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1. Resumen / Abstract:

Resumen: La presencia de microorganismos alterantes durante la elaboracién del vino es una
de las principales problematicas de la industria vinicola ya que genera numerosas pérdidas
econdmicas, especialmente cuando se generan cambios sensoriales que afectan la calidad del
vino final. Actualmente las técnicas que se aplican para su control son la ampliamente utilizada
adiccion de didxido de azufre (SO.) y la filtracion esterilizante. Sin embargo, la adicion de SO, a
pesar de ser muy eficaz puede generar problemas de salud en los consumidores sensibles por lo
que las bodegas estdan muy interesadas en su reduccién o eliminacidn. Por otro lado, la filtracion
puede afectar a las propiedades sensoriales de los vinos y no ofrece una eficacia total en la
eliminacion de estos microorganismos alterantes. Por ello, recientemente se ha incrementado
la busqueda de nuevas técnicas o métodos para una mejora en el control de bacterias y
levaduras alterantes en el vino sin afectar a sus propiedades sensoriales. Entre ellas la tecnologia
de Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEAV) se ha demostrado ampliamente eficaz en la
inactivacion de formas vegetativas de bacterias y levaduras alterantes presentes en el vino en

diferentes etapas de su proceso de elaboracion.

Abstract: Spoiling microorganisms in winemaking is one of the main problems in this sector. If a
final wine is altered there are a lot of economic lossses involved due to a lack of quality,
especially when sensorial alterations occur. Nowadays, the leading techniques required for its
control are the addition of sulfur dioxide (SO.) and sterilizing filtration. However, these
techniques are not foolproof, sometimes spoiling microorganism manage to spoil the wine.
Moreover, SO, presence can generate health problems in sensitive customers, so the wineries
are very interested in reducing its use. On the other hand, filtration problems are related to
sensory aspects and a lack of antimicriobial efficacy. Therefore, new techologies are being
investigated to combat spoilage on wine at the same time as preserving wine’s sensorial
characteristics. Between them, Pulsed Electric Fields (PEF) has been shown highly effective in

the inactivation of bacterias and yeast present in wine.



2. Introduccion:

El vino es una bebida con mas de 7000 afios de historia. Su elaboraciéon ha ido
evolucionando y se ha enfrentado a diversos problemas a lo largo del tiempo. Aunque este
producto ha acompafiado a la humanidad desde hace milenios, los fundamentos y procesos
detrds de su elaboraciéon fueron descubiertos el siglo pasado. Fueron ciencias como la
microbiologia y la bioquimica las primeras ciencias implicadas en el estudio de los procesos
relacionados con el vino hasta llegar a formar una rama especializada denominada enologia. La

enologia es el conjunto de conocimientos relativos a la elaboracién del vino (RAE, 2020).

2.1 Situacion actual del sector del vino:

El sector del vino puede parecer estable debido a las grandes cantidades de hectolitros
que se producen, pero, como se muestra en la figura 1, debido a que la produccion de uvas es
altamente dependiente de las condiciones climaticas se observa importantes variaciones en la
cantidad de vino producido anualmente. Lo que se suele mantener mas estable es el nivel de

consumo de vino como se muestra en la figura 2.
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Figura 1: Produccion de vino a nivel Mundial. Obtenido de la Organizacion Internacional de la

Vifia y el Vino (OIV)
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Figura 2: Consumo de vino a nivel Mundial. Obtenido de la Organizacion Internacional de la Vifia

y el Vino (OIV)

Segun la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) la superficie del vifiedo
mundial se estima entorno a los 7,4 millones de hectéreas, las cuales permanecen estables
desde 2016. En el analisis de las graficas mostradas anteriormente sefala una marcada
disminucién (11,5%) en la produccion en el afio 2019 al compararla con la histéricamente alta
produccién del afio 2018. Este valor no es alarmante porque, por el momento, simplemente es
una vuelta al valor medio de produccion. El consumo de vino apenas se ha visto modificado,
pero si se observa un aumento del 0,1% con respecto al afio anterior. Al parecer, lo que estd
experimentando un aumento tanto en volumen como en valor econémico es la exportacion

mundial de vino.

Aun asi, el impacto que ha tenido el Covid-19 en todos los sectores no ha dejado al sector
vinicola atras. En palabras de Pau Roca, director general de la OIV, el 23 de 2020 actualmente
no se puede saber a ciencia cierta hasta qué punto ha afectado o afectara la situacion actual de

la pandemia:

“En esta fase inicial, la informacion y los datos estadisticos disponibles son
insuficientes para proporcionar un prondstico preciso y poder anticipar el
escenario del sector vitivinicola en el futuro. Sin embargo, gracias al contacto
permanente con los Estados miembros de la Organizacion, la OIV tiene cierta

informacion cualitativa a su disposicion.”

Las bodegas han tenido que adaptarse y cambiar de estrategia durante este periodo, la

hosteleria ha permanecido cerrada y, por lo tanto, la distribucién de los vinos se ha visto



reducida. Se han establecido medidas provisionales de marketing en las cuales el objetivo era
alcanzar el consumidor final fomentando la venta directa online. En ocasiones estas medidas
iban acompafiadas de descuentos que, a pesar de no ser lo mas éptimo, eran necesarios para
alcanzar la liquidez (Manso, 2020). Aunque se ha observado una cierta recuperacion de la
costumbre de su consumo en el hogar y se espera que se mantenga esta tendencia, todavia no
hay datos concluyentes al respecto. El enoturismo es uno de los valores a tener en cuenta, y
todavia hay bastante incertidumbre sobre el futuro préoximo y sobre cémo esta pandemia

afectara a este parte del sector.

El sector vinicola, como tantos otros, se ha visto fuertemente alterado y por lo tanto la
OlV tiene que adaptar el plan Estratégico que se habia aprobado por la Asamblea General en

octubre de 2019.

3. Justificacion y objetivos:

En el proceso de elaboracién del vino, los principales métodos de control microbiano
tienen algunas deficiencias. Entre ellas que pueden llegar a afectar a la calidad sensorial del vino,
no son siempre completamente eficaces en todos los tipos de vinos e incluso, como es el caso
del SO;, pueden llegar a afectar a la salud del consumidor. Es por ello que se lleva mas de una
década investigando nuevas posibles tecnologias que sustituyan o mejoren las ya presentes. La
tecnologia de pulsos eléctricos de alto voltaje se lleva usando varios afios en la industria

alimentaria, y se estd intentando implementar en el sector enolégico.

El objetivo del presente trabajo es describir el conocimiento actual sobre la tecnologia
de pulsos eléctricos de alto voltaje en relacién a su potencial para el control de microorganismos
alterantes en las diferentes etapas del proceso productivo del vino. Asi mismo, se pretende
obtener una conclusion global sobre las fortalezas y limitaciones de la tecnologia para su futura

implementacion industrial con el objetivo de ser una alternativa a las estrategias actuales.

4. Metodologia:

Para la realizacién de este Trabajo de Fin de Grado se han empleado diversas bases de

datos bibliograficas para llevar a cabo la busqueda de informacién. Entre ellas destacan Alcorze,



PubMed, SciencieDirect, Wiley Online Library y Google Scholar. Ademas, se han empleado las
paginas oficiales de entidades como La Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) y de

la Unién Europea, mas en concreto EUR-Lex para la busqueda de algunos reglamentos.

Para comprender el proceso de elaboracion del vino, he visualizado el documental por
capitulos sobre el proceso de elaboraciéon del vino visto desde una bodega en el canal de
YouTube de Vinopediatv y para entender la problematica de la alteracién microbiana del vino
he leido la Tesis Doctoral — “Aplicacion de Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje en el Vino Tinto,

(2009)” cuyo autor es Eduardo Puértolas.

El primer buscador utilizado fue Alcorce, con las palabras clave: “Pulsos Eléctricos de
Alto Voltaje + Vino”. Con esa busqueda se encontraron un total de 10 resultados, de los cuales
4 tenian un titulo relacionado con el trabajo, tras acceder a ellos 2 eran de acceso restringido y
los otros dos al leer el resumen trabajaban con tecnologias emergentes diferentes a los PEAV

por lo que se desecharon.

