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RESUMEN 

Actualmente, el sector enológico busca productos naturales o tecnologías 

emergentes que permitan ser utilizadas como alternativas al uso de SO2 en vinificación, 

debido a los efectos negativos que este tiene sobre la salud y, consecuentemente, 

cumplir con una legislación cada vez más exigente. Además, otra de las causas por las 

que se persigue sustituir o disminuir la concentración de SO2 utilizada en vinificación es 

para satisfacer la demanda de los consumidores, que en los últimos años se dirige hacia 

el consumo de alimentos y bebidas libres de conservantes, y cuya producción sea 

respetuosa con el medio ambiente. 

 Por otro lado, existe una tendencia creciente hacia la revalorización de los 

subproductos de la industria vitivinícola, ya que son una fuente importante de 

compuestos bioactivos que los hace ser materias primas de alto valor añadido, con 

diferentes usos en la industria alimentaria, farmacéutica o agrícola. En particular, los 

residuos de Vitis vinifera L. y Quercus alba se han presentado como una alternativa 

prometedora al uso de conservantes por su actividad antimicrobiana y antioxidante. Del 

mismo modo, otros productos naturales como el quitosano y la levadura seca inactiva 

han mostrado tener actividad antimicrobiana y/o antioxidante en diferentes matrices de 

alimentos. 

Debido a la importancia que tiene la composición volátil y fenólica sobre la calidad 

del vino, uno de los objetivos principales de esta Tesis Doctoral fue evaluar la influencia 

de la adición prefermentativa de diferentes alternativas naturales al SO2 sobre los 

compuestos volátiles y fenólicos de los vinos. Además de su efecto en otros parámetros 

fisicoquímicos que influyen en la calidad del mismo, como son los parámetros del color, 

ácidos orgánicos y productos secundarios de fermentación. Para ello, se realizaron 

diferentes vinificaciones, a las cuales se les añadió, antes de realizar la fermentación 

alcohólica, las sustancias antioxidantes y/o antimicrobianas (extractos acuosos 

liofilizados de subproductos de vid o de residuos de tonelería, quitosano, levadura seca 

inactiva, plata coloidal o SO2).  
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El diseño experimental de las vinificaciones realizadas en esta Tesis Doctoral se 

realizó en base a la previa caracterización de los extractos, objeto de Tesis Doctorales 

anteriores o paralelas a este trabajo, además de los hallazgos publicados anteriormente 

en bibliografía sobre la actividad antimicrobiana y/o antioxidante de los productos 

comerciales: plata coloidal (colloidal silver complex, CSC), quitosano y levadura seca 

inactiva.  

Con estas premisas, se realizaron diferentes vinificaciones con la adición 

prefermentativa de los productos naturales a evaluar como alternativas al SO2:  

(I) Vinificaciones de uva Airén, con adición prefermentativa de: SO2, extracto de 

semilla de uva y extracto de raspón. Las vinificaciones realizadas con 

extractos se llevaron a cabo con el extracto solo, así como en combinación 

con CSC. 

(II) Vinificaciones de uva Cabernet Sauvignon, con adición prefermentativa de: 

SO2, extracto de semilla de uva y extracto de madera de roble. Las 

vinificaciones realizadas con extractos se llevaron a cabo con el extracto solo, 

así como en combinación con CSC. 

(III) Vinificaciones de uva Cabernet Sauvignon, con la adición prefermentativa de: 

SO2, quitosano, levadura seca inactiva, extracto de raspón y extracto de 

sarmiento. 

Según el objetivo perseguido en cada tipo de vinificación realizada, se utilizaron 

diferentes técnicas analíticas para aportar evidencia científica que ayude a esclarecer el 

efecto de las diferentes alternativas al SO2 sobre la calidad del vino. Se analizaron los 

compuestos volátiles por cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS) y 

los principales compuestos fenólicos del vino, antocianos, flavonoles, flavan-3-oles, 

ácidos hidroxicinámicos y estilbenos por cromatografía líquida de alta eficacia con doble 

detección por espectrofotometría de diodos y espectrometría de masas con ionización 

electrospray (HPLC-DAD-ESI-MSn). Las características organolépticas de los diferentes 

vinos fueron descritas mediante el análisis sensorial. 
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Por otro lado, para evaluar el efecto de las alternativas al SO2 sobre la actividad 

antioxidante de los vinos se llevaron a cabo diferentes ensayos “in vitro”, concretamente 

los métodos ABTS, DPPH y ORAC. Además, en las últimas vinificaciones realizadas, se 

evaluó la actividad antioxidante del vino mediante resonancia paramagnética electrónica 

(EPR). Esta es una técnica analítica con gran aplicabilidad en el estudio de la oxidación 

química del vino, ya que permite la detección directa de radicales libres. Sin embargo, a 

día de hoy, son pocos los estudios publicados acerca de los radicales formados durante 

la oxidación del vino en matrices de vino real y el efecto que ejercen los diferentes 

antioxidantes utilizados en vinificación en la propagación de los radicales. Por ello, otro 

de los objetivos principales de esta Tesis Doctoral fue evaluar la capacidad de diferentes 

sustancias naturales para inhibir uno de los radicales mayoritarios formados durante la 

oxidación del vino, concretamente el radical 1-hidroxietilo. 

Adicionalmente, en los vinos en los que se observaron diferencias en los productos 

secundarios de fermentación, se analizó el contenido de aminoácidos y aminas biógenas 

por HPLC-DAD, así como el análisis de carbamato de etilo por GC-MS, dada la 

importancia que dichos compuestos poseen en la estabilidad microbiana y salubridad 

del vino.  

Los resultados obtenidos en la realización de la presente esta Tesis Doctoral se 

encuentran publicados en 5 artículos científicos de revistas internacionales de alto 

impacto, dando respuesta al efecto que ejercen las diferentes alternativas al SO2 

estudiadas, en la etapa prefermentativa, sobre la calidad del vino. Esta Tesis Doctoral 

forma parte del proyecto RTA2014-00055-C03-01, financiado por el Instituto Nacional 

de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA) y cofinanciado por el Fondo 

Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). Además, se ha realizado con la ayuda para la 

formación de personal investigador en agroalimentación en centros de investigación 

agraria y alimentaria INIA-CCAA (FPI-INIA: CPD-2016-019) cofinanciada con el Fondo 

Social Europeo (FSE).  
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I.1. Procesos oxidativos involucrados en la calidad del vino 

Los procesos oxidativos que ocurren durante la vinificación y almacenamiento del 

vino se pueden dividir en dos tipos: enzimáticos y químicos. La oxidación enzimática 

ocurre principalmente en el mosto de uva, mientras que la oxidación química, también 

denominada oxidación no enzimática, predomina en el vino fermentado y consta de 

reacciones más lentas que las anteriores, pero con relevante implicación en la calidad del 

vino debido a la producción de especies reactivas de oxígeno. En ambos procesos 

oxidativos, los compuestos fenólicos son los principales sustratos de oxidación y dan 

como resultado subproductos denominados quinonas. Las quinonas formadas durante 

la oxidación del vino son altamente reactivas con otros compuestos nucleófilos, como 

son los fenoles, tioles, aminoácidos y SO2, generando importantes cambios en la 

composición química del vino y en sus características sensoriales. Todo ello es de enorme 

importancia por su relación con la estabilidad y evolución de los vinos pre y post-

embotellado y por tanto en su comercialización. 

 

I.1.1. Oxidación enzimática 

El estrujado y prensado de la uva conllevan la liberación de enzimas y la 

incorporación de oxígeno al mosto, siendo los compuestos fenólicos sustratos altamente 

susceptibles a la oxidación enzimática. Estas reacciones implican la hidroxilación en la 

posición orto de monofenoles para dar el correspondiente o-difenol y la consecutiva 

oxidación de estas moléculas a o-quinonas. Las quinonas formadas pueden polimerizarse 

y condensarse con otros compuestos y dar lugar a la formación de pigmentos marrones 

(Wang, 1990). Además, las o-quinonas pueden causar la oxidación de otros sustratos con 

menor potencial redox, como son los compuestos fenólicos, ácido ascórbico y SO2, 

mientras se reducen a o-difenol (Robards et al., 1999) (Figura I.1). 
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Figura I.1. Oxidación enzimática (Adaptado de Li et al., 2008). 

 

Las principales enzimas responsables de los procesos oxidativos en el mosto durante 

el procesado de la uva son las polifenoloxidasas (PPO): tirosinasa, catecol oxidasa y 

lacasa; y en menor medida la peroxidasa (Salgues et al., 1986). La tirosinasa y la catecol 

oxidasa se encuentran de manera natural en la uva. La tirosinasa puede catalizar tanto la 

oxidación de monofenoles como de o-difenoles (Singleton, 1987), a diferencia de la 

catecol oxidasa que únicamente puede catalizar la oxidación de catecoles (Decker et al., 

2006) (Figura I.2). Por otro lado, la lacasa suele estar presente en los mostos procedentes 

de vendimias con podredumbre, debido a que esta enzima es producida por mohos 

como Botrytis cinerea (Du Toit et al., 2006). Además, entre las PPO, la lacasa se considera 

particularmente perjudicial ya que es más resistente a la acción inhibidora del SO2 (Du 

Toit et al., 2006). 

 

 
Figura I.2. Actividad enzimática de la tirosinasa y de la catecol oxidasa (Adaptado de 

Decker et al., 2006). 
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En el mosto de uva, los principales sustratos de la oxidación enzimática son los 

ácidos hidroxicinamoiltartáricos (ésteres de ácidos hidroxicinámicos con ácido tartárico), 

principalmente ácido caftárico (ácido cafeoiltartárico) y ácido cutárico (ácido p‐

cumaroiltartárico) (Cheynier et al., 1989; Gunata et al., 1987). Las quinonas formadas, a 

partir de estos fenoles susceptibles a la oxidación enzimática, pueden ser reducidas 

mediante la oxidación acoplada de ácido ascórbico, SO2 u otros compuestos fenólicos, 

como los flavonoides, los cuales se oxidan a quinonas secundarias (Cheynier y Ricardo 

Da Silva, 1991). Los compuestos fenólicos regenerados, en la oxidación acoplada, pueden 

volver a oxidarse mediante enzimas PPO, propagando la cadena de oxidación (Cheynier 

et al., 1990; Singleton, 1987). Las quinonas, procedentes de las oxidaciones enzimáticas 

y acopladas, polimerizan y forman pigmentos pardos (Cheynier et al., 1990) (Figura I.3). 

 

 
Figura I.3. Mecanismo de oxidación del ácido caftárico, formación de GRP, polimerización y 

pardeamiento en mosto (Adaptado de Comuzzo y Zironi, 2013). 

 

El pardeamiento enzimático del mosto puede ser controlado o ralentizado por 

antioxidantes exógenos como el SO2 (que inhiben la actividad enzimática o regeneran 

las quinonas), así como por sustancias que se encuentran de manera natural en la uva 

como son los tioles y que pueden bloquear las reacciones de las o-quinonas (Cheynier y 

Van Hulst, 1988). Este es el caso de la oxidación del ácido caftárico y la posterior unión 
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de la quinona formada con el glutatión (GSH), dando lugar a un producto incoloro 

denominado producto de reacción de la uva (ácido 2-S-glutationilcaftárico, GRP –Grape 

Reaction Product–) (Figura I.3) que no es un sustrato de oxidación para la tirosinasa 

(Salgues et al., 1986). Ello implica que, si existe suficiente cantidad de GSH en el mosto 

de uva, este puede atrapar a las quinonas y disminuir la formación de pigmentos pardos 

(Singleton y Cilliers; 1995; Singleton et al., 1985; Du Toit et al., 2006). Por ello, la 

susceptibilidad del mosto al pardeamiento enzimático depende tanto del contenido 

inicial de ácidos hidroxicinámicos como de su riqueza en glutatión (Cheynier et al., 1990). 

No obstante, otros compuestos del mosto (ácido ascórbico y compuestos fenólicos) 

también reaccionan con la quinona del ácido caftárico, compitiendo así con el glutatión 

y limitando la formación del GRP, mientras aumentan las quinonas secundarias y la 

formación de polímeros pardos (Rigaud et al., 1991). 

En presencia de lacasa, en mostos procedentes de uvas con un déficit de estado 

sanitario por contaminación de Botrytis cinerea, el GRP es oxidado a su correspondiente 

o-quinona (Salgues et al., 1986) (Figura I.3). Además, el GRP puede ser hidrolizado 

lentamente durante el envejecimiento en botella (Cheynier et al., 1986) o ser oxidado por 

la quinona del ácido caftárico después de haberse agotado el glutatión, dando como 

resultado un pardeamiento intenso (Cheynier y Van Hulst, 1988). 

Durante la etapa prefermentativa, los productos de condensación, formados como 

resultado de la oxidación de los compuestos fenólicos, evolucionan dando como 

resultado formas insolubles que son eliminadas fácilmente con el desfangado (Cheynier 

et al., 1989). Por ello, uno de los tratamientos que se realiza con el objetivo de disminuir 

la concentración de compuestos fenólicos y, por tanto, para mejorar la estabilidad de los 

vinos blancos es la hiperoxidación, que consiste en insuflar oxígeno a los mostos para 

acelerar la oxidación de los compuestos fenólicos y separar los productos insolubles. La 

hiperoxidación es una técnica especialmente interesante en el caso de mostos que han 

tenido una maceración con las partes sólidas de la uva o un prensado fuerte, los cuales 

tienen un contenido elevado en flavan-3-oles. Por el contrario, es menos efectiva en los 

mostos con altas concentraciones en glutatión, en los que las reacciones de oxidación 

acoplada y condensación están bloqueadas (Cheynier et al., 1989). 
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I.1.2. Oxidación química 

La oxidación química comienza cuando el oxígeno disuelto en el vino reacciona con 

los compuestos fenólicos en presencia de metales de transición como el hierro (Fe II) o 

el cobre (Cu I), los cuales actúan como catalizadores. Estas reacciones de oxidación dan 

como resultado subproductos de semiquinona y quinona, mientras el O2 es reducido a 

peróxido de hidrógeno (H2O2) (Danilewicz et al., 2008; Danilewicz y Wallbridge, 2010). El 

H2O2 junto con el ion ferroso (Fe II) genera el radical hidroxilo (●OH), capaz de oxidar 

cualquier molécula orgánica del vino, y es conocida como la reacción de Fenton 

(Waterhouse y Laurie, 2006). Entre los radicales libres producidos durante la oxidación 

del vino, el radical 1-hidroxietilo es el más abundante y podría ser el principal agente 

responsable de otras oxidaciones del vino (Elías et al., 2009).  

