagas et al., 2005).

1.3.1 Antocianos

Los antocianos son pigmentos de color rojo localizados en las 3 o 4 primeras capas de células
de la epidermis de la baya, aunque en variedades tintoreras también se localizan en la pulpa.
Su estructura molecular se caracteriza por un esqueleto basico de carbono (C6-C3-C6), e
incluye 2 anillos bencénicos unidos por un heterociclo insaturado y oxigenado cationico,
derivado de un ion flavilio (Ribereau-Gayon et al., 2000). En las uvas, se han identificado 5
tipos de antocianos principales (cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina) en
funcion del nimero de grupos hidroxilo y metoxi en el anillo B (Figura 4). Entre estos
antocianos, la malvidina es la que se encuentra en mayor concentracion tanto en el hollejo de
la uva como en el vino. Estas moléculas son mdas estables si estdn unidas a un azicar
(glicosiladas), denominédndose en este caso antocianinas. Por el contrario, cuando los
antocianos no estan ligados a una molécula de azucar se denominan antocianidinas.

Asimismo, las antocianinas pueden presentarse aciladas con diferentes acidos organicos,
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tales como los acidos acético, p-cumarico y cafeico, lo que aumenta su estabilidad y modifica

su tonalidad de color.

Figura 4. Estructura de las antocianidinas.
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El color de estos pigmentos en el vino depende de diferentes factores como el pH, ya que, en
funcioén del valor de este pardmetro, estos pigmentos pueden encontrarse en forma de cuatro
estructuras basicas: cation flavilio (A+) de color rojo, base anhidra quinoidal (AO) de color
azul violaceo, pseudo-base carbinol o hemiacetal (AOH) incolora y base calcona (C) de color
amarillo (Furtado et al. 1993) y también de la concentracion de SOz. El contenido total de
antocianos en la uva varia de 0,5 a 3 g/Kg (Blouin & Guimberteau, 2004a), mientras que, en

el vino, la concentracion de estos compuestos puede oscilar entre 200 y 500 mg/L, aunque
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para variedades muy coloreadas los antocianos pueden alcanzar valores de 750 mg/L (Blouin

& Guimberteau, 2004b).

1.3.2 Taninos

Los taninos condensados o proantocianidinas son responsables en el vino de las sensaciones
de astringencia, amargor, estructura y cuerpo y de la estabilizacion del color por su union a
los antocianos. Estan constituidos por cadenas formadas por un diferente nimero de unidades
de flavanoles, unidos mediante enlaces C4-C6 o C4-C8 (Hanlin et al., 2010). La estructura
base esta compuesta por dos carbonos asimétricos por lo que existen 4 isomeros: (+)/(-)-
catequina y epicatequina. Ademas, el anillo aromatico externo puede presentar un tercer
grupo hidroxilico dando Ilugar a las correspondientes (+)/(-)-galocatequina vy
epigalocatequina. Por otra parte, el grupo OH en la posicion 3 del heterociclo puede estar
galoilado, es decir, puede estar esterificado con una molécula de acido galico dando los 3-
galato (+)/(-) de (galo)catequina y epi(galo)catequina (Figura 5). En la uva, los flavanoles
mayoritarios son  (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina 'y (-)-
epicatequinagalato (Busse-Valverde, 2013; Ricardo-Da-Silva, 1991). Dichos compuestos
estan localizados en el hollejo y en las semillas de la uva. En el hollejo, estan distribuidos en
tres zonas: en las vacuolas, ligados a los polisacaridos de la pared celular y unidos
fuertemente a la membrana proteofosfolipidica (Osete-Alcaraz, 2022). En las semillas se
pueden encontrar taninos en la epidermis, la parte media del tegumento externo y la capa
media del tegumento interno (Cadot et al., 2006). Ademas, en funcién de su localizacion,
estos compuestos muestran diferencias a nivel de su composicion, asi, los taninos del hollejo
se caracterizan por presentar altos grados medios de polimerizacidén, bajo porcentaje de
galoilacion y contener (-)-epigalocatequina en su estructura, mientras que los taninos de las
semillas muestran bajos grados medios de polimerizacion y altos porcentajes de galoilacion
y ausencia de (-)-epigalocatequina (Busse-Valverde, 2013; Prieur et al., 1994; Souquet et al.,

1996).
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Figura S. Estructura de los flavan-3-oles.
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En términos generales, los taninos del hollejo se encuentran en menor concentraciéon que en
la semilla, encontrandose valores que oscilan entre 282-721 mg/kg y 1562-2105 mg/kg
respectivamente en funcion de la variedad en el momento de vendimia (Busse-Valverde et
al., 2010). El contenido de taninos en el vino es inferior al mostrado en la uva. Asi Busse-
Valverde et al. (2010) reportaron rendimientos de extraccion del 55,3% y 9,2% a partir del
hollejo y las semillas de uvas Monastrell, del 59,6% y 7,2% en Cabernet Sauvignon, y del
74,1% y 8,7% en Syrah, respectivamente. La fraccion de taninos que se transfiere al vino no
solo es menor, sino que también varia en su grado de polimerizacion, lo que influye
directamente en sus propiedades sensoriales. Por ello, tanto la cantidad como la calidad de
los taninos extraidos durante la vinificacion son determinantes en la percepcion final del vino.
Esta baja transferencia de taninos desde la uva al vino se ha atribuido no solo a la limitada
extraccion de estos compuestos debido a las paredes celulares de la uva que actian como una

barrera difusional, sino también a pérdidas adicionales provocadas por sus interacciones con
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paredes celulares que permanecen en suspension durante las primeras etapas de la
vinificacion. Estos complejos formados precipitan posteriormente, reduciendo ain mas la

cantidad de taninos en el vino (Osete-Alcaraz et al., 2019).

1.4. Compuestos aromaticos en la uva y el vino

Los aromas del vino estan formados por numerosos compuestos voldtiles, cuyas
concentraciones varian desde varios mg/L hasta unos pocos ng/L (Styger et al., 2011). La
complejidad de estos compuestos aromaticos hace que su estudio sea especialmente dificil
debido a los diversos procesos involucrados en su sintesis (Ribéreau-Gayon et al., 2000). El
aroma final de un vino va a depender en gran medida de la variedad de uva, sin embargo,
factores como el tipo de suelo, el clima, la luz solar, y las técnicas de manejo del viiiedo y
vinificacion (tipo de levadura, condiciones de fermentacion y tipo de maceracion) también
juegan un papel importante en la formacion de los aromas (Blouin & Guimberteau, 2004b;
He et al., 2023). Ademas, los procesos bioquimicos que ocurren durante la maduracion de la
uva en la sintesis de compuestos aromaticos, junto con los procesos enologicos posteriores
como la fermentacion, la oxidacion, la hidrdlisis, envejecimiento, asi como la intervencion
de diferentes microorganismos durante la fermentacion malolactica, influirdn en el perfil

aromatico final del vino (Boido et al., 2002).
En el vino, los compuestos aromaticos se pueden englobar en 3 categorias:

. Los aromas primarios, varietales, ubicados en el hollejo y en menor medida en la
pulpa de la uva, son productos secundarios del metabolismo vegetal y estan constituidos
fundamentalmente por terpenos, Cl3-noroisoprenoides, alcoholes, aldehidos y

metoxipirazinas.

. Los aromas secundarios, formados por las levaduras durante la fermentacion
alcoholica y por las bacterias lacticas en el caso de la fermentacion malolactica. Los
compuestos que constituyen esta categoria son alcoholes, ésteres, aldehidos y acidos, siendo

los alcoholes superiores y los ésteres los mas abundantes (Figura 6).
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. Los aromas terciarios, los cuales se forman tras la fermentacion, durante el periodo
de crianza o envejecimiento en botella, a partir de hidrélisis, oxidaciones, sulfuraciones y

descarboxilaciones.

Figura 6. Compuestos aromaticos durante la fermentacion alcohoélica (Rojas, 2002).
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1.4.1 Terpenos

Los terpenos son compuestos clave del aroma varietal en el vino, especialmente en
variedades de caracter terpénico, como las moscateles. Aunque su concentracion suele ser
baja, su bajo umbral de percepcion olfativa les confiere un impacto predominante en el perfil
aromatico, predominando sobre otras familias de compuestos aromaticos. Su concentracion
y composicion en la uva estan influenciados por el grado de maduracion y por las condiciones

de cultivo, especialmente por las altas temperaturas y elevada exposicion a la luz (Li et al.,
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2019). Los alcoholes monoterpénicos son los terpenoles mds abundantes y pueden ser
encontrados en la uva en forma libre (con aroma) o glicosilada (precursores de aroma),
aumentando el contenido de las formas glicosiladas con la maduracion de la uva (Fenoll et
al., 2009). Durante el proceso de vinificacion, los precursores aromaticos pueden
transformarse en compuestos olorosos por liberacion de las agliconas. Sin embargo, este
proceso es lento, y se desarrolla principalmente durante el envejecimiento. Las formas
glicosiladas son relativamente estables (Gunata et al., 1988) y tras su hidr6lisis, presentan un
umbral de percepcion olfativo comprendido entre unas decenas y varias centenas de pug/L
(Aubert & Chalot, 2018). Los monoterpenos mas importantes en el vino son el linalol, el
nerol, el geraniol y el citronelol, los cuales desarrollan aromas a flores. El a-terpineol

presenta una nota a pino y lirio, la B-ionona a violeta y la 3-damascenona a manzana y miel

(Aubert & Chalot, 2018; Wu et al., 2019; Labrador Fernandez et al., 2023).

1.4.2 Alcoholes

Los alcoholes superiores, también conocidos como alcoholes alifaticos superiores, poseen
tres 0 mas atomos de carbono en su estructura. Generalmente se consideran las moléculas
aromaticas con mayor impacto en el aroma global del vino. Los precursores de estos
compuestos son los aminodcidos existentes en el mosto y los que sintetizan las levaduras a
partir de los aztcares (Gutiérrez et al., 2001). El control de los valores de pH del vino, junto
con la temperatura durante el proceso de fermentacion puede reducir significativamente la
concentracion de alcoholes en el vino (Ganigué et al., 2016; Bagheri et al., 2020). En cuanto
a compuestos individuales pertenecientes a esta familia se podria destacar el 3-metil-1-
butanol caracterizado por notas a quemado y el I-hexanol y 2,3-hexen-1-ol con notas
herbaceas (Gomez-Plaza et al., 1999; Moreno-Olivares et al., 2020). Sin embargo, algunos
alcoholes superiores pueden enmascarar el aroma afrutado del vino cuando su concentracion
es superior a 111 mg/L (He et al., 2023). En general, cuando la concentracion alcanza los 300
mg/L producen un aroma agradable, pero, cuando supera los 400 mg/L, producen un aroma
desagradable y una sensacion aspera y, es facil que provoque dolor de cabeza. Este olor
desagradable puede dominar el aroma e inhibir la percepcion de otros componentes volatiles

del vino. Por lo tanto, para obtener vino de alta calidad la concentracion de alcoholes
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superiores mas adecuada se mantiene por debajo de los 300 mg/L (He et al., 2023). Durante
el proceso de envejecimiento del vino los alcoholes pueden interactuar con los ésteres y los
acidos para formar compuestos mas complejos que contribuyen positivamente al aroma del

vino.

1.4.3 Noroisoprenoides

Los noroisoprenoides son una familia de compuestos volatiles presentes en el vino que
derivan de la degradacion oxidativa de los carotenoides (pigmentos naturales de las uvas).
Este proceso puede ser estimulado por factores como la madurez de la uva. Entre estos
compuestos destacan la B-ionona, f-damascenona, B-damascona y el B-ionol, que presentan
notas a violeta, frutas exoéticas, rosa y flores respectivamente. Aparecen durante el proceso
de envejecimiento del vino incrementando su calidad aromatica, especialmente cuando este

procede de variedades no aromaticas (Winterhalter et al., 1990).

1.4.4 Pirazinas

Las pirazinas poseen un aroma vegetal muy caracteristico. Estos compuestos
aromaticos se producen principalmente del catabolismo de los aminoécidos en el tejido
vegetal y su sintesis estd influenciada por la ecologia del vifiedo. La concentracion de
pirazinas se reduce en presencia de luz solar, y durante la maduracion (Zhao et al., 2019).
Entre todas las metoxipirazinas se puede destacar la 2-metoxi-3-isobutilpirazina, reconocida
por su impacto en el perfil aromatico de ciertos vinos, especialmente en variedades como la
Cabernet Sauvignon (Lacey et al., 1991), con aromas a pimiento morrén y pimiento verde.
Las pirazinas, cuando se encuentran en concentraciones superiores a 15 ng/L en vinos blancos
y 25 ng/L en vinos tintos pueden conferir al vino notas herbaceas o verdes intensas,

consideradas defectuosas o desagradables desde el punto de vista sensorial.
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1.4.5 Esteres

Los ésteres se forman fundamentalmente durante la fermentacion alcohdlica como resultado
del metabolismo de las levaduras por una combinacion de un &cido orgénico y un alcohol
(Pérez Magarifio & Gonzalez San José, 2006), y una pequeia parte durante el proceso de
envejecimiento del vino (Cadot et al., 2006). Se consideran uno de los componentes mas
importantes del aroma del vino, superados s6lo por los alcoholes superiores. Se pueden
detectar mas de 150 ésteres diferentes en el vino, entre los que se incluyen principalmente
acetato de isoamilo, hexanoato de etilo y butirato de etilo con aroma a platano, pera y fresa
respectivamente. Algunos ésteres, cuando estan presentes en altas concentraciones, pueden
afectar negativamente al aroma del vino, como la presencia de acetato de metilo con un aroma
a barniz y esmalte de ufias. Ademas, a medida que aumenta la longitud de la cadena de
carbono, los ésteres pueden producir un olor similar al jabon, y cuando la longitud de la
cadena de carbono alcanza C16- C18, puede haber un olor similar a la manteca de cerdo

(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.4.6 Acidos

Estos compuestos son acidos saturados de cadena lineal con longitudes de cadena que van de
2 a 18 atomos de carbono y desempefian un papel importante en la complejidad del aroma,
ya que interactiian con ésteres y alcoholes para formar compuestos mas complejos. Los
acidos grasos se forman durante el estrujado de la uva donde se produce una liberacion de
compuestos precursores presentes en las células del fruto. Estos acidos también se pueden
formar durante la fermentaciéon malolactica por la biosintesis del acetilcoenzima-A
(Giménez-Banon et al., 2022) y especialmente cuando el proceso fermentativo tiene lugar

bajo condiciones anaerobicas estrictas y a baja temperatura (Gutiérrez et al., 2001).

Algunos écidos grasos, como el acido propidnico, el 4cido butirico, el acido isobutirico, el
acido valérico, el acido 2-metilbutirico, el acido caproico, el acido octanoico, el acido

nonanoico y el dcido caprico, tienen un olor desagradable, descrito como agrio, picante, graso
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o parecido al queso. Si la concentracion total de acidos grasos se mantiene por debajo de 50-

100 mg/L, se puede conservar el caracter afrutado del vino.

1.4.7 Compuestos carbonilados

Los compuestos carbonilados derivan del aroma de fermentacion, y estan asociados a la
oxidacion. Entre los aldehidos, el mas comin es el acetaldehido que procede de la
fermentacion alcohdlica, pero también se puede formar por oxidacion del etanol en presencia
de oxigeno dando lugar a un aroma desagradable (manzana oxidada o rancio). En el vino
puede presentar una concentracion de 75 mg/L después de finalizar fermentacion alcoholica.
Ademés, durante la fermentacion también se pueden formar acetonas como subproductos del
metabolismo de los azucares por parte de las levaduras (Ribéreau-Gayon et al., 2006) y de la
fermentacion malolactica. Entre ellas destaca el diacetilo, del cual se cree que agrega
complejidad al vino, pero en concentraciones altas (por encima de 5 mg/L) puede impartir
un sabor a mantequilla no deseado (Tufariello et al., 2021). Por otro lado, los aldehidos C6
(como el hexanal o el (E)-2-hexenal) se originan principalmente por la accion enzimatica
sobre los &cidos grasos insaturados de la uva durante el estrujado o el prensado, antes de la
fermentacion alcohdlica. Estos compuestos son responsables de notas verdes y herbaceas que
pueden aportar frescura en bajas concentraciones, aunque en €xceso se asocian a uvas poco

maduras o a vinos con caracter vegetal. (Tufariello et al., 2021).

1.4.8 Compuestos azufrados

Entre los compuestos azufrados se encuentran tioles, sulfuros y tioésteres, estos se forman
como intermedios de reduccion durante la sintesis de los aminoacidos. Estos compuestos
pueden influir tanto positiva como negativamente en el aroma del vino. En algunos casos,
especialmente los tioles varietales, aportan aromas frutales y tropicales, que contribuyen
significativamente a la tipicidad de ciertas variedades como Sauvignon blanc. Sin embargo,
otros compuestos azufrados, como ciertos sulfuros volatiles o tioésteres, influyen

negativamente en el aroma del vino, con caracteres de reduccion (descriptores de huevo
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podrido o verdura cocida). Presentan un umbral de percepcion bajo que disminuye segiin
aumenta el peso molecular. Entre estos compuestos destaca el sulfuro de hidrogeno. Su
formacion tiene lugar durante la sintesis de los aminoacidos cisteina y metionina, donde actia
como intermedio de reduccion de los sulfatos y sulfitos presentes en el mosto anadidos por
el viticultor. En situaciones de carencia de nitrégeno asimilable durante la fermentacion no

puede combinarse para formar aminodcidos y se acumula en la matriz del vino.

1.5 Transferencia de compuestos de interés (fendlicos y aromaticos) de la
uva al vino

La transferencia de compuestos fenolicos y aromaticos de la uva al vino tiene lugar durante
la etapa de maceracion. La maceracion fermentativa favorece la permeabilidad de las
membranas celulares de la uva y permite la migracion de parte de los compuestos de interés
al mosto/vino contribuyendo a mejorar las caracteristicas finales del vino. Este proceso puede
iniciarse antes de que comience la fermentacion alcohdlica (maceracion prefermentativa) o
extenderse después de que finalice esta (maceracion postfermentativa). Ademas, el tipo de
compuesto, su localizacion en la uva, asi como la temperatura y la técnica enologica aplicada

van a condicionar la velocidad y su grado de extraccion.

La extraccion de compuestos aromaticos se ve incrementada con el aumento de la etapa de
maceracion (Sanchez-Palomo et al., 2007; Hjelmeland y Ebeler., 2015), aunque unas
condiciones de maceracion inadecuadas pueden producir efectos sensoriales negativos en el
vino (Ramey et al., 1986; Cheynier et al., 1989). El descenso de temperatura durante la
maceracion (crio-maceracion) favorece la extraccion de monoterpenos, mientras que el
aumento de temperatura durante la etapa de maceracion fermentativa produce una
degradacion de precursores aromaticos, incrementando el contenido de ésteres, acidos y
acidos grasos, asi como la degradacion de terpenos, debido posiblemente a Ila
desnaturalizacién de enzimas enddgenas (Tartian et al., 2017; Geffroy et al., 2018; Oliver-

Simancas et al., 2021).
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Figura 7. Maceracion de vino tinto.

En el caso de los compuestos fenolicos, se ha observado que los antocianos y en menor
proporcion los taninos del hollejo se difunden al inicio de la maceracion. La extraccion de
estos compuestos es de forma exponencial, para después estabilizarse e incluso descender en
la etapa final de la fermentacion (Boulton, 1995; Casassa et al., 2013). Por el contrario, los
taninos de las semillas difunden mas lentamente, ya que requieren de la presencia de alcohol
que solubilice la capa lipidica externa de las mismas (Glories y Saucier, 2000; Romero-
Cascales, 2008). Por ello, en general, tiempos cortos de maceracion (4-8 dias) son usados
para la elaboracion de vinos tintos jovenes, mientras que tiempos mas prolongados de
maceracion (8-15 dias) son necesarios para la obtencion de vinos tintos que van a ser

sometidos a un proceso de envejecimiento en barrica.

La velocidad de difusién va a depender de la variedad de la uva, condicionada por la
composicion de sus paredes celulares y su estructura (Bautista-Ortin et al., 2016; Ortega-
Regules et al., 2008). En este sentido, la variedad Monastrell, aun presentando una alta
concentracion de antocianos, ha mostrado una menor extraccion y difusion de compuestos
fenolicos durante el proceso de elaboracion comparada con otras variedades como Cabernet
Sauvignon, Syrah e incluso Merlot (Romero-Cascales, 2005), lo que puede estar asociado al
mayor grosor y densidad de las paredes celulares de las células del hollejo de dicha variedad

(Ortega-Regules et al., 20006).
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El grado de maduracion de la uva también va a condicionar la extraccion de los compuestos
de interés durante la etapa de maceracion. Asi, un incremento del estado de maduracion va
asociado a una mayor despectinizacion de las paredes celulares del hollejo favoreciendo una
mayor difusion de los compuestos presentes en éste al mosto/vino (Garrido-Bafiuelos et al.,
2019a; 2019b; 2022), ocurriendo lo contrario en el caso de compuestos de las semillas por
un incremento en el estado de lignificacion de la cuticula (Bautista-Ortin et al., 2012;

Casassa, 2017).

1.6. Importancia de los compuestos fenolicos en la calidad del vino tinto

Los compuestos fendlicos son responsables de color del vino, tanto al inicio, cuando son
extraidos de la uva, como a través de reaccion de estabilizacion que ocurren ya en el vino.
La estabilidad del color del vino tinto va a depender de la proteccion de la estructura de cation
flavilio de los antocianos y para ello, estos compuestos sufren diferentes tipos de reaccion
durante el proceso de vinificacion y de envejecimiento: reacciones de copigmentacion, asi

como condensacion y polimerizacion.
-Copigmentacion:

Es un fenomeno en el que los antocianos se unen con otros compuestos fenolicos, llamados
copigmentos (que no tienen color por si mismos) a través de interacciones hidrofobicas
(enlaces no covalentes) formando estructuras en capas lo cual produce un incremento en la
intensidad de color del vino (efecto hipercromico) y también un cambio de tonalidad hacia
el color ptrpura (efecto batocromico) (Vivar-Quintana et al., 2002). Segtn la naturaleza del
copigmento, la copigmentacion se clasifica en intermolecular, donde el copigmento es una
molécula distinta al antociano (flavanoles, flavonoles o derivados hidroxicindmicos,
principalmente), intramolecular, con ausencia de copigmento, donde la asociacion tiene lugar
entre el antociano y una porcién de su propia molécula, como puede ser el caso del
sustituyente cumaroilo de un antociano cumarilico y la autoasociacion, donde el copigmento

es otra molécula de antociano monomérico. La copigmentacion es uno de los principales
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mecanismos de estabilizacion del color en los vinos tintos jovenes al proteger a los antocianos
de la decoloracion que generan los cambios de pH y la adicion de sulfuroso. Ademads, también
protege a los antocianos de la oxidacion permitiendo que permanezcan estables en disolucion
hasta que formen nuevos pigmentos mucho mas estables (Berké & de Freitas, 2005; He et

al., 2012).

Figura 8. Esquema de la copigmentacion de antocianos.
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- Polimerizacion de antocianos

Las reacciones de polimerizacion entre antocianos y taninos permite explicar la evolucion y
estabilizacion del color de los vinos tintos durante su envejecimiento. Estas pueden ser de
forma directa formando pigmentos de color rojo mas estable o bien mediada por

acetaldehido, donde los pigmentos son de color violeta y mas resistentes a la decoloracion.

En la condensacion Antociano-Tanino (A-T), el tanino reacciona con el antociano 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 formas. Estos compuestos
presentan resistencia a la decoloracion por SO2. En el caso de la condensaciéon Tanino-
Antociano (T-A), los taninos pueden actuar como agentes electrofilicos por la ruptura de los
enlaces C-C que sufren en medio acido, uniéndose al antociano en estado hemiacetal,
generando un intermedio incoloro (T-AOH) que se deshidrata en T-A+, el cual presenta una
tonalidad roja que puede variar en funcion de la naturaleza del carbocation y el grado de

polimerizacion. Esta union es susceptible a la decoloracion por SO2 y a la hidratacion




(Ribereau-Gayon et al., 2000) lo que afecta negativamente a su estabilidad y color. Esta
condensacion se favorece en ausencia de oxigeno y a temperaturas elevadas, lo que explica

el cambio de color en los vinos almacenados en botella.

También se ha demostrado que, en el vino, tanto los antocianos como los taninos pueden
unirse por medio de una reaccidon en la que interviene el acetaldehido, dando lugar a
productos enlazados por puente de etilo (tanino-etil-tanino; tanino-etil-antociano o
antociano-etil-antociano). Estos pigmentos de color purpura presentan mayor resistencia a la
decoloracion por SOz e hidratacion que los antocianos en forma libre. Los antocianos también
pueden unirse de una manera similar al acetaldehido, mediante un puente donde el etanal es
reemplazado por otro aldehido o bien con el acido glioxalico procedente de la oxidacién del
acido tartarico catalizada por hierro. De estas uniones se forman compuestos incoloros, que

rapidamente evolucionan hacia colores amarillos (Fulcrand et al., 1996).
-Polimerizacion de taninos

En la matriz compleja del vino los taninos son muy reactivos y con el tiempo se producen
reacciones de polimerizacion que tienden a incrementar el tamafio medio de la fraccion
procianidinica. Esta polimerizacion puede ser lineal, la cual ocurre en ausencia de oxigeno y
a altas temperaturas, donde las procianidinas se hidrolizan y forman enlaces C4-C8 o C4-C6
entre si, generando polimeros de mayor peso molecular. Estos compuestos son de color
amarillo y pueden precipitar segiin su complejidad. También la polimerizacion puede ser
cruzada, se da a baja temperatura y en presencia de oxigeno, el cual oxida el etanol a etanal
favoreciendo la unidn entre moléculas. Estos complejos también son de color amarillo,
aunque son menos reactivos y con menor astringencia, contribuyendo mas a la sensacion de

volumen en boca (Zamora, 2003).
- Formacion de piranoantocianos

Son pigmentos derivados de los antocianos y participan en la estabilizacion del color del vino
tinto. Se forman por reaccion de cicloadicion de antocianos con metabolitos de bajo peso
molecular como el dcido piravico, acetaldehido o vinilfenol (Morata et al., 2007) e incluso
con compuestos de mayor peso molecular como los taninos (Francia-Aricha et al., 1997).

Esto hace que estos pigmentos presenten menor reactividad ante la variacion de pH o la
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presencia de SOz, mostrando absorbancias a longitudes de onda menores que los antocianos,

contribuyendo al color del vino con una tonalidad roja-anaranjada.

Dentro de estos derivados de los antocianos, las carboxipiranoantocianinas, las cuales son
obtenidas por cicloadicion del antociano con dacido piravico, representan el grupo
mayoritario, predominando especialmente la vitisina A (Morata et al., 2003). Las vitisinas de
tipo B, formadas por cicloadicion con acetaldehido, se encuentran en menor cantidad,
destacando entre ellas la vitisina B (Morata et al., 2003). Entre las pinotinas, formadas por la
union con acidos hidroxicindmicos o 4-vinilfenoles, predomina la pinotina A (Schwarz et al.
2003), mientras que las portisinas, las cuales se constituyen como vinilpiranoantocianinas
unidas a flavanoles, solo han sido encontradas en vino de Oporto (Mateus et al., 2005;

Oliveira et al., 2007).

1.7 Técnicas enologicas para mejorar la extraccion de compuestos fenolicos
y aromaticos de la uva al vino

Las técnicas enologicas de las que dispone el endlogo para controlar el proceso de extraccion
de los compuestos de interés durante la vinificacion pueden dividirse en tradicionales y

emergentes.

Las técnicas tradicionales implican principalmente un control del tiempo y la temperatura en
la etapa de maceracion. Durante esta etapa, el aumento del contenido de etanol, CO2 y la
presencia de SO2, en combinacidn con la temperatura, incrementan la degradacion de las
paredes celulares y la difusion de los compuestos fenolicos y aromaticos (Sacchi et al., 2005).
Ya que el aumento de temperatura incrementa la permeabilidad celular favoreciendo la
extraccion, técnicas como la termovinificacion y flash-release han sido ampliamente usadas
en bodega (Morel-Salmi et al., 2006). La termovinificacion implica calentar la uva estrujada
y despalillada a una temperatura de 60-70 °C durante un breve periodo de tiempo para
posteriormente prensarla y enfriarla (Sacchi et al., 2005). La técnica de Flash-release,
consiste en someter la uva a un aumento rapido y controlado de temperatura mediante una
inyeccion de vapor de agua, alcanzando una temperatura de 85-95 °C, siendo después

enfriada rdpidamente. La aplicacion de calor ha mostrado una alta extraccion de antocianos
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(Geftroy et al., 2015; 2018) y una baja extraccion de taninos debido a la ausencia de etanol,
obteniendo vinos con bajo potencial para su envejecimiento (Maza et al., 2019a) y un
descenso en la concentracion de los compuestos aromaticos especialmente debido a una

degradacion de los compuestos varietales (Geffroy et al., 2015).

