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Comparac

Los técnicos especialistas de Fomento Vinicola dependien-
tes del Departamento de Desarrollo Rural del Gobierno
de Navarra han estudiado la influencia de diferentes enzi-
mas comerciales de extraccion de color afiadidas a las
uvas tintas en el proceso de vinificacion.

El objetivo era analizar los productos de nueva generacién
que se comercializan en el mercado para determinar sus
efectos en el rendimiento y la calidad y poder asesorar a
los bodegueros sobre la aplicacion de enzimas de extrac-
cion de color mas adecuadas.

Se trata de una practica comun en las bodegas, autoriza-
da por la Unién Europea, que busca mejorar el rendi-
miento final de los vinos sin merma de su calidad.

En este articulo se exponen los resultados obtenidos asi
como la valoracién final realizada por un grupo de catado-
res expertos en una cata a ciegas.

idn entre tratamientos y efecto final sobre los vinos

M2 Carmen Jimeno Mendoza*, Carlos lzuria-
ga Echeverria*, Laura Aguirre Lopez*,
Natalia Jauregui Martinez, Agurtzane Abas-
cal Arbaizagoitia*, Ana Saglies Sarasa**,
Julian Suberviola Ripa*

(*Seccion de Fomento Vinicola. **Seccion de
Sanidad vegetal. Dpto. de Desarrollo Rural,
Medio Ambiente y Administracion Local.
Gobierno de Navarra)

Desde comienzos de los afios 70 se utilizan enzimas co-
merciales en enologia para complementar la accion de
las enzimas naturales propias de la uva con el fin de au-
mentar el rendimiento y potenciar el color y aromas.

Se han realizado numerosos trabajos de investigacion
y existen referencias técnicas sobre este tema, pero con
resultados dispares. Por ello, los técnicos de la Seccion
de Fomento Vinicola del Gobierno de Navarra, han lle-
vado a cabo esta experiencia.

El objetivo era estudiar el rendimiento de transforma-

cion uva/vino y comprobar la capacidad de extraccion
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de compuestos fendlicos de diferentes enzimas comerciales
de Ultima generacion, en vinificaciones en tinto. Se buscaba
en definitiva caracterizar analitica y organolépticamente los
vinos resultantes, fundamentalmente en los aspectos rela-
cionados con el color.

. S

ENZIMAS NATURALES O PROPIAS DE
LA UVA

Los compuestos mas importantes, desde el punto de vista
del color, son los antocianos y taninos. Se encuentran en el
interior de las células de los hollejos protegidos por las pa-
redes celulares que son, de hecho, una barrera frente a la
difusion de los mismos al exterior.

La maduracién de la baya va acompafiada de un reblandeci-
miento y de la aparicién de actividades enzimaticas provo-
cadas por enzimas naturales, que son catalizadores bioldgi-
cos que degradan la pared celular y facilitan la extraccion de
antocianos y taninos en la fermentacion.

Las enzimas suelen tener caracter selectivo sobre el sustrato
y su actividad viene definida en funcion de la accién que
ejercen sobre los diferentes constituyentes de la membrana,
que son:

Polisacaridos:
Celulosa
Polisacaridos no celuldsicos: pectinas y hemicelulosas

Proteinas
Compuestos fendlicos

Lignina

puentes de CA entre
moléculas pécticas

moléculas
de pectina
acida

pectina neutra

molécula de
hemicelulosa

microfibrillas de
celulosa

Esquema de la estructura de la pared celular

El grupo de enzimas pectoliticos o pectinasas, que degradan
las pectinas, son pectinesterasas (actividad PE). Eliminan los
grupos metilo de los galacturonanos esterificados (principa-
les componentes de las pectinas) y de las poligalacturonasas
(actividad PG) que catalizan la hidrdlisis de los enlaces glico-
sidicos y reblandecen el hollejo.

También actuan sobre las pectinas, aunque en menor medi-

da, otros enzimas como pectatoliasas (actividad PAL) y
pectinliasa (actividad PL) que, ademas de degradar las pare-
des celulares, pueden activar sistemas de defensa de la
planta (Romero Cascales I, 2008).

