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1. Resumen 
El mosto o zumo de uva es un producto de gran interés por sus muchas propiedades nutricionales, 

incluyendo sus cualidades anticancerígenas, antibacterianas y antioxidantes. Puede ser consumido 

como tal o bien ser transformado en vino, destacando ahí su gran interés para la industria 

alimentaria. Sin embargo, es un producto que fácilmente sufre alteraciones no deseadas desde el 

inicio del procesamiento para su obtención, como es el pardeamiento causado por la enzima 

polifenoloxidasa (PPO) presente en la uva. La adición de sulfuroso (SO2), que actúa como 

antioxidante y antimicrobiano, es una práctica vitivinícola muy habitual. No obstante, la 

preocupación de los consumidores por los efectos adversos que puede originar, como reacciones 

alérgicas y dolores de cabeza, ha aumentado en los últimos años. Por ello, resulta de gran interés 

la búsqueda de alternativas a su empleo, como es el caso del tratamiento con CO2 supercrítico 

(scCO2).  

En este Trabajo de Fin de Grado se aplicó el tratamiento con scCO2 sobre mosto de uva blanca 

con el objetivo de reducir, o incluso eliminar, la adición de SO2, evitando los efectos adversos 

que puede ocasionar sobre la salud del consumidor. Concretamente, se trataron a 100 bar, 35 ºC 

y 10 g CO2/min durante 10 min, muestras de mosto a diferentes porcentajes de volumen de scCO2: 

10, 40 y 70 %. Para evaluar el efecto del tratamiento sobre dicho mosto, se caracterizó el mismo 

analizando los parámetros fisicoquímicos de pH, acidez, ºBrix, densidad y color. De igual manera, 

se estudió la inactivación de la PPO tras el tratamiento a través de la medición de su actividad 

residual (RA), y su efecto sobre el índice de polifenoles totales (IPT) y la capacidad antioxidante 

de los mostos tratados. Del mismo modo, se estudió la inactivación microbiológica a través del 

recuento de las unidades formadoras de colonia por mililitro en diferentes medios de cultivo y la 

determinación del tiempo de reducción decimal (D). 

Los resultados obtenidos fueron prometedores debido a que los mostos tratados presentaron una 

mayor capacidad antioxidante, un aumento del IPT y una disminución de la RA de la PPO. 

Asimismo, se obtuvo una alta inactivación microbiológica, reflejando el efecto antimicrobiano de 

la tecnología aplicada. El pH no se modificó tras el tratamiento, sin embargo, los mostos tratados 

fueron ligeramente menos ricos en azúcares y en acidez, modificaron levemente sus 

características cromáticas. A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que la 

tecnología supercrítica, en concreto utilizando CO2, representa una opción interesante para la 

estabilización de zumos de uva, que podría ser también empleada en la estabilización de otros 

zumos, vinos u otros productos alimentarios. 

 

 



Abstract 

2 
 

2. Abstract 
Grape juice is a product of great interest for its many nutritional properties, including its 

anticarcinogenic, antibacterial and antioxidant qualities. It can be consumed as such or 

transformed into wine, highlighting its great interest in the food industry. However, it is a product 

that easily undergoes undesirable alterations from the beginning of the processing to obtain it, 

such as browning caused by the enzyme polyphenol oxidase (PPO) present in the grape. The 

addition of sulphur dioxide (SO2), which acts as an antioxidant and antimicrobial, is a very 

common winemaking practice. However, consumer concern about adverse effects, such as 

allergic reactions and headaches, has increased in recent years. Therefore, the search for 

alternatives to its use is of great interest, such as treatment with supercritical CO2 (scCO2).  

In this Final Degree Project, scCO2 treatment was applied to white grape juice with the aim of 

reducing, or even eliminating, the addition of SO2, avoiding the adverse effects it can have on the 

consumer's health. Specifically, juice samples were treated at 100 bar, 35 ºC and 10 g CO2/min 

for 10 min, at different percentages of scCO2 volume: 10, 40 and 70 %. To evaluate the effect of 

the treatment on the juice, it was characterised by analysing the physicochemical parameters of 

pH, acidity, ºBrix, density and colour. Likewise, the inactivation of PPO after treatment was 

studied by measuring its residual activity (RA) and its effect on the total polyphenol index (IPT) 

and the antioxidant capacity of the treated juices. Similarly, microbiological inactivation was 

studied by counting colony forming units per millilitre in different culture medium and 

determining the decimal reduction time (D). 

The results obtained were promising because the treated juices showed a higher antioxidant 

capacity, an increase in IPT and a decrease in the RA of PPO. A high microbiological inactivation 

was also obtained, reflecting the antimicrobial effect of the applied technology. The pH did not 

change after treatment, however, the treated juices were slightly less rich in sugars and acidity, 

with an slight modification of the chromatic characteristics. In view of the results obtained, it can 

be concluded that supercritical technology, specifically using CO2, represents an interesting 

option for the stabilisation of grape juices, which could also be used in the stabilisation of other 

juices, wines or other food products.
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3. Introducción 
3.1. Mosto y vino 

Los alimentos y bebidas fermentadas, a pesar de ser productos secundarios de la civilización, son 

fundamentales para su desarrollo. Algunos arqueólogos sostienen que las bebidas alcohólicas 

contribuyeron significativamente a la creatividad de la humanidad, inspirando a nuestros 

ancestros cazadores y recolectores a domesticar los cereales y las frutas [1]. En concreto, la 

elaboración de vino o vinificación es una de las técnicas más antiguas del ser humano, llegando 

a ser actualmente uno de los procesos biotecnológicos más prósperos tanto comercialmente como 

en tradición e innovación [2]. 

No obstante, para la obtención del vino se necesita partir del mosto, un producto obtenido por el 

prensado de la uva y que puede transformarse en un bien que también se comercializa, el zumo 

de uva. Los zumos de uva están formados por agua (81 %-86 %) y una alta concentración de 

azúcares (glucosa y fructosa), con una elevada acidez debido a la existencia de ácidos orgánicos. 

Presentan pequeñas cantidades de minerales, vitaminas y otros compuestos aromáticos fenólicos 

que aportan características sensoriales a los zumos de uva [3–5]. Entre los compuestos fenólicos 

están los flavonoles, antocianinas, ácidos fenólicos y el estilbeleno resveratrol [6–8], lo que hace 

que este producto sea de gran interés es sus efectos positivos para la salud por su eficacia 

antioxidante, anticancerígena, antibacteriana, antienvejecimiento y antiinflamatoria [8,9]. 

Por otro lado, el vino es el resultado de una serie de transformaciones bioquímicas provocadas en 

el mosto de uva por la acción de varias enzimas de diferentes microorganismos, especialmente 

las levaduras y bacterias lácticas. En la elaboración de vino blanco, la transformación más 

importante que tiene lugar durante la vinificación es la fermentación alcohólica del mosto, llevada 

a cabo por las levaduras como Saccharomyces cerevisiae y que con el consumo de sus azúcares 

da lugar a la producción de etanol y CO2 [2]. En la elaboración de vino tinto, además de la 

fermentación alcohólica se produce la fermentación maloláctica, llevada a cabo por bacterias 

lácticas como Oenococcus oeni que consumen ácido málico para producir ácido láctico y CO2, 

suavizando la acidez y consiguiendo una mayor estabilidad microbiológica [10]. En todo el 

proceso de vinificación, se generan una gran cantidad de subproductos en forma de residuos 

sólidos, que principalmente están formados por una mezcla del orujo y raspones. Estos 

subproductos, que suelen desecharse, son una importante fuente de fibra dietética y compuestos 

fenólicos, con propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Por esta razón, se ha buscado la 

caracterización de los componentes químicos de estos subproductos para obtener ingredientes de 

alto valor añadido para su aplicación en la industria alimentaria y, al mismo tiempo, tener 

beneficios económicos y contribuir a una economía circular [11]. 
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Respecto a los factores de vinificación: la temperatura de fermentación, el pH y la concentración 

inicial de azúcar del mosto, pueden afectar al crecimiento y la capacidad metabólica de las 

levaduras [12–14]. Por otro lado, pero en el mismo aspecto, está bastante demostrado el efecto 

inhibidor del etanol sobre las tasas de crecimiento específicas y la viabilidad de S. cerevisiae. 

[15,16]. Otros factores de estrés conocidos que también se dan durante la fermentación del vino 

son la presencia de altos niveles de CO2 y anhidrido sulfuroso (SO2), a pesar de que este último 

se emplee de habitualmente [17]. 
 

3.2. Empleo de sulfuroso 

El deterioro microbiológico del mosto y del vino puede ocurrir tanto en el entorno natural debido 

a infecciones como son las causadas por el hongo Botrytis cinerea, en el contacto con los equipos 

de vinificación, durante la propia vinificación o bien después de esta [18] además de por otras 

bacterias alterantes como acéticas [19] o lácticas [20]. Asimismo, es crucial comprender las 

consecuencias que puede generar un crecimiento microbiológico indeseable, como los malos 

sabores, los olores y los cambios de color asociados a la condición específica de deterioro [18]. 

