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RESUMEN

Las bodegas pueden aprovechar el efecto de la electro-
poraciéon provocada por los tratamientos por pulsos
eléctricos de alto voltaje (PEF) para la mejora de distin-
tos procesos. La electroporacion de las células de la piel
de la uva tinta acelera los fendmenos de transferencia
de masa que ocurren durante la etapa de
maceracidon/fermentacién facilitando la extraccién de
los compuestos intracelulares como los polifenoles. Por
otro lado, la posibilidad de inactivar microorganismos a
temperaturas inferiores a las utilizadas en el procesado
térmico resulta sumamente atractiva para la desconta-
minacion del mosto o del vino en distintas etapas de su
proceso de elaboracion. Finalmente, la electroporacion
de las levaduras desencadena fenédmenos hidroliticos
gue aceleran su autolisis y permiten reducir el tiempo
de crianza sobre lias.

PALABRAS CLAVE

Pulsos eléctricos de alto voltaje, polifenoles, descontami-
nacion microbiana, crianza sobre lias, manoproteinas,
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ABSTRACT

Wineries can take advantage of the effect of electropo-
ration caused by pulsed electric fields (PEF) treatments
for the improvement of different processes. Electropora-
tion of red grape skin cells accelerates the mass transfer
phenomena that occur during the maceration/fermenta-
tion stage, facilitating the extraction of intracellular com-
pounds such as polyphenols. On the other hand, the pos-
sibility of inactivating micro-organisms at lower tempera-
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tures than those used in thermal processing is extremely
attractive for the decontamination of must or wine at
different stages of the winemaking process. Finally, the
electroporation of yeasts triggers hydrolytic phenomena
that accelerate their autolysis and make it possible to
reduce the time spent ageing on lees.

KEYWORDS

Pulsed electric fields, polyphenols, microbial decontami-
nation, aging on the lees, mannoproteins, sequential
extraction.

1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se han producido grandes avances
tecnoldégicos en el proceso de elaboracién del vino. Sin
embargo, para seguir siendo competitivo, el sector se
enfrenta a nuevos desafios como la mejora de la eficien-
cia de los procesos, la reduccion del uso de compuestos
quimicos o el ahorro en los consumos energéticos. Una
de las estrategias para afrontar estos nuevos retos es la
introduccién de tecnologias de procesado novedosas no
utilizadas hasta el momento en las bodegas.

La tecnologia de los pulsos eléctricos de alto voltaje (PEF)
es un tratamiento fisico que consiste en la aplicacidn
intermitente de pulsos de alto voltaje (kV) y de muy corta
duracion (ps) a un material colocado entre dos electro-
dos. A pesar de que durante el tratamiento se aplican
voltajes de miles de voltios, su duracién es del orden de
la millonésima parte de un segundo por lo que los reque-
rimientos energéticos del proceso son bajos. El efecto
que se consigue al aplicar estos tratamientos es funcion
del campo eléctrico generado entre los dos electrodos,



que se define como el cociente entre el voltaje y la dis-
tancia entre los electrodos, y del tiempo de procesado
que depende del nimero de pulsos aplicados y de su
anchura (Maza et al., 2019a).

Cuando el campo eléctrico aplicado a un material biolé-
gico supera un determinado valor umbral se produce un
fendmeno denominado electroporacion que consiste en
la formacidon de poros en la membrana citoplasmatica de
las células. Como consecuencia, se produce un transpor-
te incontrolado de sustancias a través de la membrana
que facilita la extracciéon de componentes localizados en
el citoplasma de las células o provoca la muerte de los
microorganismos. El campo eléctrico necesario para
afectar a la permeabilidad de la membrana citoplasmati-
ca depende del tamafio de las células. Mientras que la
electroporacion de las células de los tejidos vegetales se
consigue con campos eléctricos inferiores a 5 kV/cm,
para conseguir electroporar la membrana de las células
microbianas se requiere la aplicacion de campos eléctri-
cos superiores (>10 kV/cm).

2. MEJORA DE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS EN EL PROCESO DE ELABORACION DE
VINO TINTO MEDIANTE LA TECNOLOGIA PEF

La maceracion de los hollejos de la uva durante la fer-
mentacién del mosto es una de las operaciones mas cri-
ticas en el proceso de elaboracidon del vino tinto. En esta
etapa, se aportan los compuestos polifendlicos, que son
claves en la calidad de este tipo de vino ya que son los
responsables de muchas de sus propiedades sensoriales,
de su capacidad de envejecimiento y de las propiedades
beneficiosas para la salud que se atribuyen a su consumo
moderado.