Igualmente se localizan enzimas que acttan sobre otros sus-
tratos como la hemicelulosa (son las hemicelulasas, que
requieren la concurrencia de varios de ellos para degradar
la hemicelulosa) o sobre la celulosa (son las celulasas como
glucanasay celobiasa). Otras acttan sobre las proteinas; son
proteasas como la lisina, que liberan polipéptidos de la
membrana, aunque su actividad no es muy conocida.

D, .

ENZIMAS COMERCIALES EN ENOLOGIA

La actividad enzimatica natural no es suficiente para provo-
car la rotura general de la membrana y es preciso afadir
enzimas externos que “ayuden” en esta accion.

Los enzimas pectoliticos han sido utilizados en la elabora-
cion de vinos tintos desde comienzos de la década de 1970,
buscando sobre todo un aumento de rendimiento de trans-
formacién sélido/liquido. A partir de los afios 1990, el uso
se ha diversificado empleandose ademas para otros fines
como extraccion de color, potenciacion de aromas en blan-
cos, etc.

Los preparados comerciales se obtienen, muy frecuente-
mente, por fermentacion, por inmersion (Canal Lladberes,
2002) sobre sustratos como harina de soja o almidén de pa-
tata de algunas cepas de hongos no modificados gené-
ticamente como Aspergillus Nigery Trichoderma harzianun,
debido a la facilidad de estas cepas para obtener pectinasas
y glucanasas respectivamente.

Después de la fermentacion, las actividades enzimaticas de-
seadas se recuperan y purifican, aunque también hay
actividades secundarias como la actividad 3-glucosidasa, que
decolora pigmentos de color de los hollejos por hidrdlisis de



la glucosa de los antocianos, y la actividad cinamil esterasa
(o fenolesterasa), que también influye en la pérdida de anto-
cianos por oxidacion (Sarni 1995; Romero Cascales I, 2008).

La composicion enzimatica de cada preparacion va a depen-
der de la cepa, del medio y de las condiciones de cultivo, que
son especificas para cada empresa productora, por lo que
pueden variar de unos a otros preparados comerciales.
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DISPARIDAD DE CRITERIOS TECNICOS

Existen cantidad de referencias sobre investigaciones rela-
cionadas con la utilizacién de preparados enzimaticos en
enologia. Los resultados son dispares debido fundamental-
mente a la diferente composicion y diferente actividad de
los mismos, y a la presencia de actividades secundarias en
los citados preparados.

Hay resultados positivos, con aumentos de la extraccion de
color sin efectos negativos en otros aspectos, como los ex-
presados por Revilla y Gonzdlez, San José 2002; Saccchi et
al. 2005; Romero Cascales I, 2008; o como los expresados
por M. Ortega-Heras, S. Perez Magarifio y C. Gonzdlez Huer-
tas, 2004, que encuentran en un vino de tempranillo mas
estabilidad de color en el tiempo de los vinos macerados con
enzimas y mas porcentaje de antocianos poliméricos en es-
tos vinos.

Otros estudios aportan resultados dispares, en algunos casos
negativos con disminucién de antocianos en vinos tratados
(Wigtman et al.1997).

NORMATIVA LEGAL

El Cédigo Internacional de las Practicas Enolo-
gicas y la normativa de la Unién Europea
recogen en varios reglamentos y resoluciones
lo relativo a la utilizacién de enzimas para la
clarificacion, tanto para mostos, uvas y vinos.
Autorizan su uso siempre y cuando no suponga
merma de la pureza y calidad de los mismos.

Hay varias Resoluciones de la OIV relativas a
las preparaciones enzimaticas: Res OIV/OE-
NO 365,/2009, Res 0IV/0OENO 485,/2012,
y la dltima referencia es la Res OIV_OENO
498-2013.