 

I.1.2.1. Activación del oxígeno disuelto en el vino, formación de quinonas y especies 

reactivas de oxígeno  

Durante la oxidación química del vino se producen quinonas y especies reactivas de 

oxígeno, como resultado de la oxidación de los compuestos fenólicos. Estas reacciones 

de oxidación comienzan con la activación del oxígeno disuelto en el vino, debido a que 

el oxígeno posee una configuración electrónica en estado normal (triplete) que no 

reacciona directamente con los polifenoles. Aunque la activación del oxígeno puede 

darse por exposición a la luz, la forma más común de activación del oxígeno en el vino 

es la catálisis por metales de transición, que aumenta considerablemente su reactividad 

(Danilewicz, 2003). De este modo, la limitación de la reactividad del oxígeno en estado 

triplete es superada mediante la transferencia de un electrón por parte de los iones de 

metales de transición reducidos, específicamente Fe (II) y Cu (I) (Oliveira et al., 2011).  

La velocidad de activación del O2 es más elevada a mayor disponibilidad del Fe (II) 

para actuar como catalizador. El estado de oxidación del Fe depende de la composición 

química del vino. Generalmente, a mayor concentración de compuestos fenólicos, 

capaces de reducir el Fe (III) a Fe (II), la velocidad de activación del O2 es más elevada. 

Sin embargo, a medida que avanza la oxidación y la polimerización fenólica, la 

disponibilidad del Fe (II) para actuar como catalizador disminuye, debido a que una gran 
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fracción de Fe (III) está unida a la fracción orgánica del vino como tartratos (Weber,1991) 

y taninos (Paleologos et al., 2002). Por lo tanto, la disponibilidad del Fe (II), que influye 

en la velocidad de oxidación, depende de la composición inicial del vino y de cómo 

reaccionen los metales de transición con los compuestos de la matriz del vino a lo largo 

de la oxidación y envejecimiento del mismo. 

Durante la oxidación química del vino, el O2 es reducido a H2O en una secuencia de 

reacciones consecutivas y durante este proceso se generan especies reactivas de oxígeno 

que son agentes altamente oxidantes. El potencial redox de estas especies reactivas de 

oxígeno al pH del vino se muestra en la Tabla I.1. Entre ellas, destacan el radical hidroxilo 

(●OH) y el radical hidroperoxilo (HOO●) con potenciales redox lo suficientemente altos 

para oxidar otras moléculas orgánicas (Tabla I.1).  

 

Tabla I.1. Potencial Redox de las especies reactivas de oxígeno a pH 3.6 (Danilewicz, 
2012). 

Especies reactivas de oxígeno Potencial Redox (V) 

Estado normal oxígeno (O2)   -0.09 

Radical hidroperoxilo (HOO●) 1.22 
Peróxido de hidrógeno (H2O2) 0.59 

Radical hidroxilo ●OH 2.53 

 

Como se ilustra en la Figura I.4, la formación de estas especies se produce de forma 

secuencial y comienza cuando el oxígeno, en presencia de Fe (II) o Cu (I), acepta un 

electrón formando el anión superóxido que en el vino se encuentra en la forma de radical 

HOO●. Los compuestos fenólicos son oxidados por el radical HOO● a quinona, mientras 

que el radical se reduce a H2O2. Consecutivamente, el H2O2 en presencia de Fe (II) da lugar 

a la reacción de Fenton. A partir de esta reacción se genera el radical ●OH, un radical 

altamente reactivo que puede oxidar cualquier molécula orgánica del vino y produce 

H2O, producto final de la reducción del oxígeno (Danilewicz, 2003; Waterhouse y Laurie, 

2006). Al ser el etanol uno de los compuestos mayoritarios de la matriz del vino, el ●OH 

reacciona rápidamente con el etanol oxidándolo al radical 1-hidroxietilo, el cual es 

responsable de la oxidación de otras sustancias orgánicas en vino (Elias et al. 2009). 
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Figura I.4. Mecanismos de oxidación química en vino (Kreitman et al., 2013). 

 

I.1.2.2. Mecanismos de oxidación de los compuestos fenólicos del vino 

Los compuestos fenólicos se caracterizan por tener al menos un anillo aromático 

(núcleo bencénico) con uno o varios grupos hidroxilos. En la Tabla I.2. se muestran los 

principales compuestos fenólicos presentes en las uvas, clasificados en flavonoides y no 

flavonoides. Los flavonoides (C6-C3-C6) de la uva incluyen a los antocianos, flavan-3-

oles y flavonoles. Por otro lado, los no flavonoides engloban estilbenos (C6-C2-C6) y 

ácidos fenólicos, estos últimos clasificados en ácidos hidroxicinámicos (C6-C3) y ácidos 

hidroxibenzoicos (C6-C1). 
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Tabla I.2. Clasificación de los compuestos fenólicos de uvas y vinos Vitis vinifera. 

Flavonoides 
Flavonoles R1 R2 R3 Sustituyente R3 

 

Kaempferol H H H  
Glucósido 

Galactósido 

Ramnósido 

Rutinósido 

Glucurónido 

 

Quercetina OH H H 

Miricetina OH OH H 

Isoramnetina OCH3 H H 

Laricitrina OCH3 OH H 

Siringetina OCH3 OCH3 H 

Flavan-3-oles  R1 R2 R3 Sustituyente R3 

 

Catequina OH H H 

 
Galato 

Epicatequina H OH H 

Galocatequina OH H OH 

Epigalocatequina H OH OH 

Antocianos    Sustituyente R3 

 

     
-CO-CH3 
Acetil 

 

 
Cumaroil 

 
Cafeoil 

 

 R1 R2 R3 

Cianidina OH H H 

Delfinidina OH OH H 

Peonidina OCH3 H H 

Petunidina OCH3 OH H 

Malvidina OCH3 OCH3 H 

    

No Flavonoides 
Ácidos hidroxicinámicos R1 R2 R3 Sustituyente R3 

 

 
 

p-Cumárico H H H 
 

 
Ácido tartárico 

(C4H6O6) 

Caféico OH OH H 

Ferúlico OCH3 H H 

Fertárico OCH3 H C4H6O6 

p-Cutárico H H C4H6O6 

 Caftárico OH OH C4H6O6  
 

Ácidos hidroxibenzóicos Estilbenos 

 
Resveratrol R: OH 

Resveratrol-Glucósido R: O-C6H12O6 

(Isómero trans) 

 

 R1 R2 

p-Hidroxibenzoico H H 

Protocatéquico H OH 

Gálico OH OH 

Vanílico OCH3 H 

Siríngico OCH3 OCH3 
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Los compuestos fenólicos se encuentran distribuidos en el raspón, hollejo, pulpa y 

semillas de la uva (Figura I.5). La composición fenólica de las uvas está condicionada por 

la variedad de Vitis vinifera, además de las prácticas agronómicas y las condiciones 

climáticas que afectan el desarrollo de la uva. Por otro lado, numerosos factores de las 

técnicas de vinificación influyen en gran medida en la extracción y en la estabilidad de 

los compuestos fenólicos en el vino (como son el tiempo y la temperatura de 

fermentación y maceración de los hollejos y semillas, el prensado, la estabilización, 

clarificación y el envejecimiento). 

 
Figura I.5. Distribución de los compuestos fenólicos en el racimo de uva. 

 

Debido a su estructura química, los compuestos fenólicos se consideran 

antioxidantes ya que pueden neutralizar radicales libres directamente mediante la 

donación de átomos de hidrógeno y estabilización del compuesto resultante por 

resonancia (Vanderhaegen et al., 2006). Sin embargo, en el vino, su capacidad de ceder 

electrones rápidamente aumenta la formación de H2O2 y, a consecuencia de ello, 

propagan la oxidación. Como se ha comentado en la sección anterior (1.1.2.1), el Fe (II) 

cataliza la reacción de activación del O2 al radical HOO●. Consecutivamente, los 

compuestos fenólicos al ser sustancias muy reductoras le ceden un hidrógeno al radical 

HOO● formando H2O2 y radicales de semiquinona (Waterhouse y Laurie, 2006) (Figura 

I.6).  
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Figura I.6. Oxidación de los compuestos fenólicos por el radical hidroperoxilo (HOO●) (Adaptado 

de Danilewicz, 2014). 

 

Otra vía de oxidación de los compuestos fenólicos es la catálisis por metales de 

transición, al reducir el Fe (III) a Fe (II) los fenoles son oxidados a semiquinonas (Elias y 

Waterhouse, 2010). Posteriormente, la semiquinona resultante es capaz de reducir el Fe 

(III) oxidándose simultáneamente a quinona (Figura I.7) 

 

 

Figura I.7. Oxidación de los compuestos fenólicos por Fe (III) (Danilewicz, 2007). 

 

Además, otros radicales, como el radical ●OH, el radical peroxomonosulfato (SO5
•-) 

y el radical sulfato (SO4
●-) también pueden oxidar los compuestos fenólicos (Danilewicz, 

2007). En la Figura I.8 se muestra la reacción de oxidación de los compuestos fenólicos 

por el radical SO5
●- (Danilewicz, 2007). 
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Figura I.8. Oxidación de los compuestos fenólicos por el radical peroxomonosulfato (SO5•-) 

(Danilewicz, 2007). 

 

La velocidad de reacción de cada compuesto fenólico con los radicales depende de 

su capacidad para formar un radical estable (Danilewicz, 2011). Es decir, aquellos 

compuestos que tras la formación del radical semiquinona pueden ser estabilizados por 

resonancia (deslocalización electrónica). Los compuestos fenólicos que contienen un 

grupo catecol (1,2-difenol) como son la catequina, epicatequina, ácido caftárico o taninos 

condensados, y un grupo galato (1,2,3-trifenol o también denominado pirogalol) los 

cuales incluyen el ácido gálico, galocatequina y epigalocatequina, son los más fáciles de 

oxidar porque el radical semiquinona puede estabilizarse formando una o-quinona 

(Figura I.9). Por otro lado, los monofenoles, meta-difenoles y fenoles sustituidos 

(especialmente los derivados metoxi) no se oxidan tan fácilmente porque no producen 

radicales semiquinona estabilizados (Waterhouse y Laurie, 2006).   

 
Figura I.9 Mecanismos de oxidación de catecol, formación de un radical semiquinona y una o- 
quinona (Chiorcea-Paquim et al., 2020). 
 

Además, cuanto menor es el potencial redox del compuesto fenólico más fácilmente 

se oxida (Danilewicz, 2003). Kilmartin et al. (2001) mostraron que los compuestos 

fenólicos más fácilmente oxidables, debido a su bajo potencial redox, son aquellos que, 

como se ha indicado anteriormente, contienen en su estructura un grupo catecol y un 

grupo galato. Estos autores demostraron que la quercetina tiene un potencial redox 
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menor que la mayoría de los compuestos fenólicos del vino, ya que al igual que la 

catequina y la epicatequina, tiene una conjugación extendida con el anillo heterocíclico 

que proporciona una estabilización adicional, lo cual contribuye a su rápida pérdida en 

el vino (Castellari et al., 2000; Danilewicz, 2003). Entre los flavan-3-oles, la epicatequina 

se oxida a un potencial más bajo que la catequina (Kilmartin et al., 2001; Yang et al., 

2001), y normalmente se esperaría que, en condiciones idénticas, la epicatequina pudiera 

oxidarse a mayor velocidad (Sioumis et al., 2006). Otros compuestos fenólicos, como el 

ácido ferúlico, t-resveratrol, ácidos vainílico y p-cumárico, necesitan un mayor potencial 

para oxidarse (Kilmartin et al., 2001). Por ello, estos compuestos no participan en los 

primeros pasos de la oxidación del vino con la misma facilidad que aquellos compuestos 

que contienen un grupo catecol o galato. Del mismo modo, la malvidina-3-glucósido, el 

antociano principal del vino tinto, no se oxida fácilmente mientras que la cianidina 3-O-

6”-p-cumaroil-glucósido y delfinidina 3-O-glucósido son más sensibles a la oxidación 

(Cheynier y Fulcrand, 2003). 

Los antocianos también pueden ser degradados por H2O2 (Özkan et al., 2002; 

Sondheimer y Kertesz, 1952) y actuar como secuestradores del radical ●OH en vinos tintos 

(Rivero-Pérez et al., 2008). La estructura conjugada de las antocianinas permite la 

deslocalización de los electrones y da como resultado productos radicales muy estables 

(Van Acker et al., 1996). La actividad antioxidante de los antocianos depende del número 

y posición de los grupos hidroxilo, metoxilación en el anillo B (Pereira et al., 1997) y grado 

de glicosilación (Kähkönen y Heinonen, 2003).  

Las quinonas formadas tras la oxidación de los compuestos fenólicos, debido a su 

carácter electrófilo, pueden combinarse con compuestos nucleofílicos del vino incluidos 

compuestos fenólicos, tioles y aminoácidos (Sección I.1.2.3). Las reacciones entre las 

quinonas y los compuestos fenólicos se denominan polimerización regenerativa (Figura 

I.10), en las que se producen oligómeros y polímeros de mayor tamaño (Singleton 1987).  
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Figura I.10. Oxidación y polimerización regenerativa. A) Regeneración de oligómeros por 
reacción entre una quinona y un compuesto fenólico. B) Regeneración de oligómeros por 

reacción entre dos semiquinonas (Adaptado de Li y Duan, 2019). 
 

Un dímero de quinona-fenol se puede convertir en un difenol (Figura I.10, A), más 

susceptible a la oxidación por tener potenciales redox más bajos (Boulton et al., 1996; Li 

et al., 2005). De la misma manera, dos radicales libres de semiquinona también puede 

unirse (Figura I.10, B), formando un dímero reoxidable (Singleton, 1987).  Por lo tanto, los 

difenoles regenerados aceleran las reacciones de polimerización, ya que pueden ser de 

nuevo oxidados, produciendo oligómeros o polímeros más grandes hasta que finalmente 

precipitan (Boulton et al., 1996; Zhai et al., 2001). 