La siguiente busqueda fue enfocada a ver en qué se estaba trabajando con pulsos
eléctricos y fue con las palabras clave: “pulsos eléctricos de alto voltaje” de esta bldsqueda se
obtuvieron 80 resultados y la lectura de los titulos sirvid para hacerse una idea de en qué se
estaban empleando este tipo de tratamientos y la cantidad de informacién en espafiol de la que
se disponia. Con esta busqueda se obtuvieron un par de articulos relacionados con la
inactivacion microbiana a nivel general y fundamentos de la tecnologia de Pulsos de Alto Voltaje,

pero no enfocados en el vino.

Tras haber buscado en espafiol, la siguiente busqueda fue enfocada a textos en inglés 'y
con las palabras clave de: “pulsed electric fields + wine” en Alcorze aparecen 646 resultados. La
inmensa mayoria de los articulos tenian titulos referidos al tratamiento del vino mediante
campos eléctricos, pero enfocados en la extraccién fenélica y relacionados con la transferencia
de masa de esta tecnologia, lo cual no es objeto de estudio en este trabajo. Para limitar la
busqueda se anadio a las palabras clave: “pulsed electric field + wine + SO, alternative” y se
encontraron 12 resultados, de los cuales uno resulté ser muy util (“Alternative Methods to SO,
for Microbiological Stabilization of Wine, (Tiziana et al., 2019)”) para encajar los PEAV dentro del

contexto de alternativas para el SO; en la elaboracién del vino.

En PubMed con las mismas palabras clave de “pulsed electric fields se encontraron 33

resultados, varios relacionados con el vino y en concreto 5 que ademas trataban el tema de la



inactivacion microbiana. Otra combinacién de palabras clave bastante util fue: “Microbian
inactivation + wine + PEF” con la cual se obtuvieron 35 resultados en Alcorze y 272 en

ScienceDirect.

Los buscadores de Wiley Online Library y ScienceDirect se utilizaron para la busqueda
de articulos que aparecian citados en los documentos anteriormente encontrados, de esta

forma se encontraron nuevos articulos para completar el trabajo.

5. Resultados y discusidn:

5.1 Proceso de elaboracion de vino:

El vino es la bebida resultante de la fermentacién alcohdlica, completa o parcial de la
uva fresca, estrujadas o no del mosto de uva de la uva mediante la fermentacién alcohdlica de
su mosto o zumo (Beltran, 2011). El proceso de elaboracion del vino, como tal, comienza en la

recepcion de la uva (figura 3), pero no cualquier uva sirve para elaborar cualquier vino.

Recepcion de la uva

Despalillado, estrujado
y sulfitado

Maceracion /
Fermentacion alcohdlica

Descube

Fermentacion
malolactica

Estabilizaciéon

Crianza

Embotellado

Figura 3: Diagrama de flujo de las principales fases del proceso de elaboracion de vino



5.1.1 Etapas previas y recepcion:

Hay que considerar que, en gran medida, las caracteristicas finales del vino van a
depender de las caracteristicas que tenia la uva cuando se empezd a procesar. Las labores
llevadas a cabo antes de llegar a la bodega son importantes. Entre estos procesos cabe destacar
la eleccion de la vifia y la variedad de uva, adecuandola tanto para la zona en la que se va a
cultivar como para la produccién del vino a la que se va a destinar. Todos los trabajos de labranza
y cuidado de la viia tienen que estar muy controlados ya que la calidad de la uva depende de

estas tareas previas.

Antes incluso de la recepcién de la uva es muy importante el preparar la vendimia y
realizar un clareado para llevar el resto de la vifia hasta las caracteristicas que interesan
(Vinopediatv, 2010a). Estas caracteristicas deben ser monitorizadas conforme se acerca la
temporada de recogida de la uva para asegurar que la uva se esta recogiendo en el momento
mas éptimo. Esto se debe a que cada afio, en funcién de la climatologia, la uva tiene pequefas
variaciones en su composicidn. Por tanto, no se puede establecer un dia concreto de recogida
porque el tiempo que tarda la uva en alcanzar su punto dptimo de maduracién depende de las

condiciones climaticas (Beltran, 2011).

Para conocer el momento éptimo de la vendimia y antes de comenzar la recogida en
masa de la uva se deben tomar muestras representativas de algunos granos. En el laboratorio
se analizan caracteristicas bdasicas como el pH, la acidez y los grados Brix (concentracién de

azucar); los cuales son indicadores de madurez (Ribéreau-Gayon, 2006).

Una vez determinada la fecha de recogida de la uva se procede a la vendimia y se
transporta hasta la bodega. Alli, se revisan otros indicadores para determinar la calidad de la
uva como es la densidad del mosto, el nitrdgeno facilmente asimilable (FAN), el color, el

contenido en polifenoles y el estado sanitario de la uva.

Otro pardmetro que se analiza es la acidez total la cual se considera aceptable cuando
se encuentra entorno a los 4 y 15 g/L de &cido tartarico segun la variedad y zona de cultivo
(Ribéreau-Gayon, 2006). El pH normal se situa entre 3 y 4, siendo normalmente entre 3,4y 3,7.
Los grados Brix son medibles con un refractémetro bien calibrado y los valores entre 19y 24 son

los requeridos para obtener las concentraciones alcohdlicas deseadas (Puértolas, 2009).

El FAN es muy importante desde el punto de vista de la fermentacién alcohdlica ya que

si este parametro es inferior a 200 mg/L pueden aparecer problemas en el crecimiento de las

8



levaduras responsables de esta etapa (Ribéreau-Gayon, 2006). Se puede llegar a corregir, en
caso de ser necesario, con la adicidn de sustancias nitrogenadas respetando lo legalmente

establecido.

5.1.2 Despalillado, estrujado y sulfitado:

La uva se recoge en racimos enteros por lo que en esta fase se elimina el raspén, se
estruja la uva para obtener el mosto y se anade anhidrido sulfuroso (SO,). El mosto o zumo
exprimido de uva, antes de la fermentacidn, es susceptible del crecimiento bacteriano, y la
presencia del SO, supone una barrera para aquellos microorganismos que se encuentran de
forma ubicuitaria sobre la uva, especialmente las bacterias lacticas (Puértolas, 2009). Esto,
ademas, facilita el desarrollo de los cultivos iniciadores afiadidos para obtener la fermentacion

deseada.

El SO, tiene mas funciones ademas de sus cualidades antisépticas, es un fuerte
antioxidante y facilita la extraccidn de las sustancias fendlicas (Salaha et al., 2008). Estas
cualidades hacen que su presencia sea interesante a lo largo de las etapas de elaboracion. Si a
lo ya comentado se le afiade la facilidad de uso del compuesto, se entiende que la adicién de
SO, haya perdurado hasta nuestros dias, siendo en la actualidad, la técnica de control

microbiano mas generalizada en las bodegas.

5.1.3 Fermentacion alcohdlica:

Antes de la fermentacidn alcohdlica puede realizarse limpieza del mosto en algunos
vinos, en el caso del vino blanco se establece un reposo de 24-48h en presencia de enzimas que
modifican el color zumo de melocotdn inicial del mosto a uno mas verde lima cuando se extrae

por la parte superior del depdsito. (Robles, 2005)

En la etapa de fermentacidn los azucares reductores del mosto son transformados
parcial o totalmente en alcohol a partir de los procesos fermentativos de levaduras del género
Saccharomyces. Es habitual el uso de cultivos starter para este proceso otorgando control y
homogeneidad sobre el proceso. Sin los cultivos starter la fermentacién se realizaria con la flora
microbiana presente ya en la uva, la cual es diferente cada afio y en ocasiones podria suponer
la adicidn de aromas no deseables. Con la siembra de levaduras conseguimos que se establezca
en el depdsito una poblacidn de levaduras conocidas que sabe que no dan problemas durante

la fermentacién ni tampoco generan aromas desagradables al vino. (Vinopediatv, 2010c)



Durante los 7 a 20 dias que suele durar este proceso es necesario realizar un seguimiento
a mediante la monitorizacién de la temperatura de fermentacion y la densidad del mosto.
Temperaturas demasiado elevadas darian lugar a fermentaciones no deseables y pérdidas de la

calidad del vino final.