La normativa de la UE esta recogida en el Reg
(CE) 606/2009 Anexo IA, p10 que autoriza
el uso de enzimas pectoliticos para clarifica-
cion, y en el Reg (UE) N° 53/2011 de la
Comisién, Anexo |, apartado b.

TR
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REFERENCIAS EN VINOS DE NAVARRA

En un estudio realizado en Navarra durante los afios 90 se
encontré mayor contenido en taninos en vinos de Tempra-
nillo y Garnacha tratados con enzimas artificiales. No
obstante, también concluyd que si las maceraciones eran
prolongadas, 10-12 dias, el efecto de los enzimas se diluye,
y ya no se ven diferencias significativas entre vinos tratados
y no tratados. A la vista de los resultados obtenidos, se re-
comendo la utilizacion de enzimas para maceraciones cortas,
bien para vinos sin crianza o en vendimias con problemas sa-
nitarios. (Para mas informacion, ver el articulo “Importancia
de la maceracion en la vinificacion de vinos tintos de Nava-
rra”, de J. Suberviola, J. Aznarez y C. Arteaga. Rev: Navarra
Agraria 1998)

D, S

METODOLOGIA DEL ENSAYO
REALIZADO EN VINOS DE NAVARRA

Dada la disparidad de resultados que se observan en los di-
ferentes trabajos publicados y ante la diversidad de pre-
parados enzimaticos que se ofrecen en el mercado, los es-
pecialistas de enologia de la antigua EVENA, adscritos a la
Seccién de Fomento del Departamento de Desarrollo Rural,
vieron la necesidad de realizar un nuevo estudio para actua-
lizar las recomendaciones a los bodegueros.

Para ello, han experimentado con productos de nueva gene-
racion, caracterizados por las propias empresas suministrado-
ras como de muy baja actividad secundaria, a la busqueda de

perfiles de vinos afrutados y color més estable en el tiempo.
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El ensayo se realizd con uva tinta variedad Cabernet Sauvig-
non de la D.O. Navarra, muestreada homogéneamente.

Proceso de elaboracién

La uva se vendimio, se macero en frio, en cdmara a 22C, du-
rante 24 horas y al dia siguiente se procedio al despalillado
y al reparto equitativo de la pasta en 14 cubos de igual ca-
pacidad para el desarrollo del ensayo, que se disefi6 de la
forma que se explica a continuacion.

Se utilizaron 3 enzimas comerciales diferentes, todas ellas
con actividad pectinasa y hemicelulosa, sin actividad cinamil
esterasa, y no significativa de 3-glucosidasa (segun referen-
cia comercial): Enzima 1, Enzima 2 y Enzima 3.

Cada enzima se utilizé a 2 dosis diferentes, una de 3 g/100
kg de uva y otra de 4 g/100 kg de uva. Para cada uno de las
variantes se realizaron 2 repeticiones, asi como para el tes-
tigo, que no llevé adicidon de enzima. De esta manera se
obtuvieron 14 tratamientos diferentes: Testigo 1; Testigo 2;
Enzima 1 3.1, Enzima 1 3.2; Enzima 1 4.1; Enzima 1 4.2; En-
zima 2 3.1; Enzima 2 3.2; Enzima 2 4.1; Enzima 2 4.2, Enzima
3 3.1,Enzima 3 3.2, Enzima 3 4.1, Enzima 3 4.2 (los nime-
ros consecutivos se corresponden con el nimero de la
enzima, la dosis afiadida y el nimero de repeticion).

Una vez repartida la pasta en los 14 cubos se realizé un pri-
mer analisis del mosto y se inoculd cada tratamiento con la
dosis correspondiente de enzima, asi como con la dosis ne-
cesaria de levadura, en este caso levadura comercial Mix
[mezcla S. bayanus EC1118 y S. cerevisiae Na33 (EVENA)], a
una dosis de 25 g/hl.

En la grafica 1 se puede observar una comparativa de la di-
ndmica fermentativa de cada uno de los tratamientos.

