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Introduccién

Hoy mas que nunca se sienten los cambios a nivel general en
esta sociedad. Cambia la manera de relacionarnos con las
nuevas tecnologias, cambian las politicas, cambia la inteli-
gencia, cambia el clima, cambian los gustos, cambian las die-
tas, es algo inherente al ser humano y al mundo en el que
vivimos, otra cosa es que estemos dirigiendo bien esta evo-
lucién tan exageradamente rapida, no experimentada en
ninguna época anterior.

Estudios recientes sobre la percepcion sensorial de los vinos
han demostrado que los consumidores prefieren los vinos
significativamente mas frescos, tanto desde el punto de
vista analitico (acidez) como aromatico (Espinoza et al.,
2016). Estos resultados subrayan la importancia de que el
sector vinicola adapte sus perfiles incorporando moderni-
dad e innovacion.

Sin duda, la mejor forma de potenciar la frescura aromatica
de los vinos es explotar el potencial aromatico de los tioles.
Estos son precursores volatiles producidos por la vifia y pre-
sentes en las uvas. Durante la fermentacion alcohdlica, con
la accién de las levaduras, estos precursores son transfor-
mados y cortados y se convierten en moléculas volatiles aro-
maticas (Dubourdieu et al., 2001). En los vinos blancos esto
es bien sabido y estudiado. Variedades como el sauvignon
blancy el verdejo tienen un elevado contenido en precurso-
res tiolicos. Luego este potencial, en mayor o menor medi-
da, se va expresado en el vino final como componentes odo-
riferos asociados a notas de citricos, frutas exdticas y fruta
de la pasion.

El aroma en los vinos es debido a la expresion de la combi-
nacion de diferentes compuestos volatiles originados por
varios caminos, empezando en el desarrollo de los aromas
varietales en la uva, pasando por el proceso de la elabora-
cion completa, con una importancia mayor en la fermenta-
cién alcohdlica, aromas fermentativos, y terminado por su
tiempo en depdsito, barrica y/o botella. Aromas de crianza,
(David W. Jeffery, 2016)

Los niveles de tioles en el vino pueden representarse de dos
maneras. En primer lugar, por la suma de las concentracio-
nes (en ng/L) o por el umbral de percepcion, que correspon-
de a una concentraciéon minima para la que un tiol puede ser
detectado por la nariz humana. Cada tiol tiene su propio
umbral de percepcion, establecido para los vinos blancos y
rosados. Los umbrales de percepcidn de los vinos tintos son
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poco conocidos a nivel bibliografico. En este estudio nos
centraremos en expresar los tioles en concentraciones tota-
les y haremos un paralelismo utilizando los umbrales de per-
cepcidn de los vinos blancos y rosados, que estdn mas estu-
diados por la comunidad cientifica.

Contexto y motivacion para el proyecto

Mads recientemente, existen estudios demostrando que
los tioles también estan presentes en los vinos tintos en
concentraciones suficientes para influir en la degusta-
cién en el momento de su consumo (S/EBERT et al.,
2019). Ciertas variedades como pinot noir, shiraz, pero
también variedades espafiolas como tempranillo o gar-
nacha se encuentran entre las que tienen altos niveles
de tioles (figura 1). Esto concierne principalmente al
3MH y A-3MH, que se asocian a notas de fruta roja fres-
ca en los vinos tintos. En concentraciones elevadas, los
aromas se modifican, con la aparicidon de intensas notas
de Grosella y Casis, aportando asi mayor concentracion
de fruta en la fraccién aromatica. Por lo tanto, también
se pueden obtener vinos con aromas mas frescos y afru-
tados, siempre que trabajemos y mejoremos este poten-
cial tidlico.

Intrigado y motivado por este trabajo, Lamothe-Abiet
quiso trabajar en la potenciacion aromatica de los tioles
en los vinos tintos. Este trabajo ha conducido al desarro-
llo de una nueva enzima comercial especifica, Enozym®
Red Expression, para mejorar las propiedades organo-
[épticas de los vinos tintos. Esta enzima se compone de
actividades pectoliticas procedentes del Aspergillus
Niger no transgénico, ricas en actividades secundarias
como las arabanasas, celulasas y hemicelulosas. Este
hongo es el microrganismo que permite tener muy bue-
nas actividades pectoliticas, que son ya utilizadas a nivel
industrial en la enologia de manera histérica. El objetivo
de estas actividades es aumentar el nivel de extraccion
de los compuestos de interés en la piel, como pueda ser
la materia colorante y fendlica, y la pulpa de la uva
durante la fermentacién alcohdlica.