Otras técnicas tradicionales implican el uso de baja temperatura (4 °C -10 °C) durante algunos
dias en la uva estrujada y despalillada, antes del inicio de la fermentacion alcoholica (Sacchi
et al., 2005). Esto, junto con la adicién de SO: ha resultado en un incremento en el contenido
de antocianos en vinos de variedad Barbera d’Asti (Casassa et al., 2016), en una mayor
extraccion de proantocianidinas en variedades Aglianico, Primitivo y Nero di Troia
(Gambacorta et al., 2019) e incluso un aumento en la formacion de ésteres (Gambacorta et
al., 2019). Otra forma para descender la temperatura durante la maceracion prefermentativa
es mediante la adicion de nieve carbonica, la cual produce la congelacion del liquido
intracelular en la uva estrujada y despalillada, incrementando su volumen y alterando la
estructura de las paredes celulares favoreciendo la difusion de compuestos de interés al vino

(Sacchi et al., 2005; Busse-Valverde, 2013; Casassa et al., 2015).

Otra técnica muy usada en bodega en el proceso de vinificacion es la adicién de enzimas
comerciales segun las actividades (poligalacturonasa, pectinmetilesterasa, pectin liasa,
celulasa, hemicelulasa y proteasa) presentes en estos cocteles enzimaticos su finalidad en el
proceso de elaboracion puede ser de extraccion de compuestos de interés (Osete-Alcaraz et
al., 2019a; Osete-Alcaraz et al., 2022), facilitar la clarificacion del vino (Osete-Alcaraz et al.,
2019b; Osete-Alcaraz et al., 2022) o incluso intervenir en la crianza sobre lias (Espejo, 2021)

al degradar las paredes celulares de la uva o de las levaduras.

Por otro lado, entre las técnicas emergentes usadas en el proceso de elaboracion del vino se
encuentran la aplicacion de altas presiones hidrostaticas, dicha técnica estd basada en la
aplicacion de presiones que oscilan entre 400-600 MPa durante 3-10 minutos (Morata et al.,
2017). La aplicacion de altas presiones han mostrado ser eficaces para la esterilizacion
microbiana sin aplicar altas temperaturas, no produciendo grandes cambios en sus
caracteristicas organolépticas (Kentish et al., 2011). También pueden favorecer la difusion de
compuestos de interés (polifenoles y aromas) al degradar las paredes celulares cuando son

aplicadas a la uva. Otra técnica emergente es la aplicacion de ultrasonidos (US) de alta
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potencia o baja frecuencia, basada en el fendmeno de la cavitacion (Chemat y Khan, 2011),
es decir, la formacion de microburbujas que colapsan e implosionan generando puntos
calientes de alta temperatura y presion (~5000 K y mas de 10 MPa) con capacidad para
formar radicales libres OH (Krasulya et al., 2014) e incluso emitir ondas de alta energia u
ondas de choque capaces de degradar las paredes celulares de la uva. Numerosos trabajos
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion desde el ano 2017, como los realizados
por Bautista-Ortin et al. (2017), permitieron la aprobacion de esta técnica por parte de la OIV
en el afio 2019 (Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino, 2019). Ademas, la
colaboracion en los ultimos afios con grupos de investigacion de la Universidad de la Rioja
y de la Universidad de Castilla La Mancha han permitido demostrar que esta técnica no solo
reduce los tiempos de maceracion (Bautista-Ortin et al., 2017; Pérez-Porras et al., 2021,
2022) o incluso sustituir la etapa de maceracion en la elaboracion de vinos blancos y rosados
al favorecer una extraccion mas rapida de los compuestos fenolicos (Labrador Fernandez et
al., 2022; 2023; Pérez-Porras et al., 2023a), sino que también incrementa la estabilidad del
color los vinos tintos al favorecer una mayor formacion de pigmentos estables (Pérez-Porras
etal., 2025), también aumenta el contenido de polisacaridos (Martinez-Lapuente et al., 2021,
2022, 2023; Pérez-Porras et al., 2023b) y mejora el perfil aromatico del vino (Oliver
Simancas et al., 2021; Labrador Fernandez et al., 2022, 2023), traduciéndose en una mayor

calidad del vino final.

Para incrementar la transferencia de compuestos de interés desde la uva al vino y mejorar las
caracteristicas cromaticas del vino, se puede utilizar también la técnica de los campos
eléctricos pulsados. Esta tecnologia se basa en la aplicacion de corrientes eléctricas de alto
voltaje (kV) de forma intermitente durante cortos periodos de tiempo (ms o ps) mediante
pulsos de tipo exponencial o cuadrado (Alvarez et al., 2006). et al., 2006), lo cual genera un
campo eléctrico entre 0,1-50 kV/cm. A partir de un determinado umbral, se produce una
alteracion en la estructura de las membranas celulares por la polarizacion dieléctrica y
reorientacion de los fosfolipidos, produciéndose la formacion de poros (electroporacion) en
la matriz del producto tratado (Tsong, 1991). En el caso de la aplicacion de esta técnica a la
uva, la electroporacién tiene que ser irreversible para que tenga lugar la difusion de los

compuestos de interés al mosto-vino durante la etapa de maceracion (Maza et al., 2019a,

2019b).
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1.8 Impacto del cambio climatico en la calidad del vino tinto en zonas
aridas y semiaridas

El cambio climatico estd modificando las condiciones ambientales en todas las zonas
vitivinicolas del mundo. Sus efectos pueden ser positivos para los vifiedos ubicados en éareas
frias, pero para aquellos situados en zonas calidas y secas, como en la Region de Murcia, las
consecuencias pueden ser negativas tanto para el volumen de producciéon como para la

composicion de las uvas y la calidad de los vinos.

El aumento de las temperaturas ya ha producido, en muchas regiones vitivinicolas
(especialmente en el Mediterraneo), un adelanto en la fenologia de la vid, tanto en la
brotacion, como en el envero y maduracion (Jones, 2008). Este adelanto en la cosecha puede
causar que la maduracion de las uvas se produzca en un periodo mas calido de lo habitual,
pudiendo tener efectos negativos sobre la calidad de las uvas y el vino (Webb et al., 2008).
Las altas temperaturas hacen que las uvas almacenen azicares y degraden los acidos mas
rapido que en condiciones normales ( Jones, 2008; Mira de Orduiia, 2010; Fraga et al., 2012),
y un desequilibrio entre la madurez industrial y la madurez fenodlica como consecuencia de
este cambio climatico. Por lo tanto, el vino obtenido de estas uvas alcanza un mayor grado
alcoholico, menor contenido de antocianos y por ende menor color (Resco et al., 2016; Van
Leeuwen & Destrac-Irvine, 2017), ya que las pieles permanecen fendlicamente inmaduras.
De hecho, el contenido alcohoélico de los vinos ha aumentado de manera constante desde los

afios ochenta, y hoy en dia es normal encontrar vinos tintos con un 15% vol. de etanol.

Otro efecto del cambio climatico es el aumento del pH en los vinos por una menor
concentracion de acidos organicos, fendmeno que en las zonas aridas suele ir acompafiado
de una elevada concentracion de potasio K*. Los valores bajos de pH son claves en la
estabilidad microbiologica y en el color de los vinos tintos. Mientras que los valores mas
altos de pH en el vino, pueden poner en riesgo la seguridad microbiana y la estabilidad del
vino. Ademas, Kudo et al. (1998) demostraron que niveles altos de potasio son un factor

directo en la causa de paradas de fermentacion, especialmente si los niveles de pH son altos.
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Por lo tanto, los desafios derivados del cambio climatico representan un reto para los
endlogos, quienes buscan estrategias para elaborar vinos equilibrados, con un grado
alcoholico y un pH adecuados que permitan mantener un contenido moderado de etanol. Para
ello, se estan desarrollando tanto précticas vitivinicolas orientadas a equilibrar el contenido
de azucares, el pH y la madurez fendlica, como técnicas enoldgicas que faciliten el manejo

de uvas menos maduras e incluso desciendan los valores de pH en uvas maduras.
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Objetivos







El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar diferentes técnicas enoldgicas
orientadas a la obtencion de vinos tintos jovenes de la variedad Monastrell. de alta calidad y
bajo grado alcoholico, elaborados en zonas aridas y semiaridas bajo un contexto de cambio

climatico. Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de la eliminacion total de semillas en vinos elaborados con uvas
inmaduras de Monastrell con el fin de obtener vinos con menor grado alcoholico,
pero manteniendo una calidad organoléptica comparable a la de vinos procedentes

de uvas con un nivel de madurez 6ptimo.

e Estudiar el efecto de la eliminacion parcial de semillas en uvas inmaduras,
evaluando asimismo su combinacion con la aplicacion de ultrasonidos y la
adicion de raspon con el fin de incrementar la calidad final del vino y reducir su

contenido alcohdlico.
e Determinar el efecto del tratamiento de mostos con resinas de intercambio

catidonico como método fisico de acidificacion alternativo al uso de acido

tartarico, analizando su impacto en la composicion, estabilidad y calidad del vino.
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Capitulo 1. Equilibrio entre Ila
madurez fenolica y el grado
alcoholico: Impacto de la eliminacion
total de semillas en los vinos tintos

Las analiticas de los vinos fueron realizadas en el laboratorio del grupo
de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de
Murcia. Este trabajo fue publicado en la revista Oeno one.

Pérez Mendoza, A. L., Martinez-Moreno, A., Gémez-Plaza, E., &
Bautista-Ortin, A. B. (2025). Balancing phenolic maturity and alcohol
content: The impact of seed removal on red wines. OENO One, 59(1),
169-181. https://doi.org/10.20870/0eno-one.2025.59.1.8348
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Resumen

El cambio climatico esta afectando significativamente la maduracion de la uva tinta en
regiones de clima cdlido, provocando un desequilibrio entre la maduracion tecnoldgica y la
fenolica, debido al retraso en la acumulacion de compuestos fendlicos. Esto obliga a las
bodegas a vendimiar uvas con una alta concentracion de azlcares, obteniendo vinos con un
elevado contenido de compuestos fenolicos, pero también con un alto grado alcohoélico. Sin

embargo, la demanda actual de los consumidores es de vinos con menor contenido de alcohol.

Una solucion para reducir el grado alcohdlico podria ser la elaboracion de vinos a partir de
uvas menos maduras, aunque en este caso la presencia de semillas inmaduras podria
aumentar la astringencia y el amargor del vino. La eliminacion de las semillas en estas uvas
inmaduras podria ser una buena alternativa, aunque no debe olvidarse que los taninos son
fundamentales para asegurar la estabilidad del color del vino mediante la polimerizacion con
antocianos, y la reduccién de la concentracion de estos compuestos podria afectar el potencial

de envejecimiento del vino.

Por ello, el objetivo de este trabajo es evaluar como afecta la eliminacion total de las semillas
en uvas inmaduras de la variedad Monastrell a la concentracion de compuestos fenolicos y
aromaticos, al color y a la calidad sensorial de los vinos tras seis meses de envejecimiento en
botella. Los resultados mostraron que la eliminacion de las semillas en uvas inmaduras redujo
significativamente la astringencia y mejoré la calidad sensorial del vino sin afectar
negativamente la intensidad del color. Estos hallazgos sugieren que la eliminacion total de
semillas en uvas inmaduras puede ser una estrategia enoldgica valiosa para mitigar los
desafios que plantea el cambio climatico y elaborar vinos Monastrell con menor contenido
alcoholico sin comprometer su calidad, ofreciendo al mercado el tipo de vino demandado por

el consumidor.
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Introduccion

El cambio climatico estd modificando las condiciones ambientales en todas las zonas
vitivinicolas del mundo. Sus efectos pueden ser positivos para los vifiedos situados en zonas
frias, pero para aquellos ubicados en zonas calidas y secas, como en la Region de Murcia, las
consecuencias pueden ser negativas, tanto en el volumen de produccién como en la calidad

de las uvas y los vinos.

Las altas temperaturas aceleran la acumulacion de azucares y la degradacion de los 4cidos en
las uvas en comparacion con las tasas observadas bajo condiciones climaticas mediterrdneas
tipicas (Mira de Ordufia, 2010; Martinez-Moreno et al., 2023). Ademads, dichas temperaturas
provocan un desequilibrio entre la madurez tecnologica y la madurez fenolica de las uvas.
En consecuencia, los vinos resultantes tienden a presentar mayor grado alcoholico, menor
contenido de d4cidos orgédnicos (principalmente malico), un pH més elevado y una
concentracion inferior de antocianos, con la consiguiente reduccion de la intensidad
colorante, ya que los hollejos, y especialmente las semillas, permanecen fendlicamente

inmaduros (Resco et al., 2016; Van Leeuwen & Destrac/Irvine, 2017).

De hecho, el contenido alcohdlico medio de los vinos tintos ha aumentado de forma constante
desde los anos ochenta, siendo hoy en dia normal encontrar vinos tintos con un 15% de etanol.
La concentracion de alcohol en el vino es un factor clave en la calidad de este, ya que el
etanol es esencial para la crianza, la estabilidad y las propiedades organolépticas del vino
(Pickering et al., 1998). Sin embargo, un alto contenido de etanol también presenta una serie
de inconvenientes técnicos en la elaboracion de vinos de calidad como: 1) posibles paradas
de la fermentacion alcohdlica, con un desarrollo lento de la actividad, ii) inhibicién o
complicaciones en la fermentacion maloléactica, debido a la menor actividad de Oenococcus
oeni. Lo que retrasa la estabilizacion de los vinos y aumenta algunas caracteristicas
sensoriales desfavorables, iii) menor volatilidad de algunos compuestos aromaticos,
pudiendo conducir a una menor complejidad aromatica de estos vinos. A esto se suman
numerosos inconvenientes para el consumidor, como una sensacion excesiva de calor durante
la cata, falta de sabor afrutado y frescura (posiblemente debido a la mayor solubilidad de los
componentes volatiles del vino, que afecta al umbral de deteccion y a la distribucion en la

fase gaseosa (Robinson et al., 2009), un contenido caldrico excesivo, efectos negativos del
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alcohol sobre la salud humana, controles estrictos para la conduccion de vehiculos y
aumentos de precio en aquellos paises cuyos impuestos estan vinculados al contenido de

etanol en la bebida.

Por todas estas razones, los consumidores de vino demandan cada vez con mayor frecuencia
vinos con un menor contenido alcohdlico. Mora et al. (2021) concluyeron que, los
consumidores jovenes mostraron una preferencia por vinos tintos suaves (descritos como con
una menor relacion entre el indice de polifenoles totales/polisacaridos), con aromas florales
y afrutados y bajo contenido alcoholico. Los estudios de Deroover et al. (2021), junto con el
informe sectorial de Alimarket Gran Consumo (2020), identificaron una serie de tendencias
emergentes en el sector vitivinicola, entre las cuales destaca el incremento en la demanda de
vinos con menor graduacion alcohdlica. Esta preferencia se enmarca en un cambio de
comportamiento del consumidor, motivado por una creciente preocupacion por la salud y la
busqueda de opciones percibidas como més saludables dentro del segmento de bebidas

alcoholicas.

Una estrategia enologica potencial para disminuir el contenido alcohdlico en el vino es
cosechar uvas con un menor contenido de azicar (y por tanto menos maduras). No obstante,
producir vino de alta calidad con estas uvas requiere resolver el problema de la inmadurez
fenolica, especialmente en las semillas, que aportaran al vino una alta astringencia y amargor
(Keller, 2020). Sin embargo, es importante considerar que los taninos desempefan un papel
clave en la estabilizacion del color del vino a través de su capacidad para formar complejos
estables con los antocianos mediante reacciones de polimerizacioén (Singleton & Trousdale,
1992), y esta reduccion en su concentracion puede afectar al potencial de envejecimiento del

vino.

En un estudio previo, Bautista-Ortin et al. (2014) elaboraron un vino Monastrell a partir de
uvas completamente maduras eliminando la totalidad de las semillas antes de la maceracion
fermentativa. Los resultados mostraron que la ausencia de taninos de semillas no afect6 a la
concentracion de antocianos, y la concentracion de taninos fue un 40% inferior a la de un
vino control elaborado con semillas. El estudio de copigmentacion (CA) reveld que ambos
vinos exhibieron una magnitud comparable de fendémenos de copigmentacion; sin embargo,

la intensidad colorante fue superior en el vino que contenia taninos de semillas, lo que sugiere
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que dichos compuestos contribuyen de manera significativa a la estabilizacion y expresion
del color en el vino. Ademas, el panel sensorial evalu6 los vinos elaborados sin semillas como
mas afrutados, menos astringentes y con una calidad general superior a los vinos control. Sin
embargo, estos vinos presentaban un alto contenido de alcohol, lo cual no se ajusta a las
preferencias actuales de los consumidores por vinos con menor graduacion alcohodlica
(Sekhon & Sun, 2024). Por ello, en este trabajo se elaboraron vinos tintos variedad Monastrell
a partir de uvas inmaduras con eliminacion total de semillas, se evaluaron y compararon sus
caracteristicas fenolicas, cromaticas y sensoriales respecto a los vinos elaborados con uvas
inmaduras y maduras en presencia de semillas tras 6 meses de envejecimiento en botella,
para verificar si esta practica enoldgica puede ser una alternativa para mitigar los desafios
que plantea el cambio climatico y producir vinos de Monastrell con menor grado alcoholico

sin comprometer su calidad.

Materiales y Métodos

1. Sitio del vifiedo y muestras de uva

Las uvas tintas Monastrell fueron cosechadas de un vifiedo en el Valle del Aceniche, situado
dentro de la D.O Bullas, en la region de Murcia, Espaiia. Las cepas de Monastrell, plantadas
en 1990, estan espaciadas a 2,5 por 3,0 metros (1333 cepas por hectarea). El vifiedo se
encuentra a una altitud de 850 metros sobre el nivel del mar y experimenta veranos calurosos
e inviernos muy frios, con nevadas ocasionales. La temperatura anual promedio fue de 15,9
°C y la precipitacion anual de 336 mm. Las cepas se cultivan utilizando un sistema de
conduccién en vaso y se cultivan bajo condiciones de secano (un método de cultivo en el que

las cepas dependen exclusivamente de la lluvia natural, sin ningtn tipo de riego).

2. Vinificaciones

Se utilizaron uvas Monastrell con diferentes grados de madurez (12 y 14 °B¢é) de la misma
parcela. Una vez cosechadas, las uvas fueron transportadas a la bodega experimental de la

Universidad de Murcia y se guardaron en una cdmara frigorifica durante 12 horas.
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Posteriormente, las uvas fueron estrujadas, despalilladas y distribuidas en depdsitos de acero
inoxidable de 10 litros. El tratamiento de eliminacion de semillas (SS12) se realizd
manualmente solo en uvas inmaduras. Los otros dos procesos de vinificacion que implicaban
la presencia de semillas se llevaron a cabo con uvas inmaduras (C12) y maduras (C14). Todas
las vinificaciones se realizaron por triplicado. La fermentacion de todos los vinos tuvo lugar
a 22 °C utilizando la levadura de fermentacion Viniferm CT007 (Agrovin SA, Alcazar de San
Juan, Ciudad Real, Espafia) a una dosis de 25 g/hL. También se adicionaron Actimax Plus,
25 g/hL, (Agrovin SA, Alcazar de San Juan, Ciudad Real, Espafia) y Actimax Natura 25 g/hL,
(Agrovin SA, Alcazar de San Juan, Ciudad Real, Espafia) para evitar paradas de

fermentacion.

Durante los 7 dias de maceracion, el sombrero se sumergié dos veces al dia. Transcurrido
este tiempo, el vino fue descubado y la pasta prensada. Los mostos flor y prensa se mezclaron
y se reintrodujeron en el mismo deposito. Después de completar la fermentacion alcoholica
(FA), los vinos fueron trasegados, sulfitados y estabilizados en frio durante un mes. Tras este
periodo, los vinos fueron trasegados nuevamente, sulfitados y embotellados en botellas de
375 mL. Los analisis de los parametros cromaticos, compuestos fendlicos y aromaticos y

sensoriales se realizaron después de 6 meses de envejecimiento en botella.

3. Determinaciones analiticas

3.1 Parametros fisico-quimicos

Los vinos fueron caracterizados midiendo el contenido alcohdlico, pH y acidez segun los

métodos de la Comunidad Europea (Regulation Commision, 1990).

3.2 Analisis espectrofotométricos

Los pardmetros cromaticos fueron evaluados utilizando un espectrofotoémetro UV/visible
(modelo Helios Alpha de Thermo Spectronic, Cambridge, Reino Unido). La intensidad
de color (IC) del vino no diluido se determind como la suma de las absorbancias a 620

nm, 520 nm y 420 nm seguin Glories (1984).
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3.3 Determinacion de taninos por HPLC

La determinacion de la concentracion y composicion de taninos (grado medio de
polimerizacion, porcentaje de galoilacion y porcentaje de epigalocatequina) se realizod
mediante el método de fluoroglucinolisis segun Busse-Valverde et al. (2010). El equipo
utilizado fue un sistema de HPLC Waters 2695 (Waters, Milford, MA) acoplado a un
detector diodo array 2996 Waters y una columna Atlantis dC18 (250 x 4,6 mm, Spm)
protegida con una pre-columna del mismo material (250 x 4,6 mm, Sum). El volumen de
inyeccion fue de 10 pL. Se utilizd6 una mezcla de agua/acido formico (98:2 v/v) como
disolvente A y acetonitrilo/disolvente A (80:20 v/v) como disolvente B, a flujo de 0,8
mL/min y una temperatura en el horno de 30 °C. Las condiciones de elucion fueron las
siguientes: 100% A durante 5 min, gradiente lineal de 100 a 90% A en 30 min y gradiente

de 90 a 80% en 30 min, seguido de lavado y reequilibrado de la columna.

3.4 Determinacion de compuestos fenolicos por HPLC

La separacion de antocianos y vitisinas en vino se llevo a cabo en un cromatografo liquido
Waters Acquity Arc (Waters, Milford, MA, EE.UU.) equipado con un detector diodo-
array Waters 2998 (Waters, Milford, MA, EE.UU.). La columna utilizada fue
Poroshell120 EC-C18 (150 mm x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EE.UU.). La composicion de las fases moviles fue 1% de acido formico en Agua (A)
y 1% de 4cido férmico en una mezcla 1:1 (v/v) de metanol:acetonitrilo (B). El gradiente
de elucion comenzo6 con 100% A durante 2 min, aumento lineal de 0 a 15% B en 33 min,
de15a21%Ben 15 minyde 21 % a 30% B en 20 min seguido de lavado y reequilibrado
de la columna. El horno de la columna se mantuvo a 55 °C, el flujo fue de 0,3 mL/miny
el volumen de inyeccion fue de 5 plL. La identificacion y cuantificacion de los
compuestos se realizd a 520 nm utilizando cloruro de malvidina-3-glucésido como

estandar externo.
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3.5 Determinacion de compuestos volatiles

Para el analisis de los compuestos volatiles se anadieron 10 mL de vino a un vial de vidrio
de 30 mL. A este vial se le afiadieron 4 gramos de cloruro de sodio y 25 pL de un estandar
interno

(2-octanol, Sigma-Aldrich). El vial fue sellado herméticamente con una tapa recubierta
de PTFE. La solucion se homogenizdé con un agitador vortex (IKA, Konigswinter,
Alemania). La determinacion cromatografica de los compuestos volatiles se realizd
utilizando un sistema de cromatografia de gases HP 5890 GC acoplado a un
espectrometro de masas simple cuadrupolar HP 5972 (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA). En total, se inyectaron 2 pL del extracto en modo Split. Para el analisis se utilizo
una columna capilar HP InnoWax (50 m x 0,32 mm, 0,25 pm Agilent Technologies, Palo
Alto, CA). La temperatura del inyector se programo a 40 °C durante 5 min, se incrementd
hasta 225 °C a una velocidad de 3 °C/min y luego se mantuvo a esta temperatura durante
5 min. El detector funcion6 en modo de ionizacion por impacto electronico (70 eV), con
un rango de adquisicion (m/z) de 50 a 200 uma. La identificacion de los picos se realizo
comparando los espectros de masas con una libreria (Wiley 6.0, Chichester, Reino Unido)
y comparando los indices de retencion calculados con los publicados en la bibliografia.
Los datos semicuantitativos se obtuvieron calculando el area relativa del pico (sefial total
de iones o la de fragmentos seleccionados en el caso de algunos compuestos coeluidos)

en relacion con la de estandar interno.

3.6 Analisis sensorial

Los vinos fueron sometidos a una evaluacion sensorial utilizando un analisis descriptivo.
Antes de realizar el andlisis sensorial, los vinos procedentes de las tres réplicas
independientes de cada tratamiento fueron homogeneizados mediante mezclado, con el
fin de obtener una muestra representativa y minimizar posibles variaciones entre
replicaciones. Participaron 12 miembros del personal con amplia experiencia en analisis
sensorial de vinos. Estos realizaron varias sesiones de formacion para establecer y definir
descriptores adecuados para la evaluacion formal de los vinos. Las muestras de vino se

presentaron en alicuotas de 40 mL codificadas y servidas en copas estandar de vino. Las
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evaluaciones se realizaron en una sala controlada mantenida a 20 °C libre de olores,

ruidos, distracciones y con la cabina iluminada con luz blanca.

Analisis estadistico

El anélisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el paquete Statgraphics Centurion
XVI.3 (Statpoint Technologies, Inc., The Plains, Va, EE.UU.). Los parametros fisico-
quimicos, los compuestos fendlicos y aromaticos, y los datos sensoriales fueron
procesados mediante andlisis de varianza (ANOVA) (p < 0,05). Las diferencias entre

medias fueron comparadas mediante el método de TUKEY.
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Resultados y Discusion

1. Parametros fisico-quimicos

Las caracteristicas fisicoquimicas (porcentaje de alcohol, pH y acidez total) de los vinos
elaborados se muestran en la Tabla 1. Los vinos elaborados con uvas de 12°Bé, tanto con
semillas (C12) como sin semillas (SS12), no presentaron diferencias significativas en sus
pardmetros fisico quimicos. Ambos vinos tuvieron un contenido alcohélico promedio de
12,4% vol, mientras que los vinos elaborados con uvas de 14° B¢ (C14), mostraron un mayor
contenido alcohdlico de 14,6%. Los valores de pH fueron 3,43 en el (C12) y 3,58 en (C14).
En cuanto a la acidez total, los vinos (C12) y (SS12) presentaron una acidez promedio de

5,90 g/L, mientras que el vino (C14) tuvo una acidez total de 5,59 g/L.

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de vinos tintos Monastrell.

. o Acidez total
Tratamiento Alcohol (%vol) pH (@/L)
C12 123 a 343 a 5,87b
SS12 12,5a 342 a 5,94 b
C14 14,6 b 3,58b 5,59a

C12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé con semillas, SS12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé sin
semillas, C14: vino elaborado con uvas de 14 °Bé con semilla. Letras diferentes en de la misma columna
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

2. Concentracion y composicion de taninos

La concentracion total de taninos y su composicion fueron determinadas mediante el método
de fluoroglucinolisis. La tabla 2 muestra el contenido de taninos condensados (TT), el grado
medio de polimerizacion (GPm), el porcentaje de subunidades de (-)-epigalocatequina
(%EGC) y grado de galoilacion (%Gal). Los vinos C14 presentaron la mayor concentracion
de taninos y GPm, con valores de 539 mg/L y 7,57 respectivamente. Como era de esperar, la

menor concentracion de taninos se encontrd en el vino SS12. Este vino mostrd el mayor
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porcentaje de EGC (18,9%), mientras que el vino C12 obtuvo el porcentaje mas bajo de esta
subunidad EGC (15,2%). Ademas, el vino C12 presentd un mayor porcentaje de galoilacion
(proporcion de subunidades flavandlicas galoiladas con respecto a las subunidades
flavandlicas totales) en comparacion con los vinos C14 y SS12 con valores de 3,43%, 2,61%
y 1,87% respectivamente. Estos resultados indican que hay una mayor difusion de taninos
procedentes de las semillas en el vino C12 que en el C14, probablemente debido a la menor
lignificacion de las semillas inmaduras, lo que facilita una mejor difusion de los taninos desde
las semillas al mosto/vino. Por el contrario, la mayor lignificacion en semillas maduras

dificulta mas su liberacion (Cadot et al., 2006).