 

I.1.2.3. Productos intermedios de oxidación y consecuencias en la calidad del vino  

Durante los procesos oxidativos se forman productos intermedios muy reactivos 

que originan importantes cambios en la composición química y en la calidad del vino. 

Especialmente, las quinonas, y los radicales ●OH y 1-hidroxietilo son moléculas muy 

inestables que pueden reaccionar con los compuestos de la matriz del vino. Algunos 

ejemplos son las diferentes reacciones de quinonas con tioles, fenoles y aminoácidos, la 

oxidación de etanol por la reacción de Fenton, además de las reacciones de los 
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compuestos carbonilos, formados durante la oxidación, con diferentes moléculas 

orgánicas del vino. 

Una oxidación controlada del vino puede ser beneficiosa para disminuir aromas 

vegetativos (Cejudo-Bastante et al., 2011) o aromas indeseables de reducción 

(Nikolantonaki y Waterhouse 2012), mientras que una oxidación excesiva degrada 

compuestos aromáticos de importante impacto sensorial y genera aromas relacionados 

con la oxidación del vino, como el metional y el fenilacetaldehído (con aromas a patata 

cocida y a miel, respectivamente) (Escudero et al., 2000; Ferreira el al., 2002). Por otro 

lado, las reacciones de oxidación pueden llevar a efectos deseados o perjudiciales en el 

color según el tipo de vino. En el caso de vinos tintos, la oxidación de los compuestos 

fenólicos estabiliza el color (Boulton et al., 1996) y disminuye la sensación de amargor y 

astringencia en boca (Castellari et al., 1998). Por el contrario, la oxidación de los 

compuestos fenólicos en vinos blancos provoca un pardeamiento indeseable (Singleton 

y Kramling, 1976; Sioumis et al., 2006).  

A continuación, se describen los mecanismos de acción de los productos 

intermedios de oxidación y su implicación en la calidad del vino. 

 

� Mecanismos de acción de las quinonas  

Las o-quinonas, productos de oxidación de los compuestos fenólicos, son moléculas 

electrofílicas que pueden reaccionar con varios nucleófilos del vino como son los tioles, 

los antioxidantes utilizados en vinificación, los compuestos fenólicos y en menor medida 

los aminoácidos (Figura I.11). En presencia de HSO3
- y ácido ascórbico, antioxidantes 

ampliamente utilizados para prevenir la oxidación del vino, las quinonas reaccionan 

rápidamente y se reducen a su forma fenol (Barril et al., 2012; Danilewicz, 2008; Oliveira 

2016). Las reacciones, entre las quinonas y los compuestos nucleófilos del vino, dan lugar 

a cambios importantes en la calidad del vino, incluidas modificaciones del color, 

disminución de compuestos volátiles varietales, pérdida de aromas desagradables 

(compuestos volátiles de reducción) o formación de compuestos volátiles asociados a la 

oxidación del vino (Oliveira, 2017). 
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Figura I.11. Mecanismos de acción entre quinona y nucleófilos del vino (Adaptado de 

Nikolantonaki y Waterhouse, 2012). 
 

Uno de los productos más conocidos como consecuencia de la reacción entre una 

quinona y un tiol es el producto de reacción de la uva (GRP). Formado tras la unión de la 

quinona del ácido caftárico con el tripéptido glutatión (comentado anteriormente en la 

oxidación enzimática, sección I.1.1). Otros tioles volátiles como el 3-mercaptohexanol, 

relacionado con el aroma afrutado de algunas variedades de uva como Sauvignon Blanc, 

Cabernet Sauvignon, Merlot y Cabernet Franc, también pueden reaccionar con la 

quinona procedente de la oxidación de la catequina, dando como resultado una pérdida 

del carácter varietal afrutado (Blanchard et al., 2004). Del mismo modo, la disminución 

de aromas indeseables a reducción se atribuye a la formación de quinonas que 

reaccionan fácilmente con los compuestos de azufre volátiles, dando lugar a compuestos 

estables en condiciones normales de almacenamiento (Nikolantonaki et al., 2012). Sin 

embargo, posteriormente Vela et al. (2018) demostraron que los compuestos de azufre 

volátiles, en particular los sulfhidrilos de bajo peso molecular como el sulfuro de 

hidrógeno (H2S) y el metanotiol (MeSH) se pierden con la microoxigenación, pero 
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pueden regenerarse después durante un envejecimiento acelerado anóxico (oxígeno 

disuelto agotado) a alta temperatura (50 °C). Por lo tanto, la estabilidad de las quinonas 

unidas a compuestos de azufre volátiles se ve comprometida según las condiciones de 

almacenamiento a las que se someta el vino. 

Las quinonas también pueden polimerizar con los flavan-3-oles dando como 

resultado importantes cambios en el color y en la sensación gustativa (Guyot y 

Vercauteren, 1996; Li et al., 2008). La reacción entre quinonas y taninos condensados 

origina una nueva molécula de mayor tamaño molecular, con enlaces estables al pH del 

vino, aumentando así la formación de estructuras fenólicas poliméricas (Cheynier et al., 

2002; Danilewicz, 2003; Singleton, 2001). Estas reacciones de polimerización en el vino 

terminado pueden llevar a efectos deseados o perjudiciales según el tipo de vino. En el 

caso de vinos tintos, la oxidación de los compuestos fenólicos estabiliza el color del vino 

por polimerización entre los taninos condensados y los antocianos, dando como 

resultado vinos con tonalidades de color teja persistente (Boulton et al.,1996). Además, 

la polimerización de los flavan-3-oles y posterior precipitación de los taninos disminuye 

la sensación de amargor y astringencia en boca (Castellari et al., 1998). Mientras que la 

oxidación de compuestos fenólicos en vinos tintos da lugar a una suavización del carácter 

tánico, no se conocen mejoras en la sensación en boca que surjan de la oxidación del 

vino blanco. Además, las reacciones de polimerización de los flavan-3-oles en vinos 

blancos provocan un pardeamiento indeseable (Sioumis et al., 2006; Singleton y 

Kramling, 1976). 

Otra de las vías de acción de las o-quinonas es la formación de aldehídos de Strecker 

como el fenilacetaldehído y metional, los cuales poseen un bajo umbral de detección y 

son asociados con aromas de oxidación a miel y patata cocida, respectivamente 

(Escudero et al., 2000; Ferreira et al., 2002). Estos aldehídos a bajas concentraciones 

pueden aumentar la complejidad de un vino, pero a niveles más altos, son responsables 

de la pérdida de frescor (San-Juan et al., 2011) y el desarrollo de compuestos volátiles 

indeseables relacionados con la oxidación (Culleré et al., 2007). En aquellos vinos en los 

que los tioles varietales no son compuestos aromáticos clave, la formación de estos 

aldehídos es la principal causa del deterioro del aroma del vino (Bueno et al., 2016). 

Varios autores han demostrado la formación de fenilacetaldehído y metional a partir de 
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quinonas de catequina, ácido cafeico, ácido gálico, y los aminoácidos fenilalanina y 

metionina (Grant-Preece et al., 2013; Monforte et al., 2020; Oliveira et al., 2017).  

Los mecanismos de acción de las quinonas, comentados anteriormente, se 

desarrollan a diferentes velocidades según la composición química del vino. 

Nikolantonaki y Waterhouse (2012), cuantificaron las tasas de reacción de la 4-metil-1,2-

benzoquinona con nucleófilos relevantes en el vino como son los tioles volátiles (4-metil-

4-sulfanilpentan-2-ona, 3-sulfanilhexan-1-ol, 2-furanmetanotiol y sulfuro de hidrógeno); 

el glutatión; SO2; ácido ascórbico; aminoácidos (metionina y fenilalanina); y floroglucinol. 

Los resultados de este estudio mostraron que los antioxidantes del vino (SO2, glutatión 

y ácido ascórbico) y el sulfuro de hidrógeno fueron los nucleófilos más reactivos con la 

quinona estudiada. También observaron que los tioles volátiles mostraron velocidades 

de reacción crecientes a menor impedimento estérico. Por su parte, el floroglucinol 

reaccionó con la quinona a menor velocidad que los tioles volátiles, mientras que los 

aminoácidos, metionina y fenilalanina, presentaron una velocidad de reacción limitada 

con la o-quinona en el tiempo estudiado. En la misma línea, Oliveira et al. (2016) 

estudiaron las reacciones entre las quinonas de ácido gálico, ácido caféico y catequina, 

con distintos nucleófilos del vino, como el SO2, el ácido ascórbico, los tioles varietales y 

los aminoácidos fenilalanina y metionina, y confirmaron que la reactividad más baja de 

estos compuestos con las quinonas correspondía a los aminoácidos. Los mismos autores 

demostraron que la quinona de catequina produce mayor concentración de 

fenilacetaldehído, seguida de las quinonas procedentes de los ácidos gálico y cafeico. 

� Mecanismos de acción del radical ●OH  

Entre las especies reactivas de oxígeno, el radical ●OH es uno de los oxidantes más 

reactivos, con una vida útil muy corta, capaz de oxidar rápidamente la mayoría de las 

sustancias orgánicas (Choe y Min, 2006; Zhao, 1999). El radical ●OH no es selectivo y 

reacciona únicamente con moléculas adyacentes por poseer un radio de acción pequeño 

(Waterhouse y Laurie, 2006; Zhao, 1999). Por ello, el etanol, al ser el compuesto 

mayoritario, de la matriz del vino es el sustrato más susceptible a la oxidación por dicho 

radical. Mediante resonancia paramagnética electrónica, se confirmó que el radical ●OH 

extrae un hidrógeno del etanol dando lugar a la formación del radical 1-hidroxietilo, 
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también denominado 1-HER, y en menor proporción se forma el radical 2-hidroxietilo 

(Elias et al., 2009).  

Como se ilustra en la Figura I.12, además del etanol, el ácido tartárico y el glicerol, 

debido a sus concentraciones relativamente altas en el vino, también pueden ser 

oxidados por el radical ●OH dando lugar al ácido glioxílico y al gliceraldehído, 

respectivamente (Es-Safi et al., 1999; Fulcrand et al., 1997; Laurie y Waterhouse, 2006a).  

 
Figura I.12. Reacción del radical ●OH con los compuestos mayoritarios del vino. 

 

Laurie y Waterhouse (2006a) estudiaron la oxidación del glicerol por la catálisis de 

H2O2 y Fe (II) en vino modelo, e identificaron el gliceraldehído y la dihidroxiacetona como 

los principales compuestos tras la reacción de Fenton. Además, observaron un notable 

aumento de color tras adicionar estos derivados de oxidación a un vino tinto joven. Ante 

estos resultados, analizaron la reacción del gliceraldehído con (+)-catequina, (-)-

epicatequina y malvidina-3-glucósido, en soluciones modelo, y demostraron la 

formación de aductos flavan-3-ol-flavan-3-ol y antocianina-flavan-3-ol unidos con 

gliceraldehído (Laurie y Waterhouse, 2006b). 

Por otro lado, el ácido tartárico, al igual que el acético y oxálico, forman complejos 

con el Fe (III) que no son atacados por el radical ●OH (El-Ghenymy et al., 2012). Por ello, 

la reactividad del radical ●OH con el ácido tartárico puede ser impedida si se da la unión 
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del ácido tartárico con el Fe (III), antes de que el Fe (III) sea reducido de nuevo a Fe (II) 

por los compuestos fenólicos. Además, otros autores han demostrado que la 

degradación oxidativa del ácido tartárico y la producción de ácido glioxílico no tiene 

lugar en ausencia de luz (Clark et al., 2007; Clark et al., 2011), por lo que en vinos 

conservados en botellas opacas o en oscuridad se evita la oxidación del ácido tartárico. 

No obstante, en el caso de que el vino esté expuesto a condiciones desfavorables durante 

el transporte o almacenamiento, como es exposición a la luz o a temperaturas altas, el 

ácido glioxílico puede reaccionar con dímeros de catequina o epicatequina, formándose 

el catión xantilo y ocasionando pardeamientos no deseados en vinos blancos (Clark et 

al., 2007; Clark et al., 2011; Dias et al., 2012).  

A pesar de que los compuestos fenólicos se encuentran en el vino en menor 

concentración (que el etanol, el glicerol o el ácido tartárico) pueden ser oxidados por el 

radical ●OH (Perron y Brumaghim, 2009). Por ello, el radical ●OH puede reaccionar con 

los fenoles dando lugar a radicales de semiquinona y finalmente formarse quinonas en 

presencia de otros radicales o Fe (III) (Danilewicz, 2008).  

 

� Mecanismos de acción del radical 1-hidroxietilo  

El radical 1-hidroxietilo, producido a consecuencia de la oxidación del etanol por el 

radical ●OH, se oxida a acetaldehído en presencia de Fe (III) u O2 (Danilewicz, 2003; Elias 

y Waterhouse, 2010). En la figura I.13 puede observarse que la formación del radical 1-

hidroxietilo y su posterior oxidación a acetaldehído es un proceso autocatalítico, el cual 

tendrá lugar mientras exista etanol, Fe (III) u oxígeno disponible para participar en la 

reacción. Así pues, durante la oxidación del 1-hidroxietilo a acetaldehído el Fe (III) es 

reducido simultáneamente a Fe (II). Por otro lado, en presencia de oxígeno, el 1-

hidroxietilo forma el radical 1-hidroxietil peroxilo el cual se descompone formando 

acetaldehído y radical HOO● (Elias et al., 2009). El radical HOO● es reducido por los 

compuestos fenólicos del vino a H2O2 (Waterhouse y Laurie 2006). Por ello, durante la 

oxidación del 1-hidroxietilo a acetaldehído se regeneran los sustratos de la reacción de 

Fenton, amplificando así la formación del radical ●OH, el cual está disponible de nuevo 

para oxidar el etanol y formar el radical 1-hidroxietilo.  
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Figura I.13. Formación y mecanismo de acción del radical 1-hidroxietilo (Adaptado de 

Kreitman et al., 2013). 
 