Ya desde las primeras etapas de vinificación el mosto queda expuesto a alteraciones. En el 

molturado de las uvas empiezan a ocurrir reacciones de oxidación causadas por la 

polifenoloxidasa (PPO), enzima procedente principalmente del hollejo, y que se asocia a 

reacciones de pardeamiento indeseable. Su principal función es la de catalizar dos reacciones 

distintas: la hidroxilación de los monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolásica) y la 

oxidación de los o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolásica) [21]. Las quinonas formadas 

son sustancias altamente reactivas, que normalmente reaccionan con otras quinonas, aminoácidos 

o proteínas para producir compuestos coloreados que causan el deterioro de la calidad de los 

alimentos al cambiar sus propiedades nutricionales y organolépticas [22,23], haciendo que 

disminuya significativamente la aceptación del consumidor, la vida de almacenamiento y el valor 

de los productos.  

De estos inconvenientes microbiológicos y enzimáticos nace la necesidad del uso del SO2. El SO2 

es uno de los compuestos más antiguos utilizados en la industria alimentaria y de bebidas 

principalmente por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas [18]. Una vez que el SO2 se 

añade al mosto, vino o a cualquier solución acuosa, este actúa como un ácido débil y sigue un 

equilibrio químico entre tres especies moleculares según el pH de la disolución: SO2 molecular 

(SO2 · H2O), bisulfito (HSO3-) y sulfito (SO3
2-). Como se puede observar en la Figura 1, el SO2 

molecular es más frecuente de pH 0 a 2 (pK1=1.81), el anión bisulfito de pH 2 a 7 (pK2=6.91) y 

el sulfito de pH 7 a 10. En general, el pH de los mostos y vinos varía entre 3 y 4, por lo que la 

especie de SO2 dominante en el vino es el anión bisulfito HSO3-. [24].  La principal especie 

implicada en la acción antioxidante del SO2 es el HSO3-, mientras que es muy poco probable que 
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se produzca una interacción directa del SO2 con el oxígeno [25]. El HSO3- reacciona tanto con las 

quinonas, reduciéndolas a hidroquinonas, como con el peróxido de hidrógeno, inhibiendo así la 

reacción de Fenton (oxidación que origina radicales altamente reactivos del hidroxilo) [25,26]. 

 

Figura 1. Especies de SO2 en disolución acuosa y su representación en porcentaje del SO2 total en todo el 

rango de pH. pK1 es la constante de disociación de la reacción química SO2 · H2O ↔ HSO3
− + H+ y pK2 la 

de la reacción química HSO3
− ↔ SO3

2− + H+. El rango de pH del vino queda sombreado [27].  
 

La adición de SO2 es un proceso delicado, ya que la concentración añadida a las diferentes etapas 

de la vinificación debe ser suficiente para inhibir el desarrollo de las especies de deterioro no 

deseadas, pero no las levaduras que realizan la fermentación alcohólica o las bacterias lácticas 

responsables de la fermentación maloláctica, en el caso que se desee que esta última se realice 

[18]. Además, en los últimos años los productores han sentido la necesidad de reducir o eliminar 

el uso de sulfuroso, para así aumentar la imagen de naturalidad de los vinos, pero también para 

evitar daños a la salud de los consumidores sensibles a la presencia del mismo ya que se estima 

que en torno al 1 % de la población es sensible a los sulfitos [28,29]. Estos efectos adversos 

consisten, concretamente, en reacciones alérgicas, dolores de cabeza, asma, dermatitis, dolor 

abdominal, diarrea y broncoconstricción. Dado que el SO2 es un conservante comúnmente 

utilizado en la industria del vino, también es importante considerar el efecto acumulativo que 

tiene en el consumidor [30]. En cualquier caso, la Organización Mundial de la Salud ha fijado el 

límite de seguridad para la ingesta diaria de sulfitos en 0.7 mg/kg de peso corporal [31]. En el 

mismo sentido, la Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV) recomienda un máximo 

de 150 mg/L de SO2 para vinos tintos y de 200 mg/L para vinos blancos y rosados [32], mientras 

que la Unión Europea, con el Reglamento Delegado (UE) 2019/934, limita el máximo total de 

SO2 a 160 mg/L para los vinos tintos y 210 mg/L para los vinos blancos y rosados [33]. Además, 

según el Reglamento (UE) nº 1169/2011, el SO2 y las diversas formas de sulfitos, deben ser 

SO2 + H2O ↔ SO2 · H2O 

SO2 · H2O ↔ HSO3
− + H+ 

HSO3
− ↔ SO3

2− + H+ 
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etiquetados con códigos (números E) en el rango E-220 a E-228, junto con la obligación de 

etiquetar con la frase "contiene sulfitos" los productos alimentarios, incluido el vino, en los que 

la concentración de SO2 sea superior a 10 mg/L o 10 mg/kg [34]. 

En la última década, el uso de SO2 en la industria alimentaria ha suscitado cierta preocupación 

por la seguridad de los consumidores. El simple hecho de etiquetar con la frase “contiene sulfitos” 

provoca cierta preocupación entre los consumidores que, en general, se orientan cada vez más 

hacia productos "saludables" sin conservantes químicos [35,36]. Para poder lograr reducir o 

eliminar el contenido en SO2 en la elaboración de vino, se han estudiado tecnologías realmente 

innovadoras que así lo permiten, reservando su uso para un papel antiséptico y antioxidante sólo 

en el embotellado del vino, donde pueden garantizar, incluso a dosis muy bajas, una prolongación 

de la vida útil del producto [37]. 
 

3.3. Alternativas emergentes al sulfuroso 
Aunque actualmente no existe ninguna sustancia química que pueda sustituir al 100 % el uso de 

sulfuroso, existen diversas investigaciones que pretenden, al menos, ayudar a reducir su cantidad 

con ayuda de otros aditivos que ejerzan igualmente acción antioxidante y antibacteriana. Algunas 

alternativas químicas al SO2 son el dicarbonato de dimetilo (DMDC), las lisozimas y el ácido 

ascórbico. El DMDC inhibe los microorganismos al reaccionar con los grupos aminos de los sitios 

activos de las enzimas celulares [38], pero no es muy eficaz sin SO2 presente [39]. La lisozima 

inhibe los microorganismos mediante la hidrólisis de los enlaces β-1,4 entre el ácido  

N-acetilmurámico y la N-acetil-D-glucosamina en las paredes celulares, aunque se ha reportado 

su baja efectividad en el control de las acetobacterias [40]. Además, puede disminuir la intensidad 

del color por la formación de un precipitado [41], factor que hay que tener muy en cuenta sobre 

todo en la elaboración de vinos tintos. El ácido ascórbico ejerce su acción eliminando el oxígeno 

molecular oxidándose él mismo, protegiendo a otros constituyentes oxidables del vino, como los 

compuestos fenólicos,y evitando la formación de las o-quinonas de color parduzco. Sin embargo, 

la adición de ácido ascórbico requiere siempre otra de SO2 para eliminar el peróxido de hidrógeno 

formado en su oxidación [42]. 

Por otro lado, además de los aditivos químicos, también están adquiriendo relevancia los 

tratamientos físicos con la finalidad de mejorar las características organolépticas de los productos, 

al mismo tiempo que inactivar las enzimas y los microorganismos responsables de la alteración 

de mostos y vinos. Actualmente hay algunos tratamientos permitidos por la OIV como la flash 

pasteurización del vino. Este tratamiento permite la destrucción por calor de las formas 

vegetativas de los microorganismos, que son las únicas presentes en el pH de los vinos. Para 

garantizar esta estabilización microbiana, la temperatura del tratamiento es de unos 70 ºC y el 

tiempo de 20 segundos [43]. No obstante, la flash pasteurización, y la mayoría de los procesos 
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térmicos, tiene dos grandes desventajas debido al uso de altas temperaturas: presentan un elevado 

consumo de energía y puede existir pérdida de volátiles y polifenoles, que son responsables de la 

calidad sensorial de los vinos [44]. Por ello, la aplicación de tecnologías físicas para producir, 

envejecer y conservar el vino, así como la preservación del mosto de partida como producto, es 

un área de gran interés [30]. El nuevo reto para la industria alimentaria a nivel mundial en los 

próximos años es la inversión, el desarrollo y la implementación del procesamiento no 

convencional basado en tecnologías no térmicas y emergentes, como campos eléctricos pulsados 

(Pulsed Electric Fields - PEF), las altas presiones hidrostáticas (High Pressure Processing - HPP), 

los ultrasonidos de potencia (Ultrasounds - US) o el dióxido de carbono supercrítico (Supercritical 

Fluids - SCF).  
 

3.3.1. Campos eléctricos pulsados (PEF) 
Los PEF son una alternativa prometedora para la conservación del vino principalmente porque 

funciona en modo continuo, lo que facilita la integración en los procesos industriales existentes. 

En su funcionamiento, se aplican pulsos cortos de microsegundos de alta intensidad de campo 

eléctrico a las bebidas que son bombeadas y fluyen entre dos electrodos [30,45]. A través de los 

PEF se consigue inactivar los microorganismos indeseables, a menudo sin ningún efecto 

significativo en la calidad de la bebida [45,46]. La inactivación microbiana se produce debido a 

la formación de una diferencia de potencial a través de las membranas celulares microbianas, lo 

que provoca la permeabilización o electroporación de la membrana celular que conlleva a la 

pérdida de fluidos intracelulares y a la muerte celular [47]. 

Dependiendo de la aplicación, se puede tener un consumo de energía relativamente bajo en 

comparación con otras tecnologías de conservación de alimentos [48]. Sin embargo, la mayoría 

de los autores han informado de un aumento de la temperatura asociado al incremento de la 

intensidad o energía del campo eléctrico de tratamiento [45]. Aunque este incremento de la 

temperatura también aumente la tasa de inactivación al mejorar la fluidez de la membrana celular 

y la transferencia de masa, no es deseable para el vino, por lo que deben seleccionarse las 

condiciones de tratamiento adecuadas para garantizar un proceso no térmico [47]. 