En la maceracion, los hollejos de la uva estan en contacto
con el mosto que se esta fermentando por las levaduras
durante varios dias. Ello implica una reduccién en la
capacidad productiva de la bodega ya que aproximada-
mente el 25% del volumen de los tanques de fermenta-
cién estan ocupados por los hollejos. Por otro lado, la
presencia de los hollejos provoca que el consumo ener-
gético en el proceso de fermentacién se incremente
debido a que dificultan el control de la temperatura de
fermentacion y a que se requiere periédicamente reali-
zar remontados para mejorar el contacto de los hollejos
con el mosto que estd fermentando.

La extraccién de los compuestos fendlicos durante el
proceso de elaboracién de vino tinto requiere tiempos
de maceracién tan prolongados porque estos compues-
tos tienen que atravesar la membrana citoplasmatica de
las células de los hollejos que actua como una barrera.
Distintos estudios han demostrado que la electropora-
cion de esta membrana mediante la aplicacion de trata-
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Figura 1. Evolucion de la intensidad de color (Cl), antocianos tota-
les (TAC) e indice de polifenoles totales (IPT) durante la macera-
cion-fermentacion de uva de la variedad garnacha sin tratar (.) y
tratada por PEF (.). Tratamiento PEF: 5 kV/cm, 320 ps, 8,8 ki/kg)

mientos PEF facilita la salida de los compuestos fendlicos
durante la etapa de fermentacién-maceracion. El trata-
miento se aplica a la uva tras la etapa de
despalillado/estrujado previa al proceso de fermenta-
cién-maceracion.

El efecto del tratamiento PEF en la extraccién de com-
puestos fendlicos durante el proceso de maceracion fer-
mentacién se ilustra en la donde se compara la
intensidad de color, el contenido en antocianos y el indi-
ce de polifenoles totales (IPT) durante el proceso de vini-
ficacién de una uva sin tratar y tratada por PEF (Maza et
al., 2020c). Se observa que los valores de estos tres indi-
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ces, que dependen de la extraccidon de los compuestos
fendlicos, fueron mayores en las vinificaciones que se
realizaron con la uva previamente electroporada. Las
diferencias observadas en los valores de estos indices se
mantuvieron hasta incluso transcurridos 10 dias de
maceracion lo que indicaria que el tratamiento PEF no
sélo promueve una extraccidén mas rapida de los com-
puestos fendlicos, lo que permitiria acortar el tiempo de
maceracion, si no que podria aumentar el contenido de
compuestos fendlicos en el vino.

Los resultados obtenidos en pruebas realizadas a escala
piloto se han confirmado en estudios realizados a esca-
la semi-industrial. En un estudio realizado por Maza et
al., (2019) se procesaron doce toneladas de uvas garna-
cha a un caudal de 2.500 kg. h-1, y compararon los
vinos obtenidos con uvas sin tratar y tratadas con PEF
(4,0 kV. cm-1) después de haber mantenido los hollejos
en contacto con el mosto que estaba fermentando
durante 3 y 6 dias. El vino obtenido tras macerar la uva
tratada con PEF durante 3 dias tenia una intensidad de
color, un contenido en antocianos y un indice de polife-
noles totales (IPT) similar al obtenido con la uva control
tras 6 dias de maceracién. Se comprobd que la mayor
concentracién de taninos observada en los vinos trata-
dos con PEF tras 3 dias de maceracién era debida a un
mayor grado de extraccidon de taninos ubicados en las
pieles de la uva, por lo que el tratamiento no promovié
la extraccién de los taninos de las semillas. Los vinos
obtenidos se envejecieron en botella durante un afio y
también en barrica durante un afio y posteriormente
durante otro afio en botella (Maza et al., 2020b). En
ambos casos, el vino elaborado con uva tratada con PEF
con tres dias menos de maceracién evolucioné de
manera similar al vino elaborado con la uva sin tratar.
Los resultados de los andlisis sensoriales mediante
pruebas triangulares y de preferencia indicaron que no
existia diferencias significativas entre ambos vinos tras
su envejecimiento.

Desde 2020, la Organizacion de la Vifia y el Vino (OIV) ha
aprobado el uso de los PEF como una nueva practica
enologica para mejorar la extraccién de componentes de
interés localizados en la piel de los hollejos. (Resolucién
OIV-OENO 634-2020).

3. DESCONTAMINACION MICROBIOLOGICA DEL
VINO MEDIANTE LA TECNOLOGIA PEF

Los procesos microbianos juegan un papel determinante
en el proceso de elaboracion del vino. Sin embargo, la
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Figura 2. Comparacion de la inactivacidn de Brettanomyces bruxe-
llensis en vino tinto por la adicién de distintas concentraciones de
SO, (10, 25 y 50 ppm), por un tratamiento PEF (15 kV/cm y 78
kJ/kg) y tratamientos combinados de PEF con distintas concentra-
ciones de SO, (10, 25 y 50 ppm)

presencia en el vino tanto de los propios microrganismos
gue han participado en los procesos fermentativos una
vez finalizados, como de microorganismos contaminan-
tes representa un riesgo importante que puede afectar a
la calidad del producto final, conllevando pérdidas eco-
ndémicas sustanciales.

