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Estructura de la tesis

ESTRUCTURA DE LA TESIS

Esta tesis esta formada por una serie de trabajos enfocados a integrar de manera
pionera el conocimiento quimico acerca de los compuestos sensorialmente activos con
conocimientos procedentes de areas relacionadas con el anélisis sensorial y la psicologia

cognitiva. La estructura que posee es la siguiente:

* RESUMEN DE LA TESIS
* INTRODUCCION: Incluye una introduccion general en la que se hace un repaso
al estado del arte en lo referente a la formacion del aroma y se desarrolla una teoria
sobre la l6gica interna del aroma, en la que se describen herramientas conceptuales
uatiles para modelizar el aroma percibido a partir de su composicion quimica,
poniendo el foco en el vino como producto.
* SECCIONES: Esta dividido en cuatro secciones con varios capitulos por seccion
segun el tema a tratar:
0 SECCION I: Estudio de las interacciones sensoriales entre seis vectores de
aroma y la formacion del aroma en modelos de vino tinto (1 capitulo).
o SECCION IlI: Estudio de la importancia sensorial de los alcoholes
superiores en la formacion del aroma bafer del vino (2 capitulos).
0 SECCION IIlI: Estudio de la importancia sensorial de los ésteres etilicos en
la formacion del vector frutal y como parte del aroma bufer del vino (2
capitulos).
0 SECCION IV: Estudio de las interacciones sensoriales entre el amargor,

astringencia y diferentes vectores de aroma (1 capitulo).




Estructura de la tesis

* CONCLUSIONES: Incluye las conclusiones generales sobre la tesis e importancia
en la industria del vino.
*  ANEXOS: Incluye Anexos con material suplementario y las fichas de cata de los

trabajos que se recogen en la tesis.

Debido a que la tesis doctoral opta a la mencion internacional, el resumen y las

conclusiones se encuentran redactadas en inglés










Summary in English

PERCEPTUAL INTERACTIONS BETWEEN AROMA
VECTORS AND WINE SENSORY PROPERTIES.
CONSEQUENCES FOR AROMA MODELING

INTRODUCTION

The understanding of the sensory properties of complex mixtures of odorants, such
as wine, has interest in at least two scientific disciplines: psychophysics and aroma
chemistry. The efforts made by psychophysicists have focused on issues such as the
relationship between global and individual intensities of the stimuli, the ability of humans
to discriminate and recognise odours in mixtures or when one scent dominates over the
other, trying to find general laws regulating these aspects. It can be said that the search for
generality has biased the type of examples studied and, indirectly, the conclusions that can
be drawn from them. Questions critical in aroma chemistry, such as which characteristics
of an odour —other than its intensity (defined in contrast to those of the other components
of the mixture) are essential to determine how it will interact with the rest of odorants in
the mixture, have not been systematically addressed. To this regard, the odour properties
of the odorants in isolation are most of the time poor predictors of the effective role of the
odorant in complex odour mixtures. Consequently, the understanding of the fundamental
laws that regulate the perceptual interactions between odorants and groups of odorants, and
hence that determine the overall aroma of complex odour mixtures is an essential element
without which much of the work of the aroma chemist will remain purely empirical and

will have to depend on statistical models of little generality.

Previous studies have more often been restricted to the study of very simple models,
such as binary aroma mixtures (Atanasova, Thomas-Danguin, Chabanet, Langlois,

Nicklaus, & Etievant, 2005; Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013), which
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may not reflect adequately what is found in complex systems. Additionally, a considerable
number of perceptual interactions studies have been conducted at threshold levels
(Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015; Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel,
& Barbe, 2013), where the degree of cooperation or additivity between odorants is much

higher than those observed at supra-threshold levels.

Because of these reasons, in the present doctoral thesis we have taken advantage of
the chemical knowledge on wine odorants acquired in the Laboratory for Aroma Analysis
and Enology to build different sets of reconstituted wine models closely resembling real
red wine aromas. Those models contained controlled compositions of wine odorants, so
that the analysis of their sensory properties has made it possible to study how the different
odorants interact between themselves to form the final sensory perception, and to propose
some concepts which we believe will be of help to facilitate the interpretation and modeling

of complex aromatic systems.

Given the high number of wine odorants, the number of variables to study and the
number of interactions to consider would be boundless. In order to simplify, we first
adapted the concept of aroma vector. Aroma vectors have not been properly defined, at
least at the beginning of this experimental work, but relate to a group of odorants with
similar odour characteristics and sometimes also belonging to the same chemical family,
which seem to act in a concerted way (Aznar, Lopez, Cacho, & Ferreira, 2003; San-Juan,
Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). This concept, still used in a quite limited and
preliminary way, is the base of the first chapter of this Thesis. In it, we have studied the
aroma variability induced by the interactions of different aroma families (vectors), where
we could observe that most of the aroma nuances were indeed the result of the interactions

between vectors. As one of the most outstanding results were the apparent suppression
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effects caused by higher alcohols, we further studied in the two following chapters these
effects, investigating which ones of the alcohols were responsible and the qualitative and
quantitative aspects of the interaction. Remarkably, these works help explaining part of the
properties of what in previous reports (Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007;
Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004; Ferreira, Ortin, Escudero,
Lopez, & Cacho, 2002) had been referred as “aroma buffer”. In fact, the buffering effect
noted in those previous reports, is most likely the direct consequence of the strong

suppression effects caused by the presence of ethanol, higher alcohols and acetic acid.

We further decided to research in more detail the own concept of aroma vector. For
that, we assessed the qualitative and quantitative effects associated to the progressive
simplification of a mixture of fruity ethyl esters in different aromatic environments. What
we found, is that while subthreshold ethyl esters play a surprising synergistic effect on
aroma intensity, qualitatively the diversity introduced by the different ethyl esters is
limited, in strong contrast with some previous reports (Margaux Cameleyre, Lytra,
Tempere, & Barbe, 2015; Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013). In some
aroma contexts, three odorants can perfectly replace the mixture, and in aroma contexts
dominated by woody notes, a single odorant (the most intense) can replace the 14 original
odorants, revealing a strong qualitative integration which justifies the use of the aroma

vector concept.

Following, we approached the study of the interactions between these fruity vectors
at different intensities with the different aroma vectors related to wood aroma extractables.
Finally, in the last chapter, we briefly assessed the potential existence of cross-modal
interactions between aroma volatiles (vectors) and bitter and astringency-related

polyphenols.
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OBJECTIVES

The general objective of this thesis is to understand how some of the main aroma
vectors of wine interact between them to form the overall wine aroma nuances, with the
ultimate goal to develop concepts of general interest for dealing with the interpretation of

complex aroma mixtures.

The specific objectives are:

1. To investigate the sensory space associated to the perceptual interactions
between six of the most common wine aroma vectors.

2. To investigate the aroma suppression effects associated to higher alcohols.
3. To investigate whether the 14 ethyl esters naturally found in red wine, can
be adequately represented by simple mixtures without altering wine aroma.

4. To investigate the quantitative and qualitative consequences of the
interactions between the ethyl ester vector and the three different vectors linked to
wood extractables.

5. To evaluate, the cross-modal effects of aroma vectors on bitterness and

astringency of red wines.

SECCTION I. Sensory interactions between six common aroma vectors explain four

main red wine aroma nuances.