Estos resultados coinciden con la diferente composicion de taninos en el hollejo y en las
semillas, previamente reportadas en la bibliografia (Busse-Valverde et al., 2010; Rodriguez
Montealegre et al., 2006). La elevada concentracion de taninos en el vino C14 probablemente
se debe al mayor contenido de etanol, lo que puede potenciar la solubilizacion de las paredes
celulares del hollejo y la cuticula de las semillas, facilitando la difusion de taninos al vino.
Canals et al. (2005) también observaron un incremento de compuestos fendlicos y taninos en
vinos elaborados con uva mas madura. Ademas, los taninos derivados de semillas poseen un
menor grado medio de polimerizacion (GPm) comparado con aquellos procedentes del
hollejo (Guaita et al., 2017). Por tanto, la eliminacion de semillas en el vino SS12 resultd en
una reduccion en el contenido de taninos y un aumento en el GPm en comparacion con el
vino C12. Este aumento significativo en ¢l también ha sido reportado previamente en vinos
elaborados con una eliminacion temprana de semillas en variedades tintas como Merlot (Lee
etal., 2008) o Galioppo (Guaita et al., 2017). Ademas, los taninos de semillas suelen presentar
un mayor grado de galoilacion en comparacion con los taninos procedentes del hollejo
(Souquet et al., 1996), por lo que su eliminacion durante la vinificacion dio lugar a una
reduccion significativa en el porcentaje de galoilacion en los taninos presentes en los vinos

SS12.

Es importante destacar que la concentraciéon y composicion de los taninos juegan un papel
crucial en las caracteristicas sensoriales de los vinos tintos (Gawel, 1998), influyendo
significativamente en su calidad (Gomez-Plaza et al., 2016). Sin embargo, una alta

concentracion de taninos, junto con elevados niveles de galoilacion y valores bajos de GPm
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puede acentuar las percepciones de astringencia y amargor (Vidal et al., 2003). No obstante,
estos efectos pueden verse atenuados por la presencia de (-)-epigalocatequina en la estructura
de los taninos, ya que este flavanol influye en sus propiedades quimicas y sensoriales,
modulando su reactividad y percepcion organoléptica (Chira et al., 2009; Fernandez et al.,

2007).

Tabla 2. Concentracion y composicion de taninos determinados por el método de
fluoroglucinolisis en vinos tintos Monastrell.

Tratamiento TT (mg/L) GPm %EGC %Gal
C12 334b 3,69a 15,2 a 343 ¢
SS12 203 a 431b 18,9b 1,87 a
C14 539¢ 7,57 ¢ 16,3 ab 2,61b

TT: taninos totales, GPm: grado medio de polimerizacion, % EGC: porcentaje de (-)-
epigalocatequina, %Gal: porcentaje de galoilacion. C12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé con
semillas, SS12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé sin semillas, C14: vino elaborado con uvas de
14 °Bé con semilla. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05).

3. Concentracion de antocianos y vitisinas

La Tabla 3 muestra la concentracion de antocianos libres y poliméricos, asi como vitisinas
en los vinos elaborados de forma tradicional con uvas vendimiadas en diferentes etapas de
maduracion C12, C14 y vinos elaborados sin semilla SS12 determinados mediante HPLC.
En cuanto al contenido total de antocianos, no se observaron diferencias significativas entre
los vinos C12 y SS12, mientras que el vino C14 presentd la mayor concentracion de estos
compuestos. Estudios previos tampoco observaron diferencias significativas en la
concentracion de antocianos cuando se eliminaron las semillas en vinos de la variedad
Gaglioppo (Guaita et al., 2017) o Monastrell (Bautista-Ortin et al., 2014) respecto a cuando
éstas estuvieron presentes. Sin embargo, en vinos de la variedad Merlot se observd un
aumento en el contenido de antocianos tras la eliminacion de las semillas (Lee et al., 2008),

aunque en este caso dicha eliminacion se realizd cuando el contenido de azucar durante la
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fermentacion estaba cerca de los 10° Brix. La mayor acumulacion de antocianos en el hollejo,
junto con una degradacion progresiva de las paredes celulares a medida que la uva madura,
explicaria la mayor presencia de antocianos en los vinos (C14). Este patron también ha sido
reportado en estudios previos realizados por Bautista-Ortin et al. (2005) en la variedad

Monastrell.

El vino C14 exhibid el mayor contenido de antocianos libres 92,1 mg/L, seguido de C12,
mientras que el SS12 present6 la concentracion mas baja. En todos los vinos analizados, la
malvidina-3-glucosido fue el antociano predominante. No obstante, otros antocianos, como
la malvidina-(6-acetil)-3-glucésido, peonidina-(6-cumaril)-3-glucoésido y malvidina-(6-
cumaril)-3-glucésido no fueron detectados en el vino SS12, aunque estaban presentes en los
vinos C12 y C14, lo que sugiere que la eliminacion de semillas podria haber influido en la

extraccion o estabilizacion de estos compuestos minoritarios.

En relacion con las vitisinas, la eliminacion total de semillas incremento significativamente
la concentracion de estos compuestos en el vino, duplicando casi los valores mostrados por
el vino C12 y superando en un 32% la concentracion de vitisinas encontradas en el vino C14.
En todos los vinos, la malvidina-3-glucosido-piravico (Vitisina A) fue la vitisina
predominante, alcanzando valores de 10,1 mg/L para SS12, 7,2 mg/L para C14 y 5,5 mg/L
para C12. Ademas, se observo una mayor formacion de vitisina B en el vino C12 en
comparacion con el C14, aunque fue el vino elaborado sin semillas (SS12) el que obtuvo la
mayor concentracion de este compuesto. Por ultimo, el vino SS12 tuvo la mayor
concentracion de antocianos poliméricos no observandose diferencias significativas entre los

otros dos vinos elaborados C14 y C12.

La ausencia de taninos procedentes de las semillas en el vino SS12, en comparacion con C12
y C14, podria favorecer una mayor disponibilidad de antocianos libres para participar en
reacciones de condensacion, tanto con otros compuestos fenolicos como entre ellos mismos,
promoviendo la formacion de pigmentos de bajo peso molecular, como las vitisinas, asi como

de pigmentos poliméricos.
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Tabla 3. Antocianos y vitisinas (mg/L) medidos por HPLC en vinos tintos Monastrell.

Compuestos C12 SS12 C14
Antocianos Libres

Del-3-glucosido 6,16b 3,75a 5,66b
Cian-3-glucésido 2,58¢ 098a 2,050
Pet-3-glucosido 9,22b 5,71a 948D
Peond-3-glucésido 735b 3,63a 8,02d
Malv-3-glucésido 46,10b 26,77a 5831c
Malv-(6-acetil)-3-glucosido 2,43 b 0a 295¢
Peond-(6-coumaril)-3-glucosido 0,39b 0a 0,64 ¢
Malv-(6-coumaril)-3-glucosido 3,72 b 0a 5,02 ¢
2 Antocianos Libres 7798b 40,87a 92,16c¢
Vitisinas

Del-3- glucosido -acido pirtivico 0,19a 0,50b 0,14a
Cian-3- glucésido - acido piravico 0,15a 0,18a 0,12a
Pet-3- glucosido - acido piravico 0,84a 1,48b 092b
Peond-3- glucésido - &cido piravico 0,55a 1,08b 0,63a

Malv-3- glucosido - acido pirtvico (VitisinaA) 5,55a 10,11¢c  7,29b
Malv-3- glucésido-acetaldehido (Vitisina B) 0,89b 1,08¢ 0,57a

Malv-6-acetil-3-glucésido-4cido piravico 0,10a 033c¢c 0,23b
Malv-6-coumaril-3-glucosido-acido piruvico 097a 1,75¢ 1,30b
2 Vitisinas 9,2 a 16,5¢ 11,3b
Antocianos Poliméricos 255b 418c¢c 24,1a
2 Antocianos 112,8a 99,3a 1275b

Delf: delfinidina, Cian: cianidina, Pet: petunidina, Peond: peonidina, Malv: malvidina.C12:
vino elaborado con uvas de 12 °Bé con semillas, SS12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé sin
semillas, C14: vino elaborado con uvas de 14 °Bé con semilla. Letras diferentes en la misma
fila indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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Este comportamiento ha sido previamente descrito por Bindon et al. (2014a). Estos autores
indicaron que, si bien, estos pigmentos formados exclusivamente por antocianos son mas
susceptibles a su decoloracion por bisulfito que aquellos que incluyen taninos en su
estructura, contribuyen de manera significativa a la absorbancia a 520 nm al pH del vino y
ademas, podrian ser intermediarios importantes la formacion de pigmentos poliméricos en el
vino, lo cual incluye reacciones de condensacidon posteriores con taninos y/o otros
polifenoles. Bindon et al. (2014b) reportaron que la cinética de formacion de pigmentos
poliméricos durante el envejecimiento no depende necesariamente de la concentracion de
taninos, ya que la evolucion de la pigmentacion por taninos fue similar en los vinos con bajas
y altas de antocianos y taninos. Sin embargo, algunos estudios sugieren que una mayor
extraccion de taninos del hollejo de la uva durante la vinificacion puede conducir a una
concentracion mas alta de taninos en el vino y favorecer la formacion de pigmentos
poliméricos (Cortell et al., 2005; Cortell et al., 2007; Ristic et al., 2010). Por tanto, mas
estudios habria que llevar a cabo para entender la influencia de la ausencia de taninos de

semillas en la incorporacion de taninos del hollejo en los pigmentos poliméricos.

4. Intensidad de color

La intensidad de color de los vinos se muestra en la figura 1. El vino elaborado con
eliminacion de semillas antes de la maceracion SS12 mostr6 la mayor intensidad de color
(13,2), seguido por el vino obtenido a partir de uvas mas maduras C14. En cambio, la menor
intensidad de color se observo en el vino control producido con semillas de uvas menos
maduras C12. El aumento en la intensidad de color en el vino SS12 podria atribuirse a su
mayor contenido en pigmentos de baja y alta polimerizacion, los cuales contribuyen
significativamente en el color del vino, mejorando su intensidad de color (Cheng et al., 2023).
Aunque Lee et al. (2008) no encontraron diferencias visuales notables en el color entre los
vinos control y aquellos con eliminacion de semillas, si observaron que los vinos control eran
ligeramente mas claros (mayor valor de L*) y mds anaranjados. Sin embargo, los resultados

del presente estudio demuestran diferencias claras en la intensidad de color, destacando el

80



efecto combinado de la eliminacion de semillas y del grado de madurez de las uvas en la

elaboracion del vino.

Figura 1. Intensidad de color medida espectrofotométricamente en vinos tintos
Monastrell.
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13
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Intensidad de color
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10 HEHEH
c12 Ss12 c14
C12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé con semillas, SS12: vino elaborado con uvas de 12

°Bé sin semillas, C14: vino elaborado con uvas de 14 °Bé con semilla. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

5. Compuestos aromaticos

Hasta la fecha, son pocos los estudios publicados sobre el perfil aroméatico de los vinos tintos
con eliminacion de semillas. Los compuestos volatiles identificados fueron clasificados en 5

grupos quimicos: alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, terpenos y acidos (Tabla 4).

La concentracion de compuestos volatiles en todos los vinos estudiados fue més alta para los
grupos de alcoholes y ésteres, seguida por los acidos. El vino C14, elaborado con uvas mas
maduras, presentd concentraciones mas altas de alcoholes, ésteres y terpenos, mientras que
el vino C12, elaborado con uvas menos maduras, tuvo concentraciones mas altas de aldehidos
cetonas y 4acidos. Como era de esperar, el vino de uvas mds maduras C14 mostro
concentraciones mas altas de compuestos aromaticos, ya que la maduracion de la uva

conlleva un incremento en el contenido de alcoholes, ésteres y terpenos (Torchio et al., 2016).
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Estos resultados son muy similares a aquellos reportados por Gu et al. (2022), quienes
observaron incrementos similares en la concentracion de alcoholes, esteres y terpenos a
medida que uvas tintas de diferentes variedades maduraban. Ademads, aunque el vino C14
mostré un aumento significativo de ésteres en comparacion con el vino C12, el vino sin
semillas SS12 presentd una concentracion alin mayor de ésteres que su control C12 y se
asemejo estrechamente al vino C14 de uvas mas maduras. Los ésteres, conocidos por sus
aromas frutales, se producen durante la fermentacion mediante la esterificacion de alcoholes
y acidos grasos por el metabolismo de las levaduras (Yilmaztekin et al., 2015). El aumento
observado en los ésteres en el vino SS12 puede atribuirse a la mayor concentracion de acidos
grasos presentes en este vino. Los 4cidos grasos son precursores bien establecidos de los
ésteres aromaticos, y concentraciones mas altas de acidos grasos conducen a una mayor
formacion de ésteres (Bertrand, 1981). Ademas, la eliminacién manual de semillas durante
el tratamiento SS12 probablemente facilité la liberacion de acidos grasos en el vino,
promoviendo ain mas la sintesis de ésteres. Investigaciones previas han demostrado que
diferentes técnicas enoldgicas pre-fermentativas influyen significativamente en las
concentraciones de 4cidos grasos en el mosto (Chen et al., 2023). En particular, estos estudios
reportaron un aumento notable en los niveles de acidos grasos cuando se emplearon técnicas
enoldgicas como el despalillado y estrujado. Los resultados obtenidos en este estudio
sugieren que la eliminacion de semillas durante la vinificacion de uvas menos maduras
(caracterizadas por un menor contenido de azlcares y, por tanto, un menor potencial
alcoholico) pueden mejorar los aromas afrutados, lo que a su vez mejora la calidad del vino.
La mayor concentracion de 4cidos en los vinos C12 en comparacion con los vinos C14 puede
deberse a variaciones en la composicion del mosto entre ambos, reflejando diferencias en la

madurez de las uvas y el perfil quimico (Schreirer, 1979).
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Tabla 4. Principales compuestos volatiles en los vinos tintos Monastrell.

C12 SS12 C14
Alcoholes 11306+£14210ab 9399+1148a 13211+1761b
Esteres 9248+407a 10482+657b 10977+633b
Aldehidos y Cetonas 158+31b 136+30a 154+29ab
Terpenos 132+12a 13+£12a 167+14b
Acidos 625+625c¢ 576+115b 469+82a
X Compuestos volatiles 21471+5531a 20635+5307a  24980+6529b

C12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé con semillas, SS12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé sin
semillas, C14: vino elaborado con uvas de 14 °Bé con semilla. La concentracion de compuestos
volatiles se expresa en ug equivalentes de 2-octanol/L. Letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

6. Analisis sensorial

La evaluacion sensorial de los vinos sin semillas se muestra en la Figura 2. En ella se
observaron diferencias significativas en todos los descriptores excepto en la intensidad de
color. Los vinos SS12 obtuvieron puntuaciones mas altas en tonalidad en comparaciéon con
el vino C14, por lo que los catadores percibieron un color mas violeta/purpura en el vino sin
semillas. Los vinos C14 y SS12 recibieron puntuaciones significativamente mas altas en
calidad de aroma en comparacion con el vino C12. Esta tendencia se extendi6 a atributos
como calidad en boca y la persistencia. En términos de descriptores aromaticos, el vino SS12
obtuvo la mayor puntuacién en aromas a fruta y la mas baja en aromas vegetales, que a
menudo se asocian con vinos tintos de menor calidad. Resultados similares a los nuestros
fueron reportados por Cliff et al. (2012), quienes observaron que la adicion de extractos de
semillas de uva durante la vinificacién suprimia significativamente los aromas frutales en los
vinos resultantes. Ademas, este aumento en la puntuacion de aroma a fruta es consistente con
el aumento significativo de ésteres en el vino SS12, alcanzando valores similares a los
obtenidos por el vino C14 (Tabla 3). En cuanto a la descripcion del sabor, el vino SS12 mostro
las puntuaciones mas bajas de astringencia, seguido por C14. El vino SS12 también recibio
una puntuacion significativamente menor en amargor en comparacion con el vino C14, lo

que concuerda con estudios previos realizados en vinos tintos con eliminacién de semillas
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(Bautista-Ortin et al., 2014; Roser Canals et al., 2008). La reduccion del amargor en vinos de

uvas inmaduras probablemente se debe a niveles mas bajos de fenoles galoilados, que

interactian mas intensamente con los receptores del sabor amargo debido a su naturaleza

lipofilica (VanderWeide et al., 2022), asi como a niveles elevados de (-)-epigalocatequina en

la estructura de los taninos (Chira et al., 2009; Fernandez et al., 2007). Por ultimo, el vino

SS12 mejord significativamente las puntuaciones de persistencia y armonia, alcanzando

valores comparables a los del vino C14. En general, la eliminacion de semillas durante la

vinificacion tuvo un impacto marcado en los atributos sensoriales de los vinos resultantes,

mejorando particularmente las percepciones de aroma y sabor, lo que condujo a una

experiencia sensorial mas equilibrada y placentera.

Figura 2. Analisis sensorial de los vinos tintos Monastrell.
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INTENSDAD DE COLOR
ACIDEZ* 10 TONALIDAD*
INTENSIDAD DEL
*
ASTRINGENCIA AROMA*
AMARGOR*
PERSISTENCIA* FRUTAL*
ARMONIA VEGETAL*

INTENSIDAD DE

k
CUERPO SABOR

CALIDAD DE SABOR*

C12: vino elaborado con uvas de 12 °Bé con semillas, SS12: vino elaborado con uvas de 12
°Bé sin semillas, C14: vino elaborado con uvas de 14 °Bé con semilla. *muestra diferencias

significativas (p<0,05).

CALIDAD DEL AROMA*



Conclusiones

Este estudio demuestra que la eliminacion de semillas durante la vinificacion influye
significativamente el color, el contenido fendlico y el perfil sensorial del vino. El vino
elaborado sin semillas SS12 presentd una menor concentraciéon de taninos, un mayor
contenido de (-)-epigalocatequina y una menor percepcion de astringencia y amargor en
comparacion con los vinos elaborados con semillas C12 y C14. La ausencia de semillas
favorecio6 el desarrollo de pigmentos poliméricos y vitisinas, mejorando la intensidad del
color del vino SS12, probablemente como resultado de una mayor disponibilidad de
antocianos y su implicacion en reacciones de copigmentacion y condensacion durante la
vinificacion y crianza. Asimismo, la eliminacion de semillas promovié una mayor expresion
aromatica a fruta, respaldados por el mayor contenido de ésteres, creando una experiencia
sensorial comparable a la de los vinos elaborados con uvas totalmente maduras C14. Esta
técnica también mejoro la persistencia y armonia del vino en boca, lo que sugiere que la
eliminacion de semillas podria mejorar el balance y la calidad de los vinos elaborados con
uvas inmaduras. Estos hallazgos subrayan la importancia de adaptar las técnicas de
vinificaciéon a la madurez y condiciones de las uvas, siendo la eliminaciéon de semillas
ofreciendo una estrategia potencial para mejorar la calidad del vino cuando se utilizan uvas
aun no completamente maduras. Aunque se necesitan mas investigaciones para explorar el
papel de los taninos y antocianos o de antocianos solo en la formacion de pigmentos
poliméricos y como evolucionan los perfiles aromaticos de estos vinos con el tiempo.
Ademas, dado que la eliminacion completa de semillas es una técnica que presenta desafios
significativos en bodegas comerciales, investigaciones futuras deberian explorar soluciones
innovadoras, incluida el desarrollo de equipos especificos, para hacer que este proceso sea

mas viable y eficiente.
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Capitulo 2. Vinificacion de wuvas
tintas inmaduras: impacto de Ila
eliminacion parcial de semillas,
ultrasonidos y raspon en la calidad
del vino

Las analiticas de los vinos fueron realizadas en el laboratorio del
grupo de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad de Murcia.
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Resumen

El calentamiento global esta alterando significativamente la maduracion de la uva tinta en
regiones de clima célido, generando un desajuste entre la maduracion tecnologica y fendlica.
Esta situacion conlleva vendimias con altos niveles de azicar que dan lugar a vinos con
elevada graduacion alcoholica, lo cual no se ajusta con la demanda actual de vinos mas
saludables y con menor contenido alcoholico. Una posible estrategia para abordar este reto
consiste en vinificar uvas menos maduras; sin embargo, la presencia de semillas verdes o
poco lignificadas puede incrementar la astringencia y el amargor del vino, comprometiendo
su calidad sensorial. En este estudio se evalu¢ el efecto de la eliminacion parcial de semillas
(EP), junto con la aplicacion de ultrasonidos (EP US) y adicion controlada de raspon (EP US
R11 25% o R11 50%) sobre la calidad de vinos jovenes de Monastrell elaborados a partir de
uvas inmaduras. Se analizaron pardmetros fisico-quimicos, compuestos fenolicos, color,
perfil aromatico y caracteristicas sensoriales tras 1 mes de envejecimiento en botella. Los
resultados mostraron que la EP redujo significativamente la concentracion de taninos y la
percepcion de astringencia, mejorando el equilibrio en boca. La combinacién con US
favorecio la extraccion de taninos del hollejo y la formacion de pigmentos estables como las
vitisinas. La adicion de raspon al 25% increment6 la concentracion de taninos y compuestos
aromaticos frutales (ésteres), mientras que la adicion al 50% introdujo notas herbaceas
indeseadas. Estos resultados indican que la EP, combinada con tecnologias fisicas y el uso
moderado de raspdn, representa una estrategia enoldgica prometedora para elaborar vinos
con menor graduacion alcohdlica a partir de uvas inmaduras, manteniendo una alta calidad
organoléptica. Futuros trabajos deberian centrarse en analizar la evolucion de estos vinos
durante periodos de envejecimiento mas prolongados y su impacto en el potencial de

envejecimiento.
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Introduccion

Los compuestos fendlicos presentes en la uva desempefian un papel fundamental en la calidad
del vino tinto, ya que influyen en su color, estructura, estabilidad y caracteristicas sensoriales
(Hornedo-Ortega & Génzalez-Centeno, 2021). Entre ellos, destacan los taninos y antocianos,
responsables de la intensidad cromatica y la astringencia de los vinos tintos. Los taninos, que
provienen principalmente de las semillas y en menor concentracion de los hollejos de 1a uva,
contribuyen a la sensacidon de astringencia, cuerpo y persistencia en boca, ademas de
desempefiar un papel crucial en la evolucion del vino durante el envejecimiento. Los
antocianos, por su parte, determinan la tonalidad del vino, desde matices violaceos en vinos
jovenes hasta tonos mas teja en vinos envejecidos. Ademas, los compuestos fenolicos tienen
una interaccion clave con las proteinas y polisacaridos del vino, modulando su percepcion
sensorial y su estabilidad coloidal (Zhai et al., 2025). La gestion de la extraccion fenolica
durante la vinificacion es, por tanto, un aspecto critico para lograr el equilibrio entre

estructura, suavidad y complejidad aromatica en el vino tinto.

El cambio climatico estd modificando los patrones de maduracion de la uva afectando
directamente a la acumulacion y composicion de los compuestos fenolicos en el vino tinto.
El incremento de temperaturas acelera la maduracion tecnologica favoreciendo una rapida
acumulacion de azlcares, pero sin garantizar la correcta maduracion fendlica (Pérez-
Mendoza et al., 2025). Esta falta de sincronia conduce a vendimias con uvas maduras desde
el punto de vista tecnologico (con alto contenido en azlicares) pero fendlicamente inmaduras,
lo que da lugar a vinos con un grado alcohdlico mas elevado y una menor concentracion de
compuestos fenolicos procedentes del hollejo, afectando negativamente a su calidad.
Ademés, las semillas procedentes de bayas fendlicamente inmaduras presentan una mayor
proporcion de flavan-3-oles monoméricos como (+)-catequina, (-)-epicatequina y
especialmente (-)-epicatequinagalato, en comparacion con las semillas procedentes de uvas
completamente maduras (Kennedy et al., 2000). Mientras que los, taninos exhiben un menor
grado de polimerizacidon y un alto porcentaje de galoilacion favoreciendo su capacidad de
interaccion con proteinas salivales e incrementando la percepcion de astringencia (Souquet

et al., 1996).
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En este contexto climatico de altas temperaturas y escasas precipitaciones, el desacople entre
madurez tecnologica y fenolica impone la necesidad de adaptar las estrategias viticolas y
enologicas para mitigar los efectos negativos que el cambio climatico estd produciendo en la
elaboracion de vinos tintos de calidad. Entre las medidas enoldgicas tradicionales empleadas
para contrarrestar los efectos negativos de este desacople de la maduracion en la calidad final
del vino destacan: i) la maceracion prefermentativa en frio, ya que limita la extraccion de los
taninos al reducir la solubilidad de los compuestos fendlicos a bajas temperaturas y favorece
la extraccion de antocianos, mejorando asi la intensidad y estabilidad del color sin
incrementar la astringencia (Dequin et al., 2017). ii) uso de técnicas de remontado, que
controla la extraccion fendlica al gestionar el contacto entre el mosto y las partes sélidas de
la uva. iii) La crianza de vinos en barrica y microoxigenacion, lo que promueve la evolucion
de los taninos a través de procesos de oxidacion y polimerizacion controlada, reduciendo su
reactividad con las proteinas salivales y mejorando su integracion sensorial (Tao et al., 2023;
Dequin et al., 2017), iv) adicion de polisacaridos, capaces de formar complejos estables con
taninos, lo que atentia la percepcion de astringencia y confiere mayor untuosidad y equilibrio
al vino (Zhai et al., 2023). V) la eliminacion parcial de semillas durante la fermentacion
alcoholica, practica que puede contribuir a disminuir la concentracion de taninos,
favoreciendo una estructura sensorial mas redonda y una evolucion organoléptica mas

armoniosa durante el envejecimiento en botella (Morata, 2018).

Recientemente, numerosos estudios han demostrado que la eliminacidn parcial o total de las
semillas durante la maceracion fermentativa tiene un impacto significativo sobre la
composicion fenolica, el color y las caracteristicas sensoriales del vino (Bautista-Ortin et al.,
2014; Guaita et al., 2017; Jagatic et al., 2023; Wang et al., 2024). La eliminacion de semillas
durante el proceso de vinificacion se ha asociado, en términos generales a la disminucion de
la concentracion de proantocianidinas, especialmente aquellas con alto grado de galoilacion
y bajo grado de polimerizacion, las cuales estan estrechamente relacionadas con una mayor
astringencia y amargor (Robichaud & Noble, 1990). Aunque algunos trabajos han reportado
una ligera disminucion en la intensidad de color tras la eliminacion total de semillas
(Bautista-Ortin et al., 2014), otros estudios indican que esta practica no afecta
significativamente a los niveles de antocianos totales ni a la copigmentacion (Jagatic et al.,

2023). Ademas, se ha observado que la eliminacion total temprana de las semillas puede
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incrementar el grado medio de polimerizacion de los taninos presentes, lo cual se traduce en

una percepcion mas suave y con menor amargor del vino (Capitulo 1).

Desde el punto de vista sensorial, los vinos elaborados sin semillas han sido percibidos como
mas frutales, menos astringentes y de mayor calidad global en comparacion con los vinos
control. La eliminacion total de semillas en variedades como Monastrell (Capitulo 1), Mali
(Jagatic et al., 2023) y Gaglioppo (Guaita et al., 2017) ha resultado particularmente ser muy
beneficiosa, especialmente en condiciones de maduracion subdptima, donde la extraccion de
compuestos amargos y astringentes de las semillas puede comprometer la calidad final.
Aunque la eliminacion de semillas se ha propuesto como una estrategia enoldgica eficaz para
modular la composicion fenolica y mejorar el equilibrio sensorial del vino, hasta la fecha, en
el caso de la variedad Monastrell, los escasos estudios realizados hasta la fecha se han basado
en la eliminacion total de semillas mediante procedimientos manuales (Capitulo 1). Por ello,
el objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de la eliminacion parcial de semillas en uva
de la variedad Monastrell inmadura (11 °Baumé) para reducir el contenido de alcohol
combinandola, ademads, con distintas estrategias enoldgicas para conseguir incrementar el
color, favorecer una buena estabilizacion de este y mejorar la calidad aromatica y gustativa
del vino tinto. Entre estas estrategias se encuentra el tratamiento con ultrasonidos, ya que
estudios previos a escala semi-industrial han demostrado que es una tecnologia que permite
incrementar la extraccion de compuestos de interés, consiguiendo reducir el tiempo de
maceracion (Pérez-Porras et al., 2022) y favoreciendo la formacién de pigmentos estables
que permiten mantener el color a lo largo del envejecimiento del vino en botella (Pérez-
Porras et al., 2025). Todo esto combinado con la adicion de raspén en el proceso de
vinificacioén, permitiria sustituir los taninos astringentes de semilla por una pequeia
proporcion de taninos que se caracterizan por presentar una composicion mas similar a los
taninos del hollejo (Llaudy et al., 2008). En el caso de los ultrasonidos no hay muchos
trabajos llevados a cabo a nivel semi-industrial aplicados a uva muy inmadura, y en ellos esta
técnica ha mostrado un efecto positivo en el color y el contenido fenolico del vino (Pérez
Porras et al., 2023), mientras que la adicion del raspdn, los estudios existentes han mostrado
resultados inconsistentes respecto a su impacto en el color y caracteristicas sensoriales del
vino (Pascual et al., 2016; Suriano et al., 2015; Lamge et al., 2020), lo que pone de manifiesto

la necesidad de profundizar en su estudio para optimizar su aplicacion enoldgica. Por ello,
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en este trabajo se estudio la composicion fisico-quimica, fendlica y aromatica, asi como los
atributos sensoriales de vinos elaborados con eliminacion parcial de semillas en combinacion
con la aplicacion de ultrasonidos y la adicion de raspones durante la vinificacion, en
comparacion con vinos elaborados mediante métodos tradicionales, con y sin eliminacion

parcial de semillas.