Las principales estrategias utilizadas por las bodegas
para controlar a los microorganismos son el uso de los
sulfitos en distintas etapas del proceso de elaboracién y
la filtracidon esterilizante antes del embotellado. Sin
embargo, el uso generalizado de SO, estd siendo cues-
tionado y la filtracidn esterilizante suele generar contro-
versia debido a su posible impacto en las caracteristicas
guimicas y sensoriales del vino.

La tecnologia PEF puede representar una alternativa pro-
metedora para el control microbiano en bodegas, ya que
puede inactivar microorganismos a temperaturas mas
bajas que las utilizadas en el procesado térmico. Varios
estudios han demostrado el potencial de los tratamien-
tos PEF para inactivar microorganismos involucrados en
procesos de fermentacion del vino como Saccharomyces
bayanus y Oenococcus oeni, una vez terminada la fer-
mentacidn o microrganismos alterantes (Puértolas et al.,
2009; Gonzalez-Arenzana et al., 2015). Se ha demostrado
que la viabilidad de estos microorganismos se ve afecta-
da por los tratamientos PEF y que la combinacion de SO,
a bajas concentraciones (10 ppm) con tratamientos de
PEF tiene un efecto sinérgico ( ). Tratamientos
moderados de PEF, ya sea por si solos o en combinacién
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Figura 3. Mecanismo por el cual la electroporacion de la membrana citoplasmética de las levaduras desencadena su autolisis y acelera

la liberacion de manoproteinas en el proceso de crianza sobre lias

con dosis subletales de SO,, han demostrado ser eficaces
en la estabilizacion microbioldgica del vino obtenido en
una bodega (Delso et al., 2023b). Ademas, estos trata-
mientos no afectan negativamente a los pardmetros fisi-
coquimicos y sensoriales del vino tinto (Delso et al.,
2023a) lo que indica que la tecnologia PEF podria repre-
sentar un proceso fisico viable que podria reemplazar o
reducir las dosis de SO, o servir como alternativa a la fil-
tracién esterilizante.

4. APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS PEF PARA
ACELERAR LA AUTOLISIS DE LAS LEVADURAS
DURANTE LA CRIANZA SOBRE LIAS

A la presencia de manoproteinas en el vino se le atribu-
yen numerosos efectos beneficiosos (Pérez-Serradilla y
de Castro, 2008). El método tradicional para enriquecer
el vino con manoproteinas consiste en mantener las
levaduras que han participado en el proceso de fermen-
tacién en contacto con el vino. En esta etapa, denomina-
da crianza sobre lias, se produce la autolisis de las leva-
duras por sus propios enzimas. Entre otros efectos, estos
enzimas hidroliticos desintegran la pared celular de las
levaduras liberandose las manoproteinas que represen-
tan entre el 25y el 50% del contenido de esta estructura.
La autolisis de las levaduras por sus propios enzimas
hidroliticos es un proceso lento que requiere tiempos de
contacto del vino con las levaduras de varios meses. Ello
implica costes en mano de obra para la agitacion perié-
dica de las lias, la inmovilizacién de stocks en la bodega
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Figura 4. Comparacion de la liberacion de manoproteinas durante
la crianza sobre lias de vino de la variedad chardonnay que conte-
nia levaduras sin tratar ( ) y tratadas por PEF (.- @« ). Trata-
miento PEF: 10 kV/cm, 75us y 9,17 kl/kg. La liberacién de mano-
proteinas de la pared celular de las levaduras se determiné indi-
rectamente a partir del incremento de la concentracién de mano-
sa en el vino tras un tratamiento de hidrdlisis acida

y el aumento del riesgo de deterioro del vino por oxida-
ciones o por crecimiento microbiano.

Estudios recientes han demostrado que los tratamientos
(PEF) pueden inducir la autolisis de S. cerevisiae y acele-
rar la liberacion de manoproteinas (Martinez et al.,
2016). Este efecto se ha atribuido al hecho de que la
electroporacién de la membrana citoplasmatica de las
levaduras, por un lado, modifica la presién osmdtica de
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su citoplasma provocando la plasmélisis de la vacuola y
la liberacion de enzimas hidroliticos y, por otro, a través
de los poros formados en la membrana citoplasmatica se
facilita el contacto de estos enzimas con la pared celular
donde se encuentran las manoproteinas ( ).