Gislason et al. (2011) demostraron que el 1-hidroxietilo puede reaccionar con los 

ácidos hidroxicinámicos, formando alcohol alílico (1-propen-3-ol) y CO2. Posteriormente, 

Kreitman et al. (2013), confirmaron que los ácidos hidroxicinámicos reaccionan con el 1-

hidroxietilo contribuyendo de este modo a disminuir la formación del radical 1-

hidroxietilo. Además, estos autores informaron que el 1-hidroxietilo reacciona de manera 

directa con los tioles, por lo que su concentración en el vino disminuye con la formación 

del radical 1-hidroxietilo.  

 

� Mecanismos de acción de los compuestos carbonilos  

Como se ha comentado anteriormente, durante la oxidación química del vino se 

producen quinonas, radical ●OH y radical 1-hidroxietilo que originan, entre otras 

consecuencias, un incremento de aldehídos (acetaldehído, gliceraldehído y aldehídos de 

Strecker). El carácter electrófilo de los aldehídos los hace reactivos a otros nucleófilos del 

vino (Figura I.14). 
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Figura I.14. Formación y reacción de aldehídos en vino (Adaptado de Grant-Preece et al., 2013; 
Waterhouse et al., 2016). 

 

Algunas de las reacciones más importantes de los aldehídos en el vino son aquellas 

con los compuestos fenólicos, que estabilizan el color de los vinos tintos (Laurie y 

Waterhouse, 2006b). Es conocido que el acetaldehído y el gliceraldehído pueden unir 

dos flavan-3-oles, un flavan-3-ol y un antociano, o dos antocianos (Escribano-Bailón et 

al., 2001; Laurie y Waterhouse, 2006b). La unión de los flavonoides tiene lugar en el anillo 

A de cada compuesto fenólico, mediante un puente de etilo producido entre el 

acetaldehído o el gliceraldehído y dichos compuestos fenólicos. Los pigmentos 

formados, con puentes de etileno, muestran un desplazamiento batocromático, es decir, 

poseen tonalidades más violáceas y son menos susceptibles al ataque nucleofílico por el 

SO2 o por una molécula de H2O evitando así la pérdida de color. Sin embargo, esta 

reacción es reversible y los antocianos podrían liberarse (Escribano-Bailón et al., 2001).  

El acetaldehído, también puede reaccionar con la malvidina 3-glucósido y formar 

visitina B. La vitisina B y la vitisina A (formada por la reacción del ácido pirúvico y la 

malvidina 3-glucósido), son pigmentos denominados piranoantocianos por tener un 

anillo de pirano adicional (Figura I.14). Estos pigmentos poseen una tonalidad anaranjada 

y son más estables a las variaciones de pH y al almacenamiento prolongado (Bakker y 

Timberlake, 1997).  
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Los aldehídos también pueden unirse reversiblemente al SO2 formando α-

hidroxialquilsulfonatos (Bueno et al., 2014; de Azevedo et al., 2007; Grant-Preece et al., 

2013). Los α-hidroxialquilsulfonatos de acetaldehído y los aldehídos de Strecker pueden 

actuar como una reserva de aldehídos y ser liberados durante la oxidación del vino 

(Bueno et al., 2016). Los aldehídos también pueden unirse de forma reversible a tioles 

como el glutatión o la cisteína para dar α-hidroxisulfuros (Baert et al., 2015; Lienhard y 

Jencks, 1966; Sonni et al., 2011a). Así como reaccionar con alcoholes dando como 

resultado acetales (Câmara et al., 2003). 

 

  



Introducción 
 

61 
 

I.2. Alteración microbiológica del vino 

Las fermentaciones alcohólica y maloláctica son procesos bioquímicos complejos a 

controlar durante la vinificación para evitar alteraciones en la calidad del vino. La 

susceptibilidad del vino al deterioro microbiológico depende de diferentes parámetros, 

incluidas las especies de levaduras y bacterias presentes en la uva o las instalaciones  de 

vinificación, las características físico-químicas del mosto y del vino (pH y concentración 

de ácidos orgánicos, azúcar, etanol, entre otros), los tratamientos de estabilización 

realizados, así como el tipo y la concentración de aditivos utilizados como 

antimicrobianos (Bartowsky, 2009; Du Toit y Pretorius, 2000; Loureiro y Malfeito‐Ferreira, 

2003). 

Determinadas especies de levaduras y bacterias pueden provocar deterioro 

microbiológico y pérdida de la calidad del vino. La alteración microbiológica del vino 

engloba defectos organolépticos como la formación de turbidez, incremento en la 

formación de ácido acético, aumento de viscosidad y aparición de aromas indeseables 

debido a compuestos volátiles como acetato de etilo, fenoles volátiles y otros volátiles 

con bajo umbral de detección (Bartowsky, 2009; Du Toit y Pretorius, 2000). Así como, la 

producción de compuestos tóxicos para la salud humana, como son las aminas biógenas 

(Lonvaud‐Funel, 2001; Marcobal et al., 2006), la acroleína (Bauer et al., 2016) y el 

carbamato de etilo (Ryu et al., 2015). 

Las levaduras responsables del deterioro microbiológico pueden ser clasificadas en: 

(i) levaduras fermentativas (Saccharomyces cerevisiae), únicamernte cuando se refieren a 

vinos embotellados con residuos de azúcar; (ii) Zygosaccharomyces bailii, que causan 

turbidez o sedimentos en los vinos embotellados; (iii) especies de Hansenula, Kloeckera, 

Pichia, Metchnikowia, Debaryomyces, que son formadoras de velo; y (iv) levaduras que 

producen mal sabor o aromas indeseables (Brettanomyces spp., Schizosaccharomyces 

pombe y Saccharomycodes ludwigii) (Kunkee y Bisson,1993; Loureiro y Malfeito‐Ferreira, 

2003). Entre ellas, Brettanomyces bruxellensis, Zygosaccharomyces bailii y 

Saccharomyces cerevisiae (solo en el caso de vinos embotellados con azúcar residual) se 

consideran generalmente como las levaduras alterantes en el sentido más estricto 

(Loureiro y Malfeito‐Ferreira, 2003).  
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Por otro lado, las bacterias lácticas que se encuentran en el mosto de uva y el vino 

incluyen cuatro géneros: Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y Pediococcus. Algunas 

especies de bacterias lácticas poseen aplicaciones tecnológicas de interés en la 

elaboración del vino, como por ejemplo la fermentación maloláctica llevada a cabo por 

Oenococcus oeni o por Lactobacillus plantarumn para mejorar las características 

organolépticas de los vinos tintos, mientras que en los vinos blancos, en los cuales se 

pretende mantener la acidez y la frescura, esta fermentación no es deseada. Además, el 

crecimiento de Lactobacillus, Pediococcus e incluso de algunas cepas de Oenococcus en 

el vino pueden producir compuestos volátiles indeseables, y también aminas biógenas, 

acroleína y carbamato (Bartowsky, 2009; Ribéreau‐Gayon et al., 2006a). 

Respecto a las bacterias acéticas que se pueden encontrar en el vino, Acetobacter, 

Gluconobacter y Gluconacetobacter, son consideradas bacterias alterantes que pueden 

conducir a un aumento excesivo de acidez volátil (Bartowsky, 2009; Sengun y Karabiyikli, 

2011).  
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I.3. Uso del SO2 en vinificación 

El SO2 es uno de los productos enológicos más utilizados en vinificación, por su 

actividad antioxidante, antioxidásica y antimicrobiana. El SO2 se adiciona principalmente 

en la etapa prefermentativa sobre la uva o mosto, una vez finalizada la fermentación y 

antes de embotellar los vinos. Sin embargo, debido a las reacciones adversas que pueden 

desarrollarse a consecuencia de su ingesta, el sector enológico tiene como propósito 

disminuir la concentración de SO2 utilizada en mostos y vinos.  

 

I.3.1. Formas químicas y principales funciones del SO2 en el vino 

En el mosto o el vino, el SO2 puede encontrarse en distintas formas químicas (según 

el pH, composición y temperatura), en función de las cuales depende su actividad 

antioxidásica, antioxidante y antimicrobiana. El SO2 libre es la fracción presente en forma 

gaseosa o inorgánica (SO2 molecular, anión bisulfito: HSO3
-, ion sulfito: SO3

2‐), y la 

fracción combinada es aquella que se encuentra unida a diferentes compuestos 

orgánicos de la matriz vínica, denominándose SO2 total a la suma de ambas fracciones 

(Figura I.15).  

 
Figura I.15. Formas químicas del SO2 en el vino. 
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El SO2, en forma de HSO3
-, es capaz de producir inactivación enzimática y prevenir 

el pardeamiento oxidativo de los mostos (Sección I.1.1). Su efectividad varía 

dependiendo del tipo de polifenoloxidasas (PPO) presentes en el mosto. Entre ellas, la 

tirosinasa es más sensible a la inactivación por el SO2 que la lacasa, por ello esta última 

requiere concentraciones más altas de SO2 y puede estar presente en el vino final (Du 

Toit et al., 2006; Li et al., 2008). 

Por otro lado, el HSO3
- ejerce una importante actividad antioxidante durante la 

oxidación química del vino (Sección I.1.2). El HSO3
- actúa sobre las quinonas, 

reduciéndolas de nuevo a su forma fenol y forma aductos de fenol-ácido sulfónico 

mediante adición nucleófila (Danilewicz, 2007; Danilewicz, 2008) (Figura I.16, A). Además, 

el HSO3
- también reacciona con el H2O2 (Danilewicz, 2003; Waterhouse y Laurie, 2006). 

Al eliminar el H2O2 a mayor velocidad que la reacción de Fenton, el HSO3
- previene 

eficazmente la formación del radical ●OH y la oxidación del etanol (Danilewicz, 2007; 

Figura I.16, B).   

 

 
Figura I.16. Actividad antioxidante del bisulfito (HSO3-). A) Reducción de las quinonas por el 
HSO3-; B) Reacción del HSO3- con el peróxido de hidrógeno (H2O2) (Adaptado de Danilewicz, 

2007). 
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Los compuestos fenólicos y el HSO3
- se complementan entre sí y su equilibrio tiene 

un papel importante en la velocidad de oxidación química del vino. En presencia de 

oxígeno, la autooxidación del HSO3
- es catalizada por el Fe (III) promoviendo la 

propagación de la cadena radical (Figura I.17, A). Esta secuencia de reacciones se inicia 

cuando el HSO3
- se oxida con Fe (III) al radical sulfito (SO3

●-), que luego reacciona 

rápidamente con el oxígeno para producir el radical peroxomonosulfato (SO5
●-), el cual 

es capaz de oxidar el HSO3
- directamente, aumentando la formación del radical SO3

●- y 

promoviendo las reacciones en cadena (Brandt et al., 1994; Connick et al., 1995). En el 

proceso de oxidación del HSO3
-, por el radical SO5

●-, también se forma el radical sulfato 

(SO4
●-), el cual es muy reactivo, con potencial redox similar al radical ●OH y, por lo tanto, 

también oxidará el etanol a acetaldehído (Danilewicz, 2007) (Figura I.17, B). De este 

modo, en ausencia de compuestos fenólicos, el HSO3
- generará un sistema altamente 

oxidante en presencia de oxígeno. Sin embargo, en el vino, los compuestos fenólicos 

evitan la oxidación del HSO3
- al interceptar el radical SO5

●- y, por su parte, el HSO3
-, como 

se ha comentado anteriormente, es capaz de reducir las quinonas de nuevo a su forma 

fenol y eliminar el H2O2 producido tras la oxidación de los compuestos fenólicos 

(Danilewicz y Wallbridge 2010).   

 
Figura I.17. Autooxidación del bisulfito (HSO3-) catalizada por Fe (III). A) Reacción en cadena de 
la formación del radical sultito (SO3•-). B) Inhibición de formación de radicales sulfitos por los 

compuestos fenólicos (Adaptado de Danilewicz, 2007; Danilewicz y Wallbridge 2010). 
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Respecto a la actividad antimicrobiana, el SO2 molecular es más activo que el HSO3
- 

mientras que el SO2 combinado solo ejerce una baja acción antibacteriana (Ribéreau‐

Gayon et al., 2006a). El SO2 molecular penetra en las células por difusión simple, más que 

por transporte activo (Macris y Markakis, 1974), y se disocia en el citoplasma a bisulfito 

(HSO3
- + H+) y sulfito (SO3

-2+ H+) (Divol et al., 2012). Esta disociación genera un aumento 

de la concentración de protones, lo que provoca una rápida acidificación y un 

desequilibrio redox. Una vez dentro de la célula, el SO2 reacciona con diversos 

metabolitos y enzimas, interfiriendo sobre los procesos intracelulares e inhibiendo el 

crecimiento microbiano (Rose, 1989). 

La actividad antimicrobiana del SO2 se ha aprovechado para controlar el crecimiento 

de bacterias lácticas, bacterias acéticas y diferentes levaduras que deterioran el vino 

(Bartowsky, 2009; Oelofse et al., 2008). El SO2 ejerce una acción antimicrobiana selectiva 

(bacterias > levaduras no Saccharomyces > levaduras Saccharomyces), ya que no todos 

los microorganismos presentan el mismo grado de sensibilidad hacia el mismo 

(Ribéreau‐Gayon et al., 2006a). Esto permite el control de fermentaciones indeseables, 

favoreciendo una correcta realización de la fermentación alcohólica (Ribéreau‐Gayon et 

al., 2006a). La eficacia antimicrobiana del SO2 sobre las bacterias lácticas está más 

influenciada por el pH que sobre las levaduras. Y entre las bacterias lácticas, 

generalmente, las cepas de Oenococcus oeni son más sensibles al SO2 que Lactobacillus 

y Pediococcus (Ribéreau‐Gayon et al., 2006a). 

Como puede observarse en la Figura I.18 el equilibrio químico entre cada forma de 

SO2 depende del pH del vino. El SO2 molecular predomina en rangos de pH de 0 a 2, el 

HSO3
- de pH 2 a 7 y el SO3

2− de pH 7 a 10. En general, el pH de los vinos suele tener 

valores entre 3 y 4, por lo tanto, la forma química de SO2 predominante en el vino es el 

HSO3
-, seguida del SO2 molecular, mientras que el ion SO3

2− se encuentra en 

concentraciones insignificantes (Waterhouse et al., 2016). Por ello, normalmente el 

termino SO2 libre es utilizado para hacer referencia al HSO3
- y al SO2 molecular.  
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Figura I.18. Formas químicas del SO2 en función del pH (Adaptado de Divol et al., 2012). 