También se ha afiadido en el producto comercial una
actividad enzimdtica especifica, la B-Liasa. Esta enzima
permite, en el caso de la levadura, liberar una molécula
volatil, cortando el precursor tiélico combinado con
moléculas de glutation o cisteina. El mecanismo de libe-
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Figura 1. Concentraciones de 3MH en vinos monovarietales comerciales. Ensayo realizado en el

marco del estudio de SIEBERT et al., 2019.
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Figura 2. Mecanismo de liberacion de tioles volatiles (3MH y 4MMP) y acetilaciéon del 3MH en

A-3MH por la levadura (Swiegers et al., 2007).

racion de los tioles se muestra en la figura 2.

El objetivo de este articulo es enriquecer a nivel cultural
y cientifico la presencia de tioles y su aportacion senso-
rial, presentando los resultados de pruebas de vinifica-
cion realizadas con el uso de la enzima. Se utilizd en
vinos de distintas zonas geograficas a través de las cose-
chas 2020, 2022 y 2023. También sera ilustrado su
impacto en la revelacién aromatica y valorizacidn de los
perfiles organolépticos de los vinos tintos, con un enfo-
que muy centrado en el analisis sensorial de los vinos
obtenidos.

Materiales y métodos de los ensayos

Todas las pruebas se realizaron siguiendo un protocolo
idéntico, con el fin de demostrar el impacto de la enzima
en diferentes matrices. En cada caso, se adoptd un
método de vinificacion tradicional, es decir, utilizando
uvas maduras y vendimia entera a nivel de racimos.

Protocolo de vinificacién
Después de la cosecha, las uvas se distribuyeron unifor-

memente entre las distintas cubas de control y de ensa-
yo. Cada depésito se inocula con una levadura seleccio-
nada. Cuando se observa el inicio de la fermentacidn
alcohdlica, se afiade (Enozym® Red Expression. Se reco-
mienda en la forma de uso afiadir la enzima una vez ini-
ciada la fermentacidn, para que la cobertura de CO, (pro-
ducido por las levaduras en su fermentacién alcohdlica)
pueda proteger los tioles recién liberados. Asi, la adicién
de (Enozym® Red Expression en el inicio de la fermenta-
cién alcohdlica es la Unica diferencia entre las modalida-
des “Control” y “Ensayo”, estd ultima con la adicién de la
enzima, a una dosis de 5mL/hL afiadida directamente al
tanque después de una dilucién en 10 veces su peso en
agua. Luego, se realizé un remontaje de homogeneiza-
cién para repartir la enzima de forma precisa.

Después de la fermentacion alcohdlica, se toman mues-
tras de los vinos para analizar los compuestos aromati-
cos. Cada botella se estabiliza con la adicién de SO, (5
g/hL), para proporcionar proteccidn antioxidante y ase-
gurar que los tioles estén bien conservados. En cada
ensayo, los resultados analiticos se completaron con un
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Gréfico 1. Concentraciones en 3MH (ng/L) en los vinos en fin de fermentacion - Ensayo 1, Italia, 2020.

Control CEnozym® Red Expression
TAV (%Vol.) 15,05 15,37
Acido tartarico (g/L) 1,84 1,59
Acido malico (g/L) 0,38 0,4
Azucares residuales (g/L) 0,37 0,34
Antocianinas totales (mg/L) 184 213
Flavonoides totales (mg/L) 2485 2678

Tabla 1. Composicién general de los vinos en fin de vinificacién — Ensayo 1, Asti, Italia.

analisis sensorial de cata a ciegas. Durante estas catas,
los dos paneles de jueces empleados estaban compues-
tos por 10 a 22 catadores expertos cada uno de ellos.

Regiones vitivinicolas y variedades

Los ensayos presentados corresponden a los diferentes
lugares de ensayo durante las campafias de vinificacién:
¢ Ensayo 1: Cosecha 2020 - pinot noir en la zona de Asti,
Italia (Petrozziello et al., 2021).

e Ensayo 2: Cosecha 2022 - tempranillo, Ribera de
Duero, Espafia.