Una vez finalizada la fermentacién alcohdlica, se descubd ca-

da uno de los tratamientos y se introdujo el vino en garrafo-
nes para que realizase la fermentacién malolactica. Para ello
se adicionaron 0’63 g/hl de bacterias lacticas en siembra di-
recta a cada uno de los tratamientos.

Al finalizar la fermentacidon malolactica, se trasegaron todos
los vinos a garrafas de cristal y pasaron a camara de frio a 42C.

Finalmente se filtraron con filtro de placas con placas de
celulosa con ligera capacidad de abrillantado y se embote-
llaron 15 botellas de cada tratamiento y repeticion.

Andlisis fisico-quimico de los vinos

Todas las muestras de vino empleadas en el ensayo se ana-
lizaron en el Laboratorio Enoldgico de Navarra (Seccidn de
Fomento Vinicola).

Para comprobar la existencia de diferencias significativas en-
tre los vinos se realizo el tratamiento estadistico de los datos
obtenidos en los analisis por el método de ANOVA conside-
rando los resultados para un nivel de significacion >0,05.

Andlisis organoléptico de los vinos

Para el andlisis organoléptico del ensayo se realizd una
cata descriptiva mediante test binario de preferen-
cia segun criterios de la Organizacién Inter-
nacional de la Vifia y el Vino (OIV).

La puntuacion para cada vino catado

se expreso como la media pondera-

da de las puntuaciones dadas por
todos los catadores y con estas medias

se establecid el orden de preferencia de
cada serie de vinos, aplicandole el corres-
pondiente tratamiento estadistico.

Grafico 1. Comparacién de las dinamicas fermentativas
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RESULTADOS DEL ESTUDIO

Rendimiento de prensado

En la tabla 1 se muestran los rendimientos en el prensado
de las variantes tras el final de la fermentacidn alcohdlica.
Se observa un rendimiento mayor en las variantes con enzi-
mas respecto al testigo.

|
Tabla 1. Rendimientos de prensado de la pasta

Trata- Pasta Vino Lkg. Media Media
Enzima* miento** (Kg) (litros) Pasta Rep. Enzima
3.1 10,8 26,5 2,45
2,45

3.2 114 28 2,46
Enzima 2 2,44
4.1 10,4 26,5 2,55
2,42

4.2 11,3 26 2,3
3.1 10,6 27,5 2,59

2,65
3.2 10,35 28 2,71

Enzima 3 2,64
4.1 9,9 29 2,93

2,63
4.2 11,2 26 2,32
3.1 10,8 26,5 2,45
2,45
3.2 10,6 26 2,45
Enzima 1 2,45
41 11 26 2,36
245
4.2 11 28 2,55
T1 12 25 2,08
Testigos 2,07 2,07

T2 13,1 27 2,06

* Denominacion de las enzimas empleadas en el ensayo.

** Para cada tratamiento, el primer indice corresponde a la
dosis de enzima en g/100 kg de uva y el segundo indice a la
repeticion del ensayo.

Evolucién del color

Los andlisis de color se realizaron
en diferentes momentos de la
evolucién de los vinos. El primer
analisis de color se realizé al inicio de
la fermentacion alcohdlica; el siguiente
tras finalizar dicha fermentacion; un terce-

ro, tras finalizar la fermentacion malolactica;
los dos ultimos andlisis se hicieron a los 3 meses tras la fi-
nalizacion de dicha fermentacién y tras 7 meses del final de
la fermentacion.

Para ver si existian diferencias significativas entre los vinos
se realiz6 un tratamiento estadistico de los datos obtenidos
en los analisis fisico-quimicos de color por el método de
ANOVA.

Al inicio de la fermentacidn alcohdlica ningiin parametro
analizado presentaba diferencias entre las distintas va-
riantes.

En cambio, al término de la fermentacidn alcohdlica los pa-
rdmetros de DO 420, DO 520, DO 620, tonalidad vy
antocianos ya presentaban diferencias significativas. Para el
resto de parametros analizados no se encontraron diferen-
cias para un nivel de significacidn 20,05.