1. Introduction

One of the major challenges of today’s aroma research is to understand the rationale
determining the qualitative and quantitative characteristics of the sensory perception
elicited by complex mixtures of odorants. Wine aroma, as a complex matrix, is not just the

sum of individual constituents, but the result of complex interactions between a large
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number of chemical compounds (Francis & Newton, 2005). Odorants can interact, showing
either additive or competitive effects, which may turn even into synergistic or antagonistic
effects (Ferreira, 2012a). Some studies highlight important sensory effects linked to
perceptual interactions between odorants. For example, Margaux Cameleyre, Lytra,
Tempere, and Barbe (2015) have shown that the solvent-like aroma of isoamyl alcohol
partially suppresses the fruity aroma caused by branched ethyl esters. Atanasova et al.
(Atanasova, Thomas-Danguin, Chabanet, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2005;
Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004) have equally shown
that woody notes tend to dominate over fruity notes in wine. Lytra, Tempere, Zhang,
Marchand, de Revel, and Barbe (2014) have also reported, in agreement with previous
results from Segurel, Razungles, Riou, Salles, and Baumes (2004) and Escudero, Campo,
Farina, Cacho, and Ferreira (2007) that blackcurrant odour can be produced by the
interaction between dimethyl sulphide and the ester pool. As can be seen, in most of these
previous reports, researchers have studied the interaction between just two odours, often in
very simple aroma mixtures, when the fact is that in wine there are many odorants creating
different odours and competing simultaneously and contained in a powerful hydroalcoholic
matrix with numerous non-volatile compounds which can exert additional chemo-physical
interactions. Additionally, and to the best of our knowledge, at the time at which this study
was launched there was no study in which major wine odour components have been

systematically assessed for their contribution and interactions.

This work aims at assessing the aromatic sensory dimensions linked to 6 common
wine aroma vectors (N, norisoprenoids; A, branched acids; F, enolones; E, branched ethyl
esters; L, fusel alcohols, M, wood compounds) varying in their natural range of occurrence

in wine models resembling as much as possible to real wines.
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2. Methods

Wine models (WMs) were built by adding the six aroma vectors at two levels of
concentration (fractional factorial design 2V") to a de-aromatised aged red wine. The 32
WNMs derived from such fractional factorial design were first subjected to a pilot sensory
test with the aim of reducing the number of samples for the subsequent descriptive study.
From this pilot analysis, twenty-one wine models including the base aroma model (formed
by the pool of base aromas and all vectors at low levels) were selected for further sensory
characterisation with a trained panel. Finally, four of the samples were submitted to
quantitative descriptive analysis (QDA) with the main aim of confirming the role of

alcohols in the fruity and woody character of WMs.
3. Results and discussion

Individual vectors explained just 15% of the sensory space, which therefore mostly
depended on perceptual interactions. Red, black and dried fruits and woody notes were
satisfactorily reproduced. Norisoprenoids (N), which are formed by B-damascenone and j3-
ionone, influences dried and black fruits and suppresses red fruits. Branched acids (A)
could be implicated in the type of fruit perceived, enhancing red fruit and dried fruits and
depressing black fruit notes. Enolones (F), which are formed by furaneol and
homofuraneol, contribute concertedly to red fruit notes in red wines. Branched ethyl esters
(E) suppresses dried fruits and modulates black fruits. Whiskylactones, which are the
strongest oak-wood aroma components with a very characteristic coconut odour, together
with wood volatile phenols (eugenol) are responsible for the woody aroma note. Higher
alcohols (L) are revealed as a strong suppressor of red fruits and particularly of woody

notes.

10
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For more information, see article: Ferreira, Sdenz-Navajas, Campo, Herrero, de la

Fuente, and Fernandez-Zurbano (2016)

SECCTION II: Study of the sensory importance of higher alcohols in wine aroma

CHAPTER 1. On the effects of higher alcohols on red wine aroma.

1. Introduction

Higher alcohols, also known as fusel alcohols, refer to a fraction obtained during
the distillation of fermented products smelling very strong and bad. It was said that higher
alcohols could contribute positively to the aromatic profile of wines, increasing fruity and
flowery notes and aroma complexity, while at levels above 400 mg/L a negative effect
caused by the apparition of pungent and unpleasant notes would be noted (Rapp & Versini,
1991) quoting previous work. Also, Aznar, Lopez, Cacho, and Ferreira (2003) by means of
PLS models, have suggested that isoamyl alcohol and isobutanol were positively related to
the vegetal/pepper note of aged red wines and negatively related to the intensity of the
toasted and woody-old attributes. Other authors (Saenz-Navajas, Avizcuri, Ballester,
Fernandez-Zurbano, Ferreira, Peyron, et al., 2015; San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero,
2011) have observed that higher alcohols seemed to be negatively related to wine quality.
Notwithstanding, the scientific literature is not unanimous about the role played by higher
alcohols on wine aroma. For these reasons, the purpose of this work is to assess the
contribution of the four most relevant wine higher alcohols (isobutanol/isoamyl alcohol (1),
methionol (T) and B-phenylethanol (B)) to the aromatic sensory characteristics of red wines
by means of a reconstitution strategy that comprises wine models with sensory properties

similar to real wines.
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2. Methods

High purity commercial standards are further purified by reactive SPE to remove
traces of aldehydes. The four purified alcohols were added at two levels of concentration
(1,1, B, b, T, t), within the natural range of occurrence, to eight different wine models (WM)
differing in levels of fruity (F), woody (W), animal (A) or humidity (H) notes. Samples
were submitted to discriminant and descriptive sensory analysis. Generated data were

submitted to multivariate statistical analysis (two-way ANOVA and a PCA).

3. Results and discussion

The increase of the | vector (isobutanol/isoamyl alcohol) caused in all cases a
displacement of the samples towards spirit/alcoholic/solvent notes. Also, a clear opposition
between pleasant (strawberry, coconut) and unpleasant attributes (leather, humidity) is
noted. Higher alcohols suppress strawberry/lactic/red fruit, coconut/wood/vanilla and
humidity/TCA notes, and enhance animal/leather/ink. The spirit/alcoholic/solvent

character generated by these compounds has shown to be wine dependent.

The present work confirms the sensory importance of the pair isobutanol/isoamyl
alcohol on wine aroma perception, while demonstrates that the contributions of methionol
and B-phenylethanol are negligible. The effects of the alcohols are extremely dependent on
the aromatic context. Only in contexts in which aroma notes are clearly perceived the
effects become clearly noticeable, mainly by suppressing the intensity of positive/negative
odour notes (fruity, woody and humidity) but also by enhancing the negative
animal/leather/ink note with which shares some similarity. Only secondarily, the alcohols
are able to communicate to the wine their particular spirit/alcoholic/solvent notes. Because

of those effects, aliphatic higher alcohols play a negative role on wine aroma quality.
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For more information, see article: de-la-Fuente-Blanco, Saenz-Navajas, and

Ferreira (2016).

CHAPTER 2. Levels of higher alcohols inducing aroma changes and modulating

experts’ preferences in wine model solutions.

1. Introduction

The role played by higher alcohols, the major constituents of the wine volatile
fraction, has been not much studied. Nevertheless, previous studies (de-la-Fuente-Blanco,
Saenz-Navajas, & Ferreira, 2016) found that the pair of higher alcohols (isoamyl
alcohol/isobutanol) produces a suppression of odor notes with either positive (fruity,
woody) or negative hedonic tone (humidity), while specifically enhancing the animal
aroma. In addition, we observed that the contribution of methionol and B-phenylethanol to
wine aroma was negligible. Even if these compounds are usually considered important
factors influencing wine flavour, there is a lack of empirical evidence, illustrating how the
level of HA causes a readily discernible change in wine sensory properties or wine
preference. For these reason, this study aimed to identify the minimal concentration of
higher alcohols -HA- (isoamyl alcohol/isobutanol) which causes readily clear changes in
aroma properties and preferences on three wine models (WMs) (fruity, woody and animal-

like) according to a group of Spanish wine experts.