Además, los PEF también tiene otras aplicaciones en la producción de vino a parte de la 

conservación. Algunos autores han afirmado que, con ciertos pulsos con una carga específica, han 

sido capaces de producir vinos con un alto contenido fenólico y mayor intensidad de color [49]   

que puede utilizarse posteriormente incluso para elaborar vinos tintos de alta calidad con crianza 

en roble [50]. 
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3.3.2. Altas presiones hidrostáticas (HPP) 
Las HPP son una tecnología moderna comercial no térmica que puede utilizarse para prolongar 

la vida útil mediante la inactivación de levaduras, mohos y bacterias patógenas en el vino, la 

cerveza, zumos, alimentos sólidos y otros productos mediante la aplicación de presiones 

isostáticas uniformes, normalmente entre 100 y 600 MPa [51,52]. La inactivación microbiana se 

atribuye principalmente a la perforación de las membranas celulares y la desnaturalización de las 

proteínas [53,54]. La mayoría de las unidades de HPP funcionan en discontinuo, pero la industria 

ha conseguido desarrollar unidades semicontinuas para productos bombeables. Debido a que la 

HPP es independiente de la forma y el tamaño del producto, el escalado hasta el tamaño comercial 

es relativamente sencillo [55]. De hecho, en España está bastante extendido su aplicación 

industrial en la industria cárnica, en empresas como Espuña, Campofrío, Argal o Noel [56]. 

En vino tinto de variedad Nero D'avola Syrah, Tao et al. [57] declararon que el tratamiento de 

HPP realizado a 650 MPa durante 15 minutos no produce ningún cambio en la calidad sensorial 

global ni en 11 atributos sensoriales. El mismo estudio encontró que el contenido fenólico total, 

los ésteres tartáricos, los flavonoles y los taninos disminuyeron cuando el vino fue sometido al 

mismo tratamiento. En cuanto al estudio realizado por Santos et al. [58] en el vino blanco de la 

variedad Encruzado, no se detectó ninguna diferencia organoléptica entre el vino no tratado y el 

tratado a 500 MPa durante 5 minutos, además no se observó ningún efecto sobre la actividad 

antioxidante y el contenido fenólico total del vino blanco. 
 

3.3.3. Ultrasonidos (US)  
Los US son una tecnología no térmica con potencial para ser utilizada como técnica de 

conservación del vino. Pueden trabajar tanto en modo discontinuo como continuo, con la 

necesidad de utilizar camisas de refrigeración para controlar la temperatura durante el 

procesamiento [59,60]. A través de la conversión de la corriente en vibraciones mecánicas, se 

generan pequeñas burbujas que acaban colapsando. Esto provoca un fenómeno de cavitación, 

originando zonas de hasta 5,000 K y 50,000 kPa con radicales hidroxilo [61]. En este caso, los 

microorganismos se inactivan por la alteración de sus membranas al interaccionar con las zonas 

de alta energía, haciéndolas más sensible a los radicales hidroxilo. Además, de la inactivación 

microbiológica, se ha comprobado que los US también son útiles para la inactivación de enzimas 

responsables del deterioro de los alimentos, como las PPO [60,62]. La eficacia de los US depende 

de la viscosidad, la presión de vapor y la tensión superficial de la muestra líquida tratada, así 

como la forma, tamaño y especie del microorganismo para su inactivación [63,64]. 

Los usos potenciales de los US en la industria del vino incluyen la crianza, la mejora de la 

fermentación, el saneamiento de barricas y equipos, y la extracción de compuestos aromáticos y 
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fenólicos bioactivos de las uvas y el mosto. Los US también puede utilizarse para mejorar la 

penetración del vino en la estructura de las barricas de roble, mejorando los sabores a vainilla, 

caramelo, crema y tierra [30]. Con respecto a su aplicación en vino tinto, Singleton et al. [65] 

afirmaron que los US a 90 kHz durante 60 minutos en contacto directo con el vino aumentaban 

la concentración de taninos y cambiaba la percepción gustativa. Por otro lado, la aplicación de un 

tratamiento indirecto del vino en un baño de ultrasonidos a 30 kHz con 20 kPa durante un período 

prolongado de 10 días dio lugar a un aumento de la concentración de antocianos y a una 

disminución del parámetro de color L* (luminosidad) [66]. Por último, también se estudió su 

efecto sobre vino blanco empleando 90 kHz y 35 W durante 60 minutos, produciendo un aumento 

de la concentración de taninos, así como a la generación de un sabor desagradable a "quemado" 

[65]. 
 

3.4. Tecnología de los fluidos supercríticos (SCF) 

La innovación de los productos alimentarios tiene un papel importante para mejorar la 

competitividad de la industria alimentaria. Las grandes industrias sólo se resisten a los cambios 

en el mercado alimentario a través de innovaciones en sus sistemas de producción proporcionando 

productos seguros y de alta calidad con propiedades nutricionales y sensoriales preservadas 

similares a los alimentos no procesados [67]. Igualmente, es importante desarrollar tecnologías 

alternativas con un impacto medioambiental mínimo: la reducción del consumo de energía, la 

conversión eficiente de los reactivos en productos junto con la disminución de los residuos tóxicos 

y los subproductos, y la mayor calidad y seguridad de los productos finales son requisitos 

cruciales para estos procesos innovadores. Por consiguiente, las tecnologías de alta presión han 

demostrado ser herramientas relativamente nuevas que pueden llegar a satisfacer estas demandas 

[68,69]. Entre otras muchas aplicaciones tecnológicas, la tecnología de los fluidos supercríticos, 

en concreto utilizando CO2, ha surgido como una tecnología potencial para el procesamiento no 

térmico de zumos de frutas y verduras [70,71]. 

Los fluidos supercríticos son sustancias puras que se encuentran por encima de su temperatura y 

presión críticas. En la fase supercrítica, estas sustancias presentan ciertas ventajas en relación con 

otras fases termodinámicas (sólido, líquido y gas), ya que en ese punto sus propiedades físicas y 

químicas se encuentran entre la fase líquida y la gaseosa. Dentro de sus principales ventajas está 

la posibilidad de ajustar las propiedades termofísicas, como la viscosidad difusiva, la densidad y 

la constante dieléctrica, simplemente variando levemente la presión y/o la temperatura. Además, 

tienen excelentes propiedades de transferencia de calor y pueden utilizarse como fluidos de 

transferencia de calor con un impacto prácticamente nulo sobre el medio ambiente al compararse 

con los métodos convencionales. Debido a la ausencia de tensión superficial que presentan, existe 

una rápida penetración en células, partículas y estructuras poliméricas, haciendo función de 
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transporte y originando diversas aplicaciones, [72,73] como la extracción de compuestos 

fitoquímicos [74], ingeniería de partículas cargadas con sustancias biológicamente activas [75], 

impregnación de compuestos de interés en matrices poliméricas [76] y la inactivación microbiana 

y enzimática [77]. 

Como ya se ha comentado, entre los fluidos supercríticos el CO2 (scCO2) es el más utilizado por 

sus diferentes aplicaciones en varios campos debido a sus propiedades. Su punto crítico se alcanza 

fácilmente (73.8 bar y 31.1 °C), permitiendo el desarrollo de procesos no térmicos. Otras ventajas 

es ser inerte a las reacciones de oxidación, no ser inflamable ni corrosivo, no ser tóxico, ser un 

disolvente GRAS (generalmente reconocido como seguro) y tener un bajo coste por estar 

disponible de forma natural en la atmósfera. En la Figura 2 se representa su diagrama de fases 

[80]. 

Figura 2. Diagrama de fases del CO2 [72]. 

Existe literatura muy reciente sobre la producción de zumos de frutas y verduras aplicando un 

tratamiento de scCO2.  Estos estudios declaran que el procesamiento con scCO2 es capaz de 

inactivar microorganismos y enzimas en productos alimentarios líquidos de forma no térmica, 

incluso utilizando condiciones de temperatura suaves. [78] Un ejemplo es el tratamiento a  

100 bar y 35 ºC durante 15 minutos en zumo de kiwi y melocotón, demostrando ser una técnica 

innovadora para pasteurizar, que no modifica las cualidades fisicoquímicas y organolépticas del 

producto fresco [79]. Asimismo, existen estudios de aplicación de scCO2 en zumo de uva, como 

el de Amaral et al. [80], pero la mayoría se centran en zumo de naranja [81,82] y de manzana 

[83,84]. Por tanto, la intención del presente estudio consiste en extender la potencialidad del 

scCO2 a un producto tan sensible como es el zumo de uva. 
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4. Objetivos 
En el grupo de investigación de “Análisis y diseño de procesos con fluidos supercríticos" se ha 

comenzado a trabajar en el análisis de las variables de operación del tratamiento con CO2 

supercrítico en las características de los mostos tratados obtenidos a partir de uva de mesa. Sin 

embargo, la optimización de estas condiciones puede variar según la variedad de uva empleada, 

siendo importante optimizar el proceso cuando va a tratarse una uva de vinificación.  