¢ Ensayo 3: Cosecha 2023 - tempranillo, Rioja, Espafia.

Andlisis de tioles voldtiles

La determinacion de las concentraciones en tioles vola-
tiles se ha realizado mediante extraccién con Quechers
modificado usando una mezcla de acetato de etilo/ace-
tonitrilo (1:1) sin la etapa de Clean-up. Una alicuota de
este extracto se analizd por cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas (LC/MS/MS). El
equipo empleado fue un Cromatégrafo Agilent 1290
acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadru-
polo también de Agilent modelo 6460. La fuente de ioni-
zacion fue por electrospray (ESI) con una temperatura
del gas de 3002C a un flujo de 5L/min. La separacién se
llevd a cabo en una columna de C18 de Phenomenex con
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las siguientes dimensiones (100 x 3 mm, 250 A, 2.6 um)
a una temperatura de 252C y un volumen de inyeccion
de 5 uL. Las fases méviles fueron las siguientes: (A) acido
formico 0.1% en agua y (B) acetonitrilo a un flujo de 0.5
mL/min. La deteccién se realiz6 en modo MRM para
cada uno de los tioles.

Resultados de las pruebas

Ensayo 1: en la zona de Asti el ensayo se realizé con uvas
vendimiadas a mano con o sin adicion de Enozym® Red
Expression. Al final de las fermentaciones, se midieron
los niveles de 3MH que se presentan en el grafico 1.

Se observa aqui un aumento a nivel de 3MH en favor de
la modalidad enzimatica. La concentracién evoluciona
de 162 ng/L a 225,8 ng/L lo que corresponde a una dife-
rencia de casi 40%. Si lo traducimos en umbral de per-
cepcion por el 3MH en vinos blancos y rosados, esta
diferencia corresponde a un aumento de 1,07 unidades
aromadticas respecto al umbral de percepciéon utilizado
(60 ng/L por el 3MH).

La tabla 1 presenta las analiticas de los vinos terminados
después de la fermentacion malolactica. Es importante
ver que la enzima también mejora las concentraciones
en polifenoles y antocianos del vino, gracias a sus activi-
dades de extraccidn descritas previamente a nivel de

piel y pulpa.
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Figura 3. Diagrama de cata de los vinos de Italia, afiadido con la enzima (reconstruido a partir de

Petrozziello et al., 2021).

Anilisis de los tioles (ng/L) TESTIGO ORE AconORE | %
4-MERCAPTO-4METIL-2PENTANONA (4MMP) ND ND - -

3-MERCAPTOHEXANOL (3MH) 865,7 1753,2 +887 102
ACETATO DE 3-MERCAPTOHEXANOL (A3MH) 14,6 16,5 +1,9 13
BENCENOMETANOTIOL (BMT) ND ND B -

Tabla 2. Resultados de anlisis de los tioles volatiles - Ensayo 2, Ribera del Duero 2022 (las valores en verde

corresponden a una diferencia significativa).
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Grafico 2. Concentraciones del tiol volatil 3MH por las modalidades del ensayo 2, Ribera del

Duero 2022. Los valores se expresan en ng/l.

La figura 3 muestra los resultados de la cata realizada. La
modalidad (Enozym® Red Expression tiende hacia un perfil
con mas notas de frambuesas, cerezas y de rosa fresca, cuan-
do las notas de mora y de violeta eran menos pronunciadas en
la variedad control. En boca, también se observé una mejor
estructura, aunque con una percepcion mas pronunciada del
amargor y de la astringencia en la modalidad con la enzima,
propiedades sensoriales a matizar durante el periodo de
maduracion del vino antes de su comercializacion. Por lo tanto,
las notas de geranio parecen disminuidas en la modalidad
(Enozym® Red Expression, 0 sea, que es una percepcion que
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sera de menos intensidad a nivel de notas vegetales. Estos
resultados parecen corresponder a la tendencia macada por
los analisis obtenidos. Respecto al color, se nota también una
intensidad mas fuerte en los reflejos purpuras y violaceos,
justo en la modalidad del vino con la adicién de la enzima.