Durante la fermentacidn se realizan procesos para homogeneizar el contenido de los
depdsitos, ayudando a una correcta fermentacion. A estos procesos se les denomina
remontados y pueden ser de distintos tipos, pero todos tienen como objetivo evitar zonas con
mayor temperatura o zonas heterogéneas en respecto a la concentracion de azlucares. Ademas,
para evitar el crecimiento de bacterias acéticas en la parte superior de los depdsitos se suelen
realizar vaciados del liquido de los depdsitos para después verterlo de nuevo sobre la superficie
del depdsito. Otra opcion es romper “el sombrero”, formado por el desplazamiento de los
hollejos a la parte superior de los depdsitos, mediante procesos mecanicos. El remontado pone
en contacto el mosto y los hollejos lo que favorece la transferencia de masa. A veces, el
remontado es abierto, esto significa que el liquido se airea para luego volverlo a introducir, esto
ayuda a que las levaduras crezcan rapidamente al principio de la fermentacion (Robles, 2005).
Estas operaciones ayudan a la extraccion fendlica y a que todos los componentes del mosto

puedan macerarse.

La fermentacién se considera terminada tras un descenso de la densidad. Desde una
densidad inicial de 1100 g/L se va disminuyendo progresivamente hasta que se estabiliza

entorno a los 990 g/L (Puértolas, 2009).

5.1.4 Descube:

Una vez terminada la maceracidn y fermentacion es el momento de vaciar los depdsitos
para obtener el vino. Para ello, se realiza un sangrado desde la parte inferior del depésito y se
obtiene asi el denominado vino yema, vino considerado de mas calidad. Después se procede al
prensado de los hollejos y se obtiene mas vino, en este caso denominado vino prensa, cuya

calidad serd menor cuanto mas intenso sea el prensado (Puértolas, 2009)

5.1.5 Fermentacion malolactica:

El objetivo de esta segunda fermentacion es disminuir la acidez total del vino y
estabilizarlo microbiolégicamente, ya que el dcido malico es facilmente asimilable por multitud
de microorganismos (lzquierdo-Caias et al., 2008). Ademas, se obtiene un mejor sabor en el

vino al transformar el acido malico del vino en acido lactico puesto que este segundo es mas
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agradable en la boca. Ademas, realizar este proceso de forma controlada evita que se produzca

mas tarde durante la crianza y se genere turbidez en las botellas. (Vinopediatv, 2011a).

5.1.6 Estabilizacion:

Aqui se engloban una serie de procesos que determinan las propiedades finales del vino
antes de pasar a la crianza o durante la misma. La clarificacion es un proceso de filtracion donde
se obliga a pasar al vino por una serie de filtros sometiéndolo a altas presiones. Como el nombre
del proceso indica, se obtiene un vino mas claro y limpio que esta listo para comenzar ser

embotellado.

En la crianza en barrica se realiza el trasiego, proceso por el cual el vino se estabiliza de
forma natural. Consiste en el drenaje y lavado de las barricas cada 4-6 meses, el vino se vuelve

a reintroducir en la barrica tras haber eliminado la suciedad y sedimentos. (Robles, 2005).

Ademas, hay otros tratamientos de estabilizacién que también se aplican comiUnmente
en la bodega, destacan la clarificacién por encolado, la estabilizacion por el frio, y la
centrifugacién. Todos con el objetivo de reducir las particulas en suspensién del vino y disminuir

asi la turbidez del mismo.

5.1.7 Crianza y embotellado:

La crianza del vino es el Ultimo proceso llevado a cabo y permite estabilizar las
caracteristicas del vino mediante un proceso de envejecimiento. Hay crianzas de diferentes tipos
segun el vino final que se quiera obtener y segun los procedimientos llevados a cabo. Desde el
punto de vista tecnoldgico se aprecia la crianza oxidativa y la reductora, en funcidn de si existe
0 no presencia de oxigeno durante esta fase de elaboracion. La crianza en barrica (oxidativa)
ademads proporciona un intercambio de aromas entre el vino y esta que le confiere un cierto
sabor a madera. Tras la crianza en la barrica se realizaria el embotellado donde al ser un cierre

hermético se produciria una crianza reductora (Puértolas, 2009).

Los tiempos de crianza dependen de la categoria y caracteristicas de cada vino en
concreto, pero se establece mediante la legislacidn el tiempo minimo de crianza en funcién de

la denominacidon comercial que se le quiera dar.

A las bodegas les interesa tener un producto homogéneo que el consumidor pueda

identificar como marca. Todos los afios puede haber modificaciones de sabores, aromas,
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texturas y otras caracteristicas, es por eso que un endlogo se encarga de realizar una cata
mezclando incluso vinos de diferentes afios hasta obtener el vino que la bodega quiere
embotellar para comercializar. Este proceso se denomina ensamblaje y una vez establecida la
mezcla deseada se prepara a gran escala y se embotella. Tras esto se dispone a colocar el

etiquetado, embalar y distribuir el vino final (Vinopediatv, 2011d).

5.2 Alteracion microbiana:

Como se ha comentado anteriormente, en la recepcidon de la uva no solo se
contemplan parametros fisicoquimicos de la uva, sino que también se analiza su estado
sanitario, no interesan uvas con mohos o levaduras. Tradicionalmente era esta microbiota,
presente de forma natural en la uva, la que fermentaba el vino. Sin embargo, conforme han
evolucionado las técnicas de elaboracidon se ha optado por el uso de cultivos iniciadores.
Esto permite tener un mayor control sobre la fermentacién y las caracteristicas
organolépticas del producto final. El desarrollo de la flora autdctona de la uva puede

provocar la aparicion de aromas no deseados en el vino.

Las principales alteraciones en el vino pueden dividirse en dos grupos, las producidas
por levaduras y las producidas por bacterias. La siguiente tabla recoge las principales

alteraciones microbianas del vino:
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Tabla 1: Principales alteraciones microbianas del vino tinto. (Puértolas, 2009)

Alteracién microbiana Agente cansal Efecto

Alteraciones producidas por levaduras

Alteracion del aroma v del

“Gusto a ratén” Defidcera/Brettanomyces
sabor

“Olor a cuero™ Delklera/Brettanomyces Alteracion del aroma

Pichia membranafaeciens,

i Formacion de velo
Candida mycoderma_

superficial y caida del grado

“Flores” del vino Hansenula anomala y 5o :
: A ¥ alcohélico v de la acidez
Zygasaccharomyces
RO total
acidifaciens

Aumento del grado
Refermentacién del vino Saccharomyces alcohoélico, pérdida de
azicares y turbidez

Alteraciones producidas por bacterias

Aumento de la acidez.

Biade lickico Bacterias ldcticas turbidez, color v aroma
(Lactobacillus) alterado v sabor acido o
agnidulce
“El ahilado™ Bacterias lacticas Aspecto filante o aceitoso
“La vuelta™ Bacterias lacticas Turbidez y color alterado

Turbidez, color alterado v

Enfermedad del amargor Bacterias lacticas
sabor amargo

Aumento de acidez,
disminucion del grado
alcoholico. avinagrado y
formacion de vele

Bacterias acéticas
Picado acético (dcerobactery
Gluconobacter)

Es importante, por lo tanto, eliminar cualquier opcidon de crecimiento de estos
microorganismos, no solo por las alteraciones que hemos visto que producen sino porque
también podrian llegar a producir un efecto negativo en las poblaciones de levaduras que

afiadamos como cultivo starter (Puértolas, 2009).
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Es importante el estado sanitario de todo el proceso, aunque la recepcién de la uva
sea el punto de entrada mas obvio de los microorganismos hay otras fases donde también
el vino se puede contaminar. Durante la crianza el vino va a estar durante varios meses,
incluso afios, almacenado en barricas o botellas. Una limpieza deficiente en la bodega puede

contaminar el vino y echar a perder todo el trabajo realizado.

Las pérdidas econdmicas por estos agentes alterantes son muy importantes, es por
eso que en las bodegas emplean diferentes técnicas para luchar contra los microorganismos
alterantes. Entre éstas, como ya se ha comentado, la mas destacada e importante es la
adicion de anhidrido sulfuroso (SO,). Este compuesto permite controlar el crecimiento de un
gran numero de microorganismos perjudiciales y, como ya se ha indicado, favorece la extraccidn
de los compuestos fendlicos y tiene cierta actividad antioxidante (Salaha et al., 2008; Tiziana
Lisanti, et al., 2019). Todo ello, afiadido a su facilidad de uso, ha hecho que la adicién de SO,
haya perdurado hasta nuestros dias siendo, en la actualidad, la técnica de control microbiano

mas generalizada en las bodegas.