El objetivo general del presente trabajo consiste en estudiar la efectividad del tratamiento con 

CO2 supercrítico en mosto de uva en relación a la mejora de su conservación, haciendo hincapié 

en la variable más influyente del proceso, concretamente el porcentaje de CO2 utilizado en el 

procesamiento.  

Para evaluar este objetivo general se proponen los siguientes objetivos específicos:  
 

a. Analizar la modificación de los parámetros convencionales de caracterización de mostos 

(pH, acidez, color, ºBrix, densidad) al modificar el porcentaje de CO2.  
 

b. Determinar la disminución de la actividad enzimática responsable de los fenómenos de 

pardeamiento, así como el IPT y la capacidad antioxidante tras el tratamiento. 
 

c. Confirmar la disminución de población microbiológica (microbiota aerobia, levaduras y 

bacterias lácticas) después de la aplicación del tratamiento en distintas condiciones. 
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5. Materiales y métodos 
5.1. Materias primas y reactivos 

El dióxido de carbono (99.99 %) fue proporcionado por Abello-Linde S.A. (Barcelona, España). 

El etanol, la triptona, la peptona bacteriológica, la glucosa y la fenolftaleína (1 %) fueron 

suministrados por Panreac (Barcelona, España). El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), el 

fosfato de sodio monobásico (≥ 99.0 %), el fosfato de sodio dibásico (≥ 99.0 %) y el  

1,2-dihidroxibenceno o catecol (≥ 99.0 %) fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemania). El extracto de levadura granulado fue suministrado por Merck (Darmstadt, Alemania). 

El agar BactoTM fue suministrado por BD (Nueva Jersey, EE.UU). El hidróxido de sodio 

microgranular fue suministrado por POCH (Gliwice, Polonia). El caldo MRS fue suministrado 

por VWR (Lovaina, Bélgica). La uva de la variedad Pedro Ximénez (12.8 % vol. alcohol 

probable) fue suministrada por la bodega Forlong (El Puerto de Santa María, España). 
 

5.2. Obtención del mosto 

Se partió de uva de la variedad Pedro Ximénez (12.8 % vol. alcohol probable) congeladas a  

-13 ºC desde 5 meses antes de su uso. Se procedió a pesar aproximadamente 10 kg de racimos de 

esta uva y se introdujeron en una cámara de refrigeración a 4 ºC hasta el día siguiente para su 

lenta y correcta descongelación. Posteriormente se realizó la selección y el despalillado manual 

de los racimos, obteniendo unos 9 kg de uvas despalilladas. Se realizó un molturado manual para 

facilitar la extracción del mosto y se introdujeron en una prensa vertical manual a escala de 

laboratorio. La pasta se prensó un total de tres veces, removiéndola antes de cada prensado. Este 

proceso originó unos 5.5 L de mosto yema, otorgando un rendimiento de 0.61 L/kg.  

Ese volumen se encubó en dos depósitos de metacritalo que contenían 2.75 L de mosto cada uno, 

y a cada depósito se le aplicó una dosis de 1.5 g/hL de Enovin Clar suministrada por Agrovin 

(Ciudad Real, España) disuelto su peso 10 veces en agua. Se eligió esta dosis ya que se encontraba 

dentro del rango óptimo marcado por el fabricante. Para evitar cualquier oxidación temprana por 

acción de luz, ambos tanques se taparon y envolvieron totalmente con papel de aluminio. Por 

último, se incubaron en una cámara de frío a 4 ºC en oscuridad durante 48 h.  

Una vez se pudo distinguir claramente el sobrenadante y el precipitado, se realizó el trasiego del 

sobrenadante o mosto clarificado de ambos depósitos a otro receptáculo para su homogenización. 

Tras esto, se procedió a la distribución del mosto clarificado en varios botes de plástico 

previamente autoclavados. Posteriormente se introdujeron en una cámara de congelación a -13 ºC 

hasta la realización de los experimentos microbiológicos y la caracterización del mosto. 
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5.3. Tratamiento con CO2 supercrítico 

Los experimentos de tratamiento con scCO2 se realizaron a escala de laboratorio en un equipo 

SFE100 de alta presión suministrada por Thar Technologies (Pittsburgh, PA, EE.UU.). Este 

sistema está conformado principalmente por un baño de refrigeración, una bomba P50 de alta 

presión, un precalentador, un recipiente de 100 mL con camisa termostática y una reguladora de 

presión posterior (BPR) para controlar la presión del sistema. El diagrama de flujo del proceso se 

representa en la Figura 3. 

 

 

Previamente a cualquier tratamiento, siempre se realizó una purga del sistema para lograr su 

estricta limpieza: primero se hizo correr agua para eliminar cualquier azúcar, seguidamente etanol 

para eliminar el agua y por último CO2 para expeler algún remanente de etanol. Para realizar el 

tratamiento, se precalentó con antelación el reactor hasta la temperatura deseada mediante el uso 

de la chaqueta eléctrica. Posteriormente, se introdujo el volumen de mosto necesario según el 

porcentaje de scCO2 y se cerró herméticamente. A continuación, se bombeó el CO2 al flujo 

establecido hasta alcanzar el nivel de presión y se empezó a contar el tiempo. Una vez transcurrido 

este tiempo, se cerró el flujo de scCO2, se apagó la chaqueta térmica y se aplicó una 

despresurización muy suave para evitar perder volumen de muestra tratada. Los experimentos se 

llevaron a cabo en modo discontinuo a un tiempo de tratamiento de 10 min y una presión de  

100 bar, 35 ºC y flujo de 10 g CO2/min, que fueron fijados de acuerdo a los resultados obtenidos 

en experiencias previas. Se planteó un diseño de tres experimentos por triplicado variando 

únicamente el porcentaje de scCO2 (10, 40 y 70 %), calculado en función del volumen total del 

reactor, para evaluar las diferencias obtenidas respecto al mosto control  

(Tabla 1). Los mostos tratados se almacenaron en condiciones de esterilidad en tubos Falcon de 

50 mL y en tubos Eppendorf de 1.5 mL que se congelaron a -20 ºC hasta su posterior uso. 
 

Figura 3. Diagrama de flujo de la planta de tratamiento con SC-CO2 
supercrítico. Creada con Visual Paradigm 16.3. 
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Tabla 1. Resumen del diseño experimental para el tratamiento de mosto con scCO2. 

Muestra Parámetros fijos Volumen mosto (mL) Volumen CO2  
(mL) 

Sin tratar ---------------- 100 0 

10 % scCO2 

100 bar, 35 ºC 
10 g/min, 10 min 

90 10 

40 % scCO2 60 40 

70 % scCO2 30 70 

 
 

5.4. Caracterización del mosto 

Con el fin de determinar cualquier cambio físico-químico en el mosto tratado con scCO2, se 

procedió a realizar una serie de pruebas analíticas. Antes de cada prueba, los mostos se 

descongelaban en agua y se atemperaban. 
 

5.4.1. pH 

Se midió el pH por triplicado de cada mosto tratado a diferente porcentaje de scCO2 y el del mosto 

sin tratar en un medidor de pH Basic 20, propiedad de CRISON (Barcelona, España).  
 

5.4.2. Acidez 

La determinación de la acidez en mosto se realizó mediante una valoración ácido base con NaOH 

por triplicado. La acidez se representó a través de la concentración en g/L de ácido tartárico 

(C4H6O6). Para ello, se empleó una disolución de NaOH 0.1 M exacta valorada con ftalato ácido 

de potasio 0.1 M. Una vez preparado todo el equipo, en un Erlenmeyer de 100 mL se añadieron 

20 mL de mosto, 20 mL de agua destilada y 3 gotas de fenolftaleína. Se procedió a valorar gota a 

gota de NaOH 0.1 M hasta el que el mosto anaranjado adquiría un color rosáceo. A través de la 

estequiometría (1) se estableció una relación entre el C4H6O6 y el volumen de NaOH según la 

cantidad total de mosto (2). 

                                          C4H6O6 + 2NaOH → Na2C4H4O6 + 2H2O                                      (1) 

C4H6O6 (g/L) =
Vol.  NaOH (L) · [NaOH] (M) · 1 mol C4H6O6

2 mol NaOH · 150.087 g  C4H6O6
1 mol C4H6O6

Vol.  mosto (L)
 

 

 

 

(2) 
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5.4.3. ºBrix y densidad 

Un aspecto muy importante en el mosto es su cantidad de azúcar (ºBrix) necesaria para la 

fermentación, que se puede relacionar con la densidad del líquido. La medida de los ºBrix y la 

densidad de cada mosto se realizó a través de una inyección en un densímetro electrónico  

DMA 5000 M, propiedad de Anton Paar (Graz, Austria). Previa a cada inyección, se mantuvo las 

condiciones de limpieza establecidas: primero se hizo pasar agua y posteriormente etanol hasta 

su evaporación. Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado y siempre a una temperatura de 

20 ºC, establecida por el equipo. 
 

5.4.4. Color 

Otro parámetro importante es el color que presenta el mosto, puesto que este es clave para la 

elaboración de un vino blanco, tinto o rosado. Se hizo uso del software MSCV (Método 

Simplificado para el Color de los Vinos) (https://www.unirioja.es/color/descargas.shtml) del 

Departamento de Química de la Universidad de la Rioja (España), que calcula las coordenadas de 

color en el espacio CIELAB de vinos y brandys utilizando sólo cuatro valores de absorbancia: 

450, 520, 570 y 630 nm. Para poder distinguir diferencias visuales entre las muestras sin tratar y 

las tratadas, así como entre las propias muestras tratadas, se procedió a calcular el ∆E* que se 

define como la ecuación (3).  