El beneficio de la aplicacién de un tratamiento PEF para
reducir el tiempo de crianza sobre lias se ha demostrado
tanto en vino blanco como en vino tinto. La mues-
tra que el tratamiento de las levaduras por PEF acelerd
considerablemente la liberacion de manoproteinas duran-
te la crianza sobre lias de vino de la variedad chardonnay
(Martinez et al., 2019). Tras 30 dias de crianza sobre lias se
alcanzé en el vino que contenia levaduras tratadas por PEF
la misma concentracién de manoproteinas que la que
contenia el vino control tras seis meses de crianza sobre
lias. Las manoproteinas liberadas por levaduras tratadas
con PEF redujeron la turbidez del vino y mostraron propie-
dades espumantes similares a las liberadas durante el
"envejecimiento sobre lias" tradicional. Resultados simila-
res se han observado en la crianza sobre lias de vino tinto
(Maza et al., 2020a). Un panel de catadores en un analisis
sensorial no fue capaz de encontrar diferencias entre un
vino tinto con crianza sobre lias durante un mes con leva-
duras tratadas por PEF con un vino tinto con una crianza
sobre lias tradicional durante 3 meses.

5. USO DE LA TECNOLOGIA PEF PARA LA REVALORI-
ZACION DE BIOMASA DE LEVADURA GENERADA EN
LA FERMENTACION DEL VINO

La elaboracién de vino conlleva la generaciéon de grandes
cantidades de biomasa de levadura durante la etapa de

fermentacion. A pesar de que estas levaduras contienen
tanto en su citoplasma (proteinas, vitaminas, acidos
nucleicos, minerales, glutation y polifenoles) como en las
paredes celulares (manoproteinas y B-glucanos) biomo-
léculas con diferentes aplicaciones industriales apenas
se aprovechan.

En estos momentos, siguiendo la estrategia de la econo-
mia circular que persigue reducir la generacion de resi-
duos mediante su uso para distintas aplicaciones, nues-
tro grupo de investigacion estd desarrollando el proyec-
to PEFRev (PID 2020-113620RB-100) financiado por la
Agencia Espaiiola de Investigacién con objeto de revalo-
rizar la biomasa de levadura generada en procesos fer-
mentativos.

Los resultados obtenidos en este proyecto han demos-
trado que la tecnologia PEF podria contribuir al disefio
de un proceso secuencial para obtener un espectro de
productos comercializables, a partir del aprovecha-
miento integral de los componentes de interés de la
biomasa de levadura generada en los procesos fermen-
tativos. Gracias a la electroporacion de la membrana
citoplasmatica de las levaduras provocada por el trata-
miento PEF, en una primera etapa de extraccién, se
pueden obtener los componentes localizados en el
interior de las levaduras (glutatiéon, aminoacidos y pro-
teinas). Una vez obtenido el extracto de levadura, en
etapas posteriores se pueden obtener los componen-
tes de la pared celular (manoproteinas y B-glucanos)
tras su degradacion por las propias enzimas de las leva-
duras activadas como consecuencia del tratamiento
PEF (Berzosa et al., 2023).
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Figura 5. Integracion de la tecnologia PEF en el concepto de la economia circular con objeto de revalorizar la biomasa de levaduras que
participa en procesos fermentativos para la obtencién de compuestos con interés en la industria enoldgica

Una vez demostrado el potencial de la tecnologia para el
desarrollo de este proceso secuencial se evaluara el uso de
los diferentes productos obtenidos en distintos sectores
entre los que se encuentra el sector enoldgico ( ).

6. CONCLUSION

Como se ha mostrado en este articulo, la tecnologia PEF
tiene multiples aplicaciones en bodegas. Se trata de una
técnica que ademds de ayudar a mejorar diversas etapas
en el proceso de elaboracién de vino puede contribuir a
responder a algunas demandas actuales de las bodegas
como son la reduccién del uso de productos quimicos y
a la mejora de la eficiencia energética y la sostenibilidad
de los procesos enoldgicos.

La disponibilidad de equipos comerciales de PEF capaces de
responder a losrequerimientos de procesados demandados
por las bodegas, su facil implantacién en sus instalaciones y
la autorizacion por la OIV de la tecnologia PEF como nueva
practica enoldgica constituyen el impulso definitivo para la
implantacién de la tecnologia de PEF en las bodegas. Es
importante sefialar que, en una bodega, el mismo genera-
dor PEF podria utilizarse para distintas aplicaciones simple-
mente modificando las dimensiones de la cdmara de proce-
sado en funcién del objetivo del tratamiento ( ).
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diferentes aplicaciones
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