5.2.1 Problemas del SO3:

A pesar de todos los efectos positivos del anhidrido sulfuroso, esta sustancia, en dosis
elevadas, puede provocar la aparicion de olores y sabores no deseados (Guerrero y Cantos-Villar,
2015) vy, lo que es mas importante, en personas especialmente sensibles al mismo, ciertos
efectos tdxicos (dermatitis, urticaria, dolor abdominal, diarrea, broncoconstriccion o anafilaxis)
(vally et al., 2009; Vally et al., 2012). La propia Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
recomendad limitar su uso o sustituirlo por otra sustancia o técnica sin efectos perjudiciales en la
salud humana. Ademas, a pesar de su uso generalizado, las alteraciones microbianas siguen
generando grandes pérdidas econdmicas en las bodegas. Por todo ello, en los ultimos afos, se
esta realizando un gran esfuerzo con el fin de sustituir el uso del SO, por otras técnicas mas
efectivas o, cuanto menos, desarrollar nuevas estrategias que permitan reducir las dosis

utilizadas del mismo (Sudrez et al., 2007).

El anhidrido sulfuroso esta regulado en la Comunidad Europea por el Reglamento (UE)
2019/934 de la Comisién, de 12 de marzo de 2019, por el que se completa el Reglamento (UE)
n? 1308/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que se refiere a las zonas viticolas
donde el grado alcohdlico pueda verse incrementado, las practicas enoldgicas autorizadas y las
restricciones aplicables a la produccidn y conservacién de los productos viticolas, el porcentaje

minimo de alcohol para subproductos y la eliminacion de estos, y la publicacién de las fichas de
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la OIV. En el Anexo | en el apartado B se establecen los limites maximos para este producto. Hay
excepciones en funcion del tipo de vino y particularidades concretas, pero por regla general para
los vinos tintos el limite se encuentra en 150 mg/Ly en 200 mg/L para el caso de los vinos blancos
y rosados. En este reglamento también se recogen las prdacticas enoldgicas autorizadas, desde
tratamientos hasta adicién de compuestos enolégicos. Aln con estos limites establecidos la
OMS sigue recomendando reducir su uso por los efectos negativos sobre la salud. (Guerrero y

Cantos-Villar, 2015)

La mayoria de las alternativas buscan sustituir las caracteristicas antioxidantes y

antimicrobianas del SO,, pero hasta ahora sin mucho éxito (Tiziana et al., 2019).

Por el momento se ha tratado de buscar sustancias quimicas que sustituyan el papel
inhibidor de microorganismos del SO,, pero se hace complicado atendiendo a que una de las
ventajas del SO, es que las bacterias presentan la mayor sensibilidad, y después las
levaduras que no son del género Saccharomyces. Esto favorece el crecimiento de las
levaduras que nos interesan para la fermentacidon del vino. La mayoria de las nuevas
sustancias aprobadas por la UE se estan empleando, pero se complementan con el SO; a
dosis mucho mas bajas (Idareta, M., 2016; Tiziana, et al., 2019) por lo que su uso sigue

estando presente.

Algunos compuestos propuestos son proteinas clarificantes, pero afectaban al color
y el aroma; Bacteriocinas, que actualmente no estd permitido su uso; Lisozimas, pero no son
de amplio espectro y solo afectan a bacterias Gram positivas; o incluso el uso de levaduras
transgénicas, las cuales tienen la limitacion de competir solo sobre otras levaduras y ademas

de no estar autorizadas (Puértolas, 2009).

Otros métodos que se han desarrollado son procesos fisicos como los que se
emplean altas presiones, ultrasonidos, radiacidon ultravioleta, microondas y pulsos eléctricos
de alto voltaje. Algunos problemas de estas tecnologias es que pueden afectar a las
cualidades organolépticas del vino durante el tiempo de crianza o acelerando procesos
degradativos. Otro problema es que al tratarse de innovaciones en el sector muchos de ellos
estan en proceso experimental y los datos que se estdn obteniendo todavia no se consideran
fiables por la escasez de los mismos. En la mayoria de casos se ha demostrado la eficacia a
nivel de laboratorio, pero no estan validados en la elaboracién del vino o no se han
desarrollado estudios acerca de las consecuencias organolépticas que pudieran producir

estos tratamientos. (Puértolas, 2009; Tiziana, et al., 2019)
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5.3 Pulsos eléctricos de alto voltaje:

En la busqueda de técnicas que permitan procesar los alimentos sin alterar sus
caracteristicas organolépticas surge la tecnologia de la aplicacién de pulsos eléctricos de

alto voltaje (PEAV).

Los tratamientos de PEAV consisten basicamente en la aplicacién de campos eléctricos
de alta intensidad y corta duraciéon (microsegundos) a un producto colocado entre dos
electrodos. Estos tratamientos provocan la permeabilizacién de las membranas celulares sin
aumentar sustancialmente la temperatura del alimento. Cimentandose en este fendmeno
denominado electropermeabilizacidn, la tecnologia posee diversas aplicaciones potenciales en
la industria alimentaria, como la inactivacion microbiana o la mejora de los procesos de

transferencia de masa.

Esta tecnologia esta incluida entre las tecnologias de tratamiento no térmico de los
alimentos, tratando de sustituir a las de tratamiento térmico las cuales en el caso del vino

afectarian a las caracteristicas organolépticas de este (Puértolas, 2009).

Esta tecnologia en ocasiones no puede competir con las técnicas modernas de
tratamientos térmicos a la hora de inactivar microorganismos, pero es de interés en aquellos
productos que ademds de tener en cuenta la inactivacién microbiana se busca una
transferencia de masa, como podria ser en la extraccion de zumos y de compuestos
intracelulares, la aceleracidon de procesos de deshidratacién y la mejora de procesos de
curado o salazdn de productos carnicos o de la pesca al favorecer la entrada de los productos

al interior celular (Vorobiev y Lebovka, 2006).

La principal limitacién que encuentra esta tecnologia es a la hora de pasar de los
ensayos experimentales en los laboratorios a su aplicaciéon a nivel industrial. Los equipos
necesarios para tratamientos a nivel comercial necesarios son uno de los factores limitantes

a la hora de su implementacién (Puértolas, 2009).

La permeabilizacion de las membranas no solo es util en el campo de la tecnologia

alimentaria, sino que también son de utilidad en los campos de la biotecnologia y de la genética.

En el campo alimentario, las principales aplicaciones de los PEAV se encuentran en la
induccion de respuestas al estrés, inactivacion microbiana en alimentos liquidos, inactivacion

enzimatica en alimentos liquidos y la mejora de procesos de transferencia de masa (extraccion
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de componentes intracelulares, obtencidon de zumos de frutas, extraccidon de aceites de origen

vegetal, deshidratacidn, curado y marinado de carnes y pescados).

5.3.1 Mecanismo de accion:

Los campos eléctricos de alto voltaje generan cambios estructurales a nivel de
membrana, esto se debe al cambio de cargas producido en la membrana. A partir de un
umbral las cargas de la membrana celular hacen que poros hidrofébicos se conviertan en
poros hidrofilicos y esto se aplica a toda la membrana aumentando el nimero y tamafio de
estos ultimos. (Tylewicz, 2020). Este fendmeno es lo que permite la permeabilizacién de la
membrana y que se potencie la extraccion o absorcién de compuestos de interés necesarios

para la optimizacién del procesado de algunos alimentos.

Una intensidad de campo eléctrico que alcance el umbral comentado producira
cambios en la estructura de la membrana celular. Una vez este tipo de tratamiento termina,
la célula puede recuperar su estabilidad de membrana y se conoce con el nombre de
electroporacién reversible. Por el contrario, si se aplica un campo eléctrico de alto voltaje
con una intensidad muy por encima del umbral se producen dafios en la membrana celular.
Este tipo de tratamientos no permiten que la célula se estabilice de forma inmediata tras el
tratamiento haciendo que el cierre final de los poros sea dependiente de las condiciones de

recuperacion.

Electrode
+ s
+ - N\-
+ - + -
+ - +4_

Cell me{:nbrane

il l Sy

Ee<Ec Ee>Ec EE >> Ec
+ - + - + -
+ - + - + -
Intact cell Reversible Irreversible
electroporation electroporation

Figura 4: Esquema del mecanismo de permeabilizacion de la membrana celular inducido por un campo eléctrico de
alto voltaje externo (Tylewicz, 2020).
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Estos poros formados se pueden clasificar en transitorios (electroporacion
reversible) o permanentes (electroporacién irreversible), fendmeno que es dependiente de
laintensidad del campo eléctrico aplicado. La energia necesaria para lograr estos fendmenos
se ve modificada por factores como el tipo de célula, las caracteristicas de sus envolturas
celulares, su tamafo, su forma, su estado fisioldgico y factores genéticos (Puértolas, 2009;
Tylewicz, 2020). En cualquier caso, la energia necesaria para alcanzar la electroporacion

irreversible siempre serd superior a la requerida para lograr una electroporacion reversible.