Además, se midieron valores de absorbancia a 420 y 620 nm necesarios para determinar la 

intensidad colorante (IC) y la tonalidad (T). La IC (4) se define como la intensidad dada por la 

suma de las absorbancias en cubetas de 1 cm de trayecto óptico para las radiaciones de longitudes 

de onda iguales a 420, 520 y 620 nm. La T (5), por otro lado, se define como la relación existente 

entre la absorbancia a 420 y 520 nm. Para ambos parámetros se siguió el método oficial de análisis 

de la UE [85]. 

                                                ∆E∗ = �(∆L∗)2 + (∆a∗)2 + (∆b∗)2                                           (3) 

                                                      IC = A420 + A520 + A620                                                 (4) 

T =
A420
A520

 

Todas estas medidas de absorbancia se realizaron por triplicado, filtrando previamente la muestra 

con filtros de 0.45 µm en cubetas de vidrio de 1 cm de paso óptico. Se hizo uso del 

espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU). 

 
 

(5) 

https://www.unirioja.es/color/descargas.shtml
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5.4.5. Índice de polifenoles totales (IPT) 

El índice de polifenoles totales (IPT) es un valor que representa la totalidad de los compuestos 

polifenólicos de los vinos. La determinación del IPT se realizó con una medida de la absorbancia 

a 280 nm, longitud de onda a la que escinde el grupo fenol, en una cubeta de cuarzo con una 

previa dilución 1/10 [86]. Para ello, se volvió a hacer uso del espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis 

(Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU). Cada muestra se analizó por triplicado y se calculó 

el IPT a través de la ecuación (6), que establece una relación proporcional entre los polifenoles 

presentes en el vino y su absorbancia. 

                                                                IPT = Abs280 · Dilución                                                           (6) 
 

 

5.4.6. Capacidad antioxidante 

Con el fin de determinar el posible efecto del scCO2 sobre la capacidad antioxidante del mosto, 

se usó el método del DPPH. Este compuesto se caracteriza por ser un radical libre estable que 

posee al menos un electrón desapareado en su orbital más extremo, haciendo que posea una gran 

actividad de reaccionar con compuestos antioxidantes. Esta deslocalización da lugar al color 

violeta intenso que se obtiene en disolución en etanol, caracterizado por una banda de absorción 

en unos 515 nm. Cuando una disolución de DPPH se mezcla con la de una sustancia que puede 

donar un átomo de hidrógeno, se produce la forma reducida y un cambio de color muy notorio: 

se pierde el violeta intenso y se origina un amarillo pálido debido al grupo picrilo todavía presente, 

junto con una pérdida de absorbancia a 515 nm [87]. 

Se siguió el método descrito por Cejudo et al. [88], ajustado a una microplaca de 96 pocillos: se 

añadieron 293 µL de la disolución de DPPH 6·10-5 M junto con 7 µL de muestra por duplicado. 

Además, también se añadió a un par de pocillos 293 µL de la disolución de DPPH 6·10-5 M junto 

con 7 µL de etanol como control del reactivo DPPH. Tras 3 horas, se midió la absorbancia a  

515 nm de cada uno de los pocillos utilizando el equipo BioTek Synergy HTX multi-mode reader 

(Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU)). La actividad antioxidante de cada muestra se 

expresó a través del porcentaje de inhibición (% I) a partir la expresión (7), donde Ai es la 

absorbancia del DPPH y Af la absorbancia del mosto. Se tuvieron en cuenta las interferencias 

causadas por el etanol.  

% I =
Ai − Af

Ai
· 100 

 

 

(7) 
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5.4.7. Actividad de la polifenoloxidasa 

La PPO es una enzima que se encuentran en la uva que actúan oxidando compuestos fenólicos, 

generando pardeamiento y pérdida de calidad. Se encuentra en proporciones diferentes, según 

variedades y condiciones, índice de madurez y, sobre todo, estado sanitario. La principal PPO en 

las uvas es la tirosinasa [89]. 

El método empleado para determinar la actividad de la PPO fue el de Loira et al. [90] con una 

ligera modificación. Consistió en mezclar 150 µL de la muestra con 3 mL de una disolución 

basada en catecol 0.07 M y tampón fosfato sódico 0.05 M a pH 6. Se realizó una medida de 

absorbancia del medio de reacción por triplicado a tiempo inicial y tras 10 min de reacción a una 

longitud de onda de 420 nm. Los resultados fueron expresados como unidades de actividad 

enzimática (U) y como porcentaje de actividad residual (RA). Una unidad enzimática se definió 

como la cantidad de enzima que causa un incremento de absorbancia de 0.001 unidades por 

minuto a 420 nm. Las U se definieron como la relación que se muestra en la ecuación (8), donde 

A10 es la absorbancia tras los 10 min de reacción, A0 es la absorbancia inicial y t el tiempo de 

reacción. La RA se definió como la expresión (9), donde UTrat son las unidades de actividad 

enzimática obtenidas en los mostos tratados tras 10 min y UST son las unidades de actividad 

enzimática obtenidas en el mosto sin tratar tras 10 min. 

U =
A10 − A0

t
0.001

 

RA (%) =
UTrat

UST
· 100 

 

5.5. Inactivación microbiológica 

Se realizó un análisis microbiológico en los mostos tratados y sin tratar para comprobar la 

efectividad del tratamiento con scCO2. Para ello, se distinguió entre microorganismos aerobios 

totales, levaduras y bacterias lácticas. Para el recuento de los microorganismos aerobios totales, 

se empleó el medio PCA (Plate Count Agar) compuesto por triptona (4.5 g/L), extracto de 

levadura (2.25 g/L), glucosa (0.90 g/L) y agar (13.5 g/L). Para el recuento de las colonias de 

levaduras, se preparó medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) compuesto por extracto de 

levadura (1%), peptona bacteriológica (2%), glucosa (2%), agar (2%) y el antibiótico 

cloranfenicol (100 mg/L). Para el recuento de las bacterias lácticas, se empleó el medio MRS  

(De Man, Rogosa y Sharpe) compuesto por hidrolizado de caseína (10 g/L), extracto de carne (10 

g/L), extracto de levadura (10 g/L), glucosa (20 g/L), hidrogeno fosfato de dipotasio (2 g/L), 

(8) 

(9) 
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acetato de sodio (5 g/L) citrato de diamonio (2 g/L), sulfato de magnesio (0.20 g/L), sulfato de 

manganeso (0.05 g/L) y Tween 80 (1.08 g/L). 

Una vez preparados todos los medios de cultivo, en condiciones de esterilidad se sembraron  

100 µL de los diferentes mostos sin diluir, en cada tipo de placa por triplicado. Una vez realizada 

la siembra en césped, se incubaron a 30 ºC durante 48 h. Las unidades formadoras de colonias 

por mililitro de siembra (UFC/mL) se calcularon una vez trascurrido el tiempo de incubación. 

Para demostrar la eficacia del tratamiento con scCO2, se expresaron los resultados en función del 

valor D o tiempo de reducción decimal, es decir, el tiempo de tratamiento necesario para reducir 

la población inicial un 90 %. El valor D viene expresado por la siguiente expresión (10), donde 

N0 son las UFC/mL del mosto sin tratar, N son las UFC/mL de los mostos tratados, D es el tiempo 

de reducción decimal y t el tiempo de tratamiento efectuado. 

log𝑁𝑁0 − log𝑁𝑁 =
1
𝐷𝐷

· ∆𝑡𝑡 

 

5.6. Análisis estadístico 

Para analizar cualquier diferencia significativa entre los tratamientos, se realizó un ANOVA 

Simple según el análisis LSD (Least Squared Differences – Mínimas diferencias significativas) a 

un p-valor < 0.05. Para ello se hizo uso del software Statgraphics Centurion 18 (Statgraphics 

Technologies, The Plains, EE.UU). 

 

 

 

(10) 
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6. Resultados y discusión 
6.1. Caracterización fisicoquímica de los mostos 

6.1.1. pH y acidez 

El pH y la acidez son dos conceptos interrelacionados en el análisis de los alimentos: mientras 

que el pH es importante para evaluar la capacidad de un microorganismo para crecer en un 

alimento específico, la acidez es un mejor predictor de cómo los ácidos orgánicos del alimento 

afectan al sabor. El pH expresa las concentraciones de iones hidrógeno (H+) mientras que la acidez 

trata la medición de la concentración total de ácido existente [91]. 