Materiales y Métodos

1. Vinificaciones

La experiencia se llevd a cabo utilizando 450 kg de uvas con un grado de madurez de 11
°Baumé y 80 kg de uva con 15 “Baumé de la variedad Monastrell. Toda la uva se vendimio
de la misma parcela, procedente del Valle del Aceniche (Bullas, Region de Murcia). Tras la
vendimia, las uvas fueron trasladadas a la bodega de la Universidad de Murcia en cajas de
20 kg, donde permanecieron 8 horas en la camara de refrigeracion. Posteriormente, la uva
fue estrujada, despalillada, sulfitada (40 mg/kg) la uva inmadura fue encubada en un depdsito
de acero inoxidable de fondo conico de 500 L, el cual dispone de una valvula ubicada en la
parte inferior para llevar a cabo la eliminacion de semillas, mientras que la uva madura fue

encubada en tres depdsitos de 25 litros (Control 15).

La fermentacion de los vinos se realizo a 22 °C empleando la levadura Viniferm CTO007
(Agrovin SA, Alcazar de San Juan, Espafia) en una dosis de 25 g/hL. También se adicionaron
dos nutrientes, Actimax Plus (Agrovin SA, Alcazar de San Juan, Espafia) y Actimax Natura
(Agrovin SA, Alcazar de San Juan, Espafia), ambos en cantidades de 25 g/hL para prevenir

una parada de fermentacion.

La eliminacion parcial de semillas se llevo a cabo el segundo dia de fermentacion, aplicando
aire a presion desde la parte inferior del deposito con un compresor, logrando que parte de
las semillas se depositaran en el fondo del depdsito y pudieran ser eliminadas mediante la
valvula ubicada en la parte inferior. Tras la eliminacion del 25% de las semillas (EP)
presentes en la uva introducida en el deposito, 60 kg de la pasta fue transferida a 3 depdsitos

de 25 L de acero inoxidable. El resto de la pasta fue tratada por US usando un equipo a escala
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semi-industrial (Ultrawine, Agrovin S.A., Alcédzar de San Juan, Espana), el cual trabajo a una

frecuencia de 30 kHz, una potencia de 9000 W, una densidad de potencia de 58,5 W/cm? y

un caudal de 400 kg/h. Posteriormente, la pasta tratada se distribuyo en 9 depdsitos de 25 L,

3 de ellos como control (EP US), mientras que los otros 6 se vinificaron afiadiendo un 25 %

y un 50% del raspon (EP US 25% R 11 y EP US 50% R 11, respectivamente) correspondiente

a 20 kg de uva retirado inicialmente durante el proceso de estrujado y despalillado. También,

se realizd una vinificacion control sin eliminacion de semillas (Control 11) en depositos de

25 L. Todas las microvinificaciones se llevaron a cabo por triplicado y partiendo de 20 kg de

uva.

Figura 1. Esquema de las elaboraciones de vino Monastrell.
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El tiempo de maceracion de los vinos de estudio fue de 8 dias. En todos los depositos el

sombrero fue sumergido dos veces al dia para favorecer la extraccion de compuestos

fendlicos. Tras el descube, se procediod al prensado de la pasta; se mezclaron los vinos flor y

—]:,
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prensa de cada tratamiento para almacenarlos nuevamente en los depdsitos de 25 L a 22 °C

(+2) hasta el fin de la fermentacion alcoholica.

Al concluir la fermentacion alcoholica, los vinos fueron trasegados, sulfitados y estabilizados
por frio durante un mes. Después de este periodo, el vino fue de nuevo sulfitado y
embotellado en botellas de vidrio de 375 mL. Los analisis se llevaron a cabo después de 1

mes de envejecimiento del vino en botella.

2. Determinaciones analiticas
2.1 Parametros fisico-quimicos

Los vinos fueron caracterizados mediante la medicion del grado alcohdlico, pH y la acidez
total, siguiendo los procedimientos estandarizados establecidos por la normativa de la

Comunidad Europea (Regulation Comission, 1990).

2.2 Analisis espectrofotométricos

Los atributos cromaticos fueron analizados mediante un espectrofotdémetro UV-Visible
(modelo Helios Alpha, Thermo Spectronic, Cambridge, Reino Unido). La intensidad del
color (IC) se calcul6 como la suma de las absorbancias registradas a 420, 520 y 620 nm,

conforme a lo descrito por Glories (1984).

2.3 Determinacion de taninos por HPLC

La concentracion total de taninos y su perfil estructural (grado medio de polimerizacion,
porcentaje de galoilacion y porcentaje de (-)-epigalocatequina se llevo a cabo mediante el
método de fluoroglucinolisis segun Busse Valverde et al. (2010). Se utiliz6 el siguiente
equipo: HPLC Waters 2695 (Waters, Milford, MA) acoplado a un detector de diodos array
Waters 2996 (Waters, Milford, MA) y una columna Atlantis dC18 (250 x 4.6 mm, particula
de 5 pm) protegida con una pre-columna (20 mm x 4,6 mm, 5 um). El volumen de inyeccion

fue de 10 pL. Se utilizé una fase movil compuesta por agua con acido formico (98:2, v/v)
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como eluyente A, y una mezcla de acetonitrilo con eluyente a (80:20, v/v) como eluyente B.
100% A durante 5 minutos, seguido de un gradiente lineal a 90% A durante 30 minutos, y
luego 80% en otros 30 minutos, con etapas posteriores de limpieza y reequilibrio de la

columna.

2.4 Analisis de compuestos fenolicos por HPLC

La separacion e identificacion de antocianos y vitisinas se llevo a cabo mediante un sistema
de cromatografia liquida Waters Acquity Arc, equipado con un detector de diodos array
Waters 2998 (Waters, Milford, MA, EE.UU.). La separacion cromatografica se realiz6 en una
columna Poroshell120 EC-C18 (150 mm x 2,Imm, 2,7 um; Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE.UU.).

Las fases moviles consistieron en: (A) agua acidificada con 1% de acido férmico y (B) una
mezcla 1:1 (v/v) de metanol y acetonitrilo, también acidificada al 1%. El programa de elucion
comenzd con 100% A durante 2 minutos, seguidos de un aumento progresivo a 15% B en 33
minutos, luego a 21% B en 15 minutos y finalmente a 30% B en 20 minutos. Posteriormente,
se llevo a cabo un ciclo de lavado y acondicionamiento de la columna. El horno se mantuvo
a 55 °C, el flyjo fue de 0,3 mL/min y el volumen inyectado fue de 5 pL. La deteccion se
realizd a 520 nm, y se uso cloruro de malvidina-3-glucésido como patrén externo para la

cuantificacion.

2.5 Analisis de compuestos volatiles

Para la identificacion de compuestos volatiles en los vinos Monastrell se colocaron 10 mL de
muestra en un vial de vidrio de 30 mL. Se anadieron 4 g de Na Cl y 25 pL de 2-octanol
(Sigma-Aldrich) como estandar interno. El vial se cerr6 herméticamente con tapa revestida

de PTFE y se agitd mediante vortex (IKA, Konigswinter, Alemania).

El andlisis se efectué mediante cromatografia de gases (GC) en un sistema hP 5890 acoplado

a un espectroémetro de masas HP 5972 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Se inyectaron
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2 uL en modo Split. Se utilizé una columna capilar HP Innowax (50 m x 0,32 mm. 0,25 pm).
El inyector se mantuvo a 40 °C durante 5 minutos, incrementandose la temperatura hasta 225
°C a una velocidad de 3 °C/min , manteniéndose posteriormente durante 5 minutos. El
espectrometro operd en modo de ionizacion por impacto electronico (70 eV), con un rango
de deteccion entre 50 y 200 m/z. La identificacion de compuestos se baso en la comparacion
de espectros de masas con la biblioteca Wiley 6.0 y con indices de retencion reportados en la
literatura. La cuantificacion relativa se realizd mediante la relacion entre el area de los picos

(total o de fragmentos seleccionados en caso de coelucion) y la del estandar interno.

2.6 Evaluacion sensorial

Los vinos fueron sometidos a una prueba de andlisis sensorial descriptivo. Para asegurar la
homogeneidad de las muestras, los vinos procedentes de las tres repeticiones de cada
tratamiento se mezclaron antes de la evaluacion. Un panel de 12 catadores con amplia
experiencia en el andlisis sensorial de vinos participd en la evaluacion. Antes del analisis
formal, se realizaron sesiones de entrenamiento para establecer y consensuar los descriptores
sensoriales apropiados. Las muestras se presentaron en alicuotas de 40 mL, servidas en copas
estandar y codificadas (3 digitos) aleatoriamente. Las catas se llevaron a cabo en una sala
controlada a 20 °C, libre de interferencias sensoriales como olores o ruidos, e iluminada con

luz blanca neutra.

3. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizo con el software Statgraphics Centurion
XVI.3 (Statpoint Technologies, The plains, VA, EE.UU.). Se aplic6 un andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia de p < 0,05 para los datos fisicoquimicos, fenolicos,

volatiles y sensoriales. Las diferencias entre medias se evaluaron utilizando el test de Tukey.
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Resultados y Discusion

1. Parametros fisico-quimicos

Los resultados de los parametros fisico-quimicos se muestran en la tabla 1. En ella se puede
observar que los vinos elaborados con uva més madura mostraron los valores mas altos de
grado alcoholico, acidez volatil y pH y los valores més bajos de acidez total. La eliminacioén
parcial de semillas en uva inmadura produjo un incremento en los valores de acidez total
comparado con el tratamiento control 11, estando posiblemente asociado al incremento en el
contenido de oxigeno en el mosto-vino al aplicar aire comprimido a la pasta, el cual, bajo
condiciones controladas puede favorecer la formacion de metabolitos secundarios tales como
los &cidos succinico y malico a través de su impacto en el metabolismo de las levaduras S.
cerevisiae (Duncan et al., 2024). Dichos niveles de acidez se mantuvieron con la aplicacion
de ultrasonidos y con la adicion del 25% de raspdon. Sin embargo, la adiciéon de mas cantidad
de raspon (50%) provocod una leve disminucion de este parametro, probablemente como
consecuencia de una mayor liberacion de K7, el cual puede interaccionar con los acidos del
mosto-vino favoreciendo su precipitacion (Pascual et al., 2016; Casassa et al., 2021a; Casassa
et al., 2021b). Los valores de acidez volatil fueron mas bajos en los vinos elaborados con
eliminacion parcial de semillas en comparacion con el vino control elaborado con uva
inmadura. No obstante, su combinacion con ultrasonidos y, especialmente, con la adicion de
raspon los increment6. En este ltimo caso, los niveles de acidez volatil no mostraron

diferencias significativas respecto al vino control de uva inmadura.
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Tabla 1. Parametros fisico-quimicos en vinos tintos Monastrell.

Tratamientos pH Aci((ige/th)otal Alcohol (vol%) Add((;zﬂ‘:;) latil
Control 11 3,610,002 6,34+0,04b 11,67+£0,03a 0,19+0,00 bc
EP 11 3,60£0,01 a 6,73+0,07d 11,47#0,05a  0,11+0,01 a
EP US 11 3,61+0,01a 6,72+0,06d 11,50+0,12a  0,17£0,01 b
EP US 25%R 11 3,60£0,01 a 6,69£0,06d 11,51+0,012a  0,22+0,02 ¢
EP US 50%R 11 3,63£0,01 ab 6,49+0,10c 11,39+0,210a  0,23+0,00 c
Control 15 3,67£0,04 b 5,54+0,05a 15,74+0,022b  0,60+0,04 d

Control 11: vino control con uva a 11 °Bé, EP 11: vino con uva a 11 °Bé y eliminacion parcial de semilla,
EP US 11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla y sonicado, EP US 25% R11: vino con
uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y con 25% de raspon, EP US 50% R11: vino con
uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y 50% de raspon, Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

2. Parametros cromaticos y compuestos fenolicos de los vinos

El vino de uva mas madura present6 los valores mas altos de intensidad de color (Tabla 2),
probablemente debido al mayor contenido de antocianos y taninos. En consecuencia, mostrd
también un indice de polifenoles totales mas elevado, asi como una mayor estabilizacion de
los antocianos, evidenciada por los mayores niveles de antocianos no decolorables por SOs-.
En términos generales, la madurez de la uva influye considerablemente en la composicion
fenolica de los vinos tintos (Ryan & Revilla, 2003; Marques et al., 2005), encontrandose
menor concentracion y extractabilidad de antocianos y taninos del hollejo y una mayor
extractabilidad de los taninos de las semillas en uvas menos maduras (Peyrot des Gachons &
Kennedy, 2003; Canals et al., 2005). En el estudio de Martinez-Pérez et al. (2020) se
observaron diferencias significativas de color entre los vinos control de 14° y 16 °“Baumé,
siendo el vino de uva mas madura el que presentaba una mayor intensidad del color, fenoles
totales, antocianos totales, antocianos poliméricos y taninos totales. Asi, el estudio realizado

por Pérez-Magarino & Gonzalez-San José (2006) reportd que la vendimia tardia permite

104



obtener vinos de mayor calidad, lo cual se asocia a un mayor contenido de compuestos

fenodlicos y a una mayor estabilidad del color a lo largo del tiempo.

La eliminacion parcial de semillas produjo un descenso significativo del contenido de taninos
del vino respecto al vino Control 11, siendo este descenso alrededor del 42%. Ademas,
también produjo un descenso, aunque menot, en el contenido de antocianos totales y en los
valores de intensidad de color. En cambio, los antocianos poliméricos se incrementaron de
forma significativa, aunque sin superar los valores mostrados por el vino Control 15. El
estudio llevado a cabo por Bautista-Ortin et al. (2014) con la eliminacion total de semillas en

uva madura en la etapa de estrujado obtuvo resultados similares en vinos de uva Monastrell.

La combinacion de la eliminacion parcial de semillas con la aplicacion de US incremento el
contenido de taninos, aumentando ligeramente los valores de intensidad de color, aunque sin
mostrar diferencias significativas respecto aquellos presentados por el vino Control 11,
mientras que el contenido de antocianos poliméricos no se vio afectado. Un mayor contenido
de taninos es necesario para asegurar la estabilidad del color en el vino en el tiempo mediante
la polimerizacion con antocianos (Singleton & Trousdale, 1992). Cuando estas dos técnicas
fueron combinadas con la adicion de raspon (25 y 50%) se increment6 el contenido de taninos
entorno a un 8%, sin mostrar diferencias significativas respecto al vino EP US 11, aunque si
lo hizo respecto al vino Control 11, y también aument6 el contenido de antocianos
poliméricos, alcanzando valores similares a los mostrados por el vino Control 15. Resultados
similares, pero con valores mas elevados de pigmentos poliméricos no decolorables por SO-
fueron reportados por Suriano et al. (2015) en vinos elaborados con adiciéon de raspon, en
comparacion con un vino control elaborado en su ausencia, lo cual favorecio la estabilidad
del color después de 12 meses de envejecimiento en botella. Estos mismos autores sefialaron
que este efecto podria atribuirse a una mayor oxigenacion del mosto, favorecida por la mejor
aireacion que proporciona la presencia de raspones, lo que promueve la condensacion de
antocianos, taninos y acetaldehido. Por otro lado, parece ser que la cesion de taninos desde
los raspones al mosto-vino, al igual que ocurre con aquellos presentes en el hollejo, es menor
al descender el grado de maduracion de la uva, ocurriendo lo contrario en el caso de las
semillas (Llaudy et al., 2008). En este sentido, en un estudio llevado a cabo con uvas

sobremaduras (19 °Baumé) de la variedad Primitivo, Suriano et al. (2015), reportaron
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mayores incrementos en el contenido de taninos en los vinos elaborados con raspon,
especialmente cuando fue adicionado en un 50%. En nuestro estudio, la adicion del 50% de
raspon durante el proceso de vinificacion provoco una reduccion significativa en el contenido
de antocianos en el vino respecto a EP US 11, debido posiblemente a la adsorcion de parte
de estos compuestos en su superficie (Ribéreau-Gayon & Markakis, 1982), aunque esto solo
afect6 ligeramente al color del vino. Ello coincide con los estudios de Casasa et al. (2021),
Pascual et al. (2016) y Suriano et al. (2015), quienes reportaron de una reduccion en la
concentracion de antocianos totales, debido especialmente a una disminucion en el contenido

de pigmentos monomeéricos en el vino con la presencia de raspones en la etapa de maceracion.

La reduccion de antocianos observada con la eliminacion parcial de semillas, asi como la
ausencia de incremento en estos compuestos al combinar esta técnica con US podria deberse
a la aplicacion de aire comprimido en el depdsito, empleada para facilitar la sedimentacion
de parte de las semillas en el fondo, lo que habria favorecido la oxidaciéon de los antocianos
presentes en el mosto. Ademas, tanto esta practica como, en mayor medida, la aplicacion de
ultrasonidos, podrian haber generado una mayor cantidad de paredes celulares en suspension,
las cuales tienen capacidad para interaccionar con los compuestos fenolicos solubles,
favoreciendo su posterior precipitacion (Bautista-Ortin et al., 2017). Proéximos estudios
deberian combinar estas técnicas con la adicion de enzimas pectoliticas, donde predomine
especialmente la actividad pectin liasa, la cual ha mostrado una gran capacidad para degradar
dichas paredes (Osete-Alcaraz et al., 2019), reduciendo su capacidad para interaccionar con
los compuestos fenolicos (Osete-Alcaraz et al., 2020) e incrementando los valores de

intensidad de color en el vino final (Osete-Alcaraz et al., 2022)
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Tabla 2. Caracteristicas cromaticas y contenido fenélico en vinos tintos Monastrell.

IC Tono IPT AT (mg/L) AP (mg/L) TT_Metil (mg/L)
Control 11 9,79+0,53 b 0,85+0,00 ab 30,3+0,97 b 217,9+1,40c¢ 39,08+0,65a 1020,8+40,20 b
EP 11 8,70+0,16 ab 0,86+0,00 b 28,0+0,86 a 180,6+£2,92ab  42,04+0,43b 582,4+16,10 a
EP US 11 8,96+0,43 ab 0,84+0,01 ab 31,2¢1,64 b 185,6+0,22b 40,26+1,06a  1119,7+103,60 be
EP US 25%R 11 8,54+0,77 a 0,84+0,00 ab 30,5+0,58 b 173,2+13,02ab  50,06+0,34c 1215,2445,01 ¢
EP US 50%R 11 8,21+0,58 a 0,84+0,00 ab 30,9+0,71 b 168,9+9,51a 50,38+0,72¢ 1218,348,76 ¢
Control 15 16,6+1,02 ¢ 0,57+0,01 a 52,0£1,23 ¢ 468,9+12,41d  49,94+1,07c 1505,9+94,86 d

IC: intensidad de color, IPT: indice de polifenoles totales, AT: antocianos totales, AP: antocianos poliméricos, TT Metil: taninos precipitados por metil
celulosa, Control 11: vino control con uva a 11 °Bé, EP 11: vino con uva a 11 °Bé y eliminacion parcial de semilla, EP US 11: vino con uva a 11 °Bé,
eliminacion parcial de semilla y sonicado, EP US 25% R11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y con 25% de raspon, EP US
50% RI11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y 50% de raspon, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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3. Concentracion y composicion de taninos, antocianos y vitisinas de los

vinos por HPLC

La concentracion y composicion de los taninos en los diferentes vinos se muestran en la tabla
7. Los resultados muestran que el contenido de taninos medidos por el método de la
floroglucinolisis son mas bajos que los obtenidos por el método de la metilcelulosa por
espectrofotometria. Eso es debido a que por el método de floroglucinolisis no se
despolimerizan los taninos oxidados o aquellos que estdin combinados con antocianos.
Ademas, coincidiendo con los resultados anteriores, obtenidos por espectrofotometria se
observa, que la eliminacion parcial de semillas desciende la concentracion de estos
compuestos en el vino de forma significativa respecto al vino Control 11, mientras que su
combinacion con la aplicacion de US incrementa, mostrando valores superiores al vino de
Control 11, pero en menor concentracion que los observados en el vino de uva mas madura.

En cambio, la adicion de raspon no produjo grandes cambios en la concentracion de taninos.

La composicion de los taninos se vio afectada por la eliminacion de parcial de semillas. En
comparacion con el vino control elaborado a partir de uva inmadura, se observo un descenso
significativo tanto en el grado medio de polimerizacion como en el contenido de (-)-
epigalocatequina en la estructura del tanino. También se detectd una disminucion en los
niveles de (-)-epicatequinagalato, aunque ésta no resultd estadisticamente significativa
respecto al Control 11. La combinacién de la eliminacion parcial de semillas con los US
también produjo cambios en su composicidon, incrementando el grado medio de
polimerizacién y el contenido de las subunidades en su estructura de (-)-epigalocatequina y
(-)-epicatequinagalato, aunque solo en el caso de esta ultima, los valores fueron mas altos
que los mostrados por el vino Control 11. Esto pone de manifiesto que los US extraen mas
taninos del hollejo, aunque también afectan ligeramente a la extraccion de taninos de las
semillas, los cuales se caracterizan por presentar un mayor contenido de (-)-
epicatequinagalato (Pérez-Porras, 2023). La adicion de raspon solo incrementd de forma
significativa los valores (-)-epigalocatequina cuando fue aplicado al 50%. Los taninos del
raspon, a diferencia de aquellos presentes en las semillas, se caracterizan por presentar
unidades de (-)-epigalocatequina en su estructura, junto con (+)-catequina, (-)-epicatequina

y (-)-epicatequinagalato, con grados medios de polimerizacion similares (Souquet et al.,
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2000; Vivas et al., 2004) o incluso superiores a los mostrados por aquellos taninos presentes

en el hollejo (Sun & Spranger, 2005). y tras el contacto de raspon con el mosto-vino durante

la maceracion puede producir cambios en su concentracion y composicion por cesion e

incluso adsorcion de estos compuestos en su superficie. Ruirui et al. (2025) también

informaron que el impacto de la fermentacion en contacto con raspones sobre la

concentracion y composicion de los taninos del vino se vio influenciado tanto por la cantidad

de raspones afiadidos, como por la variedad de uva utilizada.

El vino de uva mas madura se caracteriza por presentar los valores mas altos de todos los

parametros medidos, aunque en el caso del contenido de (-)-epicatequinagalato, no se

observan diferencias significativas respecto al vino donde se combino la eliminacion parcial

de semillas junto con la aplicacion de US en ausencia y presencia de raspon.

Tabla 3. Concentracion y composicion de taninos determinados por el método de

fluoroglucinolisis en vinos tintos Monastrell.

Tratamientos TT(mg/L) GPm EGC (uM) ECG (uM)

Control 11 172,29+15,23 a  4,12+0,15b  77,40£14,5b  22,30+1,65a
EP 11 142,59+19,11a  3,59+0,19a  45,84+6,51a  20,73+1,94 a
EP US 11 246,47£3,34b  3,89+0,16 ab  91,37+4,57¢c  29,91£3,60 b
EP US 25%R 11  247,51447,40b  4,04+0,57ab  79,38+¢23,3b  32,39+3,40 b
EP US 50%R 11 258,39+2,89b  3,79+0,04 ab 107,46+4,04d 30,61+2,34 b
Control 15 346,99+18,89 ¢  6,17+0,06 c  196,64+6,61 ¢ 31,29+42,33 b

TT: taninos totales, GPm: grado medio de polimerizacion, EGC: (-)-epigalocatequina, ECG:(-)-
epicatequinagalato. Control 11: vino control con uva a 11 °Bé, EP 11: vino con uva a 11 °Bé y eliminacion
parcial de semilla, EP US 11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla y sonicado, EP US 25%
RI11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y con 25% de raspon, EP US 50%
RI11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y 50% de raspon. Letras diferentes

en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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La concentracién y composicion de los antocianos y de nuevos pigmentos también fue
determinada por HPLC (Tabla 4). El vino de uva més madura mostr6 los valores mas altos
de antocianos libres, vitisinas y aductos antociano-tanino medida por acetaldehido y ademas,
junto con los vinos de uva inmadura en presencia de raspones (EP US 25%R 11 EP US 50%R
11), también presentd altos valores de antocianos poliméricos. En cambio, este mismo vino
mostrd valores mas bajos de vitisina B y peonidina-3-glucosido-4-vinilfenol comparado con
los demads vinos obtenidos de uva con un menor grado de maduracion. La eliminacion parcial
de semillas redujo de forma significativa el contenido de antocianos libres, encontrandose
también menor formacion de vitisinas del tipo B, mientras que su combinacion con
ultrasonidos increment6 de forma significativa la formacion de vitisinas en el vino, incluso
respecto al vino control de uva inmadura. Pérez-Porras et al. (2025) informaron de un
aumento en el contenido de vitisinas del 14,4% y 20,8% en vinos de pasta sonicada y
macerada durante 48 h y 72 h respectivamente, en comparacion con sus controles. Estos
autores atribuyeron el efecto positivo de la sonicacion al aumento en la concentracion de
nutrientes, especialmente aminoacidos, disponibles para las levaduras, lo que favorece una
fermentacion mas eficiente y evita el desvio del acido piravico hacia la formacion de acetil-
CoA. Esto incrementa la disponibilidad de acido pirtvico para participar en reacciones de
cicloadicion que conducen a la formacion de vitisinas A (Rentzsch et al., 2007). Ademas, la
generacion de radicales libres inducida por la aplicacion de ultrasonidos (Pérez-Porras et al.,
2024b), puede promover la formacion de bases fuertes que facilitan la conversion estructural

del 4cido pirtivico a su forma enolato, aumentando asi su reactividad (Rentzsch et al., 2007).

La adicion del raspén a la pasta donde se elimind parte de las semillas y tratada con
ultrasonidos produjo un descenso en el contenido de antocianos libres y vitisinas sobre todo
cuando este estuvo presente en mayor cantidad con la pasta durante la maceracion. Esto
puede ser posiblemente asociado a procesos de adsorcion de estos compuestos sobre la
superficie del raspon e incluso, en el caso de las vitisinas, a una menor formacién, debido a
una menor presencia de antocianos libres. Casassa et al. (2021a) también informaron de
valores mas bajos de pigmentos poliméricos formados mediante reacciones covalentes entre
antocianos y pequefios compuestos carbonilicos como el acetaldehido y el acido piravico en
vinos macerados con presencia parcial de raspdn, en comparacion con vinos sin tratar. Por el

contrario, observaron un aumento en los pigmentos poliméricos generados a partir de
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reacciones covalentes entre antocianos y taninos de distinto peso molecular. Hay que
destacar, que con este tratamiento, el vino presentd los valores mas altos de peonidina-3-
glucdsido-4-vinilfenol. Ruirui et al. (2025), al igual que en este trabajo, también encontraron
valores mas altos de este compuesto en vinos de Merlot fermentados con un 20% de raspon
y, también, de vitisinas, otras portisinas e incluso de aductos malvidina-etil (epi)catequina en
vinos de esta misma variedad y de Cabernet Sauvignon, pero solo cuando los raspones
estuvieron presentes en un 20% frente a la adicion de un 10%, cantidades mas bajas que las

usadas en este estudio.
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Tabla 4. Antocianos y vitisinas (mg/L) medidos por HPLC en vinos tintos Monastrell.