Basdandose en estos conceptos se deduce que el empleo de la caracteristica de
mejora de transferencia de masa de esta tecnologia requiere menos energia que la necesaria

para la inactivacién celular.

Para provocar la muerte celular de un microorganismo en comparacion a la
permeabilizacidn reversible de una célula vegetal, se va a necesitar mas energia. Esto se
debe a que posee un tamafio menor y que se busca una permeabilizacion irreversible. Este
aspecto es importante porque si necesitamos mas energia, se traduce en un proceso mas

caro en términos econémicos.

5.3.2 Aspectos técnicos:

A la hora del empleo de esta tecnologia se establecen una serie de parametros que
serdn los que hay que ajustar a la hora de proporcionar el tratamiento deseado. En los
siguientes apartados se explican los conceptos mas relevantes para entender el ajuste de

los tratamientos.

Intensidad del campo eléctrico:

Este parametro es el mas importante, porque como ya se ha indicado, se necesita
superar un umbral de intensidad de un determinado campo eléctrico para que tenga lugar

la electroporacion.

Este parametro se define como la diferencia de potencial (V) existente entre los dos

electrodos donde se coloca el alimento dividido entre la distancia entre ellos (d):

E_v
T d
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Una vez superado ese valor critico, el incremento del campo eléctrico se asocia
generalmente a un aumento de la eficacia del proceso (Lopez et al., 2009a, 2009b; Vorobiev y
Lebovka, 2006). Sin embargo, se ha constatado en células eucariotas y procariotas que por
encima de un determinado valor este aumento no provoca un incremento sustancial en la

eficiencia del tratamiento (Lopez et al., 2009b).

No solo basta con conocer el valor de la intensidad sino también la distribucidn del
campo eléctrico. Interesa que sea lo mas homogénea posible dentro de la cdmara de
tratamiento para que no se produzcan zonas de mayor temperatura ni zonas donde no se

alcanzan los valores necesarios para obtener el efecto antimicrobiano.

Forma y anchura del pulso:

Los principales tipos de pulsos son los de onda cuadrada y los de caida exponencial,
la principal diferencia entre ellos es la regulacidon o no de la descarga de los condensadores.
En los pulsos de caida exponencial la descarga de los condensadores se realiza de una forma
completa y no controlada. Los de onda cuadrada se mantienen durante un determinado

tiempo y después caen.

Cualquiera de los dos puede ser a suvez monopolar o bipolar, cuya Unica implicacién
es que, mediante equipos mas sofisticados, se consigue que los pulsos tengan polaridades

alternas; siendo uno positivo, el siguiente negativo y asi, sucesivamente.

Onda cuadrada Caida exponencial

NN

®
o
o

Pulsos bi

Figura 5: Formas del pulso mds comunes utilizadas en los tratamientos de pulsos eléctricos de

alto voltaje. (Puértolas, 2009)
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Energia por pulso:

Matematicamente esta energia se representa mediante la siguiente férmula:
1 2
W = E XCxXV

donde W es la energia almacenada en el condensador expresada en julios (J), C es la capacidad
del condensador expresada en faradios (F) y V, la diferencia de potencial entre los electrodos

expresada en voltios (V).

Como no se suele aplicar un Unico pulso sobre una muestra, el pardametro empleado
para medir la energia total (W’) utilizada en el proceso son normalmente los kJ/kg, esto permite
comparar las energias necesarias segun el producto sobre el que se apliquen. Para calcularlo se
multiplica la energia de un pulso por el nimero total de pulsos aplicados (n) y se divide entre la

masa del producto procesado (m):

W xn
T om

WI

Frecuencia:

La frecuencia representa el nimero de pulsos aplicados por unidad de tiempo. La
frecuencia utilizada en este tipo de tratamientos es bastante variable pudiendo oscilar entre

1y 5000 Hz (Puértolas, 2009).

Resistencia de la camara de tratamiento:

La resistencia de la cdmara de tratamiento determina la forma del pulso, la maxima
diferencia de potencial alcanzada entre los electrodos durante la descarga del condensador, el
calentamiento del producto al paso de la corriente y la configuracién eléctrica del equipo

(Puértolas, 2009)

Dicha resistencia se calcula mediante la formula:
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donde R es la resistencia de la cdmara de tratamiento expresada en ohmios (Q); p es la
resistividad expresada en ohmios por metro (Qm); d es la distancia entre electrodos en metros

(m) y A, el area del electrodo (m2).

La resistividad del medio es el inverso de su conductividad eléctrica, la cual se expresar
en Siemens dividido por metro (S/m), aunque se suele expresar en milisiemens dividido por

centimetro (mS/cm).

5.3.3 Ruptura dieléctrica:

Toda sustancia es capaz de soportar hasta una intensidad de un campo eléctrico, una
vez superado este maximo la sustancia pasa a ser un conductor de corriente eléctrica. El
fendmeno de transformacién de una sustancia aislante a una conductora se le denomina

ruptura dieléctrica.

En el procesado por PEAV se tiene que evitar la ruptura dieléctrica. En esta se forma
un arco eléctrico de gran cantidad de electricidad que, ademds de producir el fendmeno de
un rayo luminoso, produce formacidn de burbujas de gas y de otros productos sdlidos. Este

fendmeno también afecta y perjudica la calidad de los electrodos.

5.3.4 Circuito de un equipo de PEAV:

Un equipo de PEAV consta principalmente de un generador de corriente eléctrica
continua de alto voltaje, uno o varios condensadores, un interruptor y en ocasiones un
transformador. A esto se le afade la cdmara de tratamiento y diversos aparatos de medida
gue proporcionen datos para comprobar los pardmetros con los que estamos trabajando,

algunos ejemplos son osciloscopios y sondas de temperatura.

El mecanismo funciona de la siguiente manera: el generador crea una corriente
continua a partir de la alterna que le llega y carga los condensadores, que es donde se
almacena la electricidad que luego se libera conforme interese. La descarga de estos
condensadores se regula mediante un interruptor. Tras éste se situa un transformador en

caso de ser necesario ampliar el voltaje de la sefial. Y finalmente, se encuentra la camara de
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tratamiento a la que llega el pulso configurado y donde se forma el campo eléctrico

produciendo un cierto efecto sobre la muestra.

El interruptor es de las piezas mas importantes puesto que es el que permite ajustar

la frecuencia de los pulsos y la anchura de estos.

Camaras de tratamiento hay de diferentes tipos: estaticas y de flujo continuo, estas
segundas son las que interesan a nivel industrial. Ademas, las hay de diferentes modelos

segun donde se posicionen los electrodos.

En el laboratorio de la universidad de zaragoza actualmente se estan empleando
camaras de flujo continuo de tipo de electrodos paralelos, que tienen la gran ventaja de
proporcionar campos eléctricos con una uniformidad mayor y una mayor facilidad a la hora

de su calculo (Puértolas, 2009).

5.3.5 Resistencia microbiana al tratamiento PEAV:

Ademas de los parametros procesado, las caracteristicas intrinsecas de los
microorganismos y el medio de tratamiento (tabla 2) suponen cambios importantes en la

eficacia de los PEAV.

Tabla 2: Principales parametros que determinan la resistencia microbiana a los pulsos eléctricos de alto

voltaje. Adaptado de Wouters et al. (2001a). (Puértolas, 2009)

Caracteristicas del medio de

Caracteristicas microbianas Pardmetros del proceso

tratamiento
Tipo de microorganismo Constitucion Intensidad del campo eléctrico
Tamafio pH Tiempo de tratamiento
Forma Actividad de agua Forma del pulso
Cepa microbiana Conductividad eléctrica Energia aplicada
Fase de crecimiento Tempeartura

Condiciones de cultivo

Condiciones de recuperacion

La eficacia de los PEAV para la inactivacion microbiana depende de numerosos
factores, algunos son intrinsecos al propio microorganismo como la forma, tamafio, tipo de

microorganismo, cepa, fase de crecimiento, etc. (Wouter et al., 2001; Puligundla et al., 2018;
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Gonzalez-Arenzana et al., 2015). Los microrganismos también dependen del medio en el cual
se encuentran. Al igual que no todos pueden crecer en los mismos sustratos debido a
limitaciones como es el pH, la actividad de agua o componentes del medio, la supervivencia
de los microorganismos tras el tratamiento también se ve modificada (Gonzalez-Arenzana
et al., 2015). A parte, a la hora de aplicar un tratamiento, de PEAV en este caso, se tienen
en cuenta la intensidad del campo eléctrico, el tiempo de tratamiento, la forma y anchura
del pulso, la energia aplicada, el tiempo de tratamiento, la frecuencia y la temperatura

alcanzada (Alvarez, Condén y Raso, 2006).