El tratamiento con scCO2 puede hacer descender el pH cuando este se disuelve en la parte acuosa 

de un alimento líquido como el zumo, formando ácido carbónico (H2CO3), que además se disocia 

para dar iones bicarbonato (HCO3
-), carbonato (CO3

2-) e H+ [92]. Sin embargo, en este estudio las 

diferentes muestras de mosto tratadas con scCO2 permanecieron invariables respecto a su 

comparación con las muestras sin tratar (Tabla 2). En ningún caso existió un cambio 

estadísticamente significativo a un p < 0 .05. Estos datos siguen en concordancia con los expuestos 

en un trabajo realizado por Fabroni et al. [81], en el cual cuando trataron zumo de naranja a 130 

bar y 36 ºC, 28 % scCO2, no encontraron diferencias significativas entre las muestras tratadas y 

las de control. Para el caso de un zumo de uva procesado a 140, 160 y 180 bar a 35 ºC,  

36.50 % scCO2 durante 10 min, tampoco se detectaron cambios [80]. Briongos et al. [82] llevó a 

cabo otro estudio en zumo de naranja variando la presión de 100 a 300 bar, sobre un rango de 

temperaturas de 2 a 40 ºC, y tiempos de 3 hasta 60 min, pero tampoco detectó cambios. Este 

último trabajo le atribuye la posibilidad de invarianza a que el bajo pH del zumo de naranja 

dificultara la disociación del ácido carbónico. El estudio que se ha realizado en este trabajo 

presentaba un pH cercano al de esos estudios, por lo que se puede pensar que es por esto último 

por lo que este parámetro no varía. Sin embargo, existen otros autores que observan otros 

resultados. Illera et al. [70], en unos experimentos llevados a cabo en zumo de manzana a 

presiones de 200 bar, 45 ºC, 60 % scCO2 y con agitación de 200 a 600 rpm, donde se midió el pH 

inmediatamente después del tratamiento con scCO2, se encontró que el pH descendió con 

diferencias significativas. No obstante, después de 2 h tras la despresurización, éste volvía a un 

valor cercano al inicial. En otro estudio realizado sobre zumo de lichi tratado a 80 bar, 36 ºC y  

90 % scCO2 durante 2 min, Guo et al. [93] destaca que el pH del zumo de esta fruta disminuyó 

ligeramente, pero sin una diferencia significativa, lo que coincide con los resultados observados 

en este experimento. 

Respecto a la acidez, si se observa la Tabla 2, en este trabajo se puede decir que sí se produjo un 

cambio, pero solamente con diferencias significativas entre la muestra tratada al 10 % scCO2 y 

las tratadas al 40 y 70 % scCO2. No se detectó ninguna diferencia significativa entre el control y 
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las muestras tratadas. No obstante, esto no concuerda con lo descrito por otros autores como  

Guo et al [93], donde se reportó un leve aumento de los ácidos málico y tartárico, que son los 

principales ácidos de la fruta lichi, tras tratar el zumo de esta fruta a 80 bar, 36 ºC y 90% scCO2 

durante 2 min. Informaron que a pesar de que aumentó la acidez, que probablemente indujo una 

bajada en el pH, no fue estadísticamente significativo. En el estudio realizado en el zumo de 

naranja a 130 bar, 36 ºC, 28 % scCO2, tampoco se detectaron diferencias significativas entre las 

muestras tratadas y las de control [81]. Este es el mismo caso del zumo de uva procesado a  

140, 160 y 180 bar a 35 ºC, 36.50 % scCO2 durante 10 min, donde no hubo cambios significativos 

en el pH ni en la acidez [80]. En el presente trabajo, a pesar de que a 10 % scCO2 los resultados 

son significativamente diferentes al 40 y 70 % scCO2, ninguno de estos tratamientos presenta 

diferencias significativas respecto del control sin tratar, lo que concuerda con lo reportado en 

bibliografía.  
 

Tabla 2. Valores de pH, acidez, ºBrix y densidad medidos tras el tratamiento con scCO2. ab Letras diferentes 
en la misma columna denotan diferencias significativas según la prueba de LSD (p < 0.05). 

Muestra  pH  Acidez 
(C4H6O6 g/L)  ºBrix  Densidad 

(g/cm3) 

Sin tratar  3.96a ± 0.03  6.11ab ± 0.16     20.41a ± 0.15  1082.74a ± 0.65    

10 % scCO2  3.95a ± 0.05  6.37b ± 0.08     20.35a ± 0.36  1082.97a ± 0.88    

40 % scCO2  3.94a ± 0.02  5.80a ± 0.12     18.95b ± 0.00  1076.30b ± 0.01    

70 % scCO2  3.96a ± 0.07  5.97a ± 0.08     18.92b ± 0.25  1075.64b ± 1.64    
 

 

6.1.2. ºBrix y densidad 

Los ºBrix son una medida que informa sobre la proporción de azúcar que contienen frutas, 

verduras y otros alimentos, siendo equivalente 1ºBrix a 1 g de sacarosa en 100 g de solución. Esta 

cantidad de materia se puede relacionar proporcionalmente con la densidad que presenta el 

alimento: una mayor cantidad de azúcares equivale a una mayor densidad. Por tanto, puesto que 

los azúcares son un aspecto clave tanto en el sabor de los zumos como en la vinificación, es vital 

analizarlos tras el tratamiento con scCO2. Existen algunos estudios que no reportan cambios en 

los ºBrix de diferentes zumos tratados con la tecnología del scCO2. Un ejemplo es el zumo de 

fresa tratado con 300 y 600 bar, 45 ºC y 72 % scCO2 durante 30 min, donde los ºBrix permanecen 

invariables ante las altas presiones tomadas. Además, este mismo estudio analizó por 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) los principales azúcares, identificando la fructosa, 

glucosa y sacarosa como primarios. Se observó un aumento de la glucosa y la fructosa que se 
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atribuye a la hidrólisis de la sacarosa por el ambiente ácido provocado al tratar con scCO2. Esto 

indujo un aumento de los azúcares totales, pero los ºBrix permanecieron constantes [71]. Otro 

ejemplo es el zumo de naranja variando la presión de 100 a 300 bar, sobre un rango de 

temperaturas de 2 a 40 ºC y tiempos de 3 hasta 60 min, donde tampoco se detectaron cambios 

[82]. Sin embargo, en un estudio realizado por Guo et al. [93] en el zumo de la fruta lichi tratado 

a 80 bar, 36 ºC y 90 % scCO2 durante 2 min, se produce un incremento tanto de sacarosa como 

de glucosa y fructosa tras el tratamiento con scCO2 [93]. Como punto totalmente opuesto a estas 

tendencias, en el presente trabajo se ha detectado un descenso en los ºBrix a medida que se 

aumentaba el porcentaje de CO2 (Tabla 2), con diferencias significativas entre la muestra sin 

tratar o el tratamiento al 10 % scCO2 con las muestras tratadas tanto a 40 como a 70 % scCO2. 

Este descenso también es observable en la densidad de las muestras. Dentro de nuestro 

conocimiento, no tenemos presente ningún otro autor que haya presentado un resultado similar. 

En experiencias previas dentro del mismo grupo de investigación se han reportado descensos 

similares en los ºBrix, pero se desconoce la causa, por lo que este resultado inesperado se necesita 

estudiar en mayor profundidad con otros métodos que aporten mayor información. 
 

6.1.3. Color 

Para evaluar y expresar en un lenguaje estándar de forma objetiva el color de una muestra, se hace 

uso de los espacios de color, siendo uno de ellos el CIELAB o CIE L*a*b*. De esta forma, el 

color se expresa como números, donde L* indica la luminosidad y a* y b* son las coordenadas 

cromáticas rojo/verde o amarillo/azul respectivamente. Las diferencias de color perceptible 

pueden clasificarse analíticamente según los valores que adquiere ∆E* (3) como no perceptible  

(0-0.5) ligeramente perceptible (0.5-1.5), perceptible (1.5-3.0), muy visible (3.0-6.0) y grandes 

diferencias (6.0-12.0) [94]. 

Tal y como se puede observar en la Tabla 3, el tratamiento con scCO2 afecta en los diferentes 

parámetros colorimétricos. A medida que se incrementa el porcentaje de scCO2, el mosto 

mantiene su tonalidad verdosa (a* constante) pero se vuelve más oscuro (L* disminuye), sin 

diferencias significativas en ambos parámetros. Sin embargo, se observan diferencias 

significativas en las tonalidades amarillas que levemente va perdiendo el mosto (b* disminuye) 

tratado tanto a 40 como a 70% scCO2 respecto al 10 % scCO2 y al sin tratar. Respecto a la IC, 

este permanece casi constante con los diferentes tratamientos, sin mostrar ninguna diferencia 

significativa respecto al sin tratar. Solamente se han detectado diferencias significativas entre el 

tratado al 40 y 70 % scCO2. Lo mismo ocurre con la T, que no presenta una estadística 

significativa, aunque presente una disminución de unas 0.50 unidades máximas entre el mosto sin 

tratar y el tratado al 70% scCO2. Probablemente, este cambio en la tonalidad esté relacionado con 

el mismo cambio observado en los tres parámetros colorimétricos. A través del parámetro ∆E* 
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(Tabla 4) se puede decir que no se percibe una gran diferencia visual entre las muestras tratadas 

y la sin tratar, pero sí que a medida que se aumenta el porcentaje de scCO2, incrementa esta 

diferencia y se hace más notable. Entre la muestra sin tratar y la tratada al 10 % scCO2 la diferencia 

no es perceptible, mientras que entre la sin tratar y las tratadas al 40 y 70 % scCO2 sí es 

ligeramente perceptible. Estos ligeros cambios de color se pueden observar en la Tabla 3.  