2. Methods

Sixteen Spanish wine experts carried out several series of 2- alternative forced-
choice (2-AFC) sensory tests in three different aroma contexts (fruity-like, woody-like and
animal-like aromas) generated in wine models. Panellists performed two tasks and were

asked to orthonasally evaluate each pair of samples (Control and spiked) and indicate which
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sample of the pair was 1) more intense (1% task) in two attributes: spirit-like aroma and in
the predominant attribute corresponding to each WM (red fruity, woody or animal) or 2)
preferred (2" task). Control wine models (with a basal concentration of HA of 130 mg/L)
were contrasted to the same wines containing increasing concentrations of HA. For each
concentration of the HA vector (F1-F8), the number of times that the Control was
considered more intense than (1% task) or preferred over (2" task) spiked sample was

counted.
3. Results and discussion

As aforementioned, the minimal concentration which causes readily discernible
sensory changes can be defined as the point that represents the quantity of additional
stimulus necessary for perceiving a difference. According to this criterion, it was observed
that levels of 299 and 288 mg L of HA conferred their spirit-like characteristic aroma to
fruity and woody-like wine models and diminished red fruit (299 mg/L) and woody (281
mg/L) attributes, respectively. In animal-like wine models, the animal aroma generated by
ethyl phenols and the spirit-like nuances of HA increased at concentrations of 365 and 375
mg/L of HA, respectively. Nevertheless, a decrease of preference was observed by the
presence of HA at concentrations ranging from 284 to 358 mg/L. In a fruity context, Control
(containing 130 mg/L of HA) was significantly (P < 0.05) preferred over samples
containing at least 326 mg/L of HA. Thus, the addition of at least 196 mg/L of HA to the
Control fruity WM caused a decrease in preference. For woody context, samples containing
147 and 152 mg/L of HA were able to significantly decrease woody and increase spirit-like
aromas, respectively. The minimal concentration, which causes sensory changes, can
therefore be estimated as little as 17 and 22 mg/L for the less sensitive participants. With
regards to animal WM preference, samples containing at least 358 mg/L of HA were

significantly less preferred than the Control.
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This is the first work estimating the concentration of HA able to affect aroma
properties and hedonic character of red wines, demonstrating that isobutanol and isoamyl
alcohol are essentially detrimental to wine quality according to the panel of wine experts

that carried out the present work.

For more information, see article: de-la-Fuente-Blanco, Saenz-Navajas, and

Ferreira (2017)

SECCTION I11: Study of the sensory importance of ethyl esters in wine aroma

CHAPTER 1. Sensory variability induced by ethyl esters in red wine.

1. Introduction

Ethyl esters are a group of volatile compounds that impart fruity notes to wine
(Etievant, 1991). Leaving aside ethyl esters of major acids, such as ethyl lactate or diethyl
succinate, wines contain around 14 different ethyl esters bearing slightly different aroma
descriptors. These ethyl esters include ethyl esters of linear and branched fatty acids and
also of some hydroxy acids (Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007).
Interestingly, only some of them (ethyl isobutyrate, ethyl 2- and 3-methylbutyrates, ethyl
butyrate, ethyl hexanoate and ethyl 2-hydroxy-4-methylpentanoate) have been found to be
at concentrations above or close to their sensory thresholds (San Juan, Cacho, Ferreira, &
Escudero, 2012). Some authors have suggested that individual components have crucial
relevance in defining the fruity notes finally perceived in red wines (Falcao, Lytra, Darriet,
& Barbe, 2012; Lytra, Cameleyre, Tempere, & Barbe, 2015; Lytra, Tempere, de Revel, &
Barbe, 2012a, 2012b, 2014, 2015; Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013;
Pineau, Barbe, Van Leeuwen, & Dubourdieu, 2009). We, however, hypothesise that such

sensory differences perceived in simple solutions cannot be perceived in a complex mixture
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such as red wine. The main goal of the present work is to demonstrate that the specific
sensory nuances of minor esters have, if any, small relevance on the overall wine aroma
perception and that for modelling purposes, ethyl esters constitute a single aroma vector
conveying a generic fruity-estery note well represented by a simple mixture of odorants or
even by a single odorant. Regarding aroma intensity, the goal is to assess how the
progressive simplification of the aroma vector affects to the intensity of the mixture, and to

verify whether minor esters have a relevant impact on the overall aroma intensity.

2. Methods

In this work, a mixture of 14 esters (V1), formed by 5 lineal and 9 branched esters,
was prepared in buffered solution (pH 6 and 1% ethanol) at concentrations found in wines
(San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). In parallel, other simpler and isointense
vectors with 6 (V2), 4 (V3), 3 (V4), 2 (V5-V6) or 1 (V7) individual esters were generated.
The isointensity of the seven vectors was evaluated using a 1-butanol reference scale
(Atanasova, Langlois, Nicklaus, Chabanet, & Etievant, 2004). In addition, the sensory
differences of vectors in isolation was evaluated by triangle test. Then, ten different
reconstituted wines were prepared mixing the volatile composition of a young red wine or
an aged oaked red wine, the non-volatile matrix corresponding to each one and the selected

ester vector.

3. Results and discussion

Results show that differences between the aroma vector containing 14 ethyl esters
at maximum red wine levels and other isointense aroma vectors containing a reduced
number of esters can be perceived just in some aromatic contexts. When the vectors are
smelled in isolation, sensory differences are barely perceived. However, when the vectors

are smelled in a young red wine context, vectors with just 1 or 2 components are easily
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identified; but in an oaky red wine context, differences are not noticeable perceived. In
practical terms, this implies that the mixture of 14 ethyl esters can be satisfactorily replaced
by just 3 ethyl esters in a young red wine, or by just 1 —the most intense in the original
vector- if woody notes are present. This result questions the alleged importance of some
minor esters or specific enantiomeric forms on the specific odour descriptors of wine and
confirms the need to work with complex mixtures similar to the target product in supra-

threshold areas.

Notwithstanding this, results confirm that subthreshold or peri-threshold odorants
play an outstanding role on the overall odour intensity of the mixture. Besides, it has been
found that the process of aroma simplification concomitantly implies an increase in the
amount of odorant (in OAV terms) required to keep the intensity of the aroma vector. It is
suggested that such effects are the simple consequence of the power nature of
psychophysical functions, evidencing the limited value of OAV for predicting importance

or combining aroma vectors.

A full version of this chapter has been submitted to publication to Food Chemistry:
“Fourteen ethyl esters of wine can be replaced by simpler ester vectors without
compromising quality but at the expense of increasing aroma concentration”. de-la-Fuente-

Blanco, Saenz-Navajas, Valentin and Ferreira.
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CHAPTER 2. Interactions between ethyl ester and woody aroma vectors. Effects on

perception.

1. Introduction

Wine is a complex matrix composed of dozens of aroma compounds belonging to
different chemical families. Among these different families, esters are one of the most
important group of volatile molecules involved in the formation of the typical fruity-like
aromas of wines. Different authors have addressed the study of the ester family. Some
studies have been focused on the qualitative or quantitative impact of several esters on the
perception of the fruity aroma (Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013). Other
authors have studied sensory interactions of ethyl esters with woody aroma compounds
such as whiskylactone (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, Chabanet, &
Etievant, 2005) in binary mixtures. However, most of studies focused on understanding
sensory interactions between fruity esters and wood-like aromas have been carried out
ignoring the influence of other important compounds of the matrix. Recent unpublished
studies of our laboratory (chapter 5 of this doctoral thesis) have demonstrated that a pool
of 14 esters can be replaced by 3 compounds (ethyl butyrate, ethyl hexanoate, and 2- or 3-
methylbutyrates) without noticeable sensory change in wine models with simple aroma
profiles (unoaked young wines). Interestingly, such pool of esters can be replaced by a
single one (ethyl 2- or 3-methylbutyrate) at isointense levels in oaky red wines without any
discernible sensory change. For this reason, it is thought that the aromatic context exert a
determinant influence over the perception of the compositional changes (de-la-Fuente-
Blanco, Saenz-Navajas, & Ferreira, 2016). Therefore, the objective of this work has been
to study the sensory interactions between the woody and the fruity vectors at different

concentration levels and identify the sensory dimensions generated by such interactions.
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2. Methods

Twenty-one different model wines were prepared by adding an ester (ethyl 2-
methylbutyrate - E) at three levels of concentration and one (out of three) of the woody
aroma vectors also at three possible levels of concentration together with the rest of aroma

compounds present in all wines and the dearomatised non-volatile fraction of a red wine.

The three woody vectors studied were 1) vanilla-like (rich in vanillas - CV), 2)

coconut-like (rich in whiskylactone - CC) and 3) clove/spicy-like (rich in eugenol - CL).

The sensory evaluation of the samples was divided in two phases. The first
consisted in a similarity-based method called sorting task performed by 20 panellists. They
were presented with the 21 model wines simultaneously and they had to group samples
based on aroma similarities. In the second phase, 16-trained judges described the aroma

profile of model wines.