Compuestos Control 11 EP 11 EPUS 11 EPUS 25% EPUS 50%R  Control 15
R 11 11

Antocianos Libres

Del-3-glucésido 3,674032b  2,38+0,06a  2,6740,06a  1,64+0,02a  1,74+0,07a  22,70+0,62c

Cian-3-glucosido 1,40£0,09d  1,1120,01bc  1,16£0,0c  0,94+£0,0la  0097+0,0lab  6,94%0,10¢

Pet-3-glucésido 4,66£0,23¢  3,07+0,17b  2.58+0,02ab  1,84+0,18a  2.01+0,09ab  30,48+0,98d

Peond-3-glucésido 2,60£0,0c  1,7240,09ab  1,83+0,08b  1,62+0,14ab  1,47+0,08a  20,34+0,10d

Malv-3-glucésido 21,9340,85c  13,4240,80b 11,25+0,45ab  7,58+0,75a  8,39+0,30a  133,92+4,88d

Malv~(6-acetil)-3- 1,41£0,03b  143+0,05b  1,70£0,04c  1,40£0,01b  127+0,02a  2,49+0,02d

glucosido

Malv-(6-coumaril)-3- 10840050 10340042  148£0.02c  1.36£0,08bc  1.26+0.03b  2.89+0,04d

glucosido

X Antocianos Libres 36,8141,56c  24,28+1,08b 22.24+0.39ab  16,48+0,86a 17,10£0,47a 219,83+6,22d

Vitisinas

Del-3-glucosido-acido

irtvico 126£0,02b  12740.00b  1.33+0.01c  1.28+0.02bc  1.20+0.02a  1.69+0.04d

Ef;i;fé“comdo'wd" 1,70£0,06a  1,70£0,02a  1,95+0,03b  1,74+0,02a  1,6240,04a  3,02+0,03c

gfr‘l’li‘licg -glucosido-deido 1510 0abe  1.37£0,03ab  1.4640.05¢  13140,0la  1,3640,00ab  2,04+0,03d

Malv-3-glucosido-dcido ¢ g4 350 76440206 8.9840,16c  6,9940,03ab  6.2840.53a  12,8+0.23d

piravico (Vitisina A)



€11

Malv-3-glucésido-

acetaldehido (Vitisina B) 33940,03¢  2,69+0,00d  2,30+0,0d4c  2,24+0,08c  1,87+0,03b  1,47+0,03a
Malv-6-acetil-3- 1,26£0,20a  1,20£0,03a  1,22+0,03a  1,19+0,01a  1,16£0,02a  1,29+0,04a
glucosido-acido pirtivico

Malv-6-acetil-3- 124+0,02¢c  1,07+0,05b  1,06£0,0l1ab  0,94+0.01a  0,98+0,06ab  2,10+0,08d
glucosido-acetaldehido

X Vitisinas 17,10£0,62¢c  16,92+034c  18.31+0,18d  15,7240,10b  14,51+0,51a  24,43+0,14e
Peon-3-gluc-4-vinilfenol 1,31+0,02b 1,36+0,01b 1,33+0,02b 1,51+0,07¢ 1,51+0,01c¢ 1,03+0,01a
Malv-3-glucésido-etil- 1,39£0,03b  1,40+0,04b  1,48+0,03b  1,44+0,03b  1.45£0,03b 1,110,032
(epi)-catequina

Malv-3-glucésido-etil- 0,99+0,01a  093+0,02a  0,98+0,03a  0,95£0,0la  0,98+0,0la  2,74+0,10b
(epi)-catequina

& Aductos Antociano- 5 35, 63,1 23410032 2.464001b  2.4040,04ab 2.43+0.03ab  3,85:0,08¢
etil-Flavanol

Antocianos Poliméricos  37,64+2,19a 38,22+0.53a  38,41+391a  43,05+1,22b 43,17+0,85b  40,91+0,76b
¥ Antocianos 95,43+4,16b  83,07+1,75a  82,8243.49a  79,14+2,12a  78,70+1,11a  290,21+5,42¢

Delf:delfinidina, Cian: cianidina, Pet: petunidina, Peond: peonidina, Malv: malvidina. Control 11: vino control con uva a 11 °Bé, EP 11: vino con
uva a 11 °Bé y eliminacion parcial de semilla, EP US 11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla y sonicado, EP US 25% RI11: vino
con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y con 25% de raspon, EP US 50% R11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de
semilla, sonicado y 50% de raspon. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05)



4. Perfil aromatico de los vinos

En el vino, los compuestos volatiles afectan a su calidad y por tanto, un aumento o la
disminucion en la concentracion de un unico compuesto puede afectar al aroma global del
mismo (He et al., 2023). Cuarenta y tres compuestos volatiles fueron identificados en el perfil
aromatico de los vinos en este estudio (Tabla 5). Estos compuestos se distribuyeron en 5

familias: alcoholes, ésteres, terpenos, acidos y cetonas y aldehidos.

En general, el vino control de uva inmadura y aquellos obtenidos tras la aplicacion de la
eliminacion parcial de semillas sin y con la combinacion del uso de ultrasonidos en ausencia
y presencia de raspon mostraron una menor concentracion de compuestos aromaticos en
relacion con el vino elaborado con uva en un mayor grado de maduracion (Control 15). Estos
resultados concuerdan con los estudios realizados por Salinas et al. (2004) y Torchio et al.
(2016), quienes informaron que la variedad de uva Monastrell tenia una mayor concentracion
de compuestos volatiles cuando se encontraba en un estado avanzado de maduracion en

comparacion con las etapas iniciales.

La concentraciéon de alcoholes superiores, familia aroméatica mayoritaria en los vinos
elaborados, se redujo ligeramente como resultado de la eliminacion parcial de las semillas.
Este tratamiento también produjo un descenso significativo, respecto al vino control de uva
inmadura, para los compuestos C6 (1-hexanol), responsables de aromas vegetales y
herbéaceos y otros como el alcohol bencilico, mientras que se observéd un incremento para el
compuesto 2,3-butanediol. La aplicaciéon de ultrasonidos tras la eliminacion parcial de
semillas increment6 la concentracion del 1-hexanol, superando los valores mostrados por el
vino Control 11 y llegando a concentraciones similares a los presentados por el vino de uva
mas madura, mientras que solo la combinacién de los tres tratamientos en la uva inmadura
increment6 de forma significativa los valores del compuesto (E)-2-hexen-1-ol, obteniendo la
concentracion mas alta en el vino donde se aplico la mayor cantidad de raspon (50% de
raspon). Estos resultaros concuerdan con aquellos reportados en otros estudios (Garcia-
Esparza et al., 2018), dado que los compuestos volatiles C6, caracterizados principalmente
por sus aromas herbaceos son aportados también por los raspones. Ruirui et al. (2025)
informaron que una proporcion del 10% de raspon durante la etapa de maceracion
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fermentativa de la uva no afectd significativamente a la concentracion total de alcoholes
superiores en el vino, mientras que una proporcion del 20% condujo a un aumento
significativo en el contenido de estos compuestos, lo cual puede ser debido al aumento del
flujo de oxigeno en el sistema de fermentacion, que promueve la sintesis de alcoholes

superiores.

Con respecto a los ésteres, responsables de aromas afrutados especialmente de los vinos
jovenes (Osorio-Alises et al., 2024; He et al., 2023), la eliminacion parcial de semillas en la
uva inmadura redujo su contenido en el vino, mientras que su combinacion con ultrasonidos
los increment6 ligeramente, aproximandose mas a los valores mostrados por el vino control
de uva inmadura. La adicion de raspon también favorecio un incremento en la concentracion
de ésteres y especialmente cuando su aporte fue del 25%, alcanzando valores proximos a los
mostrados por el vino de uva mas madura debido a una mayor formacion de acetato de
isoamilo, etil undecanoato, etil decanoato y etil 9-decenoato. La mayor concentracion de etil
9-decenoato, caracteristico por su aroma afrutado, fue encontrada en el vino EPUS 25% R
11 y la de acetato de isoamilo en EPUS 50% R 11. Los ésteres mas abundantes fueron el
acetato de isoamilo (acetato de 3-metil-1-butanol) (270-764 ug/L), decanoato de etilo (610-
1823 pg/L) y hexanoato de etilo (851-1268 ng/L), compuestos sintetizados principalmente
durante la fermentacion del mosto. El acetato de isoamilo, en concentraciones superiores a
120 pg/L, aporta aromas a platano y compuestos como el hexanoato de etilo aporta matices
a peray fresa (He et al., 2023). Ruirui et al. (2025) encontraron que proporciones de raspon
del 20% no alter6 significativamente las concentraciones totales de ésteres, mientras que una
proporcion del raspon del 10% provoco una disminucion significativa, principalmente debido
a reducciones en los ésteres de acetato y etilo, ademas, al igual que en este estudio,
informaron de incrementos significativos respecto al vino control especialmente en la

concentracion de acetato de isoamilo cuando la proporcion de raspon era del 20%.

En el caso de los terpenos, no se observaron diferencias significativas en su concentracion en
funcién del grado de maduracion de la uva. En general, la concentracion de terpenos libres
varia en funcién de la etapa de desarrollo de las bayas, y aumentos significativos de
compuestos como los sesquiterpenos son mas frecuentes en las etapas cercanas a la vendimia,

lo que sugiere que sus mecanismos de biosintesis varian en funcion de su desarrollo (Zhang
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et al., 2016; Lou et al., 2019). La eliminacion parcial de semillas produjo un descenso del
contenido de terpenos en el vino, aunque incrementd de forma significativa los valores del
compuesto farnesol con aroma floral y dulce, alcanzando un contenido similar al mostrado
por el vino de uva mas madura. Aunque el farnesol, producido principalmente durante la
fermentacion alcohdlica no es considerado un compuesto clave en aroma del vino, contribuye
notablemente a su complejidad aromaética (Zhu et al., 2022) y, en nuestro estudio, todas las
muestras mostraron concentraciones de farnesol superiores a su umbral olfativo (>0,100
ug/L) (Zhu et al., 2022). La combinacion con ultrasonidos increment6 significativamente la
concentracion de los terpenos, debido a una mayor formacién de citronelol y nerolidol,
mientras que su combinacion con la adicion de raspén no produjo grandes cambios en la
concentracion total de estos compuestos, aunque para el vino EP US 25%R11 el contenido
de nerolidol descendi6 de forma significativa alcanzando valores similares a los mostrados
por los vinos control de uva inmadura y con eliminacién parcial de semillas. Los compuestos
terpénicos estan asociados con aromas florales y citricos y, aunque suelen ser un grupo
minoritario en vinos, algunos de ellos, como el linalol, el cual se vio afectado por la
eliminacion parcial de semillas, tiene mayor capacidad para modificar la percepcion
aromatica de los vinos (Osorio-Alises et al., 2024). Wang et al. (2024) también asociaron los
terpenos como los principales compuestos responsables del aroma y sabor del vino wampee

(Clausena lansium (Lour.), variedad caracterizada por la ausencia de semillas.

La familia de los 4cidos mostré un comportamiento similar a la de los terpenos, mientras que
la concentracion de cetonas y aldehidos fue mas alta en el vino de uva mas madura y para
estos compuestos, la combinacion de los tres tratamientos en uva inmadura y con una adicion
de raspon del 50% descendid su concentracion en el vino, alcanzando los valores mas bajos.
El vino de pasta sonicada, seguido del vino EPUS 25% R11 se caracterizaron por presentar
la concentracion mas alta del compuesto acido 2-etilhexanoico, con un aroma suave y leve a

fruta.
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Tabla 5. Concentracion de compuestos volatiles en vinos tintos Monastrell.

Compuestos Control 11 EP 11 EPUS 11 EPUS 25% R 11 EP US50% R 11 Control 15
Alcoholes
1-Butanol 11,46+1,00a 9,21+1,13a 9,89+2,36a 12,01+0,96a 11,64+2,9a 14,22,56+1,10a

3-Metil-1-butanol
1-Hexanol

1-Propanol

2-Metil-1-
propanol
3-Metiltio-1-
propanol

2,3-Butanediol
(E)-2-Hexen-1-o0l
2-Nonanol

Alcohol bencilico

Alcohol
feniletilico

2 Alcoholes

7764,5+753,3a
535,0+40,9b
27,294£3,12b

615,414+24,11a
13,58+0,36a
26,17+2,76a
1,57+0.43a
6,80£0,20a
31,9+4,71b

3023,6+47,5ab

12057,3+878,5ba

6871,9+383,0a

346,6+30,93a

18,91+5,27a

528,0+95,43a

14,17£1,92a

68,0242.17b

1,64+0,34a

7,34+0,48a

25,94+3,85a

2846,4+115,8a

10738,3+640,3a

7215,8+391,56a
761,0+43,98¢
11,77+0,89a
671,4+68,45a
18,26+3,20a
88.28+5.42cd
1,90+0,30a
8,54+1,02a
27,38+1,66ab
3282,3+94,48bc

12096,7+613,3ba

7573,14253,16a
802,3+28,66¢
15,83+1,49a
464,0£109,23a
17,61£1,40a
69,95+14.53bc
4,19+0,18b
11,06£1,79b
30,85+0,68b
3474,3+307,74¢

12475,6+£719,8b

7503,7+295.45a
825,6+11,77¢
13,76+1,07a
824,6£91,94a
18,453,252
84.21+11.64bcd
12,31+1,24¢
23,88+0,50c
44,59+1,35¢
3302,1476,60bc

12664,9+497,7b

9504,5+478,84b

817,4+38,52¢

15,88+2,43a

1681,4+424,11b

32,64+3,09b

94.26+15.96d

1,87+0,05a

8,16+1,00a

56,65+0,90d

9831,4+425,5d

22058,9+1391,5¢

U LTT



Esteres

Acetato de
isoamilo

Dietil succinato

Etil 2-
metilbutanoato

3-Metilbutanoato

de etilo

Etil decanoato
Etil dodecanoato

Etil 9-decenoato

Succinato de
hidrégeno etilico

Etil tridecanoato

Etil hexanoato

Acetato de
1sobutilo

Etil nonanoato

FEtil
tetradecanoato

Undecanoato

| 811

285,0+16,7a

91,7+£7,23b

7,5040,94a

20,4+0,51ab

1398,2+403,52bc

383,9+115,55b

27,18+7,87a

10,49+0,72a

40,46+12,0c

851,8+175,7a

10,07+1,87ab

315,5+£50,44b

104,53+4,88a

55,4243,22¢

270,5+7,35a
58,62+4,42a
9,02+1,08ab
22,12+2,14abc
610,2+36,72a
254,8+14,55ab
26,89+2,08a
8,77+4,98a
24,18+2.89ab
875,6+25,02a
6,44+3,00ab
77,13+£2,81a
86,83+21,05a

26,12+1,03ab

334,6+36,16ab
99,94+1,47cd
13,61£3,34b
26,59+1,14¢
641,1+£57,82a
259,1+6,32ab
35,98+2,05ab
15,82+2,66ab
23,18+2,07ab
967,3+26,1a
11,9842,57b
82,81+2,80a
116,7+£23,44ab

20,33+2,52a

412,6+3,07b
106+5,29¢d
12,45+1,79ab
25,95+0,56¢
1823,2+195,06¢
301,4+3,49ab
90,44+5,39¢
12,3043,90a
24,2242,72ab
1058,3+68,34ab
8,33+0,91ab
93,91+4,39a
68,14+7,5a

34,26+5,38b

669,3+67,58¢
116,5+14,49d
12,63+2,30ab
24,97+3,15bc
948,3+45,5ab
238,9+26,32a
43,2442,55b
11,84+0,61b
18,72+1,07a
996,3+80,91a
6,45+1,16a
132+2,71a
83,33+4,51a

23,86+3,42ab

763,4+45,74¢
295,5+3,00e
19,52+0,76¢
19,33+1,53a
1441,1+348,88bc
548,4+48,3¢
32,47+9,69ab
24,32+6,09a
33,914£3,21bc
1268,2+26,43b
21,37£1,51c
124,4+5,64a
163,7+35,58b

24,58+5,93ab



X Esteres 3602,5+801,2bc  2357,3+129,1a  2649,1+170,4ab  4071,6£307,7dc =~ 3326,5+256,28b  4779,4+542,2d
Terpenos

a-Terpineol 5,40+0,46a 6,28+0,66ab 8,66+0,14b 6,9+0,36ab 7,0£0,25ab 8,71+£2,03b
Citronelol 71,03+2,21abc 67,29+6,49ab 82,14+1,08d 79,9+2,94cd 75,14+3,63bcd 63,11+£3,41a
Linalol 57,6+9,18b 39,80+1,66a 51,23+5,32ab 52,99+8,09ab 55,62+3,17ab 46,75+3,06ab
Nerolidol 34,27+2,67abe 30,33+2,52ab 40,78+1,02d 36,3+4,97cd 27,80+2,64a 65,83+0,90d
Farnesol 5,03+0,70a 7,39+0,65bc 5,48+0,25ab 5,18+0,23b 4,11£1,29b 9,31+0,71c
2 Terpenos 173,3+15,22ab 151,0+11,98a 188,2+7,81b 181,2+16,59b 169,6+10,98ab 193,7+10,11b
Acidos

Acido acético 191,3+10,22a 149,4+44.25a 142423,12a 142,6+16,51a 156,6+14,08a 150,149,7a
Acido butanoico 13,02+1,16a 11,9+0,14a 16,57+5,14a 13,95+1,51a 15,0+4,26a 14,04+0,37a
Acido heptanoico 12,04+2,72ab 9,23+0,78a 14,56+3,64ab 13,17+0,57ab 12,17+0,72ab 15,33+1,53b

Acido hexanoico

Acido n-
decanoico

Acido nonanoico

U 6I1

292,4+3,37¢
140,3+9,81a

76,53+11,56b

269,7+£25,99bc

109,6+4,89a

46,48+5,9a

299,6+3,36¢
124+18,89a

57,54+1,38ab

290,9+19,26¢

131,2£22,72a

48,78+10,75a

226+10,14ab
171,0+£2,65a

64,33+4,04ab

218,6+20,13a
163,1+41,42a

63,55+5,33ab



Acido octanoico 482,8+43,45b 170,6+5,5a 459,1+45,69b 466,6+68,94b 395,3+63,73b 543,2+87,91b
Acido propanoico 3,82+0,07ab 2,60+0,53a 6,63£0,49c¢ 5,02+0,88bc 4,46+0,91ab 5,43+0,9bc
Acido 12,86+1,72b 11,942,5ab 10,93+0,55ab 8,66+2,08ab 7.88+1,44a 11,02+0,85ab
dodecanoico
Acido2- 323,0+5,52ca 406,4+6,12¢ 780,4+80,44¢ 580,8423,26d 253,9+28,3a 253,2+49.19a
etilhexanoico
Acido3- 6,50+0.5a 7.57+1,22ab 9,83+0,38ab 10,1740,18ab  10,45+0,96ab 14,44+3,02¢
metilbutanoico
X Acidos 1554,75£90,1b  1195,5£97,82a  1921,26+183,08b 1712,04+166,66b 1317,26£131,23b  1452,25+220,35b
Cetonas/
Aldehidos
Dihidro-5-pentil-

6,85+1,02b 4,14+0,79a 5,47+0,25b 5,53+0,5ab 6,13+0,42b 9,77+0,25¢
2(3H)-furanona2
z
Acetonas/Aldehid ~ 6,85+1,02b 4,14+0,79a 5,47+0,25b 5,53+0,5ab 6,13+0,42b 9,77+0,25¢
oS
X Compuestos ~ 17394,8+1786,0b 44464588008 16860,92974.92b 18446,1+1211,36  17484,6+896,62b 2849414216455
Volatiles C c C d

Control 11: vino control con uva a 11 °Bé, EP 11: vino con uva a 11 °Bé y eliminacion parcial de semilla, EP US 11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion
parcial de semilla y sonicado, EP US 25% R11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y con 25% de raspon, EP US 50% R11:
vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado y 50% de raspon. La concentracion de los compuestos volatiles fue expresada en ug de 2-
octanol equivalentes/L. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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5. Analisis sensorial

Los resultados del andlisis sensorial (Figura 2) mostraron que los catadores no encontraron
diferencias en los atributos relacionados con la fase visual (intensidad de color y tonalidad)
entre los vinos obtenidos de uva de diferente grado de maduracion y con la aplicacion de
diferentes tratamientos. Un resultado similar fue observado para los atributos relacionados
con la fase aromatica, aunque el vino de uva inmadura mostré una puntuacion un poco mas
baja en el caso de calidad aromatica, mientras que mas notas a herbaceo fueron encontradas
en los vinos de uva inmadura donde la eliminacion parcial de semillas fue combinada con la
aplicacion de ultrasonidos y la adicion de raspon. Por el contrario, los catadores encontraron
diferencias en los parametros de la fase gustativa, siendo estas significativas para los atributos
amargor y astringencia. Asi, mientras que el amargor se encontré mas potenciado en los vinos
de uva mas madura y menos potenciado en los vinos de uva inmadura, mostrando los vinos
de los diferentes tratamientos valores intermedios, la astringencia fue encontrada por estar
mas marcada en los vinos de los tratamientos con raspon y, especialmente, cuando este estuvo
presente en mayor cantidad durante la etapa de maceracion. También se puede destacar el
menor equilibrio encontrado en el vino control de uva inmadura y la mayor persistencia en
los vinos de uva madura (Control 15) y con el tratamiento con raspéon (EPUS 50% R 11). En
vinos de Cabernet Sauvignon, Ruirui et al. (2025) también obtuvieron puntuaciones mas altas
en las sensaciones de astringencia y equilibrio en presencia de raspones debido a un
incremento en el contenido de compuestos fenolicos y taninos comparados con el vino
control, encontrando ademas un incremento en las notas a herbaceo, afrutado y caramelo para

el vino elaborado con un 20% de raspon, lo cual mejoro su intensidad aromatica.

La adicion de raspones no lignificados, presentes en la uva inmadura, durante el proceso de
vinificacion puede conllevar el riesgo de introducir notas vegetales en los vinos debido a la
presencia de metoxipirazinas y compuestos carbonilicos alifaticos (Hashizume & Samuta,
1997). Sin embargo, otras investigaciones han demostrado que el tratamiento con vapor de
los raspones reduce drasticamente la concentracion de metoxipirazinas, responsables del
caracter a pimiento y vegetal de los vinos Cabernet Sauvignon (Hashizume et al., 1998). Por

otro lado la adicion de raspones tratados térmicamente podria evitar el incremento de las
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notas vegetales en el vino. Sin embargo, el andlisis sensorial llevado a cabo por Casassa et
al. (2021a) en vinos de Pinot noir elaborados con adicion de raspon, los cuales fueron tratados
previamente con microondas, reveld que estos vinos presentaban todavia aromas intensos a
pimiento morrén y eucalipto, junto con notas herbaceas como salvia, tomillo y orégano. Estos
resultados sugieren que la intensidad de dichos descriptores aromaticos podria atenuarse
mediante la incorporacion de una menor proporcion de raspon durante el proceso de

vinificacion.

En vinos tintos, la presencia de taninos procedentes del raspon y las semillas, asi como un
elevado contenido en la estructura del tanino de (-)-epicatequinagalato, se ha correlacionado
con una mayor precepcion de astringencia (Pascual et al., 2016; Gambau et al., 2019). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en este estudio, donde el raspdn adicionado al vino
contenia altas concentraciones de esta subunidad. Ademas, estudios previos han demostrado
que la eliminacion total de las semillas en uvas verdes contribuye a la reduccion de la
percepcidn de astringencia en los vinos (Capitulo 1; Bautista-Ortin et al., 2014). Respecto al
amargor, estudios previos demostraron que la presencia de semillas y raspones aumentaban
la astringencia y el amargor de los vinos debido principalmente a los compuestos fenolicos
como (+)-catequina, (+)-galocatequina, y proantocianidinas (Pascual et al., 2016; Cliff et al.,
2012). Asimismo, el incremento de la astringencia y el amargor tras la aplicaciéon de
ultrasonidos puede deberse a que el uso de esta técnica facilita una mayor extraccion de
taninos, no solo de los hollejos, sino de las semillas, los cuales son mas astringentes y

amargos (Bautista-Ortin et al., 2017; Ferraretto et al., 2013; Zhang et al. 2016).
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Figura 2. Analisis sensorial de vinos tintos Monastrell.

—o—Control 11 =@=EP 1] =e=EPUS 1] =—e=EP 25% R 11 =@=EP 50% R 11 =@=Control 16
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Fruta madura Calidad Aromatica

Amargor* Intensidad Gustativa
b bcbcbecbec
Acidez Calidad Gustativa
Astringencia*® Persistencia
ba cch ,

Armonia

Control 11: vino control con uva a 11 °Bé, EP 11: vino con uva a 11 °Bé y eliminacion
parcial de semilla, EP US 11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla y
sonicado, EP US 25% R11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de semilla, sonicado
y con 25% de raspon, EP US 50% RI11: vino con uva a 11 °Bé, eliminacion parcial de
semilla, sonicado y 50% de raspon. *Muestra diferencias significativas (p < 0,05).

Conclusiones

Con los resultados obtenidos se puede concluir, que, el grado de madurez de la uva tuvo un
efecto significativo sobre las caracteristicas fisico-quimicas, fendlicas, volatiles y sensoriales
de los vinos tintos. El vino Control 15, elaborado con uvas mas maduras, presentd la menor
acidez total y la mayor concentracién de compuestos fendlicos y volatiles, reflejandose en
una mayor intensidad de color, concentracion de taninos y calidad aromatica. La técnica de
eliminacion parcial de semillas aplicada en uvas inmaduras redujo significativamente la
concentracion de taninos (43%) y ciertos antocianos como la malvidina-glucésido, con una
consecuente disminucion en la intensidad de color. No obstante, la combinacioén de esta

técnica con la aplicacion de ultrasonidos mejoro significativamente la extraccion de taninos,

i
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en especial aquellos procedentes del hollejo, lo que incrementd el grado medio de

polimerizacion y la formacion de vitisinas.

La adicion de raspon EP US 25% R 11 y EP US 50% R 11 increment6 ligeramente el
contenido de taninos y de forma significativa los pigmentos poliméricos en comparacion con
el vino EPUS. Aunque en dosis elevadas EPUS 50% R 11 se produjo una reduccion de
antocianos libres, atribuida especialmente a fenomenos de adsorcion. Aromaticamente, esta
practica también favoreci6 la presencia de compuestos herbaceos (C6), aunque promovio una
mayor formacion de ésteres, especialmente a una menor dosis EPUS 25% R 11, con impacto
positivo en la intensidad aromadtica del vino. Desde el punto de vista sensorial, los
tratamientos con raspon y ultrasonidos incrementaron la percepcion de astringencia, mientras
que la eliminacion parcial de semillas redujo la sensacion de amargor en vinos de uva
inmadura. En conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las técnicas
enoldgicas evaluadas: eliminacion parcial de semillas, aplicacion de ultrasonidos y adicion
de raspon, influyen de manera significativa en la composicion fendlica, volatil y sensorial de
los vinos elaborados a partir de uvas inmaduras. Por tanto, la eleccion y combinacion de estas
estrategias debe alinearse con el estilo de vino objetivo, ya sea un vino joven, afrutado y
equilibrado, o uno con mayor estructura, persistencia y capacidad de envejecimiento. Una
aplicacion racional de estas técnicas en bodega puede contribuir a mejorar la calidad de los
vinos tintos, especialmente en el actual contexto viticola condicionado por el cambio
climatico, donde se hace cada vez mas necesaria la realizacion de vendimias tempranas o de

manejo de uvas inmaduras o sin el nivel de madurez deseado por la industria.
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Capitulo 3. Impacto del tratamiento
de resinas de intercambio cationico
en la acidificacion y calidad del vino
tinto Monastrell
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Resumen

El cambio climatico tiene un impacto significativo en la fisiologia de la vid, provocando
modificaciones en la composicion de la uva, lo que conlleva alteraciones notables en la
calidad del vino, como una menor acidez, mayor contenido de alcohol y niveles de pH maés
elevados. Estos efectos son especialmente problematicos en regiones aridas y semidridas,
como las zonas mediterraneas, donde las altas temperaturas estivales y las escasas
precipitaciones aceleran la degradacion de los acidos de la uva. Como resultado, los vinos

carecen de la acidez suficiente para mantener el nivel deseado de frescura y calidad.