Este estudio que se ha realizado en zumo de uva presenta resultados similares a otros zumos 

tratados con scCO2. En el caso de un zumo de manzana tratado con presiones de 200 bar, 45 ºC y 

60 % scCO2 durante 60 min, la luminosidad presentó valores ligeramente inferiores y no se 

observó ninguna diferencia significativa en la componente de a*, pero sí en el valor de b*, 

volviéndose más amarillo. El ∆E* entre el control y el zumo fue de 0.51 [70], similar al que se 

obtiene en este estudio al 40% de CO2. Para el zumo de naranja en el que se varió la presión de 

100 a 300 bar, sobre un rango de temperaturas de 2 a 40 ºC, y tiempos de 3 hasta 60 min, la 

luminosidad y el parámetro b* disminuyeron significativamente, indicando el oscurecimiento del 

zumo de naranja y un color más azulado después del tratamiento con scCO2. Por el contrario, el 

aumento de la coordenada a* no fue significativamente diferente en el zumo de naranja no tratado 

y en el procesado [82]. Finalmente, en el zumo de fresa tratado con 300 y 600 bar, 45 ºC y  

72 % scCO2 durante 30 min, tras el tratamiento los valores de L* y de la componente b* 

disminuyeron ligeramente, mientras que los de la componente a* aumentaron levemente. Sin 

embargo, los cambios en los valores L*, a* y b* no mostraron variabilidad con la presión. 

Además, se investigó el cambio de color durante el almacenamiento y se observó que no existía 

apenas diferencia entre los valores de ∆E* de las muestras a 300 y 600 bar [71]. 
 

 

Tabla 3. Parámetros colorimétricos L*, a*, b* del espacio de color CIELAB, intensidad colorante (IC), 
tonalidad (T) y color aproximado determinados después del tratamiento con scCO2. abLetras diferentes en 
la misma columna denotan diferencias significativas según la prueba de LSD (p < 0.05). 

Muestra L* a* b* IC T Color 
aprox.  

Sin tratar 96.60a ± 0.14 -0.48a ± 0.04 10.33b ± 0.08 0.23ab ± 0.01 3.44a ± 0.02 
 

10 % scCO2 96.40a ± 0.28 -0.57a ± 0.03 10.03ab ± 0.21 0.23ab ± 0.01 3.30a ± 0.21 
 

40 % scCO2 96.85a ± 0.21 -0.49a ± 0.18 9.84a ± 0.05 0.21a ± 0.00 3.33a ± 0.27 
 

70 % scCO2 95.50a ± 0.99 -0.47a ± 0.15 9.82a ± 0.17 0.26b ± 0.03 2.92a ± 0.47 
 

 

 



Resultados y discusión 

23 
 

Tabla 4. Parámetro ∆E* calculado para todas las relaciones posibles entre el mosto tratado y sin tratar en 
las distintas condiciones de estudio. 

∆E* 
 

Sin tratar  10 % scCO2  40 % scCO2  70 % scCO2 

Sin tratar 
 

----------------  0.38 ± 0.16  0.57 ± 0.059  1.24 ± 0.79 

10 % scCO2 
 

0.38 ± 0.16  ----------------  0.52 ± 0.03  0.94 ± 0.68 

40 % scCO2 
 

0.57 ± 0.06  0.52 ± 0.03  ----------------  1.23 ± 0.95 

70 % scCO2 
 

1.24 ± 0.79  0.94 ± 0.68  1.23 ± 0.95  ---------------- 

 

6.2. Actividad enzimática 

6.2.1. Índice de polifenoles totales y capacidad antioxidante 

La uva es una de las frutas con mayor contenido fenólico. Además, es bien sabido que el contenido 

fenólico de los zumos de uva, o mosto, está estrechamente relacionado con sus cualidades 

sensoriales, en términos de color, sabor y astringencia, como con sus cualidades antioxidantes 

[95,96]. Por ello, el análisis sobre la posible variación de estos compuestos tras la aplicación del 

tratamiento con fluidos supercríticos es importante. Como se puede observar en la Figura 5 A) 

en este estudio, existe un aumento del IPT en las muestras tratadas respecto a la sin tratar, con 

una diferencia máxima de 0.35 unidades en el mosto tratado al 10% de scCO2. Sin embargo, estos 

leves aumentos no son estadísticamente significativos (p < 0.05).  

En un estudio en zumo de manzana tratado a 100, 150, y 200 bar a 35 °C durante 10 min y un 

67% de scCO2 en volumen, todas las muestras mostraron el mismo IPT antes y después del 

procesado [83]. De manera bastante similar, Amaral et al. [80] tampoco detectaron cambios en 

un zumo de uva procesado a 140, 160 y 180 bar a 35 ºC, 36.50 % scCO2 durante 10 min. Sin 

embargo, el primer estudio resalta que existen otros autores que informan de un aumento del 

contenido de compuestos fenólicos en los zumos de frutas y verduras tras el procesado mediante 

tecnologías emergentes como las HPP, PEF y US. En estos estudios, el aumento está relacionado 

principalmente con una ruptura de la pared celular, lo que resulta en la liberación de estos 

compuestos al medio acuoso y, por tanto, su mayor cuantificación por las técnicas analíticas 

[97,98]. 
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1 

Por otro lado, cada vez hay más pruebas de que, como antioxidantes, los polifenoles pueden 

proteger los componentes celulares contra el daño oxidativo. Estas actividades antioxidantes de 

los compuestos fenólicos se atribuyen principalmente a sus propiedades redox, que les permiten 

actuar como agentes reductores y donantes de hidrógeno [99,100]. Por tanto, debido a que este 

estudio presenta un aumento del IPT, se puede relacionar directamente el aumento observado en 

el % I (Figura 5 B)), pero sin diferencias significativas. Esto significa que el tratamiento con 

scCO2 no modifica la capacidad antioxidante. Illera et al. [70] en su tratamiento en zumo de 

manzana empleando de 100 a 200 bar, de 35 a 45 ºC, 60 % scCO2 y con agitación de 200 a 600 

rpm, aunque no reportaron un cambio en el IPT, si detectaron un leve aumento en la capacidad 
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Figura 5. A) Valores del índice de polifenoles totales (IPT) y B) valores de grado de 
inhibición (% I) determinados tras el tratamiento con scCO2. abLetras diferentes en la misma 
figura denotan diferencias significativas según la prueba de LSD (p < 0.05). 
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antioxidante tras el tratamiento, pero sin diferencias significativas. De manera similar ocurre en 

el tratamiento a 80 bar 36 ºC y 80 % scCO2 durante 2 min aplicado sobre al zumo de lichi, donde 

no hubo cambios en el IPT pero sí un leve aumento, no significativo, en la capacidad antioxidante 

[101]. De forma neutral ocurre con el estudio realizado por Silva et al. [83] en zumo de manzana 

tratado a 100, 150, y 200 bar a 35 °C durante 10 min y un 67% de scCO2 en volumen, donde no 

se observó ninguna variación en el IPT ni en la capacidad antioxidante. Por ello, los resultados 

observados concuerdan con los expresados en la bibliografía. 
 

6.2.2. Inactivación de la polifenoloxidasa 

El pardeamiento es una de las principales razones del deterioro de la calidad de mostos y zumos 

de frutas. Este fenómeno se produce debido a las enzimas del grupo de las oxidorreductasas, como 

la PPO. Estructuralmente, el sitio activo de la PPO está formado por dos iones de cobre rodeados 

por una cisteína y seis residuos de histidina. Estos iones de cobre en el sitio activo juegan un papel 

importante en la estructura y la actividad de la PPO [102]. Los resultados obtenidos han 

presentado un descenso de la RA de la PPO, tal y como se representa en la Tabla 5. Todos los 

tratamientos mostraron diferencias significativas respecto al mosto sin tratamiento. Esta 

inactivación se pronuncia más en el mosto tratado al 40 % scCO2 logrando que la RA disminuya 

hasta casi un 74 %, aunque sin diferencias significativas entre los tratamientos. Si se compara lo 

obtenido entre el tratamiento a 40 y 70 % de scCO2, el empleo de un mayor porcentaje en volumen 

no parece afectar significativamente a la RA de la PPO de la uva empleada. En el presente estudio 

se investiga sobre el efecto según el porcentaje de CO2 en volumen, mientras que otros, como el 

de Murtaza et al. [103], se analiza el grado de inhibición en cuatro fases: fase gaseosa (25 y  

40 °C para 5 bar); fase líquida (25 °C para 100 bar); fase crítica (31.1 °C para 73.8 bar); fase 

supercrítica a 40 °C (100 y 250 bar) y 55 °C para 250 bar. En ese estudio, la RA alcanza un valor 

del 90% en la fase gaseosa y líquida, disminuyendo abruptamente hasta el 65% en el momento el 

que se alcanza la fase crítica. Concluyen que a medida que las condiciones de presión y 

temperatura aumentan, se obtiene aún menos RA. Otro ejemplo son los dos experimentos sobre  

zumo de manzana, ambos a 67% scCO2, y tratado a 100 bar y 35, 40 o 45 ºC / tratado a 45 ºC a 

100, 125, 150 o 200 bar durante un máximo de 120 min llevados a cabo por Illera et al [70]. En 

el primer caso se indica un claro descenso de la RA con el incremento de la temperatura, 

probablemente porque, además del propio efecto de la temperatura en la inactivación enzimática, 

al aumentar la temperatura, aunque la densidad del CO2 disminuya, la difusividad del CO2 puede 

mejorar y acelerar las colisiones moleculares entre las moléculas de CO2 y la enzima. En el 

segundo caso, las presiones más elevadas indujeron tasas de inactivación más rápidas, pero 

independientemente del tratamiento, siempre se llegó a la misma RA, en torno al 6%, lo que 

justifica utilizar presiones más bajas de tratamiento, como las que se han empleado en este trabajo. 
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Aunque aún no se haya establecido exactamente un mecanismo de inactivación enzimática, podría 

deberse a un aumento significativo de la difusibilidad del CO2, perturbando así el centro catalítico 

y provocando cambios estructurales e inactivación de las enzimas [103]. 
 