 

Las concentraciones de SO2 libre utilizadas para evitar la oxidación se encuentran en 

el rango de 20-40 mg/L, y al menos 0,6 mg/L o 0,8 mg/L de SO2 molecular para evitar el 

deterioro microbiano de los vinos secos o vinos dulces, respectivamente. La ecuación de 

Henderson-Hasselbalch, [SO2 molecular] = [SO2 libre] / ( 1 + 10 (𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑎1)), se puede 

utilizar para determinar la cantidad de SO2 libre necesaria para lograr diferentes 

concentraciones de SO2 molecular en función del pH (Waterhouse et al., 2016). Según 

esta ecuación, cuanto menor es el pH del vino mayor es el porcentaje de SO2 en forma 

molecular. En la Figura I.19 se representan las curvas de concentración del SO2 molecular, 

en función del pH, para diferentes concentraciones de SO2 libre (Waterhouse et al., 2016). 

Es preferible que la concentración de SO2 molecular no sea superior a su umbral sensorial 

(2 mg/L). Sin embargo, mantener el SO2 molecular por debajo de este nivel es complejo 

en vinos con pH bajos. Para lograr una concentración de SO2 molecular menor de 2 mg/L 

en un vino con pH 2.9 se necesitaría tener un nivel de SO2 libre menor de 20 mg/L, 

existiendo en este caso un riesgo de oxidación. Además, otros parámetros como la 

temperatura y el grado alcohólico del vino influyen en el porcentaje de SO2 molecular, 

de forma que este será más elevado cuanto mayores sean ambos parámetros (Ribéreau-

Gayon et al., 2006a).  
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Figura I.19. Curvas de isoconcentración de SO2 molecular en función del pH para diferentes 
concentraciones de SO2 libre, determinadas a partir de la ecuación de Henderson-Hasselbalch 

(Waterhause, 2016). 

 

Por otra parte, la mayor parte del SO2 adicionado al mosto o al vino está combinado 

con otros compuestos orgánicos formando aductos covalentes (sulfonatos) (Ribéreau‐

Gayon et al., 2006a). En la Figura I.20, puede observarse que la fracción de SO2 unido al 

acetaldehído es muy estable, por ello no está disponible para proteger al vino de la 

oxidación. A diferencia de este, los compuestos unidos débilmente al SO2, como son el 

ácido pirúvico, el α-cetoglutarato, el ácido galacturónico y la glucosa y fructosa (en vinos 

dulces), pueden actuar como reserva de SO2 libre después de la oxidación del vino 

(Waterhouse et al., 2016).  

 

Figura I.20. Esquema de las diferentes formas de SO2 antes y después de la oxidación del vino 
(Adaptado de Waterhouse, 2016). 
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I.3.2. Inconvenientes del uso de SO2. Legislación en la Unión Europea 

La concentración utilizada y el momento de adicionar el SO2 es una decisión clave 

para el control de la vinificación. Sin embargo, concentraciones de SO2 muy altas, o 

valores de pH demasiado bajos (que causan una mayor proporción de SO2 molecular; 

Sección I.3.1), pueden producir alteraciones organolépticas en la calidad del vino.  El SO2 

molecular está en equilibrio entre su forma acuosa y su forma gaseosa (Coelho et al., 

2015). El SO2 en forma gaseosa o volátil puede producir una sensación de irritación y 

ardor en la nariz y su umbral sensorial en el vino es de 2 mg/L con aroma a fósforo 

quemado (Ribéreau‐Gayon et al., 2006b). 

Además, la unión del SO2 con otros compuestos orgánicos puede causar 

modificaciones en el perfil aromático del vino. Los compuestos carbonílicos, son 

compuestos volátiles con impacto sensorial, que pueden reaccionar con el SO2 formando 

sulfonatos no volátiles. La formación de estos compuestos disminuye la intensidad 

aromática de compuestos volátiles con aromas agradables, como por ejemplo la β‐

damascenona con aroma afrutado (Daniel et al., 2004), mientras que en el caso de la 

unión del acetaldehído y otros aldehídos con aromas oxidativos puede ser favorable. No 

obstante, durante el proceso de oxidación, el HSO3
- se libera de los aldehídos y los 

aromas desagradables a oxidación pueden ser percibidos (Bueno et al., 2016). El SO2 

también puede promover la formación de compuestos de azufre volátiles, como el H2S 

con aroma indeseable a reducción o huevo podrido. Bekker et. al. (2016), mostraron que 

la adición de SO2 antes del embotellado aumenta las concentraciones de H2S, y 

destacaron que es importante mantener las concentraciones de Cu2+ residual lo más 

bajas posible antes de añadir SO2 en el vino terminado, debido a que la combinación de 

SO2 y Cu2+ puede aumentar la concentración de H2S después del embotellado. 

Por otro lado, el uso de SO2 en la industria alimentaria ha generado una creciente 

preocupación como consecuencia de las reacciones adversas sobre la salud que pueden 

desarrollarse tras su ingesta. La exposición tópica y la ingesta del SO2 provoca diferentes 

efectos nocivos en individuos sensibles, que van desde dermatitis, urticaria, rubor, 

hipotensión y síntomas gastrointestinales, hasta reacciones anafilácticas y asmáticas 

potencialmente mortales (Vally et al., 2009). 



Introducción 
 

70 
 

Como consecuencia del efecto perjudicial que el SO2 puede tener sobre la salud y 

según las recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS), el uso de SO2 

está regulado por la Unión Europea (UE). De este modo, de acuerdo con el Reglamento 

de la UE, el SO2 y las diversas formas de sulfitos deben etiquetarse con los códigos E 220-

228 (Reglamento UE 1129/2011). Además, cuando la concentración de SO2 en los 

productos alimenticios, incluido el vino, sea superior a 10 mg/L o 10 mg/kg es obligatorio 

indicar “contiene sulfitos” (Reglamento UE 1129/2011). Para el sector enológico, la 

legislación europea establece la concentración límite de SO2 total hasta 150 mg/L en 

vinos tintos y 200 mg/L en vinos blancos y rosados que contienen un máximo de 5 g/L 

de azúcares (Reglamento UE 2019/934). Estos límites se incrementan en 50 mg/L si las 

concentraciones de azúcares son iguales o superiores a 5 g/L (Reglamento UE  2019/934) 

y se reducen de 30 a 50 mg/L, según la categoría de vino, en vinos ecológicos 

(Reglamento UE 203/2012). 
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I.4. Alternativas para disminuir o reemplazar el uso de SO2 en 

vinificación  

Uno de los retos del sector enológico es disminuir la concentración de SO2 utilizada 

en mostos y vinos, debido a los problemas de salud asociados con su consumo o 

exposición, con el fin de satisfacer la demanda de los consumidores y cumplir con una 

legislación cada vez más estricta sobre los conservantes alimentarios. Para lograr este 

objetivo, se buscan alternativas adecuadas que permitan controlar los procesos 

oxidativos y los microorganismos que deterioran el vino. A continuación, se presentan 

alternativas comerciales y extractos naturales de subproductos vitivinícolas enfocados a 

ser aplicados como alternativas o coadyuvantes al uso de SO2 en vinificación.  

 

I.4.1. Alternativas comerciales 

Entre los productos enológicos que pueden ser utilizados como alternativas al SO2, 

el dicarbonato de dimetilo, la lisozima y el ácido sórbico están permitidos como 

antimicrobianos en mostos y vinos, de acuerdo con la legislación de la UE (Reglamento 

2019/934), y admitidos por la OIV. Otros coadyuvantes permitidos en vinificación, 

utilizados con diferentes aplicaciones a la estabilización microbiológica (UE y OIV), como 

el quitosano, glutatión, derivados de levadura y taninos también han sido propuestos 

como alternativas al SO2 por su actividad antimicrobiana y/o antioxidante.  

� Dicarbonato de dimetilo  

El dicarbonato de dimetilo (DMDC), E-242, es un compuesto químico capaz de 

inhibir los microorganismos al reaccionar irreversiblemente con las enzimas alcohol 

deshidrogenasa y gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Daudt y Ough, 1980). Según 

el Código Internacional de Prácticas Enológicas de la OIV (OENO 5/01, OENO 421-2011) 

la adición de DMDC en vinificación tiene como objetivo obtener la estabilidad 

microbiológica del vino embotellado que contiene azúcares fermentables, prevenir el 

desarrollo de levaduras y bacterias lácticas no deseadas, y bloquear la fermentación de 

vino dulce. La adición de DMDC no debe superar los 200 mg/L y solo debe agregarse 

poco antes embotellado. Además, no debe aumentar la concentración de metanol en el 
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vino por encima del contenido máximo recomendado por la OIV, y el vino no debe 

comercializarse mientras sea detectable. 

El uso del DMDC por sí solo no es suficiente para sustituir completamente al SO2, 

debido a que no protege el vino de la oxidación. No obstante, gracias a la sinergia entre 

el SO2 y DMDC en la acción antimicrobiana (Ough et al., 1988; Terrell et al., 1993) podría 

ser útil para disminuir la concentración de SO2 empleada en vinificación. Varios estudios 

han demostrado que el DMDC es más eficaz contra las levaduras que contra las bacterias, 

bajo los límites de concentración autorizados (Costa et al., 2008; Delfini et al., 2002; Divol 

et al., 2005). Por lo que la adición del DMDC no es aconsejable antes de que finalice la 

fermentación (Divol et al., 2005; Renouf et al., 2008). Otro de los inconvenientes del 

DMDC es que se convierte rápidamente en metanol y CO2, a las 12-24 horas de su adición 

al vino, por lo que su efecto es limitado y solo es recomendable su uso en el mismo 

momento del embotellado (Costa et al., 2008; Divol et al., 2005). 

� Lisozima 

La lisozima, E-1105, también conocida como muramidasa o N-acetilmuramida 

glicanhidrolasa, es una enzima aislada de la albúmina del huevo. Su acción 

antimicrobiana se debe a la capacidad de esta enzima para hidrolizar los enlaces 1,4‐β 

entre el ácido N‐acetilmurámico y la N‐acetil-D-glucosamina de las paredes celulares de 

bacterias Gram positivas (Liburdi et al., 2014). A diferencia del SO2, la actividad de la 

lisozima es mayor cuando aumenta el pH del vino, por lo que puede reforzar la actividad 

antimicrobiana del SO2 en mostos y vinos con pH elevado (Ribérereau‐Gayon et al., 

2006a). Según el Código Internacional de Prácticas Enológicas de la OIV (OENO  6/97, 

OENO 10/97), cuando el mosto y el vino se tratan con lisozima, la concentración 

acumulada no debe exceder los 500 mg/L.  

La actividad antimicrobiana de la lisozima depende de la estructura de la pared 

celular, debido a que rompe el enlace β-glucosídico de mureína. Por consiguiente, es 

muy activa contra las bacterias Gram positivas, mientras que tiene baja actividad contra 

las bacterias Gram negativas y es inactiva contra las células eucariotas (McKenzie y White, 

1991). Por ello, la lisozima no puede controlar las bacterias acéticas que son Gram 

negativas y levaduras alterantes, como Dekkera/Brettanomyces (McKenzie y White, 
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1991). Como consecuencia de estas diferencias, una de las principales aplicaciones de la 

lisozima es la inhibición de la fermentación maloláctica en vinos blancos, cuando esta no 

es deseada (Gerbaux et al., 1999; Ribéreau‐Gayon et al., 2006a), o el retraso de la misma 

en elaboración de vino tinto, lo que permite realizar maceraciones más largas o la 

aplicación de microoxigenación antes de la fermentación maloláctica (Gerland, 2006; 

Pilatte et al., 2005). Aunque hay que tener en cuenta que la actividad antimicrobiana de 

la lisozima puede verse reducida por su combinación con coloides de mosto y sólidos 

suspendidos (Azzolini et al., 2010; Delfini et al., 2004), así como por las proantocianidinas 

de bajo peso molecular en vinos tintos (Guzzo et al., 2011; Liang et al., 2013).  

Varios trabajos han estudiado el efecto de la lisozima en la composición volátil del 

vino. Sonni et al., (2009) encontraron que la adición conjunta de lisozima y taninos 

enológicos durante la fermentación del mosto blanco dio vinos con menor concentración 

de acetaldehído respecto a los vinos con SO2. Además, los vinos blancos elaborados con 

lisozima mostraron una mayor concentración de ésteres y menor cantidad de alcoholes 

superiores que los vinos con SO2 (Sonni et al., 2011b). En la misma línea, Nieto‐Rojo et 

al. (2015) demostraron que las adiciones de lisozima (250 mg/L) o DMDC (200 mg/L) con 

una dosis complementaria de SO2 (25 mg/L), al mosto de Garnacha, da lugar a vinos con 

concentraciones más altas de compuestos volátiles que aportan notas aromáticas 

positivas, y con mayor calidad sensorial con respecto a la única adición de SO2 (50 mg/L). 

Por otro lado, entre los efectos no deseados que el uso de la lisozima puede ocasionar 

sobre el vino tinto se encuentra la disminución del color y el contenido de compuestos 

fenólicos (Bartowsky et al., 2004). También, la lisozima induce la turbidez en vinos blancos 

y es necesario la estabilización de proteínas después del tratamiento (Bartowsky et al., 

2004). 

� Ácido sórbico 

El ácido sórbico es un ácido graso insaturado de cadena corta que se utiliza como 

agente antifúngico en la industria alimentaria (Lück, 1990). Su acción antimicrobiana no 

se conoce bien, aunque se considera que se basa en la acidificación intracelular (Bagar 

et al., 2009; Plumridge et al., 2004), lo que conduce a la interrupción de las vías 

metabólicas (Mira et al., 2010). La adición de ácido sórbico (E-200) o de sorbato de 
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potasio (E-202) en el mosto y en el vino no debe superar los 200 mg/L, expresada en 

ácido sórbico, según el Código Internacional de Prácticas Enológicas de la OIV (5/88).   