Por ello, este trabajo evaluo el efecto de la acidificacion de mostos mediante resinas de
intercambio cationico sobre la composicion y calidad de los vinos tintos Monastrell,
comparandolos con vinos ajustados al mismo pH objetivo mediante la adicion de acido
tartarico. Los resultados mostraron que el tratamiento de una parte del mosto con resinas de
intercambio cationico (20% y 30%) redujo significativamente los valores de pH e increment6
la acidez total en comparacion con el vino control. Esta misma tendencia se observé en los
vinos tratados con 4acido tartarico. Ademas, el tratamiento con resina redujo de forma
significativa la concentracion de cationes metalicos prooxidantes como el hierro, el cobre y
el manganeso, lo que contribuyd a menores valores de acidez volatil y a una mayor
estabilidad frente a la oxidacion de los compuestos fendlicos. La acidificacion del mosto
mediante ambos métodos mejoro la calidad del color del vino, aumentando la intensidad de
color y disminuyendo los valores del tono. Aunque no se encontraron diferencias
significativas en la concentracion total de compuestos fendlicos, se detectaron variaciones en
su perfil composicional. Asimismo, la acidificacion afect6 a la concentracion y composicion
de los compuestos aromaticos en el vino final. El analisis sensorial reveld que los vinos
tratados con mosto acidificado mediante resinas de intercambio catidnico presentaron una
mayor intensidad aromatica, notas frutales mas marcadas y una astringencia reducida,
resultando en una sensacidén en boca mas fresca. En conclusion, el tratamiento del mosto con
resinas de intercambio catidnico se presenta como una buena alternativa de bajo costo frente
a la adicion de acido tartdrico para reducir el pH e incrementar la acidez en vinos tintos

Monastrell, mejorando asi su calidad en regiones vitivinicolas de clima arido o semiérido.
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Introduccion

En los ultimos afios, el cambio climatico esta afectando cada vez mas a la viticultura a nivel
mundial, alterando la composicion de la uva y, en consecuencia, la calidad del vino. Los
cambios mas notables incluyen una reduccion de la acidez total, un aumento del contenido
alcoholico y niveles de pH mas elevados (Just-Borras et al., 2022). Estos efectos resultan
particularmente problematicos en regiones aridas y semiaridas, como la Region de Murcia,
donde impactan negativamente en el equilibrio, la frescura y el potencial de crianza del vino
(Sweetman et al., 2014). Ante este escenario, las bodegas se enfrentan a una decision critica:
vendimiar de forma temprana cuando los niveles de azicar son bajos y el pH es dptimo, pero
la madurez fendlica y aromatica es insuficiente; o retrasar la vendimia para alcanzar una
madurez fendlica completa a costa de un contenido alcoholico excesivo y un pH elevado. Por
tanto, identificar estrategias enoldgicas que permitan mitigar este desequilibrio inducido por

el cambio climatico resulta de gran interés para el sector vitivinicola.

La acidez y el pH desempefian un papel crucial en la elaboracion de vinos tintos, influyendo
tanto en la estabilidad microbioldgica como en las propiedades fisicoquimicas (Boulton,
1980). El pH determina el equilibrio del anhidrido sulfuroso (SOz), afectando directamente
a la proporcion de SOz libre y molecular (Lafon-Lafourcade & Peynaud, 2016). Se considera
que concentraciones de SO2 molecular entre 0,6 y 0,8 mg/L son necesarias para garantizar la
estabilidad microbiologica en vinos secos (Boulton et al., 1996; Ribéreau-Gayon et al., 2005).
Sin embargo, los vinos con pH mas alto requieren mayores concentraciones de SO2 molecular
para alcanzar el mismo nivel de proteccion, lo que puede superar los limites legales para
vinos tintos secos, como el umbral de 150 mg/L establecido en Espafia (Parlamento Europeo
y Consejo de la Union Europea, 2007). Ademas, el pH y la acidez son factores clave en la
solubilidad y estabilidad de sales tartaricas, y también influyen en el color del vino, al
modular el equilibrio de los antocianos (Berg, 1963; Boulton, 2001) y favorecer la
condensacion y polimerizacion de pigmentos (Sheridan & Elias 2016). En conjunto, la acidez
total como el pH afectan significativamente en la percepcion sensorial y el equilibrio
organoléptico, desempefiando un papel esencial en la estabilidad y calidad del vino (Ribérau-

Gayon et al., 2006).
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Dado a la importancia critica del pH en la calidad del vino, se han desarrollado diversas
técnicas para aumentar la acidez y reducir los niveles de pH. Estas estrategias incluyen
procesos quimicos, microbiologicos, fisicos y fisicoquimicos (Morata, 2018). Entre los
métodos tradicionales mas utilizados en enologia se encuentran: (i) el ensamblaje con mostos
o vinos de mayor acidez (Martinez-Moreno et al., 2023); (ii) la acidificacion microbioldgica
mediante el uso de levaduras Saccharomyces o no-Saccharomyces en el mosto capaces de
producir dcido malico o succinico (Benito et al., 2019). Asi se ha reportado que algunas cepas
de Saccharomyces cerevisiae producen cantidades moderadas de acido succinico (Morata,
2018), mientras que especies no Saccharomyces como Schizosaccharomyces pombe y
Lachancea thermotolerans pueden contribuir significativamente a la acidificacion. Lanchea
thermotolerans, en particular, es actualmente ampliamente empleada en la elaboracion de
vino para acidificar el mosto o el vino mediante la produccion de 4cido lactico, mejorando
asi la frescura y la estabilidad microbioldgica (Morata, 2018 y Benito et al., 2019); y (iii) la
acidificacion quimica mediante la adicion de 4cido lactico, malico o tartarico (Morata, 2018).
Aunque los acidos malico y lactico también estan permitidos para la acidificacion, su impacto
en la reduccion del pH es mas limitado que el del 4cido tartarico debido a sus valores de pKa
mas altos (acido malico pKai= 3,40; acido lactico pKa=3,86 vs. acido tartarico pKai=2,98).
A concentraciones molares equivalentes, generan un menor cambio en la actividad de iones
hidrogeno y, por lo tanto, una menor disminucion del pH. Ademas, el acido tartarico es el
principal acido natural en la uva y el vino y permanece estable durante el envejecimiento, lo
que lo convierte en el agente acidificante mas utilizado en la vinificacion en climas calidos.
Por estas razones, el presente estudio se centrd en comparar la adicion del acido tartarico con
el tratamiento mediante resinas de intercambio cationico, en lugar de incluir los acidos malico

o lactico.

La Organizacion Internacional de la Vina y el Vino (OIV, 2017) ha aprobado dos mejoras
tecnologicas clave para la regulacion de la acidez en mostos y vinos: (i) utilizacion de los
sistemas de electromembranas derivadas de la electrodialisis, utilizadas principalmente para
la estabilizacion tartarica (Lasanta & Goémez, 2012); y (ii) sistemas de intercambio ionico,
mediante resinas de intercambio catidonico para acidificar mostos y vinos (Lasanta et al.,
2013). La OIV establece limites para las practicas de acidificacion, estipulando que la acidez

total no puede incrementarse mas de 54 meq/L, equivalente a 4 g/L de acido tartarico.
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Las resinas de intercambio catidnico son copolimeros sulfonados de estireno-divinilbenceno
con grupos sulfonicos (-SO3H), que facilitan el intercambio de cationes como potasio (K*),
y calcio (Ca?*) por iones H, incrementando asi la acidez total y reduciendo el pH del mosto
o del vino (OIV, 2017b; Ribérau-Gayon et al., 2006). Ademas de mejorar la estabilidad
tartarica al reducir el riesgo de precipitacion de sales, este proceso también elimina cationes
metalicos como el hierro (Fe) y el cobre (Cu), que forman complejos con acidos organicos
(Lasanta et al., 2013). La reduccién de metales redox-activos contribuye a una mayor
estabilidad frente a la oxidacion. Sin embargo, las concentraciones también influyen en la
fermentacion alcoholica y, por tanto, en la composicion aromatica del vino. Segin Walker
(2004), algunos iones metalicos influyen en el crecimiento y metabolismo de las levaduras,
afectando a la tasa de conversion de azicares a etanol, la biomasa, la viabilidad celular, la
tolerancia al estrés, la produccion de espuma y la floculacion. En este sentido, el magnesio
es el principal candidato como protector frente al estrés en la fermentacidon, mientras que el
cobre incrementa el estrés en las levaduras durante dicho proceso. Por lo tanto, el uso de estas
resinas proporciona una herramienta precisa y eficaz para el ajuste del pH. En términos
generales, cuando se aplica esta técnica enoldgica en bodega, solo una fraccion del mosto o
del vino (5-30%) se trata con resinas y posteriormente se reincorpora al lote principal (Ponce
et al., 2018). Dicho tratamiento con resinas no debe reducir el pH del vino por debajo de 3,0
ni provocar una disminucion superior a 0,3 unidades de pH tartarico (Codigo Internacional

de Practicas Enologicas, 2025).

Diversos estudios han investigado la aplicacion del intercambio catidonico en mosto y vino,
asi como su impacto sobre la composicion y calidad del vino (Walker et al., 2004; Lasanta y
Gomez, 2012; Lasanta et al., 2013; Mislata et al., 2021; Ponce et al., 2018). Esta tecnologia
ha demostrado ser eficaz para el ajuste del pH, al tiempo que mejora tanto la estabilidad
tartarica como la estabilidad oxidativa en vinos tintos (Payan et al., 2023). Aunque su impacto
sobre el contenido fendlico es limitado, se han reportado ligeras reducciones en los niveles
de antocianos y taninos cuando se aplica directamente en vino (Walker et al., 2004). No
obstante, en vinos tintos de Syrah, este método se ha asociado con mejoras en los atributos

cromaticos, como una menor tonalidad y una mayor intensidad de color (Walker et al., 2004).
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Hasta donde sabemos, no existen estudios previos que hayan explorado la aplicacion de
resinas de intercambio catidnico en mostos destinados a la elaboracion de vino tinto de
Monastrell. Esta es una variedad de maduracion tardia y ciclo vegetativo largo, cultivada
principalmente en regiones donde el cambio climatico y las altas temperaturas dificultan la
maduracion fendlica. Esto obliga, con frecuencia, a retrasar la vendimia, obteniendo mostos
con elevados niveles de solidos solubles y pH. Como resultado, durante la vinificacion se
requieren importantes adiciones de &cido tartirico, lo que incrementa el riesgo de
precipitacion de sales tartdricas, ademds de constituir una intervencion limitada por la
normativa vigente, la cual establece que el aumento neto acumulado no debe superar los 4
g/L de acido tartarico (Codigo Internacional de Practicas Enologicas., 2025). Por ello, el
presente estudio tiene como objetivo evaluar el impacto del tratamiento del mosto con resinas
de intercambio catidonico, un método de acidificacion de bajo coste y con menor riesgo de
precipitacion tartdrica en comparacion con la acidificacion tradicional mediante 4cido
tartarico, sobre la composicién y calidad de los vinos tintos de Monastrell. Los vinos
elaborados a partir de mostos tratados con resinas de intercambio catiénico se compararon
con aquellos ajustados al mismo pH mediante 4cido tartarico, asi como con vinos control
obtenidos a partir de mostos sin tratar, con fin de evaluar el potencial de este enfoque fisico

como alternativa mas viable para mejorar la calidad del vino en regiones calidas.

Materiales y métodos

1. Ubicacion del vifiedo y muestras de uva

Un total de 500 kg de uva tinta Monastrell se cosecharon en un vifiedo ubicado en el Valle
del Aceniche, dentro de la D.O. Bullas, Regién de Murcia, Espafia. Con una madurez de 14
°Bé. Las cepas de Monastrell fueron plantadas en 1990 y estan distribuidas en un marco de
plantacion de 2,5 x 3,0 metros (equivalente a 1333 plantas por hectarea). El vifiedo se
encuentra a una altitud de 850 metros sobre el nivel del mar y presenta veranos calurosos e
inviernos muy frios, con nevadas ocasionales. Las cepas se cultivan mediante un sistema de
conduccion en vaso y bajo condiciones de secano (un método de cultivo en el que las cepas

dependen completamente de la lluvia natural, sin riego).
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2. Vinificaciones

Del total de uvas recolectadas, el mosto present6 27,2 + 0,1 °Brix, un pH de 3,85+0,1, y una
acidez total de 5,53 = 0,05 g/L (expresada en equivalentes de acido tartarico). Estos valores
corresponden a uvas en una madurez tecnologica avanzada, caracterizada por un alto
contenido de azucar y un pH elevado, condiciones tipicas de la viticultura en climas calidos
y representativas de los desafios enologicos tratados en este estudio. Se separ6 el 20% de la
uva vendimiada, se despalillo y estrujoé para obtener 50 L de mosto destinado a tratamientos
de acidificacion con resinas. La acidificacion se realizo utilizando una unidad de intercambio
catidonico a escala semiindustrial, FreeK+, proporcionada por Agrovin S.A. (Alcazar de San
Juan, Ciudad Real, Espatfia), operando a un caudal de 150 L/h. Antes del tratamiento, el mosto
fue clarificado mediante la adicién de enzimas pectoliticas (Enozym Lux, 3 mL/hL) para
reducir la turbidez por debajo de 70 NTU. Posteriormente, el mosto acidificado sustituy¢ al

20% y al 30% del volumen del mosto sin tratar en las vinificaciones correspondientes (FreeK
20y FreeK 30).

Ademas, se realizaron dos vinificaciones con adiciones de acido tartarico para ajustar el pH
a los mismos niveles que en los tratamientos con 20% y 30% de mosto acidificado (Tartéarico
20 y Tartérico 30, respectivamente). Se llevd a cabo una vinificacion control sin sustitucion
de mosto ni ajuste de pH. Todas las vinificaciones se realizaron por triplicado en depositos
de 25 L. La maceracion durd siete dias. Al finalizar la maceracion, los vinos se prensaron y
el vino obtenido del prensado se mezclé con el vino escurrido. Todos los vinos se
almacenaron a temperatura ambiente (23+2 °C) hasta finalizacion de la fermentacion
alcoholica. Una vez completada la fermentacion, los vinos fueron sulfitados, trasegados y

finalmente embotellados. Los analisis se realizaron un mes después del embotellado.
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Figura 1. Esquema de elaboraciones de vino Monastrell.
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3. Determinaciones analiticas
3.1 Parametros fisico-quimicos

Los vinos fueron caracterizados determinando el contenido alcohdlico, pH y acidez total,
siguiendo los métodos establecidos por la Comunidad Europea (Reglamento de la CEE,

1990).

3.2 Analisis espectrofotométricos

Los parametros cromaticos se evaluaron con un espectrofotdometro UV/Visible (Helios Alpha
Thermo Spectronic, Cambridge, Reino Unido). La intensidad de color (IC) del vino se

determind como la suma de las absorbancias a 420 nm, 520 nm y 620 nm, segin Glories
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(1984). Las concentraciones de antocianos totales y poliméricas se midieron segiin el método
de Ho et al. (2001). El indice fenolico total (IPT) se calculd a partir de la absorbancia a 280
nm, segun Ribéreau-Gayon et al. (2006). Los taninos totales se determinaron mediante el

método de precipitacion con metilcelulosa descrito por Smith (2005).

3.3 Determinacion de proantocianidinas por HPLC

La concentracion total de proantocianidinas y su composicion (grado medio de
polimerizacién, porcentaje de galoilacion y porcentaje de (-)-epigalocatequina se
determinaron mediante el método de floroglucinolisis bajo las condiciones descritas por
Busse Valverde et al. (2010). La concentracion y la composicion de taninos fue determinada
restando a la concentracion de subunidades terminales de los flavan-3-oles monoméricos. El
analisis se realizd en un sistema HPLC Waters 2695 (Waters, Milford, MA, EE.UU.)
acoplado a un detector de diodo array (Waters 2996) usando una columna Atlantis dC18 (250
X 4,6 mm, 5 pm) protegida con una pre-columna del mismo material (250 x 4,6 mm, 5 pm).
El volumen de inyeccion fue de 10 pL. El disolvente A consistia en una mezcla de agua/acido
formico (98:2, v/v), el B una mezcla de acetonitrilo/disolvente A (80:20, v/v) con un caudal
constante de 0,8 mL/min y una temperatura de la columna de 30 °C. Las condiciones de
elucion fueron: 100 % de disolvente A durante 5 minutos, seguidos de un gradiente lineal del
100% al 90% de A durante 30 minutos, y del 90% al 80% de A durante 30 minutos
adicionales, finalizado con un lavado reequilibrio de la columna. El porcentaje de galoilacién
se calculo como la proporcion molar de subunidades galoiladas (expresadas como (-)-
epicatequina galato) en relacion con la concentracion molar total de todas las unidades

terminales y de extension liberadas tras la floroglucinolisis

3.4 Determinacion de antocianos y vitisinas por HPLC

La separacion de antocianos y vitisinas en el vino se realizd mediante un cromatografo
liquido Waters Acquity Arc (Waters, Milford, MA, EE.UU.) equipado con un detector de
diodo array Waters 2998, siguiendo la metodologia descrita por Martinez-Moreno et al.

(2025). Se utilizé una columna Poroshell 120- EC-C18 (150 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent
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Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). La fase movil consisti6 en 4cido formico al 1% en
agua (disolvente A) y acido férmico al 1% en una mezcla de metanol:acetonitrilo (1:1, v/v)
como disolvente B. El gradiente de elucion fue: 100 % de A durante 2 minutos, seguido de
un aumento lineal de 0% a 15% de B en 33 minutos, de 15% a 21% en 15 minutos, y de 21%
a 30% en 20 minutos, finalizando con lavado y reequilibrio. La temperatura del horno de la
columna fue 55 °C, el caudal de 0,3 mL/min y el volumen de inyecciéon de 5 pL. La
identificacion y cuantificacion de compuestos se realizdo a 520 nm, usando cloruro de

malvidina-3-glucosido como estandar externo.

3.5 Determinacion de compuestos volatiles

Para el analisis de compuestos volatiles en los vinos Monastrell, se afiadieron 10 mL de vino
a un vial de vidrio de 30 mL. Se adicionaron también 4 g de cloruro sddico (NaCl) y 25 uL
de un estandar interno (2-octanol, Sigma-Aldrich), y el vial se cerré herméticamente con una
tapa revestida de PTFE. La solucion se homogenizé en un mezclador vortex (IKA,
Konigswinter, Alemania). El analisis de compuestos volatiles se realizé por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) utilizando un sistema de HP 5890
acoplado a un espectrometro de masas cuadrupolar HP 5972 (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EE.UU.). Se inyectaron 2 pL del extracto en modo Split. La separacion se llevo a
cabo en una columna capilar HP InnoWax (50m x 0,32mm, 0,25 pm, Agilent). La temperatura
del inyector se mantuvo a 40 °C durante 5 minutos incrementando hasta 225 °C a 3 °C /min
y manteniéndola constante durante 5 minutos. El detector operé en modo de impacto
electronico (70eV), con un rango de adquisicion de masas (m/z) de 50 a 200 uma. La
identificacion de picos se realizé comparando los espectros de masas con los de la biblioteca
Wiley 6.0 (Chichester, Reino Unido) y con los indices de retencion calculados segun valores
publicados. Los datos semicuantitativos se obtuvieron calculando el area relativa del pico

(senal de ion total o fragmento en caso de coelucion) respecto al estandar interno.
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3.6 Analisis de metales y elementos traza por ICP-MS

Los metales y elementos traza se determinaron mediante espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS). Las muestras de vino se diluyeron previamente 1:10
(v/v) con acido nitrico al 2% (v/v). El anélisis se realizd con un instrumento Agilent 7900
(Agilent, Tokio, Japén), equipado con un nebulizador MicroMist y una camara de
nebulizacion de doble paso tipo Scott con nebulizacion continua. Las condiciones operativas
fueron las siguientes: caudal de gas del nebulizador, 1,05 L/min; caudal de gas auxiliar, 0,9
L/min; caudal de gas del plasma 15 L/min; y potencia de RF del ICP, 1500 W. Las curvas de
calibracion se establecieron hasta 100 mg/L para K, Mg, Na y Ca, y hasta 1 mg/L para

elementos en menor concentracion como Fe, Cu, Mn y Zn.

3.7 Analisis sensorial

Los vinos fueron evaluados utilizando un enfoque de anélisis sensorial descriptivo. Antes de
la evaluacion, las muestras de las tres réplicas de cada tratamiento fueron combinadas para
obtener una muestra representativa y minimizar la variabilidad entre réplicas. El panel
sensorial consistié en 12 panelistas entrenados con amplia experiencia en analisis sensorial
de vino. El estudio de evaluacion sensorial sigui6 las recomendaciones de la Declaracion de
Helsinki (WMA, 2013) y se ajustd estrictamente a las pautas del comité¢ de ética de
investigacion de la Universidad de Murcia para el analisis sensorial de alimentos con paneles
entrenados. Los participantes dieron su consentimiento informado a través de la declaracion
“Soy consciente de que mis respuestas son confidenciales y acepto participar en este estudio
como panelista entrenado”, donde se requeria una respuesta afirmativa para ingresar al panel
de cata. Ademas, el analisis sensorial se realizd siguiendo las pautas establecidas por UNE-
ISO 6658:2019 y UNE-ISO 4121:2006 que definen la metodologia general para las pruebas
sensoriales y los procedimientos para evaluar la intensidad de los atributos sensoriales. Se
sirvieron 40 mililitros de vino codificado con nimeros de 3 digitos en copas de cata estandar.
Se proporcionaron galletas saladas y agua fresca para limpiar el paladar entre muestras. Las
evaluaciones se llevaron a cabo en una sala de cata estandarizada con cabinas individuales
iluminadas por luz blanca, a una temperatura controlada de 20 + 1 °C, libre de olores, ruidos,

y distracciones. El panel trabajo con el 1éxico previamente descrito por Pérez Mendoza, et al
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(2025), evaluando los siguientes atributos: intensidad de color, tono, intensidad de aroma,
calidad del aroma, calidad del sabor, persistencia, armonia, astringencia, acidez, fruta
madura, fruta fresca y herbaceo. Se utilizé una escala numérica del 0 al 10 para la evaluacion
(0= ninguno, 10= extremadamente con incrementos de 0,5). El panel realizo 4 sesiones de
entrenamiento sobre los descriptores y, después de una sesion de validacion, comenzé el

analisis de las muestras. Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado.

3.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el software Statgraphics Centurion XV1.3
(Statpoint Technologies, Inc, The plains, VA, EE.UU). Los pardmetros fisicoquimicos, los
compuestos fenolicos y volatiles, asi como los datos sensoriales, fueron analizados mediante
andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de p<0,05. Diferencias entre

medias fueron evaluadas utilizando la prueba de diferencia minima significativa (LSD).

Resultados y discusion

1. Parametros fisico-quimicos de los vinos

Los resultados de los parametros fisico-quimicos (Tabla 1) mostraron que la sustitucion del
20% y 30% del mosto por mosto acidificado, redujo significativamente los valores de pH del
vino, pasando de 3,83 en el vino control a 3,65 y 3,52, respectivamente. Esta acidificacion
incremento la acidez total en un 4,9% y 10,4%, respectivamente. Se observo una tendencia
similar en los vinos cuyo mosto fue acidificado mediante la adicion de &cido tartarico. No se
encontraron diferencias significativas entre los valores de pH y acidez de los vinos con un
20% de mosto acidificado con resina (FreeK 20) y aquellos con adicién de acido tartarico
(Tartarico 20), ni entre los vinos con un 30% de mosto acidificado con resina (FreeK 30) y
acido tartarico (Tartarico 30). Cabe sefialar que otros acidos, como el mélico y el lactico estan

permitidos para la acidificacion del vino. Sin embargo, sus constantes de disociacion son mas
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altas que las del 4acido tartarico. Esta capacidad limitada para reducir el pH, combinada con
el hecho que el 4cido malico sea susceptible a la degradaciéon mediante la fermentacion
malolactica y el acido lactico no es predominante natural en las uvas, los hace menos
efectivos como alternativas en la viticultura de climas célidos, donde a menudo se requiere

una correccion sustancial del pH.

El contenido alcohoélico fue similar en todos los vinos elaborados, mientras que la acidez
volatil mostr6é valores significativamente mas bajos en los vinos elaborados con mostos
acidificados, tanto los tratados con resinas (FreeK 20 y FreeK 30) como los acidificados con
acido tartarico. Esta reduccion podria estar relacionada con la disminucion del pH, la cual
ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad microbiana, limitando potencialmente la
formacion de acido acético durante la fermentacion.Los vinos tratados con 4cido tartarico
presentaron valores de acidez volatil intermedios entre los vinos control y aquellos
provenientes del tratamiento con resina de intercambio catidonico lo cual podria estar
relacionado con un mayor contenido de metales en estos vinos en comparacion con los

acidificados mediante resina de intercambio i6nico (Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de los vinos tintos Monastrell.

Tartarico Tartarico

Parametros Control 20 30 FreeK 20 FreeK 30
% Alcohol 16,34+0,10a 16,34+0,12a 16,3+0,10a 16,37+£0,15a 16,47+0,17a
pH 3,83+0,03¢  3,62+0,03b 3,55+0,0la 3,65+0,03b 3,52+0,02a

Acidez total (g/L) 5,57+0,1a  5,89+0,08b 6,2840,04c 5,86+0,07b  6,22+0,08c
Acidez volatil (g/L) 0,77+0,02d  0,60+0,01b  0,68+0c 0,51+0,01a  0,53+0,03a

Control: vino sin correccion, Tartarico 20: vino con adicion de acido tartarico igualando el valor de pH que
el obtenido con FreeK 20, Tartarico 30: vino con adicion de acido tartarico igualando el valor de pH que el
obtenido con FreeK 30, FreeK 20: vino elaborado con sustitucion del 20% de mosto por mosto acidificado,
FreeK 30: vino elaborado con sustitucion del 30% de mosto por mosto acidificado Letras diferentes en la
misma fila muestran diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

145



Esta diferencia en la composicion metélica puede influir significativamente en el desarrollo
y la eficiencia de la fermentacion, produciendo ciertos metabolitos menos deseables (Walker,
2004). Asi, Ferreira et al. (2006) reportaron un aumento en los valores de acidez volatil en
vinos fermentados con diferentes levaduras comerciales en presencia de residuos de cobre,
debido a una fermentacion més lenta. Por lo tanto, una menor presencia de cobre, junto con
otros metales en el vino provenientes de mostos tratados con resina de intercambio cationico,

podria justificar los valores mas bajos de acidez volatil encontrados en estos vinos.

2. Minerales presentes en el vino

La concentracion de la mayoria de los metales analizados en los vinos disminuy¢ tras la
adicién de acido tartarico y, en mayor medida, con la sustitucion del mosto por mosto
acidificado mediante resina de intercambio cationico, especialmente en los niveles mas altos

de sustitucion (Tabla 2).

Estos resultados destacan que el tratamiento del mosto con resinas de intercambio catidonico
para reducir el pH del vino también es eficaz para disminuir los iones que catalizan reacciones
de oxidacion en el vino, como Fe, Cuy Mn. De manera similar, Ponce et al. (2018) y Benitez
et al. (2002) observaron una reduccion en el contenido de metales y una mejora en la

estabilidad oxidativa en vinos tratados con dichas resinas para disminuir el pH.

En todos los cationes presentes sen el vino, el potasio (K*) es de particular importancia debido
a su fuerte tendencia a formar sales insolubles con el 4cido tartarico, lo cual puede derivar en
la formacion de cristales en la botella. En este estudio, los niveles de potasio se redujeron un
20% y 28% en los vinos cuyos mostos fueron tratados con adicion de 4cido tartarico al 20%
y 30%. Esto se debe a la interaccion del anion bitartrato (la base conjugada del acido tartarico)
con K" en el vino para formar bitartrato potasico, la principal fuente de depdsitos cristalinos

que se encuentran durante la vinificacion (Boulton, 1995).

En los vinos tratados con resina (FreeK 20 y FreeK 30), la reduccion de K fue del 10,4% y
27,8%, respectivamente, ya que el K* fue intercambiado por H" cuando el mosto paso a través
de las resinas. Esto reduce el riesgo de formacion de sales tartaricas que precipitan en el

fondo de la botella, lo que a menudo provoca el rechazo del consumidor (Cosme et al., 2021).
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La disminucién de potasio durante las etapas finales de la fermentacion se atribuye a la
precipitacion de bitartrato potdsico, menos soluble en presencia de etanol, y que puede

contribuir a cambios en el pH y la acidez (Boulton, 1995).

Tabla 2. Concentracion de minerales (mg/L) en vinos tintos Monastrell.