En el andlisis realizado al término de la fermentacién malo-
lactica se encontraron diferencias significativas en los
pardmetros de DO 420, DO 520, intensidad colorante, tona-
lidad, antocianos e indice de ionizacién de antocianos.

Los datos obtenidos en el andlisis de los vinos tres meses
después de la finalizacién de la fermentacion maloldctica
mostraron diferencias significativas para todos los parame-
tros excepto para las catequinas. (Ver tabla 2)

Tabla 2. Analisis estadistico de los parametros de color a los 3 meses

3 MESES Enzima 1 Enzima 1
TRAS FML Testigo 3 gramos 4 gramos
IPT 65,50 ¢ 66,00 ¢ 62,00 abc
DO 420 332a 3,85 abc 3,83ab
DO 520 335a 4,66 b 4,62b
DO 620 092a 1,20 b 1,19b
l. Colorante 7,58 a 9,71b 9,64b
Tonalidad 0,99 b 0,83a 0,83a
Antocianos 779,00 ab 789,50 ab 774,00 ab
1A 470a 790b 7,00 ab
Catequinas 1.027,00 a 1.34550 a 1.299,00 a

Enzima 2 Enzima 2 Enzima 3 Enzima 3
3 gramos 4 gramos 3 gramos 4 gramos
64,50 be 66,50 ¢ 57,50a 58,00 ab
3,90 be 439c¢ 3,79 ab 3,97 be
4,78b 550¢ 459b 4,83b
1,25b 1,44 b 1,20 b 1,26 b
9,93 be 11,33¢ 9,57b 10,05 be
0,82a 0,80a 083a 0,82a
870,50 be 942,00 ¢ 786,50 ab 734,50 a
9,40 bed 11,60 d 8,85 be 10,80 cd
1.23350a 1.365,00 a 1.106,50 a 1.126,50a
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En el analisis realizado siete meses después de la finalizacidn
de la fermentacion malolactica Unicamente se encontraron
diferencias significativas para los parametros de antocianos
e indice de ionizacidn de antocianos. (Ver resultados en la
tabla 3)

Los gréficos que se presentan a continuacién muestran la di-
ndmica de algunos parametros en los diferentes momentos
de andlisis, asi como, los momentos en los que se dan dife-
rencias significativas para cada parametro. Dichos mo-
mentos aparecen indicados por un circulo. (Ver graficos 2, 3,
4y5)

Para la elaboracién de los graficos se han tomado las medias

de las dos repeticiones para cada tratamiento y momento.

Tabla 3. Andlisis estadistico de los parametros de color a los 7 meses

7 MESES Enzima 1 Enzima 1 Enzima 2 Enzima 2 Enzima 3 Enzima 3
TRAS FML Testigo 3 gramos 4 gramos 3 gramos 4 gramos 3 gramos 4 gramos
IPT 65,00 a 74,00 a 77,50 a 7450 a 81,50 a 75,00 a 69,00 a
DO 420 429a 461a 444 a 443a 483a 443a 451a
DO 520 509a 598b 5,65 ab 5,64 ab 6,17b 5,59 ab 5,70 ab
DO 620 1,45a 1,59 a 151a 1,53 a 1,68 a 1,52 a 1,55 a
l. Colorante 10,83 a 12,17 ab 11,59 ab 11,59 ab 12,67b 11,54 ab 11,76 ab
Tonalidad 0,84b 0,77 a 0,79 a 0,79 a 0,78 a 0,79 a 0,79 a
Antocianos 672,00 a 694,00 a 674,50 a 756,50 b 796,50 b 646,50 a 661,00 a
A 13,85 a 15,35 b 15,35b 1410 a 13,50 a 15,10b 15,50 b
Catequinas 859,00 a 1.120,00 a 1.083,50 a 1.023,50 a 1.113,50 a 928,50 a 952,50 a
I I
Grafico 2. Evolucion del IPT en el tiempo Grafico 3. Evolucion de la intensidad colorante
(Un Abs/cm) en el tiempo (Un Abs/cm)
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Grafico 4. Evolucion de los antocianos en el
tiempo (mg/L)
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Gréafico 5. Evolucién del indice de ionizacién
de antocianos en el tiempo
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ANALISIS ORGANOLEPTICO DE LOS
VINOS

El andlisis organoléptico se llevo a cabo mediante cata a cie-
gas, en base a la ficha de cata de la OIV, por un panel
formado por técnicos del sector y de la Seccién de Fomento
Vinicola del Departamento de Desarrollo Rural, Medio Am-
biente y Administracion Local del Gobierno de Navarra.