Ensayo 2:
Este ensayo (T.R. 2022) se realizé en una bodega de la Deno-

minacion de Origen Ribera de Duero en la provincia de Bur-
gos. Fue en el afio 2022 con la variedad tempranillo, o tinta
del pais. Los resultados de analisis de los tioles volatiles
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Figura 4. Diagrama de cata del ensayo en la Ribera del Duero, 2022. Cata a ciegas realizada en
marzo 2023 con un panel de 19 expertos catadores y el empleo del software TASTEL WEB®. (Un
valor del descriptor con * significa que la diferencia es significativa al 5% segun el Test de Student).

Anilisis de los tioles (ng/L) TESTIGO ORE |AconORE| %
4-MERCAPTO-4METIL-2PENTANONA (4MMP) ND 0,8 0,8
3-MERCAPTOHEXANOL (3MH) 146,6 173,1 26,5 18
ACETATO DE 3-MERCAPTOHEXANOL (A3MH) 13 2,4 1,3 118
BENCENOMETANOTIOL (BMT) 0,8 1.7 0,9 112

Tabla 3. Resultados de los andlisis de los tioles volatiles - Ensayo 3, Rioja 2023 (las valores en verde muestran

diferencias significativas).

estan presentados en la tabla 2 y en el grafico 2. La primera
observacion que podemos hacer es que el marcador 4AMMP,
gue da aromas de boj o herbaceo como la mata de tomate,
no esta detectado a nivel analitico. Es importante notar que
este compuesto esta generalmente observado en los vinos
blancos en concentraciones muy pequefias, aportando los
aromas mencionados.

En el caso del 3MH, responsable de la fruta roja en el
caso de los vinos tintos, podemos ver un significante
aumento en el vino que tiene la enzima (Enozym® Red
Expression, con una diferencia de 887 ng/l, correspon-
diendo a practicamente al doble de 3MH respecto al tes-
tigo sin la adicion de la enzima. Traducido en términos
de umbral de percepcidn, esto representa un aumento
de casi 15 unidades, lo que es altamente significativo.
Respecto el tiol A-3MH, vemos un aumento de 1,9 ng/l que
no es significativo, aunque corresponde a un 13% mas res-
pecto al testigo sin enzima. El marcador BMT, con aromas
minerales de piedra de fusil, no fueron detectados.

En la ficha de cata (figura 4) podemos ver en este caso
que hay un aumento de la intensidad aromatica debido
a la mayor concentracién de aromas, donde hay que
sumar a los propios de la variedad, los nuevos aromas
tidlicos producidos en la fermentacién. También es rele-
vante la nitidez del perfil mayor conseguida con el vino

con la enzima. El punto clave en esta cata es la fruta roja,
donde se pone de manifiesto la efectividad de la enzima
con su mayor aporte de 3SH al vino. Toda esta fruta roja
se puede conectar con fruta fresca, por eso también se
puede degustar con un mayor frescor y persistencia el
vino con (Enozym® Red Expression. También se puede
advertir que los catadores han valorado el vino testigo
con un poco mas de equilibrio y redondez.

Ensayo 3:
Este ensayo se realizé en una bodega de la DOC Rioja en el

afio 2023 en depdsitos de 20.000 litros con la variedad tem-
pranillo. A la diferencia de los otros resultados, podemos ver
una ausencia del marcador de 4AMMP en el vino testigo, y
una concentracion baja de 0,8 ng/L, pero presente de dicho
compuesto, en la modalidad con adiciéon de Enozym® Red
Expression (tabla 3). Este tiol es muy particular porque tiene
un umbral de percepcion muy bajo de 0,8 ng/l, por lo tanto,
las concentraciones encontradas es este ensayo son sufi-
cientes para tener un impacto en el perfil aromatico de los
vinos. También, se encuentra la presencia de BMT en el vino
testigo y en el vino con la adicion de enzima, con la que la
concentracion de este tiol aumenta y permite llegar a una
diferencia de 3 veces respecto al umbral de percepcion del
BMT, que esta descrito en vinos blancos y rosados en 0,3

REVISTA ENOLOGOS / 69
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Grafico 3. Concentraciones en ng/l de 3MH en las modalidades del ensayo 3, Rioja, 2023.
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Figura 5. Diagrama de cata ensayo en La Rioja, 2023. Cata a ciegas realizada en marzo 2024 con los
alumnos de Enologia de la Universidad de la Rioja. Gréfico elaborado con el software TASTEL WEB®.
(los valores de los descriptores con * presentan diferencias significativas al 5% segun Test de Student).

ng/L. En definitiva, que cuando este tiol estd presente, se
puede potenciar mucho el perfil aromatico elegante y varie-
tal del vino, aportando notas de piedra a nivel de perfil
mineral y una sensacion de frescura/acidez, lo que puede
aportar comentarios de cata como sensaciones de tensién
en boca y mineralidad olfativa. Las concentraciones de 3MH
y de A-3MH estan también respectivamente por encima de
los 26,5 ng/Ly 1,3 ng/L, pero estas diferencias no son signi-
ficativas (ver grafico 3).