3. Results and discussion

Results derived from the sorting task show a lack of consensus among participants
and only three well defined groups of wines with consistently different aroma properties.
The first group, mainly described with fruity aromas, is formed by unoaked wines (B, E1
and E2). The second group, mainly described with the vanilla term, includes wines with the
vanilla-like vector at highest concentration (CC2). The third group of wines, mainly
described with terms such as woody, roasted or spicy, is formed by all the remaining wines

that contain woody vectors, regardless the concentration or type of vector.

The lack of consensus in the existence of clear sensory differences between wines
containing different aroma vectors may be attributed to three main causes. First, the own
sensory test, in which the high number of samples used (21) could difficult the

memorisation of the aroma properties of the whole set of wines, that could also induce
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fatigue. Second, the type of panellists, who were first-year oenology students and not
received specific prior training (their experience in wine tasting could be limited and they
tended to group wines according to basic and general sensory characteristics). And fourth,

because of the lack of recognisable aroma differences among samples.

To overcome those prior limitations and further understand the sensory dimensions
derived from the interaction between woody and fruity vectors, a descriptive sensory
analysis was carried out. The same twenty-one different wine models were characterised
by scoring 10 different sensory descriptors (fruit, strawberry, blackcurrant, apple, raisin,

wood, coconut, clove, caramel and vanilla) on an 8-point structured scale.

A first two-way ANOVA (panellists as random factors and samples as a fixed)
reveals the existence of significant effects (P < 0.05) on dried fruit, woody and coconut
attributes. Specific three-way ANOVAs (panellists as random factors and level of ester and
type of wood as fixed) were calculated for each type of wood to verify the origin of these
effects. Results show significant effects for woody and dried fruit descriptors regardless of
the woody vector employed. Besides, specific significant effects dependent on the type of

woody vector were found for the coconut, blackcurrant and apple attributes.

Regarding the woody descriptor, its presence and level is correlated to the level of
wood-related compounds in the mixture, showing higher intensities at higher levels of
woody vectors (CC2, CV2 or CL2) regardless of the type of woody vector. In addition, a
significant effect for the coconut descriptor is observed, which is only perceived when the
vector rich in whiskylactone is at the highest concentration tested (CC2). Both results show
a clear dominance of the woody vector over the fruity vector, which is further confirmed
by a systematic decrease of the intensity of the fruity note whenever the woody vector is

present.
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Regarding the fruity descriptors, dried fruit aroma is especially high in the base wine
(B), and thus mainly linked to the lack of esters and woody vector. Interestingly, a
significant interaction between the ester vector and the whiskylactone-rich woody vector
(E*CC) reveals that this coconut-like woody vector is an important contributor to fruity
aromas in red wine. Another important observation is the significant effect found for the
apple descriptor, which is mainly linked to the level of esters. The ester used is ethyl 2-
methylbutyrate, whose main descriptors are fruit, strawberry and apple. This would explain
that the highest intensity in the apple descriptor is found when the concentration of ethyl 2-
methylbutyrate reaches 1730 mg/L (E2). Finally, the blackcurrant note was only perceived
in models containing vanilla-rich woody vector at medium concentration (CV1) and lowest
(B levels) or highest (E2) of esters. The apparition of this note seems to be the result of the
hedonic integration of the fruit/strawberry/apple notes from the ester with the sweet/vanilla

notes of the woody vector during the wine olfaction process.

SECTION 1V. Aroma-bitterness and aroma-astringency interactions. Effect of

consumer’s level of expertise

1. Introduction

The flavour of a product is the result of the integration of all the sensations perceived
in the mouth and nose cavities, including aroma, taste and tactile sensations, rather than the
summation of individual discrete sensations (Prescott, 2012; Small & Prescott, 2005).
Hence, understanding flavour integration is essential to understand consumer’s choices. In
the case of wine, bitterness and astringency are amongst the least understood perceptions.
This can be due to a number of different reasons related to their complexity and
multimodality, probably also because they induce fatigue generating great individual

variability among consumer perception, but maybe also because most often previous
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research has neglected interactions with other stimuli such as aroma or taste. Moreover,
mathematical models predicting wine bitterness exclusively from non-volatile compounds
are not satisfactory. Different authors studying aroma-bitterness and aroma-astringency
interactions (Hernandez, 2016; Saenz-Navajas, Avizcuri, Ferreira, & Fernandez-Zurbano,
2014; Saenz-Navajas, Campo, Fernandez-Zurbano, Valentin, & Ferreira, 2010) had
suggested that odour could modulate bitterness in red wines , but astringency was mainly
driven by non-volatile compounds, while odour played a secondary role. In these models:
1) astringency is positively correlated with bitterness and spicy aroma, and negatively
correlated with roasted aroma; 2) bitterness is positively correlated with animal, vegetal
and herbal aromas as well as with astringency and sourness, while is negatively correlated
to spicy and dried fruit aromas. In this context, the present study aims to investigate specific
sensory interactions between bitterness and sourness and between bitterness and six

aromatic vectors and the effect of the level of expertise on such sensory interactions.

2. Methods

In the first experiment, a commercial red wine was spiked with quinine sulphate to
produce two levels of bitterness. Seven samples with high and seven with low bitterness
were further spiked with one of the following aroma vectors: vegetal, herbal, spicy, roasted,
animal, dried fruit or with tartaric acid to modulate sourness. In the second experiment, the
wine was spiked with an astringent proanthocyanidin fraction to produce two levels of
astringency and with one of the seven vectors used in the first experiment or with quinine
sulphate to modulate bitterness. Fourteen and 16 spiked samples of experiments 1 and 2,
respectively, were sensory evaluated together with control samples to assess the intensity
of the six aroma vectors, sourness, bitterness and astringency. Evaluation was performed
using a descriptive analysis technigue based on intensity rating on a structured 10-cm-scale

by three groups of participants with different levels of expertise. The effect of the addition
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of one aroma vector, sourness or bitterness on bitter or astringent intensity was evaluated

by ANOVA.

3. Results and discussion

A sensory experiment was designed in order to validate predictive models obtained
in previous works, which suggested that bitterness and astringency could be modified by
taste-taste (bitterness-sourness), taste — aroma (animal, spicy, vegetal, herbal, roasted or
dried fruit with bitterness), taste — astringency (astringency — sourness or astringency —
bitterness) or astringency — aroma interactions (animal, spicy, vegetal, herbal, roasted or
dried fruit with astringency). This was made under the hypothesis that these sensory
interactions could be modulated by the level of expertise of consumers, interactions

perceived by novices, trained panellists and experts were investigated.

No significant effect of aroma, sourness or bitterness was observed for astringent
intensity, confirming that in these red wines, cross-modal interactions are not relevant in
astringency. This perception is driven almost exclusively by polyphenols and it is not

influenced by taste or aroma interactions, as previous results had suggested.

However, a small number of sensory interactions related to bitterness were
observed. Bitter-aroma interactions were demonstrated for animal aroma just for less-
experienced consumers (novices), which was attributed to a hedonic synergism. Novices
tend to find more difficulties in separating odour and taste in complex mixtures, and tend
to classify flavours based on their hedonic quality (negative for animal aroma and bitter

taste).

Significant decreases in bitterness due to sour vector were observed regardless of
consumer expertise. This is explained in terms of: 1) interactions at cognitive level and 2)

interactions at receptor level. According to the first one, supression at central level
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(cognitive) could be related with the inability of consumers to direct their attention to a
specific attribute such as bitter when other sensory property such as sourness is perceived
at higher intensity. Also, the confusion between sour and bitter tastes could be the cause of
this suppresion . On the other hand, sodium and potassium tartrates could compete with
quinine receptors (affinity of both for the same receptor), and the occupation of this receptor

by the first could generate the bitterness supression.

Results demonstrate the presence of taste-taste (bitterness-sourness) and taste-

aroma (bitterness-aroma) interactions in a complex matrix such as wine.