Debido a su actividad antimicrobiana contra las levaduras, se utiliza generalmente 

en el embotellado de vinos dulces para evitar refermentaciones por Saccharomyces 

cerevisiae (Fugelsang, 1997; Zoecklein et al.,1995). Además, el ácido sórbico inhibe el 

desarrollo de las levaduras filmógenas (Candida spp.) en la superficie de los vinos 

(Ribéreau‐Gayon et al., 2006a). Sin embargo, no es un inhibidor eficaz de bacterias 

lácticas, bacterias acéticas y levaduras alterantes del vino, como Brettanomyces, 

Saccharomycodes y Zygosaccharomyces (Du Toit y Pretorius, 2000). La eficacia del ácido 

sórbico depende del pH del vino, el nivel de alcohol, la concentración de SO2 y el número 

y naturaleza de las levaduras (Zoecklein et al., 1995). Debe usarse junto con el SO2 para 

prevenir las reacciones oxidativas y la alteración microbiológica derivada de la actividad 

bacteriana (Ribéreau‐Gayon et al., 2006a). Otra desventaja del ácido sórbico es que 

puede ser degradado por las bacterias lácticas presentes en el vino, produciendo 

compuestos volátiles responsables del aroma a geranio (principalmente debido al 2-

etoxi-3,5-hexadieno) (Ribéreau‐Gayon et al., 2006b). 

� Quitosano 

El quitosano es un biopolímero de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa y 2-

amino-2-desoxi-D-glucopiranosa derivado de la quitina, con actividad antimicrobiana 

reconocida (Raafat y Sahl, 2009). El uso de quitosano, procedente de Aspergillus niger, 

está permitido en vinificación como clarificante (con dosis máxima de 100 g/hL), quelante 

de metales pesados (con dosis máxima de 100 g/hL), para reducir la concentración de 

ocratoxina A (con dosis máxima de 500 g/hL) o para disminuir la población de 

Brettanomyces spp. (con dosis máxima de 10 g/hL) según el Código Internacional de 

Prácticas Enológicas de la OIV (OENO 336A/2009, OENO 337A/2009, OENO 338A/2009). 

Se han propuesto varias teorías para explicar el modo de acción que conduce a la 

actividad antimicrobiana del quitosano. Aunque aún no se ha aclarado el mecanismo 

exacto, la hipótesis de que el quitosano ocasiona la salida de componentes intracelulares 

es ampliamente aceptada (Jeon et al., 2014). En este mecanismo, el quitosano cargado 

positivamente se une a la superficie bacteriana cargada negativamente modificando la 
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permeabilidad de su membrana, lo que da lugar a la salida de componentes 

intracelulares que causan la muerte celular (Raafat et al., 2008). En bacterias Gram 

negativas, Jeon et al. (2014) demostraron que las micropartículas de quitosano 

interactúan específicamente con una proteína de la superficie bacteriana (la proteína A 

de la membrana externa). En bacterias Gram positivas, Raafat et al. (2008) propusieron 

que la unión del quitosano a los ácidos teicoicos de la pared celular, junto con una 

posible extracción de los lípidos de la membrana, da como resultado una secuencia de 

efectos, que en última instancia conduce a la muerte bacteriana.   

En vinificación, el quitosano es eficaz frente a bacterias acéticas (Valera et al., 2017), 

bacterias lácticas y levaduras indeseables como Brettanomyces spp. (Bağder Elmaci et al., 

2015; Ferreira et al., 2013, Gómez‐Rivas et al., 2004; Nardi et al., 2014; Petrova et al., 2016) 

permitiendo el crecimiento de especies de Saccharomyces (Bağder Elmaci et al., 2015). 

Además, el tratamiento con quitosano es efectivo para disminuir el impacto sensorial 

indeseable de los fenoles volátiles, subproductos de Brettanomyces, responsables 

principalmente del mal olor fenólico (Filipe‐Ribeiro et al., 2018). El quitosano también se 

ha presentado como posible alternativa al SO2 por su actividad antioxidante, previniendo 

la oxidación del vino (Chinnici et al., 2014; Nunes et al., 2016). Chinnici et al. (2014) 

informaron que el uso de quitosano disminuyó la oxidación de tioles, y sugirieron que 

este aditivo podría contribuir a mantener el carácter varietal de los vinos y evitar el 

pardeamiento, debido a su capacidad quelante que permite limitar la disponibilidad del 

Fe (II). 

� Nanopartículas de plata y complejos de plata coloidal  

La plata metálica posee actividad antimicrobiana frente a un gran número de 

bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los mecanismos de acción antimicrobiana 

aceptados son: (1) la captación de iones de plata libres seguida de la interrupción de la 

producción de ATP y la replicación del ADN, (2) generación de iones de plata de especies 

reactivas de oxígeno, y (3) daño directo de las nanopartículas de plata a las membranas 

celulares (Marambio-Jones y Hoek, 2010). Este elemento, en forma de nanopartículas de 

plata y complejo de plata coloidal (CSC), no está autorizado en vinificación. Sin embargo, 

la OIV permite el uso de cloruro de plata (AgCl), para eliminar o disminuir los defectos 
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de aroma debidos a los compuestos de azufre volátiles. El límite legal establecido por la 

OIV es de 1g/hL y el contenido máximo de plata debe ser inferior a 0,1 mg/L en el vino 

terminado. Además, el AgCl debe de aplicarse mediante un soporte inerte, como el caolín 

(OENO, 145/2009).  

  El CSC es un producto comercial bajo patente (PCT/ES2015/070532; Laboratorios 

Argenol, SL, Zaragoza, España; www.laboratorios-argenol.com), con tamaño de partícula 

menor de 10 μm e insoluble en etanol y agua, compuesto por un material inerte 

inorgánico (caolín) utilizado como soporte, sobre cuya superficie se depositan las 

nanopartículas de plata metálica (≤10 nm). El CSC es capaz de controlar el desarrollo de 

bacterias lácticas y acéticas durante la elaboración de vino blanco y tinto (Garde-Cerdán 

et al., 2014; Izquierdo-Cañas et al., 2012). Posteriormente, Izquierdo‐Cañas et al. (2018) 

evaluaron el efecto de CSC sobre vinos contaminados con bacterias acéticas y 

Brettanomyces bruxellensis. Estos autores mostraron que el CSC (1 g/L) es efectivo para 

disminuir la población de bacterias acéticas y Brettanomyces bruxellensis en vino, aunque 

no eliminan completamente dichos microorganismos. Respecto a su efecto en la 

composición química del vino, en comparación al uso de SO2, los vinos elaborados con 

CSC poseen menor grado alcohólico y menor concentración de compuestos fenólicos 

(Garde-Cerdán et al., 2014; Izquierdo‐Cañas et al., 2012). 

También se ha estudiado la actividad antimicrobiana de las nanopartículas de plata 

estabilizadas con polietilenglicol y con glutatión. García‐Ruiz et al. (2015) informaron que 

este tipo de nanopartículas eran eficaces en el control de la fermentación maloláctica e 

inhibición del crecimiento de bacterias acéticas. Gil-Sánchez et al., (2019) confirmaron la 

efectividad de las nanopartículas de plata, recubiertas con polietilenglicol y glutatión, 

contra las bacterias lácticas y acéticas después de la fermentación alcohólica. Además, 

estos autores demostraron que las nanopartículas de plata recubiertas con glutatión se 

mantienen inalteradas tras el proceso de digestión in vitro, mientras que las 

nanopartículas recubiertas con polietilenglicol sufren aglomeración. Por lo tanto, es 

necesario investigar en profundidad los posibles problemas de seguridad relacionados 

con las aplicaciones de nanopartículas de plata “in vivo". 
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� Glutatión 

El glutatión (GSH) es un tripéptido, compuesto por ácido glutámico, cisteína y 

glicina, que se encuentra de manera natural en bajas concentraciones en el vino 

(Kritzinger et al., 2013; Meister, 1988). Las propiedades nucleofílicas y reductoras del GSH 

se deben al grupo tiol de la cisteína (Elskens et al., 1991). Es conocido que el glutatión se 

une a o-quinonas (Cheynier y Van Hulst, 1988) y aldehídos reactivos en el vino (Sonni et 

al., 2011a), y forma aductos de glutationil vinil fenol durante la oxidación en presencia 

de ácidos hidroxicinámicos (Bouzanquet et al., 2012). La adición de GSH como 

antioxidante está permitida en mosto y vino, hasta un máximo de 20 mg/L, según el 

Código Internacional de Prácticas Enológicas de la OIV (OENO 445/15, OENO 446/15). 

También, se puede agregar GSH al mosto o al vino mediante la adición de otros aditivos 

permitidos (como son los derivados de levadura), que permiten aumentar la 

concentración de GSH (Pozo-Bayón et al., 2009a; Reglamento UE 2019/934).  

El GSH tiene un papel importante en la prevención de la oxidación del vino (Sección 

I.1.1), evitando la pérdida de ésteres, terpenos y tioles y protegiendo al vino contra el 

pardeamiento oxidativo (Kritzinger et al., 2013; Roussis et al., 2007). Okuda y Yokotsuka 

(1999) sugirieron que el GSH puede eliminar el H2O2 y otros peróxidos y/o radicales del 

mosto. Posteriormente, Makhotkina y Kilmartin (2009) mostraron que cuando se agrega 

GSH a soluciones modelo que contienen polifenoles, su comportamiento es similar al 

SO2 y plantearon la hipótesis de que el GSH, además de reaccionar directamente con las 

o-quinonas (adición nucleofílica), puede reducir las o-quinonas a catecoles. Por su 

actividad antioxidante, el GSH se ha propuesto como alternativa al SO2 en vinificación 

(Makhotkina et al., 2014). A pesar de ello, Ugliano et al. (2011) demostraron que, aunque 

el glutatión disminuye la degradación del 3-mercaptohexanol (contribuyendo así a 

mantener el aroma varietal), también induce la producción de sulfuro de hidrógeno 

durante el envejecimiento del vino en condiciones de bajo oxígeno (es decir, promueve 

el aroma indeseado de reducción).  

Algunos autores han evaluado la combinación de diferentes métodos enológicos 

con el uso de GSH para prevenir la oxidación del vino. Sonni et al. (2011c) compararon 

la actividad antioxidante del GSH solo o con ácido ascórbico en vinos modelo y 
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mostraron que la presencia de ácido ascórbico con altas concentraciones de glutatión 

puede retrasar la degradación oxidativa del vino. Por su parte, Ferrer-Gallego et al. (2017) 

informaron que la combinación de levadura seca inactiva enriquecida en GSH y taninos 

de orujo de uva supone un método eficaz para incrementar la vida útil de los vinos 

Tempranillo y Albariño. 

Por otro lado, varios estudios discrepan sobre la eficacia antioxidante del GSH 

durante el almacenamiento del vino. En este sentido, Panero et al. (2015) observaron que 

la adición de GSH (a una concentración de 20 mg/L) no evitó la oxidación de los vinos 

embotellados durante el almacenamiento. Estos resultados no fueron apoyados por 

Webber et al. (2017), los cuales demostraron que el GSH (a concentraciones de 10, 20 y 

30 mg/L) reduce el pardeamiento y la formación de acetaldehído, de vinos espumosos, 

hasta 12 meses. Las discrepancias existentes sobre la efectividad del GSH pueden estar 

sujetas a las diferencias de composición y condiciones de almacenamiento de los vinos, 

pues Nikolantonaki et al. (2018) proporcionaron evidencia de que la eficiencia del GSH 

contra la oxidación durante el envejecimiento en botella depende de la composición 

química del vino, específicamente de los compuestos que contienen nitrógeno y azufre, 

como aminoácidos, compuestos aromáticos y péptidos, los cuales poseen un fuerte 

carácter nucleofílico y también reaccionan con los polifenoles oxidados.  

� Derivados de levadura 

Los derivados de levadura (YD) son considerados una estrategia para controlar la 

oxidación del vino por su capacidad para consumir oxígeno y liberar antioxidantes de su 

composición (Comuzzo et al., 2015, Pozo-Bayón et al., 2009a). Se obtienen a partir de 

Saccharomyces cerevisiae, una vez eliminada su capacidad fermentativa, y pueden incluir 

en su composición compuestos solubles (aminoácidos, péptidos, monosacáridos, etc.) e 

insolubles (membranas y paredes de levadura). Los YD son clasificados en cuatro grupos, 

según el proceso de fabricación: (1) levadura inactiva (obtenida por inactivación térmica 

seguida de secado), (2) autolisados de levadura (además de la inactivación térmica hay 

una etapa de incubación que permite que las enzimas se liberen de las vacuolas, 

degradando así parte del contenido celular intracelular), (3) paredes de levadura (fracción 

insoluble formada por paredes de levadura sin contenido citoplasmático) y (4) extractos 
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de levadura (fracción soluble después de la degradación total del contenido 

citoplasmático) (Pozo-Bayón et al., 2009a).  

Los YD son usados en vinificación por su capacidad para corregir las fermentaciones 

estancadas o lentas (Bisson et al., 2000), y para mejorar o modificar el aroma y las 

características sensoriales del vino (Comuzzo et al., 2006; Comuzzo et al., 2011; Pozo-

Bayón et al., 2009b; Pozo-Bayón et al., 2009c). Entre los compuestos liberados por los YD 

en el vino, el glutatión (GSH) recibe la mayor parte de la atención científica (Bahut et al., 

2019, Kritzinger et al., 2013), en aquellos YD que han sido enriquecidos con GSH durante 

su fabricación. Aun así, muchos autores coinciden en destacar el efecto combinado del 

GSH con otros compuestos liberados por los YD. En este sentido, Andujar-Ortiz et al. 

(2010) sugirieron que la menor pérdida de compuestos volátiles durante el 

almacenamiento del vino con YD es consecuencia de la actividad antioxidante del GSH, 

la cual es promovida por otros componentes presentes en las YD. Estos hallazgos fueron 

respaldados por Gabrielli et al. (2017), que mostraron que el GSH puro, añadido a la 

misma concentración que el liberado por la levadura inactivada, ejerce una menor 

protección sobre los tioles volátiles. Recientemente, Bahut et al. (2020) observaron, en 

un estudio de actividad antioxidante de diferentes YD, que en presencia de otros 

compuestos nucleófilos procedentes de las YD, la disminución del GSH tras la oxidación 

química es menor. 