5.3.6 Aplicacion de PEAV en vino:

Como se ha indicado anteriormente, la aplicacidon de esta tecnologia provoca una
permeabilizacion de la membrana citoplasmatica de las células lo que puede causar la
inactivaciéon microbiana y una mejora en la transferencia de masa cuando se quieren extraer
componentes localizados en el interior de las células. En el vino, ambas caracteristicas son

interesantes.

El tratamiento del vino con PEAV es una técnica prometedora como sustituyente del
SO, en la elaboracién del vino porque, a diferencia de otras tecnologias y métodos, ésta
puede llegar a sustituir por completo su accidn antimicrobiana. La tecnologia de los pulsos
eléctricos de alto voltaje aplicado sobre los mostos sumada a almacenamiento controlado
del vino final resultante podria suponer la posibilidad de producir vinos sin necesidad de SO,

(Garde-Cerdan et al.,2008).

5.3.6.1 Inactivacion microbiana en el vino:

La presencia de microorganismos durante el proceso de elaboracién del vino es
fundamental ya que determina las cualidades organolépticas finales. Por ello, es necesario

regular su presencia a lo largo de todo el proceso.

Esta tecnologia ha sido ampliamente estudiada y se ha demostrado su eficacia a la
hora de producir un efecto letal en bacterias y levaduras en alimentos liquidos (Heinz et al.,
2003; Amiali et al., 2007; Puértolas et al. 2009; Clemente et al., 2020; Mendes-Oliveira et
al., 2020).
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Esta tecnologia se puede utilizar en distintos momentos de la elaboracién del vino. La
estabilizacidon del mosto de la uva proporciona unas condiciones que permiten el crecimiento de
los cultivos starter sin la presencia de microorganismos competidores. Otra fase, donde mas
interés tiene la aplicacidn de esta tecnologia, es tras la fermentacidn alcohélica para repetir el
mismo procedimiento con microorganismos como Oenococcus oeni que se utilizan en la
fermentacién malolactica (Gonzdlez-Arenzada et al., 2018, 2019a). Esta tecnologia también se
emplea como medida de estabilizacion en la fase de embotellado para evitar posibles

fermentaciones posteriores (Gonzalez-Arenzada 2019b).

Como se ha comentado anteriormente el principal problema para implementar esta
tecnologia en las bodegas es la complejidad de pardmetros que afectan a la resistencia
microbiana. Los factores dependientes de los microorganismos y el medio de tratamiento hacen

que los parametros de tratamiento mediante PEAV sean diferentes segln el estudio consultado.

Estudios relacionados con la inactivacién microbiana establecen como rangos de
intensidad de los campos eléctricos entre 20 y 50 kV/cm y frecuencias entre 500 y 1500 Hz
(Puligundla et al., 2018). Las investigaciones en este campo también revelan el comportamiento
de los principales microorganismos presentes en el vino durante su elaboracién y crianza cuando

son sometidos a tratamientos mediante PEAV.

En el mosto y tras la fermentacion alcohdlica, tal y como se muestra en las figuras
6A y 6B, la inactivacién microbiana se alcanza con valores superiores a 16k V/cm en el caso
de las levaduras y 22 kV/cm en el caso de las bacterias, y a partir de esos valores minimos
cuanto mas intensos sean los tratamientos mayor inactivacién se obtiene (Puértolas et al.,

2009).
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Figura 6: Curvas de supervivencia microbiana a diferentes intensidades de campos eléctricos. 16
kV/cm (o), 22 kV/cm (V ), 25 kV/cm (A), 31 kV/cm (m). Las condiciones de tratamiento son en
mosto (A) y vino (B) de uvas rojas 1.97 + 0.23 mS/cm y 2.02 + 0.22 mS/cm respectivamente; 1Hz.
(Puértolas et al., 2009)
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El estudio proporcionado por Gonzalez-Arenzana et al. (2015) muestra la efectividad de
la tecnologia de PEAV en 25 especies de levaduras, bacterias acido-lacticas y bacterias acéticas
en diferentes etapas de elaboracidn. Los niveles de inactivacion obtenidos varian de 0,64 a 4,94
ciclos logaritmicos. Los valores mds altos se obtienen, al igual que en el caso anterior, en los
vinos ya que tienen una concentracidn de alcohol superior. Un tratamiento con PEAV puede ver
su eficacia mejorada en los casos donde se emplean técnicas de control microbiano
complementarias y donde el medio posea caracteristicas que limiten el crecimiento de

microorganismos.

Se observa un limite maximo de eficacia a partir del cual por mas energia especifica
aplicada durante el tratamiento no se modifica de forma significativa la inactivacion de las
levaduras. Otro descubrimiento respecto a la bibliografia anterior al estudio, es el hecho de que
la energia necesaria para inactivar las bacterias no siempre es superior que la necesaria para
inactivar levaduras. En términos generales se cumple, pero no todos los microorganismos tienen
las mismas caracteristicas lo que refuerza la idea de que realmente las diferencias en el tamafio
celular, las caracteristicas de membrana y variaciones morfoldgicas o bioquimicas de las células
son responsables de la supervivencia celular frente a tratamientos por pulsos eléctricos de alto

voltaje (Gonzalez-Arenzana et al., 2015).

Estudios mas enfocados a la estabilizacion previa al embotellado muestran que el
principal impacto de los PEAV en el vino es la reduccion inmediata de las unidades logaritmicas
de los microorganismos presentes. Tras la comparacién de la eficacia tras 4 dias de un
tratamiento de PEAV y el tratamiento tradicional de SO2 se observa una mayor eficacia en el
tratamiento mediante pulsos eléctricos de alto voltaje. Tras 6 meses de crianza los resultados

reflejan eficacias similares entre los tratamientos (Gonzalez-Arenzana et al., 2019a).

Esta tecnologia puede permitir un aumento de la vida util del producto, pero en el vino
se lleva a cabo un almacenamiento y una crianza que en ocasiones dura meses incluso afios. Con
tiempos tan prolongados, los microorganismos pueden recuperarse y multiplicarse de nuevo, y,
ademads, aumentan las probabilidades de que surja una contaminacion en los barriles debido a
los poros que estos presentan. Se han observado crecimientos microbianos posteriores incluso
en los vinos tratados, eso si, en un periodo de tiempo superior en comparacién con los vinos

empleados como control (Gonzalez-Arenzana, 2019b).

El uso de este tipo de tratamientos no garantiza la estabilidad del vino siendo necesario

el empleo de SO,, aunque habiendo reducido su concentracion (Gonzalez-Arenzana et al,,
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2019b). No obstante, la aplicacion de tratamientos PEAV combinados con medidas especificas
de control ambiental y almacenamiento permiten la fabricacion de vinos sin necesidad de SO;

(Garde-Cerdan et al.,2008).

Algunos problemas a la hora de analizar los resultados obtenidos son las distintas
interacciones entre los pardmetros del tratamiento y el medio de tratamiento o la temperatura.
El tratamiento mediante PEAV tiene implicito el aumento de temperatura de las muestras (sin
alcanzar temperaturas tan altas como en los tratamientos térmicos), este fenédmeno en
ocasiones puede sobreestimar la eficacia de los PEAV. En los tratamientos mds intensos es
donde mas dificil es determinar de forma individual su real implicaciéon en la inactivacién
microbiana. Lo mismo sucede al valorar su efecto en vinos diferentes ya que se estdn

modificando las condiciones como el pH y grado alcohdlico del medio (Van Wyk et al., 2019).

El auténtico potencial de esta tecnologia para el sector de la vinicultura necesita
todavia tiempo de investigacidon puesto que estd mds estudiado su funcién enfocada a la
transferencia de masa que no a la antimicrobiana. Ademas, la gran mayoria de los estudios
estan realizados en condiciones de laboratorio por lo que habria que adaptarlos a la realidad
de las bodegas donde las cantidades de producto a tratar son superiores y cada bodega

cuenta con un vino de diferentes caracteristicas (Clodoveo et al., 2016).