For more information, see article: de-la-Fuente-Blanco, Fernandez-Zurbano,

Valentin, Ferreira, and Sdenz-Navajas (2017).
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CONCLUSIONS

One of the main conclusions of this doctoral thesis is that most wine aromatic notes
are due to the existence of perceptual interactions between different aroma vectors. In
fact, reconstitution works revealed that only 28% of the variance of the aromatic-sensory
space can be explained by individual vectors and that the remaining 72% should be

attributed to perceptual interactions.

The vector formed by isoamyl and isobutyl alcohols is one of the fundamental
pieces of the so-called aromatic buffer and is capable of suppressing the notes of wood,
fruit and humidity at levels of concentration at which their own aromatic notes are not
perceived, which is an example of a perceptual destructive interaction. However, the
animal / leather notes caused by ethyl phenols are enhanced by the isoamyl alcohol vector,
which can be attributed to the congruence in both, negative hedonic tones and in the
aromatic notes (alcohol/solvent and leather/animal/ink), which is an example of a

perceptual enhancement interaction.

On the other hand, it has been demonstrated that odorants sharing common
descriptors, such as ethyl esters, act in a concerted and integrated way, since in some
aromatic contexts, the original 14 components in the mixture can be replaced by the single
most intense (or even by one similar to it) without any loss of qualitative information. This
integration allows simplifying the number of odorants taking part in reconstituted models
or the number of variables taking part in mathematical models build to predict the aroma
properties of complex mixtures. This interaction is an example of a perceptual cooperative
interaction. From the quantitative point of view, some odorants present at sub-threshold
levels exert a strong synergistic effect, while odorants present a supra-threshold

concentrations interact mainly via hypo-addition. Even in the hypo-addition case, the
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amount of aroma - in terms of OAV - necessary to keep the intensity of the simplified
vectors at the same level than that of the original vector, is much increased (a factor >4 for
the whole simplification process, close to 3 for the elimination of suprathreshold odorants).
This demonstrates that OAVs are quite limited measures to predict not only the actual
importance of an odorant in a mixture but also as criteria for combining odorants into
vectors. Rather, results suggest that for modeling purposes, concentrations of individual
odorants should be first translated into aromatic intensities and that then, those aromatic
intensities should be added by using different approximations, such as the vector model

first proposed by Berglund.

Interactions between the different components of woody aroma vectors and the
fruity vector have been studied in detail. While results confirm the already observed
tendency of the woody vector to dominate the aroma of the mixture, also reveal the
existence of perceptual interactions leading to the creation of a new aroma concept (which
can be defined as perceptual creative interaction), in the case of blackcurrant notes arising

from the interaction between the vanilla-rich woody vector and the fruit vector.

Finally, a preliminary and simple study directed to assess the existence of cross-
modal interactions (odor x taste or odor x astringency) has revealed that these effects are
present but do not seem to be essential for the sensory attributes considered. In fact, no
effect of aroma on astringency was observed, confirming previous results, and only one
taste-aroma interaction (bitterness-animal aroma for naive consumers) could be
demonstrated. Such interaction was dependent on the level of expertise of consumers and

thus on their holistic approach when evaluating wine.

As a final conclusion, this work suggests that studies seeking to interpret the aroma

properties of a complex mixture of odorants, should approach the following working
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scheme: First, identify the odorants present in the mixture; second, integrate in single aroma
vectors those groups of odorants likely interacting cooperatively, not forgetting peri-
threshold odorants; third, study the different perceptual interactions existing between the
vectors in the mixture, and carrying the studies in systems as similar and complex as

possible as the product object of study.
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INTRODUCCION

Vectores de aroma y atributos sensoriales

1. Atributos sensoriales y estimulos quimicos

La percepcion de calidad de los alimentos en general y del vino en particular esta
relacionada tanto con sus dimensiones extrinsecas, que son las propiedades del producto
que se perciben sin llegar a evaluarlo organolépticamente (por ejemplo: precio, origen,
disefio del envase, informacién en la etiqueta), como con las dimensiones intrinsecas,
relacionadas con las propiedades organolépticas (apariencia, olor, sabor, gusto, sensaciones
quemestésicas...) (Jover, Montes, & Fuentes, 2004; Veale & Quester, 2009). Las primeras
han sido ampliamente estudiadas y aplicadas en el area del marketing con el objetivo de
aumentar la percepcion de calidad del producto, sin embargo, la formacion de las
propiedades intrinsecas se conoce relativamente poco, muy probablemente por la
complejidad a la hora de abordar su estudio. En lo que se refiere a estas ultimas, y segln
los expertos, los grandes vinos son aquellos capaces de inducir una amplia gama de
percepciones sensoriales, y por lo tanto una mayor complejidad. Un requisito esencial para
la calidad intrinseca y complejidad organoléptica de estos vinos es que esas percepciones
no sean incompatibles o incongruentes entre si, y que ninguna de ellas sea dominante, de

modo que la percepcion general sea “equilibrada” y “armoénica” (Spence & Wang, 2018).

En cualquier caso, la percepcion de las propiedades intrinsecas del vino es el
resultado de la integracidn en diferentes areas del cerebro de la informacion visual, olfativa,
gustativa y quemestésica (son aquellas capaces de activar el nervio trigémino y estan

relacionadas con las sensaciones tactiles, térmicas y de dolor), generando lo que
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denominamos percepcion del sabor/flavor. Durante el consumo de vino, se genera una
cascada de sensaciones que interaccionan con la informacion cognitiva del consumidor
(Parr, Mouret, Blackmore, Pelquest-Hunt, & Urdapilleta, 2011), lo que le permite
identificar y describir las sensaciones que percibe, y a su vez se activa el sistema de

recompensa del cerebro, produciendo placer (Howard, Gottfried, Tobler, & Kahnt, 2015).

Es de destacar que casi toda la informacion que obtenemos sobre las propiedades
sensoriales de un alimento por activacion del sistema sensorial esta relacionada con las
especies quimicas y su interaccion con los receptores. Entre ellas el color, que es la
consecuencia de la interaccion entre la luz visible y la materia. Asi, los pigmentos presentes
en el vino, que son especies moleculares, absorben luz de una longitud de onda especifica,
generando el color. El olor del vino es el resultado directo de la presencia de moléculas
volatiles con propiedades aromaticas (odorantes). El gusto es el resultado del contenido en
el vino de &cidos, sales, azlcares, cationes metalicos y de diferentes moléculas que afectan
al gusto amargo. Las percepciones quemestésicas estan relacionadas con la presencia de
estructuras moleculares capaces de interactuar con diferentes terminaciones trigeminales.
La fraccion de las moléculas que participan en la formacién de las propiedades sensoriales
de un producto, y por lo tanto que son sensorialmente activas, constituye su
sensometaboloma (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004) o,

para abreviar, su “sensoboloma”.

La respuesta sensorial es el resultado de la integracion de las sefiales provocadas
por la interaccion de las moléculas quimicas con los diferentes receptores sensoriales, 1o
que significa que las diferentes modalidades sensoriales (visual, olfativa, gustativa o
quemestésica) interaccionan entre ellas para generar una respuesta sensorial integrada
(Small & Prescott, 2005). Por ejemplo, es bien conocido el hecho de que el color influye

en la percepcion de los olores y gustos (Morrot, Brochet, & Dubourdieu, 2001), y el
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sabor/flavor en si mismo es la respuesta integrada de la informacién recopilada a través de
los receptores sensoriales pertenecientes a los receptores olfativos, gustativos y

trigeminales (Auvray & Spence, 2008; Spence, 2015).