Después de algunos meses de crianza, los vinos se pro-
baron a ciegas con la ayuda de los alumnos del grado de
Enologia de la Universidad de La Rioja (UR), considera-
dos como catadores entrenados. La cata se realizé en la
sala de catas del centro cientifico tecnolégico (CCT) de la
UR. El panel estaba compuesto por 14 personas.

Como se puede observar en los resultados, las diferencias
mas significativas estdn en la nitidez de perfil sensorial,
donde el vino con la adicién de la enzima (Enozym® Red
Expression esta por encima en el aroma a fruta, sobre todo a
nivel de los aromas de fruta roja. Uno de los principales obje-
tivos del presente estudio se puede dar por conseguido,
donde se queria ver si el marcador 3-SH se veia reflejado en
la cata mediante la expresion aromatica de fruta negra o
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roja, poniendo de manifiesto que son los aromas de fruta
roja mas claramente detectados por los catadores, puntuan-
do mas la fruta roja en el vino con aportacion de CEnozym®
Red Expression comparado con el vino testigo. Los catadores
han puntuado un poco mas la fruta negra y las especias en el
testigo, viendo en este caso que la enzima realza solamente
la fruta roja y nunca los aromas especiados. También los
catadores percibieron un poco mas de frescor en boca, por
lo que se podria relacionar con aromas de fruta roja fresca, o
por lo menos, menos madura, y también se encuentra un
poquito menos de amargor comparado con el vino con la
enzima. Hay pardmetros como el volumen en boca, la persis-
tencia, el equilibrio, la estructura tanica y la intensidad aro-
matica que no han sido diferenciados en la cata, obteniéndo-
se valores muy similares en ambos casos.

Conclusiones

El perfil aromatico de los vinos tintos sigue siendo objeto
de un gran debate y cuenta con numerosos proyectos de
[+D. Las interacciones entre los compuestos aromaticos
con los polifenoles y otros coloides son alin poco conoci-
das, pero la industria es undnime en el hecho de que la
mejora del potencial tidlico puede modular el perfil hacia



notas aromaticas mas frescas, aportando complejidad y
aromas afrutados varietales. Estos ensayos del estudio
realizados en diferentes zonas geograficas de Espaiia con
la misma variedad tempranillo han demostrado un efec-
to comun en los vinos adicionados con la enzima comer-
cial Enozym® Red Expression, aportando especificamen-
te aromas de fruta roja y frescura al aumentar las con-
centraciones de tioles, en particular del 3-SH, en los vinos
tintos elaborados durante los ensayos.

Este impacto positivo fue confirmado de forma significa-
tiva por la cata de los vinos provenientes de los ensayos.
En particular, los catadores observaron una intensidad
de fruta fresca mas pronunciada en los vinos con la enzi-
ma afadida. También observaron una tendencia a que
los vinos tuvieran mds estructura en boca y una mayor
percepcién del amargor debido al aumento de los tani-
nos. Esto es positivo, ya que también permite trabajar el
perfil en la boca de los vinos tratados. También, gracias
a la mayor riqueza en polifenoles de interés general, se
confiere a los vinos tratados una aptitud adicional para
el envejecimiento, haciéndolos mas aptos para la crianza
al aumentar su longevidad, al tiempo que conservan sus
caracteristicas aromaticas frescas y agradables.

El uso de esta enzima comercial forma parte, por tanto, de
una estrategia mas amplia para producir vinos con aromas
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tidlicos mas frescos, tal y como demandan los consumido-
res actuales. Los recientes avances de la biotecnologia eno-
|6gica permiten responder a las expectativas de los viticul-
tores y endlogos, que deben estar en sintonia con las de los
consumidores, que son quienes juzgan en Ultima instancia
la aceptacién del perfil organoléptico propuesto y quienes
invierten con su compra en la cadena de valor.
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