5.3.6.2 Problematicas derivadas de los PEAV:

Una de las principales preocupaciones del sector es la alteracidon de las cualidades
organolépticas del vino. Por ello, cuando se trata de implementar una técnica nueva en la
elaboracion de vino es necesario estudiar el posible efecto sobre el producto final. En un
principio los tratamientos por pulsos eléctricos de alto voltaje no deberian afectar de forma
negativa a la calidad organoléptica del mismo, llegando en ocasiones incluso a mejorar estas

caracteristicas (Abdca and Evrendilek, 2015; Gonzalez et al., 2018; Vicas et al., 2017).

Para avanzar en el estudio de esta tecnologia algunos investigadores deciden modificar
los parametros de tratamientos anteriores con el objetivo de alcanzar una optimizacion de
estos. Cambios en el proceso de PEAV hacen necesarios nuevas comprobaciones acerca del

impacto sobre la calidad del vino.

En investigaciones relacionadas con los efectos producidos tras el tratamiento mediante
PEAV se encontraron efectos negativos asociados. El principal problema durante el tratamiento

con pulsos eléctricos de alto voltaje en vino es la liberacion de metales. Esto se debe a que,
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durante la aplicacion de esta técnica, el alimento esta en contacto directo con los electrodos y
por las caracteristicas del tratamiento se puede originar dicha contaminacidn. Otros problemas
también relacionados con la composicién de los electrodos es la interaccidon con algunos
componentes de los alimentos que provoca una degradacién de los mismos (Yang et al., 2016).
La concentracidn de hierro o cromo en vino tratado con pulsos eléctricos de alto voltaje son
similares a los obtenidos mediante las técnicas tradicionales. En cambio, metales como el niquel
si se han visto aumentados. A pesar de ello, los niveles de cromo y niquel obtenidos estan muy

por debajo de los niveles que suponen un peligro para la salud (Van wyk et al., 2019).

Por lo tanto, actualmente esta tecnologia no supone ningln problema para la salud en
el consumidor de los vinos tratados mediante PEAV. No obstante, se requieren de estudios
constantes que garanticen la calidad y seguridad del producto conforme se optimizan los

parametros de tratamiento mediante PEAV.

5.3.7 Analisis econdmico del uso de los PEAV:

Al igual que la alteracién del vino producida por los microorganismos alterantes supone
pérdidas econdmicas importantes, también hay que valorar los aspectos econémicos del resto
del proceso de elaboracidon. En el caso de emplear nuevos métodos o nuevas tecnologias que
ayuden a la elaboracion de un mejor vino o de unas caracteristicas microbioldgicas mejores es
necesario plantearse por muy prometedoras que sean su repercusion econdmica en la bodega.
No sirve de nada solucionar un problema que supone pérdidas econémicas si la solucién va a

ser todavia mas costosa.

Calcular los costes econémicos del uso de una tecnologia en la empresa a nivel teérico
es complicado porque depende de diversas variables, la mayoria de las cuales son a nivel local
de la empresa (coste de agua, luz, mano de obra, materiales, etc.). Ademas, hay que sumar otro
factor; y es que el hecho de que establecer una tecnologia en una industria hace que surjan
nuevas formas de abaratar los costes de inversion iniciales (Toepfl, 2007). Esto hace que

cualquier estudio econdmico pueda quedar obsoleto en poco tiempo.

Sin entrar en detalle, como se ha dicho anteriormente, el uso de esta tecnologia tiene
dos funciones principales. Una es la transferencia de masa la cual requiere de menor energia
para llevarse a cabo. La otra, es la capacidad de inactivacién microbiana y necesita de campos

eléctricos de mayor intensidad.
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Basandome en el ejemplo de analisis econdmico propuesto por Eduardo Puértolas

(2009) en la tabla 3:

Tabla 3: Caracteristicas y costes generales estimados del procesado mediante PEAV para la pasteurizacion de

alimentos y para la permeabilizacion de las membranas celulares con objeto de mejorar la transferencia de masa.

Pasteurizacion Permeabilziacion

Requerimientos

Campo eléctrico (kV/cm) 25-35 1-5

Flujo (ton/h) 10 10

Energia (kI’kg) 50-700 10-20
Costes

Equipo (€) 4.000.000-5.800.000  75.000-150.000

Procesado (€/ton) 1.4-19.4 0.33-1

Aquel proceso que necesite de menor energia para ser llevado a cabo tendra un coste
econdmico mayor, en este caso se trata de la inactivacién microbiana. Ademads, hay que tener
en cuenta que la capacidad y limitaciones de los equipos necesarios para lograr los objetivos de
pasteurizacién son mayores que los necesarios para lograr Unicamente la permeabilizacién. Los
equipos de pasteurizacion necesitan de componentes y de unas caracteristicas mas exigentes,
esto se traduce en inversiones de los equipos superiores en comparacion a los equipos de

permeabilizacién como queda reflejado en la tabla 3.

5.4 Optimizacion de los parametros de los pulsos eléctricos de alto
voltaje en el laboratorio sobre un vino tinto comercial:

En este apartado se explica brevemente cdmo se realizaria un estudio laboratorial
qgue sirviese de guia hacia la optimizacién de los parametros de tratamiento para la

inactivaciéon microbiana en vino mediante esta tecnologia.

Como se ha explicado anteriormente, esta tecnologia afecta de diferentes formas en
funcién del tipo de microorganismo, los parametros de procesado y las caracteristicas del
medio de tratamiento, por ello, este estudio se realizaria con el microorganismo de interés

como es Saccharomyces bayanus en un vino tinto comercial. Las condiciones de tratamiento

29



a utilizar serian pulsos de onda cuadrada, aplicados en flujo continuo en una camara de

electrodos paralelos para asegurar una mayor uniformidad del campo eléctrico.

A partir de un criovial almacenado en congelacion se recuperan los
microorganismos, para la realizaciéon de las pruebas. Estos cultivos nuevos pueden ser
utilizados tras la preparacién de un cultivo puro una vez alcanzada la fase estacionaria. Esta
se alcanza entorno a las 48h cultivandolas a 252C, en un medio de Sabouraud dextrosa
liquido, con agitacidén constante y sin anaerobiosis. En |la fase estacionaria la concentracién

de levaduras suele mantenerse constante en torno a 8 unidades logaritmicas.

Para elaborar una curva de crecimiento se toman muestras a lo largo del tiempo y
se realizan siembras en placa en medio APD (agar patata-dextrosa) mediante
homogeneizacién en masa tras la dilucién correspondiente en agua de peptona estéril. Para
el analisis estadistico de los resultados las siembras deben realizarse al menos por duplicado
para asegurar la validez de los mismos. La curva de crecimiento se realiza con los resultados

obtenidos a partir de los recuentos una vez cultivadas las placas a 252C durante 48h.

Previo a la aplicacién de los tratamientos de PEAV, es interesante utilizar una cdmara
de recuento de Petroff-Hausser y, de esta forma, estimar la concentracidn de levaduras en
los cultivos que van a ser inoculadas en el vino. Ademas, el cultivo en fase estacionaria debe
ser centrifugado y posteriormente re-suspendido en el medio de tratamiento, en este caso
el vino comercial. Los valores calculados como concentracién inicial inoculada se comparan
con los obtenidos de una primera muestra sin tratar para comprobar posibles efectos letales

Unicamente debidos al medio de tratamiento.

Mediante férmulas matematicas se ajustan de forma tedrica los parametros de
tratamiento de PEAV. La figura 7 seria un esquema en Excel con las variables de entrada y
de salida del equipo donde al modificar alguno de los parametros de entrada se ven

modificados los de salida.
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COLINEAR TREATMENT CHAMBER - paralelos
IN ouT

Input Voltage (kV) 8 Area (cm”2) 1,50

Pulse width (ps) 5 Volumen (ml) 0,60

GAP (cm) 0.4 Resistance (Ohm) 83,33

Elect. Conductivity (mS/cm) 3,2 Residence time (s) 0,77
largo (cm) 3

Ancho (em) 0,5 Field strength (kV/cm)

Current (A)
Flow rate (I/h) 28 Frequency (Hz)

Number of pulses 34 TOTAL ENERGY (ki/kg)
Initial Temperature (2C) 20 POWER (kW)

TREATMENT TIME (ps)
Energy per pulse (kl/kg)
Temperature increment (2C)

Final temperature (2C)

Figura 7: Ejemplo de paradmetros de entrada y salida a tener en cuenta para ajustar las

condiciones de tratamiento por PEAV en flujo continuo.