 Ácido ascórbico 

El ácido ascórbico (E-300) es un potente captador de oxígeno, por lo que se utiliza 

especialmente durante el estrujado de la uva o justo antes del embotellado, cuando se 

produce una alta disolución de oxígeno (Comuzzo y Zironi, 2013). La dosis de ácido 

ascórbico permitida es de 250 mg/L, en uva, mosto o vino, y la concentración acumulada 

no debe superar 300 mg/L, según el Código Internacional de Prácticas Enológicas de la 

OIV (OENO 10/01, OENO 11/01, OENO 12/01). Al igual que el SO2, el ácido ascórbico 

reduce fácilmente las o-quinonas a su estado fenólico original (Bradshaw et al., 2011; 

Waterhouse y Laurie 2006) y, además, reacciona rápidamente con el radical ●OH y otros 

radicales inhibiendo su propagación (Bradshaw et al., 2011).  



Introducción 
 

80 
 

No obstante, dependiendo de la composición química del vino y de la concentración 

de ácido ascórbico usada, este también puede actuar como prooxidante (Bradshaw et 

al., 2003; Bradshaw et al., 2001). En presencia de catalizadores metálicos, la oxidación del 

ácido ascórbico conduce a la producción de ácido deshidroascórbico y H2O2 (Bradshaw 

et al., 2011). Por esta razón, el ácido ascórbico se usa normalmente en combinación con 

SO2, debido a que el SO2 es capaz de eliminar el H2O2, evitando la oxidación del etanol 

por reacción de Fenton (Danilewicz, 2007). Además, en ausencia de SO2, la actividad 

antioxidante del ácido ascórbico depende de la concentración utilizada, actuando como 

prooxidante a niveles más bajos (Bradshaw et al., 2011). 

 

I.4.2. Extractos naturales de subproductos vitivinícolas 

El uso de compuestos fenólicos como conservantes naturales se ha convertido 

recientemente en un área de creciente interés (Schieber, 2017). Los compuestos fenólicos 

poseen actividad antimicrobiana debido a que pueden provocar cambios en la 

composición de los ácidos grasos y alterar la permeabilidad de la membrana celular de 

las bacterias (Campos et al., 2009; Rozès y Peres, 1998). También pueden modificar la 

estructura de la pared celular debido a la adsorción de fenol, e incluso interaccionar con 

enzimas celulares (Campos et al., 2003; Stivala, et al., 2017). Recientemente, se ha 

demostrado que la catequina posee actividad antimicrobiana por inducir estrés oxidativo 

mediante la producción de especies reactivas de oxígeno intracelulares, causando daño 

en la pared celular bacteriana (Sinsinwar y Vadivel, 2020).  

Respecto a los ácidos fenólicos, los ácidos hidroxicinámicos (ácido trans-p-cumarico 

y trans-cafeico) ejercieron una alta inhibición del crecimiento de varias cepas de 

Lactobacillus hilgardii y Pediococcus pentosaceus en un medio sintético similar al vino 

(Stivala et al., 2017). Sin embargo, en vinificación hay que tener en cuenta que algunos 

compuestos fenólicos pueden actuar como activadores o inhibidores del crecimiento 

bacteriano dependiendo de su estructura química y concentración (García-Ruiz et al., 

2008; Reguant et al., 2000; Vivas et al., 1997). Por ejemplo, el ácido gálico y otros 

compuestos fenólicos como las antocianinas libres activan el crecimiento celular de 
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Oenococcus oeni y la velocidad de degradación del ácido málico (Vivas et al., 1997). En 

la misma línea, Alberto et al. (2001) demostraron que el ácido gálico en bajas 

concentraciones (hasta 200 μg/mL) estimula el crecimiento de Lactobacillus hilgardii. Por 

el contrario, estos autores observaron que a concentraciones más altas (1000 μg/mL), el 

ácido gálico tiene un efecto inhibidor sobre el desarrollo bacteriano. Además, la eficacia 

de los compuestos fenólicos como antimicrobianos también depende de las especies 

microbianas. Por ejemplo, Oenococcus oeni es más sensible a la inactivación de los 

ácidos fenólicos que Lactobacillus hilgardii (Campos et al., 2003). 

Por su parte, García-Ruiz et al. (2011), en un estudio comparativo de los efectos 

inhibidores de los polifenoles del vino sobre el crecimiento de las bacterias lácticas, 

mostraron que los flavonoles y el resveratrol poseen una actividad antimicrobiana 

significativa contra bacterias lácticas asociadas al proceso de vinificación como son 

Oenococcus oeni, Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus hilgardii. En un estudio 

similar, Pastorkorva et al. (2013) demostraron que el resveratrol ejerce una actividad 

antimicrobiana significativa contra las levaduras Dekkera bruxellensis, Hanseniaspora 

uvarum, S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouxii, así como 

contra las bacterias acéticas Acetobacter aceti, Acetobacter oeni y Acetobacter 

pasteurianus.  

Otro grupo de compuestos fenólicos con importantes aplicaciones durante la 

elaboración del vino son los taninos. Existen muchos tipos de taninos comerciales de 

diferentes orígenes vegetales. Entre ellos, se incluyen los taninos hidrolizables de roble 

o castaño y taninos condensados de semillas y hollejos de uva e incluso de otros orígenes 

vegetales como la tara, el quebracho y la mimosa (Versari et al., 2013). En vinificación, se 

puede agregar taninos con el objetivo de facilitar la clarificación de mostos y vinos, 

obteniéndose otros beneficios como la mejora de estructura y sensación en boca del 

vino (Vivas, 2001), así como una mayor intensidad y estabilidad del color de los vinos 

tintos (Canuti et al., 2012). Entre las diferentes funciones atribuidas a los taninos 

enológicos, su actividad antioxidante es una de las principales razones por las que son 

utilizados en vinificación, (Ricci et al., 2016). Los taninos enológicos inhiben las 

polifenoloxidasas, tirosinasa y lacasa, evitando el pardeamiento de los mostos (Nichols-

Orians, 1991; Versari et al., 2013; Vignault et al., 2019). Además, tienen la capacidad de 



Introducción 
 

82 
 

consumir oxígeno protegiendo de la oxidación a los demás componentes del vino 

(Navarro et al., 2016; Vivas y Glories, 1996).  

A partir de los subproductos generados por la industria vitivinícola, semillas, 

hollejos, raspones y sarmientos de vid, pueden obtenerse extractos naturales ricos en 

compuestos fenólicos, mediante extracción con disolventes o utilizando técnicas de 

extracción limpias “Green” que no emplean disolventes orgánicos. Los extractos 

naturales obtenidos mediante tecnologías limpias son un modo de revalorización de los 

subproductos respetuoso con el medio ambiente, ya que en su obtención no se generan 

residuos contaminantes (Alañón et al., 2017; Poveda et al., 2018). Algunos autores han 

mostrado que los extractos naturales obtenidos a parir de estos subproductos poseen 

propiedades antimicrobianas y antioxidantes debido a su riqueza en compuestos 

fenólicos, por lo que podrían utilizarse como conservantes en la industria alimentaria 

(Alañón et al., 2015; Alañón et al., 2017; Poveda et al., 2018; Raposo et al., 2016). La 

creciente búsqueda de alternativas naturales al SO2, junto con el interés del sector 

enológico por revalorizar los subproductos generados durante la elaboración del vino, 

ha llevado a diferentes grupos de investigación a evaluar el potencial de estos 

subproductos como sustitutos del SO2 en vinificación.  

Ruiz-Moreno et al. (2015) propusieron la utilización de extracto de raspón como 

alternativa al SO2 después de analizar su efecto antimicrobiano y antioxidante en vino 

modelo. Estos autores observaron que el extracto de raspón posee un efecto inhibidor 

menor que el SO2 para Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Dekkera 

bruxellensis y Pediococcus damnosus, mientras es más eficaz contra Candida stellata y 

Botryotinia fuckeliana. Posteriormente, Esparza et al. (2020) evaluaron el efecto de la 

sustitución parcial de SO2 en el vino Tempranillo por un extracto de raspón de uva 

Mazuelo y por un extracto comercial de madera de vid (Vinetan®) y mostraron que el 

uso de ambos extractos como sustitutos parciales del SO2 da lugar a vinos con buenas 

características organolépticas, similares o incluso mejores a los vinos controles. No 

obstante, estos autores observaron que los mostos con SO2 tenían mayor actividad 

antioxidante y concentración de antocianos libres que los mostros con ambos tipos de 

extractos. Un extracto comercial rico en estilbenos (Vineatrol®) obtenido a partir de 

sarmientos de vid, también ha sido propuesto como alternativa al SO2 en la elaboración 
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de vinos Syrah (Raposo et al., 2016 y 2018). En la misma línea de trabajo, Guitiérrez-

Escobar et al. (2021) han desarrollado otro extracto comercial rico en estilbenos (ST99®), 

a partir de sarmientos, con una importante actividad antimicrobiana frente a 

Brettanomyces bruxellensis y Zygossaccharomyces bailli. 

Otra industria totalmente relacionada con la industria vitivinícola es la tonelera, 

cuyos productos son esenciales en la elaboración del vino. Las tonelerías generan 

importantes volúmenes de residuos, principalmente maderas de distintas especies y 

orígenes cuyo contenido en compuestos fenólicos ha sido objeto de numerosos estudios 

(Baca-Bocanegra et al., 2018; Baca-Bocanegra et al., 2019; Alañón et al., 2011a, b). 

Concretamente, Alañón et al., 2011a demostraron que los ácidos fenólicos, incluidos el 

gálico, el protocatechico, el p-cumárico y el elágico, y los elagitaninos son los principales 

responsables de la actividad antioxidante de los extractos de maderas enológicas. En la 

misma línea, Pascual et al. (2017) confirmaron que los elagitaninos son muy buenos 

antioxidantes, con alta efectividad de consumo de oxígeno, por lo que sugirieron la 

posibilidad de su uso como alternativa al SO2 en la elaboración del vino. 
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II. 1. JUSTIFICACIÓN 

El dióxido de azufre (SO2) es uno de los conservantes más utilizados en la industria 

vitivinícola. Sin embargo, su uso conlleva algunos inconvenientes como la producción de 

defectos del aroma o efectos adversos sobre la salud. Es por ello, que uno de los 

principales retos del sector enológico es disminuir la concentración de SO2 utilizada en 

mostos y vinos. Para lograr este objetivo, se buscan alternativas adecuadas que permitan 

controlar los procesos oxidativos y los microorganismos que deterioran el vino. 

Ante la necesidad de satisfacer la demanda de los consumidores y cumplir con una 

legislación cada vez más estricta sobre los conservantes alimentarios, se han propuesto 

nuevos conservantes y tecnologías emergentes, inofensivas para la salud y respetuosas 

con el medio ambiente.  Entre ellas, la industria vitivinícola ha puesto en valor el uso de 

los subproductos generados durante el cultivo de la vid y la elaboración del vino, por ser 

una fuente de compuestos fenólicos con propiedades antimicrobianas y antioxidantes, 

como son los sarmientos, raspones, semillas y hollejos de la uva, así como los residuos 

procedentes de la elaboración de barricas.  

A pesar de que numerosos estudios han caracterizado ampliamente los 

subproductos generados en la industria vitivinícola, aún son pocos los trabajos que han 

profundizado en el conocimiento de su potencial como alternativas al uso de SO2, en la 

etapa prefermentativa, y su influencia sobre la calidad del vino. Del mismo modo sucede 

con productos enológicos comerciales, como son la levadura seca inactiva y el quitosano, 

los cuales han mostrado ejercer numerosos beneficios sobre la calidad de vino, pero su 

capacidad para reemplazar el SO2 en la elaboración de vinos ha sido poco estudiada. 

En base a lo expuesto, la hipótesis del presente trabajo es que los extractos 

procedentes de subproductos derivados de la industria vitivinícola, así como otros 

productos enológicos comerciales procedentes de fuentes naturales, podrían ser una 

alternativa al uso del SO2 en la elaboración de vinos. Para evaluar esta posible hipótesis 

se realizaron diferentes vinificaciones y se analizaron los parámetros enológicos que 

influyen en la calidad del vino, como son los parámetros del color, composición fenólica 

y volátil de los vinos. Además, se determinó la actividad antioxidante de los vinos 
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elaborados con las posibles alternativas al SO2, así como la resistencia a la oxidación 

mediante el análisis del radical 1-hidroxietilo. El análisis de este radical es uno de los 

principales objetivos de esta Tesis Doctoral, pues su formación durante la oxidación 

química del vino puede tener importantes efectos en la calidad sensorial del mismo.  

Adicionalmente, y debido a las diferencias observadas en la concentración de los 

productos secundarios de fermentación de los vinos elaborados con quitosano, se realizó 

el análisis de la fracción nitrogenada de estos vinos. El objetivo era evaluar el efecto de 

la adición prefermentativa del quitosano sobre el perfil de aminoácidos, concentración 

de aminas biógenas y carbamato de etilo, y así asegurar que la adición prefermentativa 

de quitosano no compromete la salubridad del vino.  
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II. 2. OBJETIVOS 

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral fue estudiar diferentes estrategias para 

reemplazar el uso de SO2 en la fase prefermentativa de la vinificación.  Para ello, se 

elaboraron vinos con la adición de extractos acuosos liofilizados obtenidos a partir de 

residuos de la industria vitivinícola y otros productos comerciales, como la plata coloidal, 

levadura seca inactiva y el quitosano, con el fin de evaluar su influencia en la calidad del 

vino. 

Los objetivos específicos del presente trabajo han consistido en: 

I. Evaluar el potencial enológico de los extractos acuosos liofilizados de semillas 

de uva y raspón (Vitis vinifera L. cv. Tempranillo), solos o en combinación con 

CSC, sobre el crecimiento microbiológico, parámetros del color, composición 

fenólica, actividad antioxidante, composición volátil y características 

organolépticas del vino Airén. 

 

II. Evaluar el potencial enológico de los extractos acuosos liofilizados de semillas 

de uva (Vitis vinifera L. cv. Tempranillo) y de roble americano (Quercus alba), 

solos o en combinación con CSC, sobre el recuento microbiológico al final de la 

fermentación maloláctica, composición fenólica, actividad antioxidante, 

composición volátil y características organolépticas del vino Cabernet 

Sauvignon. 

 

III. Comparar la actividad antioxidante del quitosano, levadura seca inactiva y 

extractos acuosos liofilizados de raspón y sarmiento de Vitis vinifera L. cv. 