Tabla 5. Unidades de actividad enzimática (U) y actividad residual (RA) de la polifenoloxidasa después 
del tratamiento con scCO2. abLetras diferentes en la misma columna denotan diferencias significativas según 
la prueba de LSD (p < 0.05). 

Experimento  U  RA (%) 

Sin tratar  6.41a  ±  0.17  ---------------- 

10 % scCO2  5.26b  ± 0.24  82.06 ± 3.75    

40 % scCO2  4.74b  ± 0.12  73.87 ± 1.88    

70 % scCO2  4.86b  ± 0.35  75.82 ± 5.52    
 

 

6.3. Inactivación microbiológica 

Varios estudios de la bibliografía han puesto de manifiesto una inactivación microbiana tras la 

aplicación del tratamiento con fluidos supercríticos. Sin embargo, los mecanismos de inactivación 

microbiológica del scCO2 aún no están claramente establecidos, pero varios estudios, como el de 

Amaral et al. [104] en productos lácteos, recogen diversas explicaciones. Las más relevantes 

podría ser la extracción de componentes vitales y los cambios estructurales que ocurren en la 

membrana celular: la alta afinidad entre el CO2 y la membrana plasmática hace que el CO2 se 

acumule en la capa interna lipofílica, afectando su permeabilidad y extrayendo componentes 

vitales de las membranas celulares, como compuestos hidrofóbicos, alterando la estructura y/o el 

equilibrio de los nutrientes. En el presente estudio, a pesar de las altas desviaciones obtenidas, a 

medida que se aumenta el porcentaje en volumen de scCO2, se denota una clara tendencia positiva 

en cuanto a la inactivación microbiológica si se observan las UFC/mL expuestas en la Tabla 6. 

Esta disminución se logra por igual tanto en medio PCA como en MRS e YPD, obteniendo una 

gran reducción en las muestras tratadas a 70 % scCO2. Asimismo, aunque no se muestran 

diferencias significativas en el valor D, sí es cierto que se observa una disminución del valor D a 

medida que se aumenta el % de CO2. Esta inactivación microbiológica destaca sobre todo para el 

70 % scCO2, donde los valores D son inferiores al tiempo de tratamiento. El medio PCA, al ser 

formulado para el crecimiento de microorganismos aerobios, presenta un mayor valor de UFC/mL 

que se divide en dos mitades aproximadamente parecidas, una mitad de levaduras para el medio 

YPD y otra mitad de bacterias lácticas para el medio MRS. Al parecer, las levaduras son más 
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susceptibles que las bacterias lácticas al efecto estabilizante del scCO2, ya que se observa una 

mayor disminución del 99 % en el medio YPD que la observada del 97 % en el medio MRS. 

Además, esto se observa mejor al tratar con 40 % scCO2 ya que las levaduras se reducen cerca 

del 95 % mientras que las bacterias lácticas solo el 84 %, sin alcanzar el valor D. Por tanto, esta 

tecnología sería interesante en el tratamiento frente a algunas levaduras alterantes como 

Brettanomyces, que desarrollan olores y sabores anómalos en los vinos.  

Los resultados observados en este estudio siguen las tendencias reportadas en la bibliografía. 

Spilimbergo et al. [79] realizaron un análisis bastante similar en zumo de melocotón y kiwi a  

100 bar, 35 ºC, 300 rpm de agitación y 65 % scCO2, variando los tiempos de tratamiento en  

1, 3, 5, 10 y 15 min. En sus resultados, las UFC/mL mostraron un paulatino descenso de 1 a 10 

min, logrando entorno al 30 % de inactivación. Sin embargo, de los 10 a 15 min se indujo un gran 

descenso, alcanzándose finalmente un 90 % de inactivación. De forma similar ocurre en un zumo 

de manzana a 100 bar, 36 ºC, 76 % scCO2, 300 rpm agitación y 1, 5, 10 y 15 min de tratamiento. 

Se consigue una pasteurización no térmica casi total a los 5 min, lográndose finalmente a los  

10 min de tratamiento [105]. Marszałek et al. [71] trataron zumo de fresa al 72 % scCO2 y 

analizaron el crecimiento de tres formas: 45 ºC, 30 min y 100, 300 y 600 bar; 600 bar, 30 min, 

35, 45 y 65 ºC; 100 bar, 45 ºC, 10, 20 y 30 min. La mayor disminución del recuento microbiano 

total, prácticamente del 100 %, se observó con una presión de 600 bar, 30 min y 65 °C, siendo 

levemente inferior a 35 ºC. Con el tratamiento a 300 bar y 45 °C, la disminución del recuento 

microbiano total fue menor, mientras que a 100 bares y 45 ºC no se observó casi ningún efecto de 

inactivación, independientemente del tiempo de procesamiento. Por lo tanto, concluyeron que a 

la vista de los resultados de su estudio, el parámetro de mayor influencia era la presión empelada. 
 

Tabla 6. Unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) y tiempo de reducción decimal (D) 
determinados en los tres medios empleados (MRS, PCA e YPD) tras el tratamiento con scCO2. abcLetras 
diferentes en la misma columna denotan diferencias significativas según la prueba de LSD (p < 0.05). 

 PCA YPD MRS 

Experimento UFC/mL D UFC/mL D UFC/mL D 

Sin tratar 2195a ± 276 ---------------- 1070a ± 42 ---------------- 1160a ± 85 ---------------- 

10 % scCO2 1280b ± 339 46.74 ± 22.51 725b ± 134 65.00 ± 30.45 835b ± 120 76.07 ± 32.91 

40 % scCO2 740b ± 156 21.36 ± 4.12 55c ± 21 7.73 ± 1.02 190c ± 113 12.78 ± 4.26 

70 % scCO2 65c ± 35 6.48 ± 1.03 15c ± 7 5.36 ± 0.61 30c ± 14 6.25 ± 0.83 

 
 



Conclusiones 

28 
 

7. Conclusiones 
El tratamiento con scCO2 ha demostrado ser, en base a los resultados obtenidos, una buena 

alternativa para el tratamiento de estabilización enzimática y microbiológica de mostos de uva 

blanca, siendo los resultados obtenidos muy dependientes del porcentaje de CO2 aplicado.  

- Respecto a la modificación de los parámetros fisicoquímicos del mosto, no se han 

observado grandes diferencias entre el mosto sin tratar y el mosto al 10 % scCO2 en todas 

las pruebas, aunque sí se han observado diferencias respecto a los tratamientos al 40 y  

70 %, menos distintos entre sí. En el estudio sobre los parámetros fisicoquímicos como 

el pH y el color, tanto para 10, 40 y 70 % scCO2, se identificó alguna pequeña o ninguna 

diferencia. No obstante, en otros como la acidez, los ºBrix y la densidad se presentó un 

descenso a partir de 40 % scCO2, que debe ser examinado con otros métodos analíticos. 

- El tratamiento con CO2 supercrítico no modifica ni el contenido en polifenoles ni la 

capacidad antioxidante de los mostos tratados respecto al control de manera significativa, 

lo que es un resultado altamente satisfactorio.  

- El tratamiento con scCO2 reduce la actividad residual de la PPO, observándose una gran 

reducción a todas las condiciones, y sin mostrar diferencias significativas entre las 

condiciones de tratamiento.  

- Se ha confirmado que el tratamiento con scCO2 se presenta como una alternativa viable 

y de gran potencial para la pasteurización no térmica de zumos, como es el zumo de uva 

o mosto, al lograr reducirse la población inicial más del 90 % con el tratamiento a  

70 % scCO2, alcanzándose incluso a 40% de scCO2 en la eliminación de levaduras y 

bacterias lácticas.  

- En base a los resultados obtenidos, las condiciones de 40% de CO2 parecen las más 

convenientes a estas condiciones de presión y temperatura, ya que permite una buena 

estabilización del mosto modificando al mínimo las propiedades químicas del mosto. 
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8. Perspectivas futuras 
El efecto antimicrobiano y antioxidante del scCO2 abre la posibilidad de desarrollar zumos de uva 

y vinos sin la necesidad de añadir SO2. Sin embargo, este efecto antimicrobiano puede resultar un 

problema si se desea realizar una vinificación mediante fermentación espontánea, al 

significativamente reducir la población inicial de levaduras endógenas, lo que dejaría únicamente 

lugar a llevar a cabo fermentaciones dirigidas. Por ello, el empleo de esta técnica debe optimizarse 

para lograr inhibir el desarrollo de las especies de deterioro no deseadas y no el de las levaduras 

y bacterias lácticas necesarias para la vinificación en blanco o en tinto. De igual forma, el análisis 

sensorial de este mosto o vino tratado con scCO2 sería un aspecto interesante a analizar, puesto 

que es un producto alimentario que destaca principalmente por sus características organolépticas.  

El análisis de la alteración de los parámetros colorimétricos como el que se ha realizado en este 

trabajo para el mosto de uva de vino blanco, debe realizarse de igual forma para variedades tintas, 

y evaluar el efecto que tiene sobre los antocianos.  

Por último, para determinar la eficacia de esta tecnología a largo plazo sería necesario evaluar la 

evolución durante el almacenamiento de los zumos o vinos producidos a partir de mostos tratados 

con scCO2, y establecer si este tratamiento podría plantearse como una alternativa al uso de 

algunos conservantes alimentarios. 
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