La puntuacion de los vinos se hizo por blogques (Fase Visual,
Fase Olfativa, Fase en Boca, Impresion General) aplicandoles
el tratamiento estadistico correspondiente.

La puntuacion total de los vinos se analizé mediante un test
de comparacién de medianas.

Los vinos s6lo presentaron diferencias significativas en la fa-
se olfativa, destacando el vino tratado con la Enzima 1 a
dosis 4 g/100 kg de uva como el mejor valorado por los ca-
tadores, en esta fase. Para los demas bloques no se
encontraron diferencias significativas.

En la imagen, detalle de la cata a ciegas. La mayor diferen-
cia apreciada por los catadores fue el aroma.
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CONCLUSIONES FINALES

La adicion de enzimas de color al mosto no influye en
la dinamica fermentativa del mismo.

El rendimiento de transformacion, medido como re-
lacién entre los litros de vino por kg de pasta
después de prensado, es considerablemente supe-
rior con el uso de cualquier enzima de color frente
al testigo. Aproximadamente resulta un 20% mayor
que la variante testigo e incluso llegando a ser de ca-
si un 30% mayor con la variante Enzima 3.

Con respecto a los parametros basicos del vino, en
todas las variantes no hay diferen-

cias significativas ni destaca-
bles entre ellas. Lo mas rese-
fable es que la Enzima 2 es
mas potasofila que las
otras enzimas de color. /

Con caracter general se
observa que los parame-
tros de color van
evolucionando de forma
diferente entre variantes

y muestran diferencias
significativas practicamen-
te en todos los momentos
de analisis y para casi todos
los parametros de color.

Se puede destacar lo siguiente:

IPT, DO420, DO520, DOB20, intensidad coloran-
te y tonalidad: muestran diferencias signi-
ficativas entre tratamientos basicamente hasta
los 3 meses finalizada la FMIL pero no 7 meses
después de FMIL.

Antocianos e lIA: muestra diferencias significati-
vas entre tratamientos hasta los 7 meses
finalizada la FML. El contenido en antocianos es
superior en Enzima 1, en ambas dosis, y el llA es
mas alto en Enzima 3 y Enzima 1
frente a Enzima 2 y testigo.

En catequinas, no hay dife-
rencias significativas en nin-
gun momento del analisis pa-
ra las diferentes dosis de
tratamiento.

En cata, no hay diferencias
significativas entre las varian-
tes en ninguna de las fases
organolépticas excepto en la
fase olfativa en la que se
muestran dos grupos de sig-
nificacion definidos siendo el

vino mejor valorado por los cata-
dores el corres- pondiente a la
variante Enzima 1.

En la valoracién final no hay diferencias sig-
nificativas entre variantes.

El testigo es considerado menos aromatico, mas
plano, ligero en boca y menos tanico.

En los vinos con la Enzima 3 (dosis 3y 4 g/1),
se diferencia amargor y astringencia secante
en boca. En los vinos con la Enzima 2 (dosis
3y 4 g/l), se destaca mayor carnosidad, per-
sistencia y tanino redondo en boca. Los vinos
con la Enzima 1 (dosis 3 y 4 g/I) son menaos
aromaticos que en el caso de las otras
enzimas, pero son mas redondos,
carnosos y largos, con mayor po-
tencia que con la Enzima 2.

Resultados positivos de tratamiento enzimatico con productos de nueva gene-
racion, gue mejoran el rendimiento sin influir en la dinamica fermentativa del
mosto. Se obtienen vinos aromaticos y con mas color.”