2. El destacado papel del olfato en las propiedades sensoriales de los alimentos.

Entre las modalidades sensoriales, la olfativa por naturaleza es la que genera mucha
mas informacidén. De hecho, se ha descrito recientemente que el sistema olfativo humano
es capaz de identificar un numero practicamente ilimitado de olores (Bushdid, Magnasco,
Vosshall, & Keller, 2014). Esto contrasta fuertemente con la baja dimensionalidad de los
otros sentidos, especialmente el gusto y el tacto. Esto tiene que ver con la funcion especifica
de cada sentido. El olfato esta disefiado para interactuar con un amplio y complejo nimero
de moléculas de olor en constante cambio (Gottfried, 2009) - nuestro entorno -, y es
increiblemente eficaz en la deteccidn y discriminacion de olores (aunque si bien es cierto
que el ser humano tiene dificultades en la verbalizacion de las sensaciones). El olfato tiene
una relacién intima con lo placentero, hasta el punto de que algunos autores han afirmado
que los olores son de hecho emociones sensoriales (Yeshurun & Sobel, 2010). En
consecuencia, los olores de los alimentos tienen un papel primordial en el comportamiento
alimentario, induciendo el apetito. En lo que se refiere al gusto, éste es solo un sistema
sensorial de (macro)nutrientes, junto con la textura, responsable de la tasa de ingesta y la
duracion de la exposicion oral, que contribuye a la saciedad (Boesveldt & de Graaf, 2017).
Del mismo modo, el sistema trigeminal proporciona informacién sobre la irritacion
quimica, asi como informacién sobre la temperatura, la textura y la consistencia de los
alimentos, y parece estar relacionado principalmente con la prevencion de la ingestion de

sustancias nocivas (Green, 2012).
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En la mayoria de los casos, muchas percepciones sensoriales originadas durante el
consumo de un producto se ubican errGneamente en la boca, ya que, aunque los sentidos
estan ubicados en zonas anatomicas diferentes, existe una integracion de estas sefiales
sensoriales en el cerebro, que hace que exista solapamiento en la region activada en el
cerebro (Small & Prescott, 2005). El gusto es percibido principalmente por los receptores
de la lengua (papilas gustativas) y el aroma por la nariz (receptores olfativos), pero el
cerebro interpreta la sensacion general como proveniente de la boca para que pueda
asociarse con la comida que se consume (Auvray & Spence, 2008). La consecuencia
practica es que una gran parte de las percepciones observadas durante el consumo del vino
provienen de los odorantes percibidos por los receptores olfativos. Esto, junto con el hecho
de que las sefiales olfativas tienen un gran peso en la percepcién de la calidad de los vinos
(S&enz-Navajas, Avizcuri, Echavarri, Ferreira, Ferndndez-Zurbano, & Valentin, 2016),
hacen que el estudio de las moléculas olfativas sea de especial interés a la hora de

comprender la calidad del vino.

3. El olfato: deteccion de moléculas volatiles biol6gicamente relevantes

El sentido olfativo es un complejo sistema de deteccidén quimica que, en seres no
acuaticos, se situa en la cavidad nasal. Esto implica que este sistema solo puede ser
alcanzado por moléculas volatiles y, de hecho, todas las moléculas aromaticas conocidas
hasta la fecha son volatiles. Lo contrario solo es cierto en parte: mientras nuestro sistema
olfativo puede detectar casi todas las moléculas volatiles que producen cierto olor, solo
algunas de ellas pueden detectarse a los bajos niveles en los que estan presentes en la fase
vapor que emana de los alimentos u otros objetos. Muchas moléculas volatiles carecen de
propiedades aromaticas relevantes y solo pueden percibirse cuando estan presentes a altos
niveles en la fase vapor que alcanza nuestra cavidad nasal. Esto puede suceder solo cuando

la molécula esta en su estado quimico puro y nunca sucedera a los niveles en que la
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molécula se encuentra generalmente en los productos alimenticios normales. Por ejemplo,
el metanol se detectard solo cuando esté presente a niveles tan altos como 100 mg/L de aire
inhalado (Comettomuniz & Cain, 1994), lo que implica que el metanol se puede detectar
solo cuando hay al menos una molécula de metanol por cada 12 moléculas inhaladas (8%
de concentracion absoluta). Justo en el otro lado de la sensibilidad, las moléculas como el
disulfuro de bis-2 furfurilo o el 1-metoxi-3-metil-3-butanotiol (Guth & Grosch, 1991) se
pueden percibir en concentraciones en el aire tan bajas como 0,1 ng/m es decir, las

diferencias en las sensibilidades estan muy por encima de los 10 6rdenes de magnitud.

Las moléculas volatiles pueden alcanzar los receptores olfativos (RO) a traves del
aire inhalado por la nariz (ortonasal) para provocar lo que se conoce como olor, 0 por via
retronasal, donde la percepcion se integra con la percepcion del gusto y genera el
sabor/flavor del producto. Asi que, solo se percibiran aquellas moléculas de aroma que
estén presentes en el producto en concentraciones lo suficientemente altas como para pasar

a la fase vapor emanada del producto a niveles superiores al umbral de olor en aire.

Los umbrales en aire estan relacionados con la capacidad real del odorante para
impactar los RO, pero no estan relacionados con la importancia del compuesto de aroma
en un producto dado. Esto se debe a que algunos odorantes estan tan fuertemente retenidos
o disueltos en la matriz del producto que solo se liberan al espacio de cabeza de una manera
muy limitada. Esta es la razon por la que los umbrales en agua son mas utiles para predecir
la importancia potencial de un compuesto aromatico dado en un producto acuoso. En el
agua, algunos compuestos hidrofilicos, como la vainillina, estan muy bien disueltos y, por
lo tanto, se liberan tan pobremente al aire que, aunque seamos muy sensibles a ellos (el
umbral en aire es muy bajo), se requiere una gran concentracion para obtener una clara

sefial de olor (el umbral en agua es muy alto) (Van Gemert, 2003).
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Los umbrales son valores simples y su recopilacion es relativamente facil. Esta es
la razén por la que estos valores son casi los Unicos parametros que definen el
comportamiento de un odorante determinado y que se encuentran tabulados y se emplean
de manera habitual, junto con la descripcion del olor del producto quimico. Muchos
investigadores confian entonces en el cociente entre la concentracion de un compuesto en
un producto dado y el umbral de ese compuesto en una matriz similar a la del producto.
Este parametro se conoce como valor de actividad de olor (OAV) o valor de aroma (Grosch,
1993). Sin embargo, el umbral y, por lo tanto, el OAV son solo una primera y grosera
aproximacion a la hora de medir la importancia sensorial de un compuesto de aroma
presente en un producto. Como primera aproximacion, podemos decir que es necesario
estar en una concentracion por encima del umbral (OAV > 1) para que sea importante, pero
no es suficiente, particularmente en productos complejos. También podemos decir que
todos los compuestos aromaticos presentes en un producto en una concentracion de un
orden de magnitud por debajo del umbral (OAV < 0,1) son irrelevantes para el aroma de

ese producto.

4. Limitaciones de los OAV

Muchos investigadores, incluidos nuestro grupo de investigacion, han abusado en
el pasado del concepto del OAV. Un OAV es una evaluacion preliminar simple de la
importancia de un odorante en un producto dado, pero no es un indicador fiable o definitivo
de la importancia real del odorante en el producto. Hay al menos cuatro razones principales

para esto:

1. Los umbrales son valores con una incertidumbre relativamente alta.
2. Los OAYV no estan estrictamente relacionados con las intensidades arométicas.

3. Los OAV no tienen en cuenta la presencia de otras sustancias aromaticas.
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4. Los OAV no tienen en cuenta la posible interaccion fisico-quimica con los

elementos de la matriz.

La imprecision en la medicion de los OAV proviene principalmente de la
imprecision en la determinacion de los umbrales. Esta deriva, a su vez, primero, de las
diferencias en la sensibilidad entre los individuos. En base a los datos encontrados en la
literatura, se puede estimar que, en el caso mas frecuente, las diferencias en las
sensibilidades para un odorante entre el 16,7% de la poblacion més sensible y el 16,7% de
los individuos menos sensibles, se encuentra alrededor de un factor 16 (Punter, 1983). Para
algunos compuestos particulares, tal rango de variacion puede ser muy superior a 2 6rdenes
de magnitud. Ademas, para algunos odorantes, una fraccion de la poblacion puede ser
anosmica, con una sensibilidad mucho menor. En la Figura INTRO.1 se muestran ejemplos

de diferentes distribuciones de umbrales.