Tempranillo, como alternativas al SO2, mediante la cuantificación del radical 1-

hidroxietilo, la composición fenólica y los parámetros del color en vinos 

Cabernet Sauvignon. 

 

IV. Estudiar la reacción entre el radical 1-hidroxietilo y diferentes sustancias 

naturales con actividad antioxidante (ácido ascórbico, quitosano, glutatión, 

levadura seca inactiva y extractos de semillas de uva y madera roble) mediante 
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resonancia paramagnética electrónica (EPR) en vino tinto y blanco. Determinar 

la capacidad de estos antioxidantes para prevenir la formación de acetaldehído 

tras la reacción de Fenton, así como su capacidad de consumo de oxígeno.  

 

V. Como objetivo específico adicional, se decidió evaluar el efecto de la adición 

prefermentativa del quitosano sobre el perfil de aminoácidos, concentración de 

aminas biógenas y carbamato de etilo del vino Cabernet Sauvignon.
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El desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo según el siguiente plan de 

trabajo: 

OBJETIVO 1. 
 

Evaluar el potencial enológico de los extractos acuosos liofilizados de semillas de uva 
y raspón (Vitis vinifera L. cv. Tempranillo), solos o en combinación con CSC, sobre el 
crecimiento microbiológico, parámetros del color, composición fenólica, actividad 
antioxidante, composición volátil y características organolépticas del vino Airén. 

 
VINIFICACIONES Y ALTERNATIVAS AL SO2 EMPLEADAS EN LA FASE 

PREFERMENTATIVA 

 
 

COMPUESTOS Y PARÁMETROS 
ENOLÓGICOS ANALIZADOS  

TÉCNICAS ANALÍTICAS 

 
 

Recuentos microbiológicos 
 
 

Parámetros enológicos convencionales:  
Densidad, Grado alcohólico, acidez total, 
acidez volátil, pH, SO2, glucosa y fructosa, 

glicerol y ácidos orgánicos  
 
 

Parámetros del color CIELab 
Contenido de polifenoles totales 

Actividad antioxidante 
 

Composición fenólica 

 
Composición volátil  

 
Características organolépticas  

 

 
Siembra en medio selectivo para 

levaduras, bacterias acéticas y 
bacterias lácticas 

 
Densimetría electrónica, 

Espectroscopia de Infrarrojo Cercano, 
Valoración potenciométrica, 

Destilación y volumetría, Paul-Rankine, 
HPLC-IR 

 
 

Espectroscopia UV-Vis  
 
 

HPLC-DAD-ESI-MSn 

 

GC/MS 
 

Análisis sensorial descriptivo 

 

Vinificaciones Aién

Control SO2

(50 mg/L)

Extracto de 
semillas de uva

(0.5 g/L)

Extracto de 
semillas de uva 

(0.5 g/L) y 
CSC (1 g/L)

Extracto de 
raspón (0.5 g/L)

Extracto de 
raspón (0.5 g/L)

y CSC (1 g/L)
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OBJETIVO 2. 
 

Evaluar el potencial enológico de los extractos acuosos liofilizados de semillas de uva 
(Vitis vinifera L. cv. Tempranillo) y de roble americano (Quercus alba), solos o en 

combinación con CSC, sobre el recuento microbiológico al final de la fermentación 
maloláctica, composición fenólica, actividad antioxidante, composición volátil y 

características organolépticas del vino Cabernet Sauvignon. 
 

VINIFICACIONES Y ALTERNATIVAS AL SO2 EMPLEADAS EN LA FASE 
PREFERMENTATIVA 

 

 
 
 

COMPUESTOS Y PARÁMETROS 
ENOLÓGICOS ANALIZADOS  

TÉCNICAS ANALÍTICAS 

 
Recuentos microbiológicos  

 
 
 

Parámetros enológicos convencionales:  
Densidad, grado alcohólico, acidez total, 

pH, SO2, glucosa y fructosa, glicerol y 
ácidos orgánicos  

 
Parámetros del color CIELab 

Contenido de polifenoles totales 
Actividad antioxidante 

 
Composición fenólica  

 
Composición volátil 

 
Características organolépticas 

 

 
Siembra en medio selectivo para 

levaduras, bacterias acéticas y bacterias 
lácticas 

 
Densimetría electrónica,  

Espectroscopia de Infrarrojo Cercano, 
Valoración potenciométrica,           

Paul-Rankine, HPLC-IR 
 
 

Espectroscopia UV-Vis  
 
 

HPLC-DAD-ESI-MSn 

 
GC/MS 

 

Análisis sensorial descriptivo 

  

Vinificaciones Cabernet Sauvignon

Control SO2 
(50 mg/L)

Extracto de 
semillas de 

uva (0.5 g/L)

Extracto de 
semillas de 

uva (0.5 g/L) y 
CSC (1 g/L)

Extracto de 
semillas de 
uva (1 g/L)

Extracto de 
madera de 

roble (0.5 g/L)

Extracto de 
madera de 

roble (0.5 g/L) 
y CSC (1 g/L)
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OBJETIVO 3. 
 

Comparar la actividad antioxidante del quitosano, levadura seca inactiva y extractos 
acuosos liofilizados de raspón y sarmiento de Vitis vinifera L. cv. Tempranillo, como 

alternativas al SO2, mediante la cuantificación del radical 1-hidroxietilo, la 
composición fenólica y los parámetros del color en vinos Cabernet Sauvignon. 

 
VINIFICACIONES Y ALTERNATIVAS AL SO2 EMPLEADAS EN LA FASE 

PREFERMENTATIVA 
 

 
 
 

COMPUESTOS Y PARÁMETROS 
ENOLÓGICOS ANALIZADOS  

TÉCNICAS ANALÍTICAS 

 
 

Parámetros del color CIELab 
Contenido de polifenoles totales 

Actividad antioxidante 
 

Composición fenólica  

 
Radical 1-hidroxietilo  

 

 
 
 

Espectroscopia UV-Vis  
 
 

HPLC-DAD-ESI-MSn 

 

Resonancia paramagnética electrónica 

Vinificaciones Cabernet Sauvignon

Control sin 
SO2, ni 

alternativas

Control SO2 
(50 mg/L)

Quitosano
(0.2 g/L)

Levadura seca 
inactiva
(0.2 g/L)

Extracto de 
raspón
(2 g/L)

Extracto de 
sarmiento

(2 g/L)



Plan de Trabajo 

116 
 

 

OBJETIVO 4. 
 

Estudiar la reacción entre el radical 1-hidroxietilo y diferentes sustancias naturales 
con actividad antioxidante (ácido ascórbico, quitosano, glutatión, levadura seca 
inactiva y extractos de semillas de uva y madera de roble) mediante resonancia 

paramagnética electrónica (EPR) en vino tinto y blanco. Determinar la capacidad de 
estos antioxidantes para prevenir la formación de acetaldehído tras la reacción de 

Fenton, así como su capacidad de consumo de oxígeno. 
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OBJETIVO 5. 
 

Evaluar el efecto de la adición prefermentativa del quitosano sobre el perfil de 
aminoácidos, concentración de aminas biógenas y carbamato de etilo del vino 

Cabernet Sauvignon 
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Fig. S1. Total polyphenol content and antioxidant activity of wines treated with SO2 or 

natural extracts (n = 3). a,b Different superscripts in the same method of determining 

antioxidant activity mean significant differences (α = 0.05) according to the test of 

Student–Newman–Keuls. 
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Artículo 3. Impact of oenological antioxidant substances on the 
formation of 1-hydroxyethyl radical and phenolic composition in SO2 
free red wines.  
 

Journal of the Science of Food and Agriculture (2020), 100(8), 3401–

3407. 
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Artículo 4. Potential of different natural antioxidant substances to 

inhibit the 1-hydroxyethyl radical in SO2-Free wines. 

 

Journal of Agricultural and Food Chemistry (2020), 68(6), 1707–1713. 
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Artículo 5. Effects of the pre-fermentative addition of chitosan on the 

nitrogenous fraction and the secondary fermentation products of SO2-

free red wines.  

 

Journal of the Science of Food and Agriculture (2021), 101(3), 1143–

1149. 
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Las conclusiones generales obtenidas en esta Tesis Doctoral, de acuerdo con los 

objetivos inicialmente establecidos, son las siguientes: 

 

I. El uso combinado del extracto de raspón y plata coloidal fue la alternativa al SO2 

que mostró los recuentos más bajos de bacterias lácticas y acéticas antes del 

embotellado del vino Airén. La adición prefermentativa de extractos de semillas 

y raspón, solos o en combinación con la plata coloidal, generó vinos con menor 

luminosidad y mayores valores de a*, b* y C*, mostrando un color más oscuro, 

con tonalidades más amarillas y un ligero pardeamiento en el color de estos 

vinos. Respecto a la composición fenólica, el uso de ambos extractos dio lugar a 

vinos con menor concentración de estilbenos respecto al uso de SO2, 

especialmente los que fueron elaborados junto con CSC. La adición 

prefermentativa de extractos de semillas de uva aumentó la concentración de 

flavonoles y flavan-3-oles. En cuanto a la composición volatil, los vinos con 

extractos de semillas de uva y los extractos de raspón presentaron mayor 

contenido de ésteres etílicos de ácidos grasos y compuestos bencénicos, 

aportados por los extractos. Desde el punto de vista sensorial, los vinos 

elaborados con la adición prefermentativa de extractos fueron caracterizados 

por los catadores como los vinos más florales y menos cítricos que los vinos 

control elaborados con SO2. Entre ellos, los vinos con extractos de semillas de 

uva fueron diferenciados del resto por ser más amargos, mientras que los vinos 

elaborados con extractos de raspón fueron los más afrutados. 

 

II. Los recuentos microbiológicos de bacterias acéticas en vino Cabernet 

Sauvignon, antes del embotellado, mostraron que los extractos de semillas de 

uva y madera de roble parecen efectivos para controlar la población de estos 

microorganismos alterantes. Respecto a la composición fenólica, los vinos 

elaborados con extracto de semilla de uva (1g/L) contenían mayor concentración 

de flavan-3-oles, especialmente catequina y procianidina B2. En el perfil de 

flavonoles, se observó que los vinos elaborados con extracto de roble en 

combinación con la plata coloidal presentaron menor concentración de 



Conclusiones generales 
 

188 
 

quercetina-3-glucósido. Los vinos con extractos, solos o con CSC, tuvieron 

menores valores de a* y b* mostrando tonalidades más violáceas que los vinos 

elaborados con SO2, los cuales presentaron mayor luminosidad y menor 

intensidad de color. Los compuestos volátiles que contribuyeron en mayor 

medida a la diferenciación de las muestras fueron principalmente los aportados 

por el extracto de roble, lactonas y compuestos bencénicos. Así, la adición 

prefermentativa de extracto de madera de roble en lugar del SO2, dio vinos con 

aroma y sabor a madera de roble, vainilla y clavo. Además, estos vinos 

presentaron mayor cuerpo, intensidad, calidad de retrogusto y fueron mejor 

valorados por parte de los catadores. Por otro lado, los vinos elaborados con 

SO2 y con extractos de semillas de uva conservaron el carácter varietal de la uva 

Cabernet Sauvignon, y presentaron un perfil aromático y gustativo más intenso 

a frutos rojos que los vinos con extractos de roble.  

 

III. El quitosano y la levadura seca inactiva, utilizados como alternativas 

prefermentativas al SO2 en vinificación, permiten controlar la formación del 

radical 1-hidroxietilo en vino Cabernet Sauvignon. Mientras que los vinos 

elaborados con extracto de raspón y sarmiento mostraron menor resistencia a 

la oxidación. Respecto al contenido en antocianos, el vino con SO2 presentó 

mayor concentración, sin embargo, el efecto blanqueante que este ejerce sobre 

dichos compuestos dio lugar a vinos más claros y con menor intensidad 

colorante. El quitosano fue la alternativa al SO2 que dio lugar a vinos con mayor 

concentración de flavan-3-oles. Mientras que los vinos elaborados con extracto 

de raspón fueron los vinos que mostraron menor concentración de flavonoles y 

estilbenos. Por lo tanto, la adición prefermentativa de quitosano, levadura seca 

inactiva y extractos de raspón y sarmiento, como alternativas al SO2, influyen en 

la formación del radical 1-hidroxietilo, en la composición fenólica y el color de 

los vinos.  

 

IV. El extracto de semillas de uva y el quitosano proporcionaron mayores 

porcentajes de inhibición del radical 1-hidroxietilo en el vino tinto que en el vino 

blanco, a diferencia de la levadura seca inactiva que solo ejerció inhibición del 
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radical en el vino blanco. La actividad antioxidante del glutatión para inhibir el 

radical 1-hidroxietilo no dependió del tipo de vino. El extracto de roble no 

produjo cambios en el radical 1-hidroxietilo, además los vinos con ese extracto 

tuvieron menor concentración de acetaldehído. El ácido ascórbico fue la única 

sustancia antioxidante que aumentó la concentración de acetaldehído después 

de la reacción de Fenton.  

 

V. El uso de quitosano, en comparación con el SO2, en la elaboración del vino 

Cabernet Sauvignon, dio como resultado vinos con mayor contenido de glicerol 

y diacetilo sin aumentar la concentración de etanol, ácido acético, acetaldehído 

o butanodiol. El nitrógeno fácilmente asimilable se encontró en menor 

concentración en los vinos elaborados con quitosano, lo que puede significar 

una ventaja para la estabilidad microbiana de los mismos. Además, el uso de 

quitosano no aumentó la concentración de aminas biógenas ni la formación de 

carbamato de etilo en los vinos. Por lo tanto, la sustitución total o parcial de SO2 

por quitosano al inicio de la fermentación alcohólica da lugar a vinos tintos de 

calidad sin afectar negativamente a la fracción nitrogenada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 


		2021-07-20T13:20:52+0200
	52132942S ESTEBAN GARCIA (R: Q1300422A)


		2021-07-21T09:49:51+0200
	RODRIGUEZ MARTIN - DOIMEADIOS ROSA DEL CARMEN - 70646852Y


		2021-07-21T11:01:19+0200
	CASTAÑEDA PEÑALVO GREGORIO - 05902446W


		2021-07-21T17:03:20+0200
	DIAZ MAROTO HIDALGO MARIA CONSUELO - 06244289L