Conviene cerciorarse de que los valores de conductividad del vino, la velocidad de
flujo y el voltaje de entrada no se modifican respecto al calculo tedrico realizado. Del mismo
modo, se debe realizar in situ un registro de parametros tales como la temperatura de
entrada y salida del sistema y el amperaje real conforme se realizan los distintos
tratamientos PEAV. La diferencia entre las temperaturas de entrada y salida esta relacionada

con la cantidad de energia suministrada.

Es interesante incluir en el circuito de PEAV un sistema de refrigeracién que reduzca
la temperatura de salida de la muestra hasta 12C por debajo de la temperatura de entrada.
Esto puede realizarse mediante un bafio en agua fria. Este procedimiento tiene como
objetivo minimizar las posibles interacciones entre la temperatura y la inactivacion
microbiana. La temperatura es un factor que podria sesgar los resultados obtenidos en lo

referido a la eficacia del tratamiento PEAV.

Para el estudio de los datos conviene plantear una tabla de recogida de datos (Tabla 4)
acompafiada de los pardmetros como son la anchura del pulso, la conductividad del medio, la

T2 de entrada, la velocidad de la bomba y la fecha del experimento en concreto realizado.

Tras la recogida de las muestras tratadas se realizan siembras en masa en placas Petri para su
posterior recuento tras 48h de incubacidn. Para registrar el recuento es util también una tabla
similar pero esta vez que contenga las diluciones llevadas a cabo para anotar el recuento

obtenido. Para una mayor fiabilidad en este proceso se recomienda como minimo realizar la
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siembra de las muestras tratadas por duplicado y en varias diluciones para que después se pueda

contabilizar un numero de colonias fiables.

Ademas, es interesante guardar algunos tubos con una muestra del vino sin tratar con las
levaduras y otra del vino tratado con el tratamiento de menor intensidad. Esto puede ser util
para comprobar la supervivencia de los microorganismos en ese medio al mismo tiempo que
comprobar si el tratamiento genera dafos suficientes en las levaduras como para no sobrevivir
en el vino, aunque si lo hagan en el medio de cultivo de las placas. Para llevar a cabo este
seguimiento es suficiente con realizar siembras periddicas que sirvan para contabilizar la

evolucidn de los microorganismos presentes.

Para descartar o estudiar la accién de la temperatura sobre las muestras hay que realizar
también estudios de termorresistencia de esta levadura a las temperaturas de salida que se
esta obteniendo en los tratamientos por pulsos eléctricos de alto voltaje. De esta forma se
puede estudiar la accién combinada de pulsos y temperatura sobre los microorganismos.
Para llevar a cabo esta tarea es necesario un equipo que permita la termostatacion de la
muestra a distintas temperaturas. Con estos valores se puede valorar la interaccién del
factor temperatura a la hora de analizar los resultados obtenidos de los tratamientos con

PEAV.

Los tratamientos tanto de pulsos eléctricos como térmicos conviene valorarlos tras obtener
varias réplicas de los experimentos, de esta forma se pueden obtener resultados fiables no
dependientes del manejo que se les haya dado a las muestras o de posibles errores que se

hayan podido cometer en el laboratorio para alguna muestra en concreto.
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Tabla 4: Ejemplo de pardmetros de tratamiento de vino mediante PEAV. Los numeros indicados
en negro son los pardmetros establecidos y esperados, los registrados en azul los obtenidos en
el laboratorio.

INPUT Ne Frecuencia Amperaje | Amperaje I_Ernoe_:ill_a T2 salida T2 salida
(KV/cm) | PULSOS tedrico real (kI/kg) tedrica (2C) | Real (2C)
8 15,5 20 96 154 99 45,5 46
8 13,1 17 96 150 80 41,5 40
8 10,8 14 96 145 69,1 37,7 35
8 8,5 11 96 129 54,4 34 30
8 6,2 8 96 125 40 30,1 26,5
8 3,9 5 96 116 25 26,4 23
6 27,5 36 72 124 99 45,3 47,5
6 22,3 29 72 117 80,3 40,6 40
6 19,2 25 72 109 69,1 37,7 36
6 15,3 20 72 107 55,1 34,1 31,5
6 11,5 15 72 98 41,6 30,7 27,5
6 7 9 72 93 25,2 26,4 23,5
4 61,8 80 48 73 98,8 45,3 43,5
4 50,1 65 48 69 80,1 40,55 37,5
4 43,2 56 48 61 67,1 37,7 34
4 34 44 48 61 54,4 34 30,5
4 25,5 33 48 59 40,8 30,5 26,5
4 15,6 20 48 55 25 26,4 23,5
3 110,3 143 36 54 99,3 45,45 48
3 89,5 116 36 48 80,55 40,65 40
3 76,8 99 36 47 69,1 37,7 36,5
3 61 79 36 43 54,9 34 31,5
3 45,5 59 36 40 41 30,5 28
3 27,8 36 36 37 25 26,4 24
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6. Conclusiones:

La tecnologia de pulsos eléctricos de alto voltaje se lleva empleando durante afios para
la estabilizacion microbioldgica de alimentos liquidos como pueden ser los zumos de frutas.
Ademas, se emplean con éxito en otros ambitos en la industria alimentaria de forma habitual.
Los tratamientos en el mosto y el vino mediante PEAV son uno de otros tantos que han surgido
a partir de la necesidad de encontrar alternativas al tradicional uso del SO,. Se trata de una
técnica bastante prometedora puesto que tiene la capacidad de favorecer la extraccién fendlica
al tiempo que puede llegar a producir inactivacidn microbiana. Esto plantea la idea de sustituir
el SO, por esta tecnologia ya que son 2 de sus principales funciones en la elaboracién de vino.
Por el momento se ha demostrado su eficacia a la hora de mejorar la extraccion fendlica en el
mosto. También, se han obtenido resultados claros sobre su eficacia en inactivacion microbiana
en el mosto y en el vino. Al contrario que otros métodos propuestos para reducir el uso de SO,
esta tecnologia puede llegar a sustituirlo si se tienen en cuenta ciertos parametros de
temperatura y ambiente a la hora del almacenamiento del vino. Sin embargo, es una tecnologia
gue todavia tiene mucho camino e investigacion por delante. Los parametros de tratamiento no
estan todavia optimizados para incorporarlos en la elaboracidon de vino, en parte por la
complejidad y cantidad de variables que intervienen en el proceso. Cambios en la energia
aplicada, en la intensidad del campo eléctrico producido, en el tiempo de tratamiento junto a
otros factores externos al propio tratamiento como son los intrinsecos a los microorganismos o

al tipo de vino tratado; todos ellos, cambian los resultados obtenidos.

La posibilidad de utilizar en una bodega un mismo generador de PEAV para favorecer la
extraccién de compuestos fendlicos y para la inactivacidon de microorganismos tanto en el mosto
como en el vino simplemente cambiando la cdmara de tratamiento puede ayudar a la

implantacion de esta tecnologia en el sector enolégico en los proximos afios.
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7. Valoracion personal:

La elaboracion de este trabajo ha supuesto un cierto reto para mi personalmente porque
se tratan temas mas alld de los posiblemente tipicos del Grado en Veterinaria. Tuve la
colaboracién de un amigo que actualmente se encuentra cursando el grado de Electrdnica y
Automadtica que me ayudo a comprender las partes relacionadas con los circuitos, sus
componentes y las férmulas fisicas con mayor facilidad al cual le tengo que agradecer sus
explicaciones. Sin embargo, me ha resultado bastante curioso y entretenido de hacer, esta
tecnologia estd planteada en este trabajo enfocada para el tratamiento de vino, pero las
opciones para las que se puede aplicar son mucho mas amplias. Incluso buscando
especificamente trabajos sobre vino, ademas de otras industrias y aplicaciones alimentarias
también salian tratamientos para segin qué enfermedades o tipos de células que parecian
interesantes. La tecnologia PEAV llega incluso a la biotecnologia y a la genética. Lo cierto, es que
en un principio el tema estaba planteado como trabajo experimental con el fin de optimizar los
parametros de tratamiento para el vino tinto, pero por motivos del Covid-19 hubo que
reestructurar el trabajo y convertirlo en bibliografico. Esto al principio supuso un cambio de
mentalidad que me costd asumir, pero con algo de esfuerzo creo que ha merecido la pena llevar

a cabo este trabajo.
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