Cabe destacar que una de las principales contribuciones a dicha variabilidad es la
fluctuacion del umbral de cualquier individuo a lo largo del tiempo, que puede ser tan alta
como la que existe entre individuos (Stevens & Cain, 1988). Algunas otras fuentes de
imprecision estan relacionadas con la dificultad de preparar disoluciones calibradas y
estables de algunos compuestos extremadamente volatiles o inestables, como el sulfuro de
dimetilo o el sulfuro de hidrégeno. En algunos otros casos, es la pureza de los productos
quimicos lo que puede afectar seriamente al umbral. Por esta razon, muchos trabajos

evallan estos umbrales mediante GC-O (Pybus, Sell, & Chemistry, 1999).

En segundo lugar, es importante comprender que el pardmetro que impulsa la
importancia de un odorante en una mezcla dada no es su OAV sino su intensidad de olor y

que los OAV no pueden predecir directamente las intensidades de olor. La relacién entre
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Figura INTRO.1. a) Dos distribuciones extremadamente diferentes de umbrales de olor individuales entre
personas para odorantes con el mismo umbral medio (40 pg/L). En el mejor de los casos, las sensibilidades
para el 95% de la poblacion central difieren solo en un factor 4. En el peor de los casos, las diferencias son
de dos érdenes de magnitud, b) Se encuentra una distribucion diferente de los umbrales en el caso de que
una fraccion de la poblacién sea anésmica al odorante. En el ejemplo, los individuos anésmicos son en

promedio 100 veces menos sensibles al odorante.

la intensidad de un olor y su concentracién (tipicamente en escala logaritmica) es una
caracteristica de cada odorante y se conoce por su curva psicofisica. Algunas de estas
graficas estan representadas en la Figura INTRO.2 para diferentes odorantes (Ferreira,
Pet'ka, Aznar, & Cacho, 2003). Todas las graficas tienen una estructura sigmoidea comun
y se pueden dividir aproximadamente en tres regiones: el area del umbral, el area lineal

I/log C y el area de saturacion. La parte mas importante de la grafica es la primera mitad
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Figura INTRO.2. Graficas que representan log C frente intensidad de olor para cuatro odorantes
diferentes: B-damascenona (f-DM), 4-metil-4-mercapto-2-pentanona (4M4M2P), 2-metilbutirato de etilo
(E2MB) y benzoato de metilo (MBz). Las graficas difieren no solo en la posicion del umbral, sino también
en la inclinacion de las curvas. En casos normales (4M4M2P y E2MB) la saturacion se alcanza después de
4 ordenes de magnitud. B-DM y MBz representan casos extremos. También se puede observar que los

puntos de isointensidad del olor pueden tener OAV muy diferentes (en la grafica para el punto | = 50%)

que esta representada con mayor frecuencia por una ley potente, conocida como la ley de

Steven en la ecuacion 1 (Stevens, 1957, 1961):
I; = kC

Donde I; es la intensidad de olor del odorante i, Ci es su concentracion y k y ng son
dos coeficientes especificos para el odorante. En esta ley, Ci podria ser reemplazado por el
OAV. La cuestion es que hay grandes diferencias entre las pendientes de estas graficas
entre compuestos, al estar determinadas por el exponente ng. Este exponente (ng) es un
namero positivo conocido como coeficiente de Steven, que toma valores frecuentemente
entre 0,2y 0,7, y que determina finalmente cudl es la intensidad del olor asociada a un OAV
determinado. Se puede demostrar que un odorante con OAV =10y ng = 0,2, tendré 3,3

veces menos intensidad de olor que un segundo odorante con el mismo OAV y ng =0,7.

41



Introduccion

Para un OAYV de 100, las diferencias de intensidad entre ambos compuestos estaran por
encima de un factor 10. Lo contrario también es cierto, si ambos odorantes estan presentes
en el producto a la misma intensidad de olor, el OAV del odorante con ng = 0,2 serd mucho

mas alto que el OAV para el odorante con ng =0,7.

Las razones tercera y cuarta afectan no solo a los OAV, sino también a las
intensidades de olor. La tercera razdn tiene que ver con el hecho de que las propiedades de
olor de los odorantes en aislamiento a veces son pobres predictoras del papel real del
odorante en mezclas de olores complejas. Por ejemplo, algunos odorantes a bajas
intensidades (u OAVs) pueden ejercer un efecto mas importante en el aroma global, como
se demostro para 4-metil-4-mercapto-2-pentanona (4M4M2P) en vinos blancos (Escudero,
Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004), mientras que, por el contrario, se pueden
afiadir odorantes a intensidades de olor relativamente altas, como los ésteres etilicos, a
mezclas de vino con efectos sensoriales nulos o muy bajos (Escudero, Campo, Farina,
Cacho, & Ferreira, 2007). Estos efectos no son faciles de predecir, pero estan relacionados
con la existencia de interacciones perceptuales entre los odorantes. En el primer caso, se
puede decir que el caracter verde del aroma de 4M4M2P es necesario para que la mezcla
de fruta dulce de los ésteres y alcoholes adquiera un caracter de fruta fresca. La presencia
de cantidades tan pequefias como 1 ng/L (1 ppt) de 4M4M2P con un OAV de solo 1,2 hace
que el aroma global se identifique méas claramente como fruta real, lo que aumenta la
intensidad de percepcion de la mezcla (Mateo-Vivaracho, Zapata, Cacho, & Ferreira,
2010). Es decir, el caracter verde-fresco de la 4AM4M2P “completa” las caracteristicas de
aroma de la mezcla para que se identifiguen méas claramente como un “objeto de olor”
especifico. Para una discusion mas detallada sobre los objetos de olor, consulte las
referencias (Ferreira, 2012b; Gottfried, 2010; Yeshurun & Sobel, 2010). El efecto opuesto,

es decir, la incapacidad de los ésteres etilicos frutales para ser percibidos en una mezcla de
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aroma similar al vino, se atribuy6 al “efecto de amortiguacién del aroma” causado por el
etanol y otros volatiles principales del vino (Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, &
Ferreira, 2004), como algunos alcoholes (propanol, isobutanol, butanol, y 2- y 3-
metilbutanol). Estos compuestos se han identificado como fuertes supresores del aroma

frutal (Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015).

Finalmente, también se debe sefialar que algunos odorantes pueden estar implicados
en fuertes interacciones fisico-quimicas con los componentes de la matriz. Si esos
componentes de la matriz no estan presentes en el modelo para determinar los umbrales, y
la mayoria de las veces nunca lo estan, los umbrales se subestimaran y los OAV se
sobreestimaran. Estas interacciones son particularmente intensas para el caso de odorantes
gue pueden formar complejos estables con diferentes componentes del vino. Los ejemplos
mas notables son los mercaptanos y los aldehidos y las dicetonas vecinales. Los primeros
forman complejos fuertes con cationes metalicos (Cu?*, Cu*, Fe?* y, en menor medida,
Zn?") (Franco-Luesma & Ferreira, 2014) y los ultimos con dioxido de azufre (Bueno,
Zapata, & Ferreira, 2014). Se han medido recientemente sus efectos en las concentraciones
del espacio de cabeza, y por lo tanto en las propiedades aromaticas (Wen, Lopez, &

Ferreira, 2018).
5. ¢ Se puede explicar el aroma del vino a partir de su composicion quimica?