Minerales Control  Tartarico 20 Tartarico 30 FreeK 20 FreeK 30

Potasio 1189+60,60d 945+21,73b  855+£5,08a  1065+14,97c 857+30,22a

Calcio 49,18+0,68a 54,3442,32b 55,34+0,46bc 58,05+0,45cd 60,01+2,38d
Hierro 1,34+0,03¢c  1,34+0,01c  1,53+0,02d  1,24+0,02b  1,07+0,02a
Cobre 0,55+0,02d  0,32+0,04c  0,25+0,02b  0,21+0,02b  0,17+0,01a
Sodio 11,26+0,96¢  8,88+0,27b  9,18+0,03b  8,74+0,09b  7,92+0,16a

Magnesio  87,54+2,39c 85,23+1,43¢ 86,51+1,85¢c 73,59+0,07b 68,93+0,93a
Manganeso 0,80+0,0c  0,80+0,01c  0,84+0,02d  0,71+0,03b  0,67+0,01a
Zinc 1,71+£0,02¢  0,71+0,03b  0,66+0,01ab  0,64+0,05a 0,65+0,05ab

Control: vino sin correccion, Tartarico 20: vino con adicion de acido tartarico igualando el valor de
PpH que el obtenido con FreeK 20, Tartarico 30: vino con adicion de dacido tartarico igualando el valor
de pH que el obtenido con FreeK 30, FreeK 20: vino elaborado con sustitucion del 20% de mosto por
mosto acidificado, FreeK 30: vino elaborado con sustitucion del 30% de mosto por mosto acidificado
Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Los aumentos observados en los niveles de calcio (Ca) con los distintos tratamientos podrian
estar asociados a los valores de pH alcanzados, ya que un pH bajo incrementa la solubilidad
de sales de tartrato célcico, evitando su precipitacion (McKinnon et al., 1994), a diferencia
del vino control, que, con valores de pH mas altos, favorece la precipitacion de esta sal,
reduciendo asi el contenido de calcio en el vino. Ademas, cabe destacar que la adicion de
acido tartarico durante la vinificacion puede aumentar el contenido de calcio, ya que este
mineral estd presente en este producto enologico en pequefias cantidades (por debajo de 200
mg/kg). Los niveles de calcio oscilaron entre 49,18 y 60,01 mg/L, por debajo de los asociados
con inestabilidad tartarica, reportados entre 70 y 100 mg/L (Boulton et al., 2006). Ademas,

los valores bajos de pH, como los alcanzados con el acido tartarico y el mosto acidificado,
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favorecen el equilibrio hacia formas tartaricas protonadas y monovalentes en lugar de la

forma divalente requerida para la formacion de tartrato calcico (Waterhouse et al., 2016).

3. Parametros cromaticos y fendlicos medidos por espectrofotometria

La Tabla 3 muestra los resultados de los parametros cromaticos y el contenido de compuestos
fendlicos en los diferentes vinos. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en cuanto a la concentracién antocianos ni taninos. Los vinos en los que parte
del mosto fue sustituido por mosto acidificado (FreeK 20 y FreeK 30) mostraron una
intensidad de color significativamente mayor y valores de tono significativamente menores
en comparacion al vino control, 1o que resultd en un color mas parpura, atributos valorados
positivamente en vinos tintos de calidad. Resultados similares se observaron en el vino
Tartarico 30, mientras que la adicion de una menor cantidad de é4cido tartarico produjo un

perfil cromatico mas similar al del vino control no tratado.

El vino control presentd el mayor contenido de pigmentos resistentes al SO2 (AP), seguido
por los vinos tratados con acido tartarico, mientras que los valores mas bajos se encontraron
en los vinos tratados con mosto acidificado mediante resinas. Numerosos estudios han
analizado el efecto de distintas técnicas enologicas sobre la dindmica de extraccion fendlica
durante la maceracion (Bautista-Ortin et al., 2005; Casassa et al., 2014; Martinez-Moreno et
al., 2025). Sin embargo, existe menos informacion sobre el efecto del pH en la difusion de
estos compuestos desde la uva hacia el mosto-vino durante esta etapa, posiblemente debido
a la complejidad de la maceracion, que estéd influenciada por multiples factores, entre ellos
la composiciéon quimica del medio, que regula la solubilidad y extractabilidad de los
compuestos fenolicos. Forino et al. (2020) reportaron una disminucién en la extraccion de
antocianos al aumentar el pH del medio de 3,2 a 3,5, sin diferencias entre 3,5 y 3,7. Estos
mismos autores también reportaron un incremento de pigmentos poliméricos de cadena corta
con el aumento de pH, sin observarse la misma tendencia en los pigmentos poliméricos de
mayor tamaifo. En cuanto a los taninos, observaron un ligero aumento en su concentracion
con el incremento del pH, aunque no significativo en comparacion con el control. Por el

contrario, Gambuti et al. (2022) encontraron que la formacion de pigmentos poliméricos se
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veia favorecido en vinos obtenidos mediante maceracion de uvas a pH mas elevado, siendo
este efecto significativo tras finalizar la fermentacion alcohdlica. Ademas, estos mismos
autores indicaron que cuanto mads tardia se realizaba la acidificacion (una semana después
de finalizar la maceracion fermentativa), mayor era la producciéon de estos compuestos de
cadena larga y de nuevos pigmentos con el tiempo, lo que sugiere que el efecto de la
acidificacion en la formacion de pigmentos estables es mas fuerte cuando el pH se reduce

tras finalizar la fermentacion.

La reduccion del pH en los vinos Tartarico 30, FreeK 20 y FreeK 30 aument¢ la participacion
de los antocianos en 520 nm (componente roja), lo que explica los valores mas altos de
intensidad de color. Bajo estas condiciones acidas, mas antocianos se encuentran en forma
de cation flavilio, lo que favorece reacciones de autoasociacion o copigmentacion con otros
compuestos fenolicos, principalmente flavonoides y dcidos fendlicos (Gonzalez-Manzano et
al., 2008). La copigmentacion es responsable de cambios hipercromicos, que resultan en
mayor absorbancia, y desplazamientos batocromicos, que producen tonalidades rojo-ptrpura

(Boulton, 2001).

Este comportamiento no se observd en el vino tratado con la menor dosis de acido tartarico
(Tartéarico 20), que mostr6 valores de tono mas altos a pesar de tener un pH similar al de
FreeK 20. Esto puede deberse a una mayor evolucion oxidativa de los compuestos fendlicos,
relacionada con un contenido mas elevado de Fe, Cu, Mn y Zn. Dong et al. (2001)
informaron que la reaccion directa entre oxigeno y fenoles es lenta o insignificante en medios
acidos, mientras que los metales de transicion como el Fe pueden alterar las rutas de
reaccion, disminuyendo los requerimientos de energia libre y aumentando las velocidades
de reaccion. Estudios previos indicaron que el tratamiento con resina puede afectar el color
del vino tinto debido a reducciones en el contenido de antocianos monoglucésidos por las
adsorciones en la resina (Mira et al., 2002). El mismo efecto fue reportado también para la
concentracion de taninos (Lasanta et al., 2013), aunque en el caso de los taninos, esto podria
deberse a un efecto de dilucion causado por el agua de lavado retenida en la columna, mas

que a una adsorcién por parte de la resina como ocurre con los antocianos.

Estos hallazgos sugieren que, para evitar alteraciones en el contenido fendlico y posibles

efectos negativos sobre el color del vino tinto, es preferible aplicar el tratamiento con resinas
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de intercambio cationico al mosto (en lugar de tratar directamente el vino), debido a su menor

concentracion de compuestos fendlicos, tal como se realizo en el presente estudio.

Tabla 3. Parametros de color y compuestos fenolicos medidos por espectrofotometria
en vinos tintos Monastrell.

Parametros Control Tartarico 20 Tartarico 30 FreeK 20 FreeK 30

IC 15,1403a  15,140,5a  16,5¢0,8b  16,2+0,2b  16,2+0,5b
Tono 0,58+0,04b  0,56+0,03b  0,5140,01a 0,51+0,0la 0,49+0,01a
%420 33,8+41,3b  32,640,9b  30,9+02a  30,8+0,5a  29,8+l,1a
%520 57,9+1,5a  57,9+13a  60,4+0,7b  60,3+03b  60,5+0,8b
%620 8,3402a  9,5+0,4bc  8,7+0,5a  9,040,2ab  9,8+0,3c
IPT 51,840,8b  48,8+1,5a  48+0,8a  47,5+0,3a  49,3+1,6a
AT 569+19a  564+10,7a  562+122a 5614992  567+6,1a
AP 56,3+0,7c  54,5+0,8bc  53,4+1,5b  48+0,6a  47,3+13a
TT 1307456,3a  1321+37,7a 1312+10,8a  1302+70,7 1253+20,5a

IC: intensidad de color, IPT: indice de polifenoles totales AT: antocianos totales (mg/L), AP: antocianos
poliméricos (mg/L), TT: taninos totales (determinados por el método de metilcelulosa, mg/L), Control: vino
sin correccion, Tartarico 20: vino con adicion de acido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido
con FreeK 20, Tartarico 30: vino con adicion de dcido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido
con FreeK 30, FreeK 20: vino elaborado con sustitucion del 20% de mosto por mosto acidificado, FreeK
30: vino elaborado con sustitucion del 30% de mosto por mosto acidificado Letras diferentes en la misma
fila muestran diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

4. Concentracion y composicion de taninos por HPLC

La concentracion de los taninos despolimerizables medidos por el método de la
floroglucinolisis se presentan en la Tabla 4. Tanto la adicién de acido tartirico como el
tratamiento del mosto con intercambio catidonico no afectaron de manera significativa a la
concentracion total de taninos en comparacion con el tratamiento control. El vino control y
el vino tratado con 30% de mosto acidificado (FreeK 30) mostraron los valores mas bajos de
polimerizacion, sin diferencias significativas entre ellos. Por el contrario, los vinos

acidificados con 4cido tartarico presentaron los valores mas altos para este parametro. Por
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otro lado, se encontraron menores porcentajes de la subunidad (-)-epigalocatequina en los

taninos del vino control, mientras que los valores mas altos se observaron en el vino con la

mayor sustitucion de mosto acidificado, con valores intermedios en los demas vinos.

Tabla 4. Concentracion y composicion de proantocianidinas en vinos tintos

Monastrell.
Parametros Control  Tartarico 20 Tartarico 30  FreeK20  FreeK 30
TT 397+4,3a 420+18,9a 399+11,2a 417+25,8a  400+38,8a
GPm 6,5+0,3a 7,8+0,3b 7,6+0,4b 7,4+0,1b 6,7+0,5a
%EGC 13,3+0,9a 22,7+0,8b 23,3+1,1b 242+1.1b  26,7+0,2¢c
%Gal 9,0+0,6b 7,2+0,3a 7,6+0,5a 7,7+0,3a 8,6+0,6b
EGC 179+12,2a  337+25,3bc 313+5,6b 340+24,9bc  358+32,6¢
ECG 33,3+0,4b  31,3+1,5ab 28,9+1,6a 30,9£3,0ab  32,3+1,7b

TT: taninos totales (mg/L), GPm: grado medio de polimerizacion, % Gal: porcentaje de galilacion, %EGC:
porcentaje de (-)-epigalocatequina EGC: concentracion de (-)-epigalocatequina (uM), ECG:
concentracion de (-)-epicatequina galato (uM), Control: vino sin correccion, Tartarico 20: vino con
adicion de acido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido con FreeK 20, Tartarico 30: vino con
adicion de acido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido con FreeK 30, FreeK 20: vino
elaborado con sustitucion del 20% de mosto por mosto acidificado, FreeK 30: vino elaborado con
sustitucion del 30% de mosto por mosto acidificado Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Estos resultados indican que el pH del medio afecta a la composicion de los taninos extraidos
tanto del hollejo como de las semillas. Especificamente, un pH mas bajo favorece la
extraccion de taninos de mayor peso molecular con un mayor contenido de (-)-
epigalocatequina en su estructura, asociado a una astringencia mas suave (Forino et al.,
2020). En este sentido, la mayor disminucion del pH en el tratamiento FreeK 30 también
promueve una mayor extraccion de taninos de menor peso molecular procedentes de semillas,
los cuales son mas ricos en (-)-epicatequina-3-O-galato. Ademas, bajo condiciones acidas,
las proantocianidinas pueden someterse a una despolimerizacion formando carbocationes,
que son intermediarios reactivos capaces de sufrir un ataque nucleofilico por otras unidades
de flavan-3-ol, promoviendo asi la re-polimerizacion (45). Este proceso puede llevar a un

aumento en el grado medio de polimerizacion (GPm) en algunos vinos acidificados. Por lo

151



tanto, aunque la concentracion total de taninos fue similar en todos los vinos, las diferencias
en la composicion estructural puede influir en las sensaciones organolépticas. Esto se debe a
que taninos de mayor peso molecular y con un mayor grado de galoilacion intensifican la
astringencia y el amargor, mientras que una mayor proporciéon de unidades de (-)-
epigalocatequina puede atenuar estas sensaciones (Martinez-Moreno et al., 2023; Vidal et al.,

2003).

5. Concentracion y composicion de antocianos por HPLC

Al analizar la concentracién y composicion de antocianos mediante HPLC (Tabla 5), se
observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos y el vino control. Este
mostrd valores mas bajos de antocianos totales y libres, pero presentd los niveles mas altos
de antocianos poliméricos y vitisinas, sin diferencias significativas en estos compuestos
respecto al vino Tartarico 20. En los vinos tratados, y en relacion con los antocianos libres,
el vino Tartarico 30 presentd los valores mas bajos, sin diferencias significativas respecto al
vino FreeK 20, mientras que el vino FreeK 30 mostr6 una menor formacion de vitisinas.
Ademas, este ultimo presentd la concentracion mas baja de antocianos poliméricos, seguido
por FreeK 20, mientras que los vinos con adicion de acido tartarico exhibieron valores

superiores, sin diferencias significativas entre ellos.

Estos resultados indican claramente una ralentizacion del proceso evolutivo del vino con la
disminucion del pH. Gambuti et al. (2022) reportaron un aumento en la formacion de
pigmentos poliméricos y vitisinas en vinos elaborados a partir de uvas maceradas a medida
que aumentaba el pH, lo cual es relevante debido a su contribucion a la estabilidad del color
del vino. Otros autores también observaron una mayor disminuciéon del contenido de
acetaldehido con el aumento del pH, ya que se consume rapidamente en las reacciones con
flavanoles (Peterson y Waterhouse, 2016). Asimismo, la menor concentracion de Fe, Cu y
Mn, especialmente en los vinos FreeK 30 y, en menor medida, FreeK 20 y de Cu en los vinos
tratados con 4cido tartdrico, podria explicar la menor formacion de pigmentos estables
observada, ya que estos metales participan indirectamente en la transformacion de antocianos
en pigmentos mas estables mediante la condensacion con taninos mediada por aldehido y

reacciones de cicloadicion que dan lugar a los piranoantocianos (Blaauw, 2009; Oliveira et
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al., 2011), ademas de intervenir en la formacién de radicales hidroxilo mediante la reaccion

de Fenton (Danilewicz, 2011).
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Tabla 5. Antocianos y vitisinas medidos por HPLC en vinos tintos Monastrell.

Compuestos (mg/L) Control Tartarico 20  Tartarico 30 FreeK 20 FreeK 30
Antocianos Libres

Del-3-glucoésido 17,7+0,8a 21,8+0,7b 23,7+0,3cd 22.9+0,7¢c 24,1+0,0d
Cian-3-glucésido 5,5+0,1a 8,2+0,6bc 9,4+0,8¢c 7,8+1,2b 9,2+0,4c
Pet-3-glucosido 27,5+1,9a 30,2+1,9a 29,7+1,6a 29,9+0,8a 30,1+1,4a
Peond-3-glucdsido 17,4+0,4a 24,0+1,0b 25,9+0,0c 24,2+1,1b 26,1+0,9¢
Malv-3-glucoésido 116,2+7,9a 135,8+3,2bc 120,0+0,8ab 127,6£2,9d  128,3+4,2cd
Peon-acetilglucosido 2,1+0,1a 2,8+0,2b 2,7+0,1b 2,7+0,1b 2,8+0,1b
Malv-(6-acetil)-3-glucosido 4,3+0,0a 5,2+0,0d 4,7+0,2b 4,9+0,1c¢ 5,0+0,1¢c
Cian-(6-coumaroil)-3-glucosido 1,9+0,1a 2,7+0,0c 2,4+0,0b 2,7+0,1cd 2,84+0,1d
Pet-(6-coumaroil)-3-glucosido 2,24+0,0a 3,0+0,2b 3,0+0,0b 2,9+0,0b 3,2+0,1¢c
Peon-(6-coumaroil)-3-glucosido 2,5+0,1a 3,3+0,0cd 3,3+0,0bc 3,2+0,1b 3,4+0,0d
Malv-(6-coumaroil)-3-glucésido 9,6+0,1a 13,8+0,4c 11,7+0,7b 12,24+0,3b 14,240,5¢
2 Antocianos Libres 207,14£9,7a 250,8+7,4¢ 236,4+3,8b  241,0+6,4bc  249,4+4,9c
Vitisinas

Del-3-glucoésido-acido piravico 1,7+0,0c 1,6+£0,1b 1,6+0,0bc 1,5+0,0ab 1,5+0,0a
Pet-3-glucosido- 4cido piravico 3,1+0,1c¢ 2,8+0,1b 2,8+0,1b 2,9+0,2b 2,5+0,1a
Peond-3-glucosido- acido piravico 2,1+0,0b 2,14+0,0b 2,34+0,0c 2,3+0,1c 2,04+0,0a
Malv-3-glucosido-acido piravico (Vitisina A) 11,5+0,1d 11,3+0,3cd 10,8+0,5b 10,9+0,3bc 8,9+0,0a
Malvidina-3-glucosido-acetaldehido (Vitisina B) 1,6+0,0d 1,5+0,1bc 1,5+0,0cd 1,4+0,0b 1,3+0,0a
Malv-6-acetil-3-glucosido-acido pirtvico 1,540,0¢ 1,5+0,0bc 1,4+0,0b 1,4+0,0ab 1,3+0,1a
Malv-6-coumaroil-3-glucésido- 4cido piruvico 2,7+0,0d 2,6+0,1c 2,4+0,1b 2,5+0,1¢ 2,3+0,0a
2 Vitisinas 24,2+0,1c¢ 23,4+0,5bc 22,7+0,6b 22,8+0,6b 19,7+0,3a
Antocianos Poliméricos 28,8+0,3d 21,2+1,0c¢ 22,2+1,6¢ 19,0+0,5b 15,7+1,0a
2 Antocianos 260,1+10,0a  295,4+8,0c 281,4+2,8b  282,8+6,9bc  284,8+6,2bc

Delf-delfinidina, Cian: cianidina, Pet: petunidina, Peond: peonidina, Malv: malvidina, Control: vino sin correccion, Tartarico 20: vino con adicion de
dcido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido con FreeK 20, Tartarico 30: vino con adicion de acido tartarico igualando el valor de pH que el
obtenido con FreeK 30, FreeK 20: vino elaborado con sustitucion del 20% de mosto por mosto acidificado, FreeK 30: vino elaborado con sustitucion del
30% de mosto por mosto acidificado Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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6. Compuestos volatiles

La Tabla 6 muestra las concentraciones de 31 compuestos aromaticos identificados en los
diferentes vinos analizados, categorizados en cinco familias aromaticas: alcoholes, ésteres,
terpenos, acidos y cetonas/aldehidos. En ellas se observa el vino control mostré la mayor
concentracion total de compuestos volatiles, seguido por los tratamientos con valores de pH

mas bajos (Tartarico 30 y FreeK 30).

Dentro de la familia de los alcoholes superiores, el vino control present6 la concentracion
mas alta, sin observarse diferencias significativas en comparacion con los vinos tratados. La
concentracion de 1-hexanol aument6 en todos los vinos tratados, aunque este aumento no fue
significativo en FreeK 30 en comparacion con el control. El 3-metiltio-1-propanol aument6
en los vinos acidificados con 4cido tartarico, mientras que el alcohol feniletilico aument6
significativamente en los vinos con menor pH respecto al vino control. Cabe destacar que el
incremento de 1-hexanol y alcohol feniletilico puede contribuir a intensificar las notas

herbaceas y florales, respectivamente (Vilanova et al., 2013).

En cuanto a los ésteres, FreeK 30 presentd la mayor concentracion, probablemente debido a
su mayor contenido en hexanoato de etilo, que otorga aromas a pifa y banana. Otros vinos
acidificados (Tartarico 20 y 30, y FreeK 20) también mostraron incrementos en la
concentracion total de ésteres en comparacion con el control. Los ésteres son responsables
de una amplia gama de aromas frutales (Martinez-Moreno et al., 2024), lo que resulta en un
perfil organoléptico mas afrutado para los vinos acidificados frente al vino control. El estudio
realizado por Tian et al. (2024) también informo que las fermentaciones a bajo pH favorecian
la formacidon de ésteres y alcoholes superiores, observando valores mas altos de alcohol

feniletilico y hexanoato de etilo, en los vinos con los pH mas bajos.

El vino FreeK 30 también presentd la mayor concentracion de terpenos, incluidos linalol y
nerolidol, conocidos por sus aromas florales y citricos (Chigo-Hernandez & Tomasino, 2023).
Los vinos Tartérico 20, FreeK 20 y el vino control mostraron las concentraciones mas bajas
de terpenos. Una posible explicacion es que bajo condiciones de alta acidez se libera una
mayor cantidad de precursores aromaticos desde las bayas durante la fermentacion

alcoholica, ya que el mosto fermentado a bajo pH desarrolla un mejor perfil aromatico
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(Jackson, 2008). La cetona dihidro-5-pentil-2(3H)-furanona, también conocida como 7y-

nonalactona, con notas a coco y lacteas, no se vio afectada por la acidificacion de los mostos.

Estudios previos realizados por Lasanta et al. (2013), utilizando resinas de intercambio
cationico en vinos terminados, no encontraron diferencias significativas en la mayoria de los
compuestos aromadticos entre los vinos control y los vinos acidificados. Estos autores
reportaron que los Unicos compuestos que mostraron diferencias significativas y que
superaron sus umbrales de percepcion fueron cuatro ésteres asociados a aromas frutales y de
frutas rojas: 2-metilbutirato de etilo y 4-metilpentanoato de etilo en todos los vinos
acidificados, y octanoato de etilo y acetato de feniletilo en los vinos con pH mas bajo (3,3).
Otros estudios han informado reducciones en la concentracion de compuestos aromaticos en
vinos tratados con resinas cationicas aplicadas sobre el vino ya terminado (Benitez et al.,

2002; Walker et al., 2002; Ibeas et al., 2015; Ponce et al., 2018).
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Tabla 6. Concentracion de compuestos volatiles en vinos tintos Monastrell.

Compuestos Control Tartarico 20  Tartarico 30 FreeK 20 FreeK 30
Alcoholes
1-Butanol 51,6849,07b 29,84+3,61a 47,0£19,3ab 33,6+3,12ab 42,84+11,7ab
3-Metil-1-butanol 26484+1726b 18046+702,5a 18539+735,7a  19032+1595a 21087+385,6a

1-Hexanol 6167538162 683.6+13,61bc  T2BOHSLOT o)y yn o 633,71481ab
1-Propanol 147,5428.59c  56,16:16,01a  4537+0.80a  69.46+2.67a  99.48+8.71b
3-Metiltio-1- 2039+2,03a  23,85+0,24b 2734+2.45¢c  22.66+1,73ab  20,72+0.46a
propanol

Alcohol beneilico  57.49+524ab  59,18+1,16b 53,120,70a 52.83+1,06a  56,77+1,78ab
Alcohol feniletilico  8367+355,13a  8517+204,.94ab  9978+619.47c  8287+77.38a  9151+483.8b
X Alcoholes 3574,6£2107,6b 27416,5:916,47a 29418,8+807,06a 28159+1722,0a 31092,1+3876,63a
Esteres

Acido butanoico, 2- ¢ 5,1, 19,17+1,18¢ 11,7320,11b  12,39+2,13b 12,72+1,67b
metil-, etil éster

Acido butanoico,3- | ,c . 55, 19.37+1,72b 17.4+434b 1521+23ab  15,19+231ab
metil-etil éster

Acetato de isoamilo  762+113a 1282+64.65¢ 74549191a  1264+1148c  1020+185,15b
Acetato de 2- 347241360 3967+24.57a 4375555452 4208414982  444.7+4224a
feniletilo

Etil-9-decenoato 62,98+6,8d 18,7+32a 4192+10,57b  453243.15bc  54.47+5,72cd
Acetato de etilo 2557446392 3153430632  2602£303.5a  2723£319.5a  27633383a
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Succinato de
hidrégeno etilico
Tridecanoato de
etilo

Etil hexadecanoato

Acido hexanoico,
etil éster

Acetato de isobutilo
Acido
pentadecanoico, 3-
metilbutil éster
Acido
pentadecanoico, etil
éster

Acido
tetradecanoico, etil
éster

81,32+11,54¢

61,19+4,32d
178,5+£19,36a
1193+106,53b

21,66+5,55a

16,08+5,82b

7,04+1,53ab

171,3+39,24c¢

28,62+2,66a

27,05+1,04a
1561+21,98a
1457+89,17c

24,15+2,29a

8,61+1,77a

8,5+0,36b

90,9+34a

39,13+7,12ab

36,8745,53b
209,7+62,36a
1263+81,84b

20,34+2,32a

13,95+1,07ab

8,24+1,69b

158,9+42bc

28,78+2,9a

42,7144,63bc
142,2425,25a
1313+65,03ab

25,12+2,02a

10,7+1,89ab

14,35+0,92¢

106,2+22a

47,98+5,01b

44,77+3,48¢
186,2+58,97a
2320+39,05d

19,7+4,25a

11,7346,18ab

5,57+1,18a

110,8+28,55ab

X Esteres 5480,4+792,08ab 6692,1+554,89b 5606,7+669,87ab 6165,2+581,52b 7058,1+72,07¢
Terpenos

Citronelol 58,6+8,17a 43,28+1,99a 55,15+9,54ab 49+3,25ab 43,8147,13a
Linalol 50,65+17,6bc 38,61£1,05a 44,98+0,01ab 59,36+0,55¢ 92,5849,0d
Nerol 45,62+14,6ab  45,58+12,13ab 63,1145, 73bc  46,05+22,52ab  75,64+12,29¢
2 Terpenos 154,8+39,71ab  127,4+22,59a  163,2+18,3ab  154,4+33.57ab  212,0+:28,51b
Acidos

Acido acético 9774+62,37ab 1048+17,00ab  913,1+89,29a  1111,1+66,68b

1566,4+162,1¢
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Acido butanoico, 4-

+C100 | 36,69+8.62a  40,82+3.19ab 40.82+2ab  41,06£0.96ab  45.84+1,08b

hidroxi

Acido n-decanoico  132,6+43.89a  107,3+12,53a 277.1447b  103,5£10,39a  131,2430,66a
Acido nonanoico 37,65+5,2a 40,91+6.82a 56.46+523b  45.6+3.11ab  42.91+13,6ab
Acido octanoico 383.4460,11ab  369.8£34.96a  451+16,11b  387.4+25,69ab  435+36,8ab

Acido2- 60,04£1599a  42,56£6,19ab  54.46+8,08ab  47.9+3.41ab 46,95+8,31a

metilpropanoico

X Acidos 2273+3333¢  1579+100ab  1866+68,02b  1538+104,5a  1826+35,80ab
Cetonas/Aldehidos

Dihidro-5-pentil- 10,88+3,9a 9,44+0,68a 10,15£093a  10,71£221a 10,38+2,11a

2(3H)-furanona

& Cetonasy 10,88+3,9a 9,440,682 10.15£0.93a  10,71+2,21a 10,38+2,11a

Aldehidos

é(ﬁ;t‘;;fs“esms 43787+1182¢  35598+2239a  37222+3027b  36099+2222ab  40198+2643b

Control: vino sin correccion, Tartarico 20: vino con adicion de dacido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido con
FreeK 20, Tartarico 30: vino con adicion de dcido tartarico igualando el valor de pH que el obtenido con FreeK 30, FreeK
20: vino elaborado con sustitucion del 20% de mosto por mosto acidificado, FreeK 30: vino elaborado con sustitucion del
30% de mosto por mosto acidificado. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas entre tratamientos
(p < 0,05). La concentracion de los compuestos voldtiles fue expresada en ug de equivalentes de 2 octanol/L.



6. Pertfil sensorial de los vinos Monastrell

Los resultados del andlisis sensorial descriptivo para cada uno de los vinos evaluados se
muestran en la Figura 1. Entre los 12 pardmetros analizados, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuatro: fruta fresca, intensidad aromatica, acidez y
astringencia. La acidificacion del vino provocod un aumento en la percepcion sensorial de
fruta fresca, acidez e intensidad aromatica general, excepto en el vino acidificado con un 20%
de acido tartarico. Esta respuesta estuvo directamente relacionada con el grado de
acidificacion aplicado, observandose valores mas altos en los vinos en los que se sustituyo el
30% del mosto. En cuanto a la astringencia, se observo una tendencia inversa: a mayor
acidificacion del mosto, menor fue la percepcion de astringencia, siendo el vino FreeK 30 el

menos astringente.

Estudios previos de Fontoin et al. (2008) y Payne et al. (2009), a diferencia del presente
trabajo, asociaron el aumento de acidez en lo vinos con una mayor percepcion de
astringencia, descriptor que también se ha relacionado con un mayor contenido mineral en
los vinos, especialmente potasio (K), calcio (Ca), y magnesio (Mg) (Issa-Issa et al., 2021).
Estos hallazgos no coinciden con los obtenidos en este estudio, lo que podria deberse a un
mayor contenido de (-)-epigalocatequina en la estructura tanica de los vinos acidificados, lo
que potencialmente reduciria la percepcion de astringencia (Vidal et al., 2003), asi como a

un menor contenido mineral.

Los resultados también demostraron que la acidificacion del mosto aplicada en este estudio,
ya fuera mediante intercambio idnico o adicién directa de acido tartarico, no provoco
cambios significativos en la percepcion sensorial del color, tono, calidad aromatica y
gustativa, fruta madura, persistencia y aroma herbaceo. Lasanta et al. (2013) informaron de
puntuaciones mayores en color e intensidad en boca en los vinos resultantes de los vinos con
menor pH, resultantes del tratamiento por intercambio i6nico. Sin embargo, estos vinos
recibieron puntuaciones mas bajas en calidad e intensidad aromatica probablemente debido
a una menor concentracion de ésteres frutales, aunque el vino con el pH mas bajo fue el mas
valorado en términos de calidad general. En el trabajo realizado por Ibeas et al. (2015), los
vinos tintos con una reduccion de pH de 0,03 (pH incial 3,55) no mostraron diferencias

sensoriales significativas respecto al vino control. Sin embargo, los vinos con reducciones de
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pH de 0,1- 0,16-0,19 y 1,09 fueron percibidos como menos equilibrados, con menor cuerpo,

menor intensidad y menor persistencia en boca en comparacion con el control.

Figura 2 Analisis sensorial de vinos tintos Monastrell.

=0=_Control —e—Tartarico20 =—e=Tartarico30 —e—Freek 20 =—e=Freek 30

Herbaceo Tonalidad
8

Fruta Fresca

Fruta Madura Calidad Aromatica
Acidez* Calidad Gustativa
Astringencia* Persistencia

Armonia

Control: vino sin correccion, Tartarico 20: vino con adicion de dcido tartarico igualando el valor de
PpH que el obtenido con FreeK 20, Tartarico 30: vino con adicion de dcido tartarico igualando el valor
de pH que el obtenido con FreeK 30, FreeK 20: vino elaborado con sustitucion del 20% de mosto por
mosto acidificado, FreeK 30. vino elaborado con sustitucion del 30% de mosto por mosto acidificado *
Muestra diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Conclusiones

Los resultados de este estudio experimental mostraron que la sustitucion parcial del mosto
de uva Monastrell con mosto acidificado (20% y 30%) utilizando resinas de intercambio
catidnico, asi como la aplicacion de acido tartarico después de la etapa de estrujado y
despalillado, redujeron significativamente los valores de pH e incrementaron la acidez total
del vino en comparacion con el vino control. El mosto acidificado no afecto
significativamente la concentracion total de compuestos fendlicos, aunque si alterd la
composicion de antocianos y taninos. Especificamente, la sustitucion parcial del mosto

3
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acidificado produjo una menor formacion de pigmentos poliméricos de alto peso molecular
y vitisinas, que juegan un papel clave en la estabilidad del color. Ambas metodologias de
acidificacion también aumentaron la proporcion de subunidades de (-)-epigalocatequina en
los taninos y mejoraron la calidad del color al incrementar la intensidad cromatica y reducir
los valores de tono. Ademas, la acidificaciéon de mostos mediante resinas redujo de forma
significativa la concentracion de cationes metalicos pro-oxidantes, como hierro, cobre y
manganeso, contribuyendo a la reduccion de los valores de acidez volatil y a una mayor
estabilidad frente a la oxidacion de los compuestos fenolicos. Aunque la reduccion del pH
condujo a una disminucion general de las concentraciones de compuestos aromaticos en
comparacion con el vino control, el vino FreeK 30 incrementd significativamente el
contenido de ésteres frutales y terpenos florales, lo que sugiere un perfil aromatico mas
expresivo. Esto fue corroborado por el andlisis sensorial, donde estos vinos fueron valorados
como mas aromaticos y con notas frutales mas intensas. Asimismo, todos los vinos tratados
mostraron una menor astringencia, destacando especialmente el vino FreeK 30, que fue

percibido como mas fresco en boca.

Por lo tanto, estos resultados respaldan el uso de resinas de intercambio i6nico como una
estrategia tecnologica viable y rentable, ofreciendo una alternativa mas sostenible y
economica a la adicion directa de acido tartarico, lo cual es particularmente relevante en el
contexto del cambio climatico, en regiones aridas y semiaridas, mas vulnerables al aumento
de temperaturas y a la pérdida de acidez. No obstante, se necesitan mas estudios para evaluar

la evolucion a largo plazo de los compuestos fendlicos y aromaticos en estos vinos.
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Discusion General







El grupo de Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Murcia, en el que se ha
desarrollado la presente tesis doctoral, lleva afios realizando investigaciones sobre la
composicion quimica de los vinos, asi como técnicas enoldgicas para mejorar la calidad de
estos, con el objetivo de generar conocimiento relevante para el sector vitivinicola, y la

comunidad académica.

El cambio climatico impacta directamente en la composicion de las uvas y su madurez,
produciendo un desequilibrio entre la madurez tecnoldgica y fenolica, generando un retraso
en la acumulacion de compuestos fenolicos. Ello obliga a vendimiar la uva con un alto
contenido de azucar, produciendo vinos con un elevado grado alcohélico, los cuales, hoy en
dia son menos demandados por el consumidor, especialmente por los efectos negativos del
alcohol sobre la salud humana. Una estrategia que los en6logos disponen para reducir el
grado alcoholico en el vino es vendimiar uvas con bajo contenido en azucar (uva inmadura),
pero trabajar con este tipo de uva requiere enfrentarse al problema de su baja madurez
fenolica, especialmente de las semillas, lo cual, unido a su baja lignificacion, aportaria al
vino taninos que incrementarian la astringencia y el amargor (Keller, 2020). Este problema
puede solventarse mediante la eliminacién de semillas durante la maceracion, no obstante,
esta practica reduce el contenido de taninos, principalmente procedentes de las semillas y, en
consecuencia, limita sus reacciones de condensacion y formacion de pigmentos poliméricos
con los antocianos (Singleton & Trousdale, 1992) lo que podria comprometer la estabilidad
del color y al potencial de envejecimiento del vino. Por ello, en el capitulo 1 de la presente
Tesis se aborda el estudio de como la eliminacion total de semillas en uva inmadura de la
variedad Monastrell afecta a la composicion fendlica, aromdtica y caracteristicas
organolépticas del vino. Esta experiencia se realizo mediante microvinificaciones (depositos
de 10 L) con uva inmadura a 12 °Bé y uva mas madura, con 14 °B¢ usada como control. En
términos generales, los andlisis llevados a cabo en los vinos muestran que la eliminacion de
semillas en uva inmadura reduce los niveles de taninos en torno a un 39%, incrementando el
contenido en (-)-epigalocatequina y descendiendo el de (-)-epicatequinagalato en su
estructura. Como consecuencia se produjo una disminucién de las sensaciones de
astringencia y amargor del vino comparado con los vinos elaborados con semillas a diferentes
grados de maduracién (12 °Béy 14 °Bé), probablemente debido a que los taninos galoilados

interactiian con mayor intensidad con los receptores del sabor amargo debido a su naturaleza
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lipofilica (VanderWeide et al., 2022) y ademas, las procianidinas interaccionan de una forma
mas rapida y fuerte con las proteinas de la saliva que las prodelfinidinas (Ferrer-Gallego et

al., 2015).

Asimismo, la eliminacion de semillas en uva inmadura favoreci6 el desarrollo de pigmentos
estables, como los pigmentos poliméricos y vitisinas, lo cual incremento la intensidad de
color en el vino. Esto sugiere que la ausencia de taninos de semilla en el vino, en comparacién
con aquellos elaborados con semillas, tanto de uva inmadura como madura, podria haber
facilitado la disponibilidad de antocianos para la formacion de pigmentos de bajo peso
molecular tales como las vitisinas, asi como la formacion de pigmentos poliméricos,
resultando en productos de condensacion con taninos o incluso entre ellos, como reportaron
Bindon et al. (2014a). Adicionalmente, la eliminacion de semillas increment6 el pardmetro
armonia y la persistencia del vino en boca, asi como la presencia de aromas frutales, debido
a una mayor formacion de ésteres, lo que resultd en vinos sensorialmente mas similares a los
obtenidos con uva mas madura (14 °B¢). Este incremento de ésteres puede ser atribuido a la
mayor concentracion de acidos grasos presentes en este vino, los cuales son precursores de
los ésteres aromaticos (Bertrand, 1981). Ademas, la extraccion manual de semillas
probablemente también facilit6 la liberacion de acidos grasos en el vino, promoviendo ain
mas la sintesis de estos compuestos. Todo esto pone de manifiesto que la eliminacion de
semillas puede ser una buena estrategia para mejorar la calidad del vino cuando se utilizan
uvas que no han alcanzado la madurez fenolica, aunque es necesario explorar el papel de los
taninos y los antocianos en la formacion de pigmentos poliméricos y como los perfiles
aromaticos de estos vinos evolucionan con el tiempo. Ademas, no hay que olvidar que,
actualmente la aplicacion de esta técnica en bodega no es factible, requiriendo que las futuras
investigaciones exploren soluciones innovadoras, incluido el desarrollo de equipos
especializados. Una alternativa seria la eliminacion parcial de semillas cuando la
fermentacion ya estd iniciada, siendo una técnica que puede ser llevada a cabo por el endlogo
en bodega sin ningun problema. Esta eliminacion parcial de semillas en uva inmadura de
Monastrell fue abordada en el capitulo 2 de esta Tesis, combinandola ademds con distintas
estrategias enologicas con la finalidad de reducir el contenido de alcohol y también mejorar
el color y la calidad aromatica y gustativa del vino. Entre estas estrategias se encuentra la

aplicacion de ultrasonidos, ya que estudios previos realizados a nivel semi-industrial han
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demostrado que esta tecnologia permite incrementar la extraccién de compuestos de interés,
consiguiendo reducir el tiempo de maceracion y la formacion de pigmentos estables que
permiten mantener el color durante la etapa de envejecimiento del vino tinto (Pérez-Porras
et al., 2022, 2025). Por otro lado, se encuentra la adicién de raspon durante la maceracion, la
cual permitiria sustituir los taninos astringentes extraidos de las semillas por taninos que se
caracterizan por tener composicion mas similar a los taninos del hollejo (Llaudy et al., 2008).
En el caso de los ultrasonidos no hay muchos trabajos llevados a cabo a nivel semi-industrial
aplicados en uva inmadura, y en ellos, la uva de bajo grado de maduracién ha mostrado
efectos positivos, mejorando la extraccion de compuestos fendlicos y cromaticos, reduciendo
significativamente el tiempo de maceracion sin comprometer la calidad del vino y mejorando
la calidad organoléptica del mismo. Sin embargo, estos resultados pueden variar segun las
condiciones especificas de cada bodega y la variedad de uva utilizada, lo que resalta la
necesidad de realizar mas estudios a nivel industrial para optimizar su aplicacion, En el caso
de la adicion del raspon, no todos los estudios han mostrado un efecto positivo de su
aplicacion en el color y las caracteristicas sensoriales del vino (Pascual et al., 2016; Suriano
et al, 2015; Lamge et al., 2020), lo que requiere mas investigacion para evaluar
adecuadamente la aplicacion de esta estrategia. Por ello, en este estudio se compar6 la
composicion fisico-quimica, fendlica y aromatica, asi como los atributos sensoriales de vinos
elaborados con eliminacion parcial de semillas en combinacion con la aplicacion de
ultrasonidos y la adicion de raspones durante la vinificacion de uva inmadura respecto a vinos
elaborados sin eliminacion parcial de semillas de uva inmadura y madura. La eliminacion
parcial de semillas se llevd a cabo transcurridos dos dias de inicio de la fermentacion
alcoholica en 450 kg de uva con 11 °Bé encubadas en un deposito de acero inoxidable de
fondo conico de 500 L. Para ello, se aplico aire a presion desde la parte inferior del depdsito
con un compresor, logrando de esta manera que parte de las semillas se depositaran en el
fondo, siendo eliminadas mediante la valvula de descarga. Tras la eliminacion del 25% de
las semillas, 60 kg de la pasta fue transferida a 3 depositos de 25 L de acero inoxidable (EP),
mientras que el resto de la pasta fue tratada por ultrasonidos y distribuida en 9 depoésitos de
25 L, 3 de ellos como control (EP US), mientras que los otros 6 se vinificaron afiadiendo un
25 % y un 50 % del raspon (EP US 25%R 11 y EP US 50%R 11, respectivamente). Ademas,

se realizo una vinificacion control sin eliminacion de semillas con uva inmadura (Control 11)
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y otra con uva la uva mas madura (Control 15) en depositos de 25 L. Todas las

microvinificaciones se llevaron a cabo por triplicado y partiendo de 20 kg de uva.

Los resultados obtenidos en este segundo capitulo confirman los observados en el primero.
Entre ellos, la importante reduccion en el contenido de alcohol que puede conseguirse cuando
se trabaja con uva inmadura, permitiendo ademads obtener valores de acidez total més altos,
posiblemente asociado al contenido de oxigeno en el mosto-vino al aplicar aire comprimido
a la pasta, el cual bajo condiciones controladas, puede favorecer la formacion de metabolitos
secundarios tales como el succinico y malico a través de su impacto en el metabolismo de las
levaduras S. cerevisiae (Duncan et al., 2024). Aunque la adicion del raspon al 50% a la pasta
de vendimia puede reducir la acidez de los vinos posiblemente debido a una mayor cesion de
K, el cual puede interaccionar con los &cidos del mosto-vino precipitdndolos (Pascual et al.,
2016; Casassa et al., 2021a; Casassa et al., 2021b). A nivel cromdtico y contenido en
compuestos fenolicos, los vinos con eliminacién parcial de semillas reducen de forma
significativa el contenido de taninos comparado con el vino control de uva inmadura (sobre
el 42% por metilcelulosa y 17% por floroglucinolisis), aunque esta disminucion, como es de
esperar, es menor que la encontrada cuando la eliminacion de las mismas fue total. También
se observo un descenso en el contenido total de antocianos y en los valores de intensidad de
color del vino, lo cual no ocurri6 cuando las semillas estuvieron completamente ausentes
(capitulo 1). En cambio, los antocianos no decolorables por SOz, se incrementaron de forma
significativa, aunque no superaron los valores mostrados por el vino control de uva mas
madura, quien presentd las mejores caracteristicas cromadticas. Su combinacién con la
aplicacion de ultrasonidos a la pasta incrementé de forma significativa el contenido de
taninos, especialmente los procedentes del hollejo de la uva como la (-)-epigalocatequina.
Por otro lado, con la adicion del raspon, los valores de estos compuestos medidos por el
método de la metilcelulosa superaron significativamente los del vino control de uva
inmadura, ademés de incrementar el contenido de (-)-epigalocatequina en su estructura,
especialmente cuando se aplicd una mayor cantidad de raspén. La mayor presencia de taninos
en estos vinos puede ser la responsable del incremento de la sensacién de astringencia
calificada por parte de los catadores. Pero no hay que olvidar que un mayor contenido de
estos compuestos es necesario para asegurar la estabilidad del color en el tiempo, gracias a

la polimerizacion con los antocianos (Singleton & Trousdale, 1992), ademéas de para poder
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ser sometido a un proceso de envejecimiento en barrica. En este sentido, solo la combinacién
de las tres técnicas incrementd el contenido de antocianos no decolorables por SO2,
alcanzando un valor similar al mostrado por el vino de uva méas madura. Sin embargo, tanto
los ultrasonidos, como los raspones redujeron el contenido de antocianos monoméricos, lo
cual, en el primer caso, se asocio a la mayor presencia de paredes celulares en el mosto-vino
debido a una mayor ruptura del hollejo, las cuales tienen capacidad de interaccionar con los
compuestos fenolicos solubles (Bautista-Ortin et al., 2017), precipitdndolos posteriormente.
En el caso de los raspones, la reduccion de los antocianos monoméricos se atribuye a su
capacidad para adsorberlos del medio (Ribéreau-Gayon & Markakis, 1982). También se
observa que los ultrasonidos, por si solos, favorecen la formacion de algunas vitisinas; sin
embargo, al combinarlos con raspon, su concentracion disminuye, posiblemente debido a
fendémenos de adsorcion o incluso a su participacion en la formacion de pigmentos de mayor
peso molecular. También con la presencia del raspon se incrementd el contenido en

peonidina-3-glucésido-4-vinilfenol, en comparacion con el resto de las vinificaciones.

Respecto a los compuestos aromaticos, en términos generales, la eliminacién parcial de
semillas descendi6 la concentracion de los compuestos de todas las familias aromaticas, no
observandose un increment6 en el contenido de ésteres como cuando las semillas estdn
complemente ausentes (capitulo 1). La combinacion con ultrasonidos incrementd el
contenido de compuestos C6, alcanzando valores similares al vino de uva mas madura, y ello
fue percibido por los catadores al dar mayor puntuacion a las notas herbaceas para estos
vinos, asi como aquellos donde el raspon estuvo presente durante la vinificacion,
posiblemente debido al incremento de forma significativa en los valores del compuesto (E)-
2-hexen-1-ol. Estudios previos han demostrado la posibilidad de reducir la concentraciéon de
este compuesto mediante la aplicacion de un tratamiento térmico previo del raspon
(Hashizume et al., 1998). La sonicacién también incremento6 ligeramente el contenido de
¢ésteres, y de forma mas significativa la concentracion de terpenos, proporcionando, ademas,
junto con la adicién del 25% de raspon el mayor contenido del compuesto acido 2-
etilhexanoico, conocido por su aroma a fruta. Aunque la combinacion de las tres técnicas no
alter6 el contenido de terpenos ni acidos, incrementd significativamente el contenido de

ésteres, especialmente con la menor presencia de raspon durante la etapa de maceracion,
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alcanzando valores similares a los del vino de uva madura. Estos resultados resaltan la

importancia de su combinacion para mejorar el perfil aromatico del vino.

Por tanto, los resultados de los capitulos 1 y 2 ponen de manifiesto, que posiblemente
consiguiendo una eliminacion de semillas superior al 25% en uva inmadura, el tratamiento
de la pasta con ultrasonidos reduciria la extraccion de taninos procedentes de las semillas,
disminuyendo asi las sensaciones de astringencia y ademas, combinado con un contenido del
raspon inferior al 25%, se podria mejorar no solo el color del vino, sino también su

estabilidad, perfil aromatico y sensaciones en boca.

Otro problema asociado al cambio climético es la reduccion en los valores de acidez y el
incremento en los niveles de pH en la uva. Como resultado, los vinos elaborados bajo estas
condiciones carecen de la acidez necesaria para preservar su frescura y calidad enologica. En
este contexto el uso del acido tartarico en las bodegas se ha convertido en una practica muy
habitual. Al &cido tartarico se le atribuyen diversas funcionalidades entre la que destacan el
ajuste de pH y acidez en los vinos y su efecto estabilizante. No obstante, la formacion de
sales por la combinacion de este acido con el ion K*(bitratrato potasico); es indeseable tanto
para el consumidor como para las bodegas (Boulton, 1995) debido a la formaciéon de
precipitados. Resultando asi, un problema inevitable para las uvas que requieren de un ajuste
fisicoquimico (pH y acidez), dando lugar en algunos casos a que las dosis de acido tartarico
superen incluso los limites legales establecidos. Una alternativa a este problema podria ser el
uso de resinas de intercambio catidonico, un método de acidificacion de bajo coste y con
menor riesgo de precipitacion tartarica, aprobado por la OIV (OIV, 2017) para regular la
acidez en mostos y vinos. Hasta la fecha no hay estudios previos donde hayan usado esta
técnica fisica para reducir el pH en vino tinto de la variedad Monastrell y por ello, en el
capitulo 3 se evaluo el impacto del tratamiento del mosto con resinas de intercambio
catidonico en comparacion con la acidificacion tradicional mediante 4cido tartarico sobre la
composicion y calidad de los vinos tintos de Monastrell. Los vinos elaborados a partir de
mostos tratados con resinas de intercambio catiénico se compararon con aquellos ajustados
al mismo pH mediante acido tartarico, asi como con un vino control obtenido a partir de
mostos sin tratar, con el fin de evaluar el potencial de este enfoque fisico como alternativa

mas viable para mejorar la calidad del vino en regiones calidas.
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Para ello, se llevo a cabo una elaboracion utilizando uva Monastrell con 27,2 + 0,1 ° Brix, un
pH de 3,85+ 0,1 y una acidez total de 5,53 + 0,05 g/L. De la uva cosechada, se separé una
pequeiia parte para obtener el mosto acidificado usando un equipo de intercambio cationico
FreeK+ (Agrovin S.A., Ciudad Real). Posteriormente, el mosto acidificado reemplazé el 20%
y €l 30% del volumen del mosto sin tratar en las respectivas vinificaciones (FreeK 20 y FreeK
30). Ademas, se realizaron dos vinificaciones con adiciones de acido tartarico para ajustar el
pH a los mismos niveles que los tratamientos con mosto acidificado (Tartarico 20 y Tartarico
30) y una vinificacion control sin sustitucion de mosto ni ajuste de pH. Todas las

elaboraciones se realizaron en triplicado en depdsitos de 25 L.

Los andlisis de los vinos tras un mes de embotellado han mostrado que el tratamiento con
resinas de intercambio cationico reduce significativamente los valores de pH del vino y
aumentan la acidez total de la misma manera que la acidificacidon con 4cido tartarico. Estos
cambios en los valores de acidez en el vino también fueron detectados de forma significativa
por los catadores. Ademas, el tratamiento con resinas mostr6 un beneficio adicional al reducir
de manera significativa la concentracion de cationes metalicos-prooxidantes como el hierro,
el cobre y el manganeso, contribuyendo a la diminucion de los valores de la acidez volatil
(Ponce et al., 2018; Benitez et al., 2002). Ambos métodos de acidificaciéon mejoraron la
calidad cromaética del vino, aumentando la intensidad de color y disminuyendo los valores de
tono. Este efecto se atribuye al descenso del pH, que favorece la participacion de los
antocianos a 520 nm, principalmente en forma de cationes flavilio, lo que también promueve
reacciones de autoasociacion o copigmentacion con flavonoides y acidos fendlicos
(Gonzalez-Manzano et al., 2008), generando cambios hipercromicos y batocromicos.
Aunque no se observaron diferencias significativas en la concentracion total de compuestos
fendlicos, si se detectaron variaciones en la composicion de antocianos y taninos. En este
sentido una menor formacién de antocianos poliméricos y visitinas fue encontrada en los
vinos donde parte del mosto fue sustituido por mosto acidificado debido posiblemente a un
menor contenido en metales tales como Fe, Cu y Mn involucrados en la formaciéon de
pigmentos mas estables, aunque también parece que bajos valores de pH estan asociados a
una menor presencia de los mismos en el vino (Gambuti et al., 2022; Peterson & Waterhouse,
2016). La composicion de los taninos también se vio afectada por la reduccion del pH,

observandose un incremento en la extraccion taninos del hollejo con ambos métodos de
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acidificacion, corroborado por el incremento de (-)-epigalocatequina en la estructura del
tanino y en su grado medio de polimerizacién. Este cambio resultd en una menor sensacion
de astringencia percibida por los catadores. Por otro lado, aunque el descenso en los valores
de pH redujo en general el contenido de compuestos aromaticos, la sustitucion del 30% de
mosto por mosto acidificado favoreci6 significativamente la formacion de ésteres frutales y
terpenos florales, lo cual fue detectado por los catadores al valorar estos vinos como mas

aromaticos y con notas frutales mas intensas.
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Conclusiones Generales







1-

La eliminacion de semillas durante la vinificacion representa una estrategia
tecnologica eficaz para mejorar la calidad sensorial de vinos elaborados con uvas
inmaduras. Esta técnica permite reducir la astringencia y el amargor, aumentar la
intensidad del color mediante la formacion de pigmentos poliméricos y vitisinas, y
potenciar los aromas frutales gracias al incremento de ésteres. Estos resultados
sugieren que adaptar el proceso de vinificacion segun el estado de madurez de la uva,
especificamente mediante la eliminacion de semillas, puede optimizar el balance y la
armonia del vino, acercando su perfil sensorial al de vinos obtenidos con uvas

completamente maduras, pero con menor contenido de alcohol.

Los hallazgos del estudio abren nuevas lineas de investigacion orientadas a
comprender el papel especifico de los taninos del hollejo en la formacion de
pigmentos estables durante la vinificacién sin semillas. Asimismo, se plantea la
necesidad de seguir investigando coémo evoluciona el color y el perfil aromatico de
estos vinos a lo largo del tiempo, lo que podria tener implicaciones relevantes para la
crianza y conservacion. No obstante, la eliminacion total de semillas en el proceso de
vinificacion todavia es una practica enologica que no puede ser aplicada en bodega
debido a la falta de equipamiento especifico, por lo que las investigaciones también

tienen que ser orientadas en el desarrollo de estos equipos.

La eliminacion parcial de semillas en uvas inmaduras reduce significativamente la
concentracion de taninos totales y ciertos antocianos, lo que conlleva una disminucion
en la intensidad de color y una atenuacion de la percepcion de amargor en el perfil
sensorial del vino. Dado que la eliminacion total de semillas atin no es viable en
bodega por la ausencia de equipamiento especifico, la eliminacion parcial se presenta
como una alternativa técnicamente factible y util para mejorar atributos sensoriales

en vinos elaborados con uvas inmaduras.
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4- La combinacion de eliminacion parcial de semillas con ultrasonidos, aunque mejora
la extraccion de taninos del hollejo y la formaciéon de vitisinas en vinos de uvas
inmaduras, también genera una mayor presencia de paredes celulares durante el
proceso de vinificacion pudiendo haber afectado a la concentracién y composicion de
los compuestos fendlicos y aromaticos en el vino final. Por tanto, investigaciones
futuras deberian llevarse a cabo en combinacion también con enzimas pectoliticas
con alta actividad pectin liasa, y asi poder verificar que el vino obtenido pueda tener

un perfil mas similar al mostrado por el vino de uva madura.

5- La presencia de raspdn junto con la eliminacion parcial de semillas y la aplicacion de
ultrasonidos, especialmente en dosis moderadas (EPUS25), aunque favorece la
formacion de pigmentos poliméricos y ésteres, mejorando la intensidad aromatica,
también incrementa la percepcion de astringencia y la presencia de compuestos
herbaceos, por lo que en préximos ensayos se deberia ensayar adicionandolo a una
dosis mas baja e incluso someterlo a un tratamiento térmico, como indican algunos

trabajos, para mejorar el perfil organoléptico del vino.

6- La acidificacion parcial del mosto mediante resinas de intercambio catidnico o la
adicion de acido tartarico tras el despalillado y estrujado permite una reduccion
efectiva del pH y un aumento de la acidez total del vino, sin afectar significativamente
la concentracion total de compuestos fendlicos, aunque si modifica su composicion,

especialmente en el caso de antocianos y taninos.

7- Ambas estrategias de acidificacion mejoran la calidad sensorial del vino tinto,
incrementando la intensidad cromatica, la frescura en boca y la percepcion aromatica,
especialmente cuando se sustituye el 30% del mosto con mosto acidificado, lo que se
traduce en una mayor presencia de ésteres frutales y terpenos florales, y una menor

astringencia a nivel sensorial.
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8- El uso de resinas de intercambio cationico no solo mejora la estabilidad frente a la
oxidacion al reducir cationes metalicos pro-oxidantes, sino que también representa

una alternativa tecnoldgica viable y rentable frente a la acidificacion tradicional.
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