La revision de la literatura y su discusion en los apartados anteriores sugieren que
ésta es una pregunta muy oportuna. Algunos autores simplemente no tienen en cuenta todas
las consideraciones previas y tienden a simplificar demasiado. Otros, por el contrario,
apuntan a la existencia de una red tan compleja de interacciones entre los compuestos de
aroma que da la impresion de que entender la base quimica del aroma de vino es

simplemente una ilusion.
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Con respecto a la primera observacion, a menudo los investigadores intentan
deducir las propiedades sensoriales aromaticas de los vinos a partir de un set bastante
limitado de datos cuantitativos de algunos compuestos aromaticos. Un primer problema es
gue los componentes del aroma que se cuantifican son, en la mayor parte de los casos, los
que son mas accesibles desde el punto de vista analitico, y no necesariamente los que tienen
mayor relevancia en las propiedades sensoriales especificas del vino seleccionado. De
manera que, los compuestos aromaticos del vino se pueden clasificar en funcién de su
facilidad de ser analizados (Cullere, Lopez, & Ferreira, 2019) y la lista de compuestos de
aroma que se puede determinar siguiendo los procedimientos estandar de GC o GC-MS
incluye hasta 47 de los 76 principales aromas impacto que constituyen el vino.
Desafortunadamente, los compuestos mas importantes y que presentan mayor implicacion
en la formacion del aroma de muchos tipos de vinos, como compuestos volatiles de azufre
(VSC), mercaptanos polifuncionales, alquilmetoxipirazinas, rotundona, aldehidos de
Strecker, furaneol y algunos otros compuestos polares u odorantes extremadamente
diluidos, requieren estrategias analiticas especificas. Como se discutird mas adelante, se
puede estimar que solo la mitad de compuestos requeridos para comprender las propiedades
sensoriales de cualquier vino (no contaminado) se pueden determinar mediante
procedimientos estandar de GC o GC-MS. Esto puede ser suficiente en algunos casos, pero,
aun asi, deberan procesarse primero los datos cuantitativos individuales teniendo en cuenta
el concepto o vector de aroma, que se presentara en la siguiente seccion. Lo que no se debe
hacer es deducir las propiedades frutales o florales de un vino midiendo solo un

componente secundario de cualquiera de esos vectores.

Con respecto a la segunda observacion, algunos investigadores, incluyéndonos a
nosotros mismos, hemos intentado en algin momento evaluar los efectos sensoriales de

algunos odorantes o grupos de odorantes estimando sus efectos en los valores umbrales de
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una mezcla (Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015; Cullere, Cacho, &
Ferreira, 2007; Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013). Algunos de estos
resultados sugieren que algunos compuestos presentes en el vino a niveles inferiores al
umbral pueden ejercer un impacto significativo en las propiedades sensoriales del vino,
dando la impresion de que es casi imposible adquirir una comprensién completa de las
propiedades del aroma del vino. La verdad es que las propiedades sensoriales a niveles
umbrales no se pueden usar para estimar las propiedades sensoriales a niveles supra-
umbrales, donde el grado de cooperacion o aditividad entre los odorantes es mucho menor
(Ferreira, 2012a). Esto no significa que, eventualmente, algunos odorantes presentes en
niveles cercanos al umbral puedan desempefiar un papel importante, pero, como se
menciond anteriormente, esto seguramente ocurrird solo si dichos olores tienen una
caracteristica de olor que falta en el resto de componentes de la mezcla y que se requiere

para completar un concepto de olor.

6. La légica interna del aroma del vino: el bafer del vino y los vectores de aroma.

Se requieren dos elementos principalmente para comprender la relacion entre los
espacios quimico y sensorial del aroma del vino: el bufer de aroma y los vectores de aroma.
El bafer de aroma se refiere a las propiedades sensoriales especificas del grupo de
moléculas de aroma derivadas de la fermentacion alcoholica. Dicho bufer es comdn en
todas las bebidas fermentadas naturalmente, como el vino, el vino de frutas, la cerveza o la
sidra. El nombre de bufer proviene del hecho de que esta mezcla tiene un poder de supresion
notable sobre muchas notas sensoriales (Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira,
2007; Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004). Los vectores de aroma,
por su parte, se refieren a las propiedades sensoriales vinculadas a moléculas o grupos de

moléculas que pueden considerarse como las "unidades de aroma™ basicas. Estos vectores
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de aroma explicaran la diversidad de notas sensoriales que pueden percibirse por encima

del bafer de aroma.

6.1. El bufer de aroma

El bafer de aroma esta compuesto por los 27 componentes que se encuentran en la
Tabla INTRO.1. Todas esas moléculas son subproductos de fermentacion caracteristicos y
muchas de ellas estan presentes en niveles por encima del umbral. Forman una mezcla
aromatica que puede definirse como vinosa. Es ligeramente dulce y frutal, alcoholica y
picante. Una mezcla de este tipo en la que cada compuesto esta presente a niveles normales
en vino, proporciona la firma aromatica que hace que una bebida fermentada se reconozca
como vino, como se demostro recientemente (Fairbairn, 2018). Seguramente, mezclas
similares con sus perfiles de concentracion especificos hacen también las firmas aromaticas

de la cerveza y la sidra.

Tabla INTRO.1. Compuestos quimicos aromaticos que integran el tampon aromatico del vino.

Esteres
P . Acetatos de Esteres
. Alcoholes Acidos , . etilicos de s
Diversos . Isoacidos L . alcoholes etilicos de
de fusel Organicos 4cidos s
L. fusel isoacidos
organicos
Acido Acido Acetato de Acetato de Isobutirato
Etanol Isobutanol . . .. . . . .
aceético isobutirico etilo isobutilo de etilo
< - . 2-metil
. Alcohol Acido Acido 2- Butirato de Acetato de .
Diacetilo . L. . L. . . . butirato de
Isoamilico butirico metilbutirico etilo isoamilo etilo
. Acido Acido Hexanoato Acetato de Isovalerato
Acetaldehido Hexanol . . L. . oo .
hexanoico isovalérico de etilo feniletilo de etilo
. Acido Octanoato
B-feniletanol . .
octanoico de etilo
. Acido Decanoato
Metionol . )
decanoico de etilo

Como son subproductos metabolicos primarios o secundarios, su variabilidad no es

tan grande como la observada en otros componentes del aroma del vino, derivados de la
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uva, la madera u otras fuentes. A pesar de eso, existen importantes diferencias cuantitativas
relacionadas con el tipo de vinificacion, la variedad de uva (Ferreira, Fernandez, & Cacho,
1996) vy, por supuesto, la cepa de la levadura (Swiegers, Bartowsky, Henschke, & Pretorius,
2005). La composicion del bafer cambia durante el envejecimiento del vino debido a la
evolucion de los diferentes equilibrios de esterificacion/hidrolisis. Los niveles de algunos
ésteres aumentan con el tiempo, en particular los ésteres etilicos de los acidos ramificados,
mientras que los acetatos de los alcoholes de fusel/superiores practicamente desaparecen.
Los niveles de ésteres etilicos de acidos grasos cambian en menor medida ya que durante

la fermentacion se producen en niveles cercanos a los del equilibrio.

Algunos componentes del bufer aromatico pueden alcanzar concentraciones lo
suficientemente altas como para ser percibidas especificamente, una de las razones por las
que los componentes del bufer también se organizan en vectores de aroma, como se explica
en la siguiente seccion. Este es el caso de vinos demasiado alcoholicos, o con demasiado
acetato de etilo o con grandes cantidades de ésteres etilicos o de acetatos de alcoholes

superiores.

Las propiedades especificas que explican por qué el bufer se nombra como tal son:

1. El escaso impacto sensorial relacionado con la omisién de uno de sus componentes
en las pruebas de omision aromatica (Ferreira, Ortin, Escudero, Lopez, & Cacho,
2002).

2. La capacidad de suprimir la intensidad aromatica de un grupo de compuestos
agregados a la mezcla (Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007;

Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004).

Estudios més recientes han demostrado que los efectos de supresion se pueden

asociar a algunos componentes especificos del bafer. El efecto de supresion ejercido por el
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etanol en las notas frutales del vino ya se describié en 2007 (Escudero, Campo, Farina,
Cacho, & Ferreira, 2007). En dicho trabajo, los autores demostraron que la intensidad frutal
de los vinos modelo que contenian una cantidad fija de ésteres frutales disminuyd
considerablemente cuando se aumentd el contenido alcohdlico, convirtiéndose en no
perceptible a 14,5 % (v/v). Este efecto ha sido confirmado por otros autores (Goldner,
Zamora, Di Leo Lira, Gianninoto, & Bandoni, 2009; Villamor, Evans, & Ross, 2013) que
también encontraron una disminucién en los matices de caramelo y un aumento en las notas
herbaceas, quimicas y a madera. No cabe duda de que una parte del efecto esta relacionado
con el complejo papel del etanol como disolvente. Un aumento en el nivel de etanol
aumenta la solubilidad de los compuestos del aroma, disminuyendo la concentracion en el
espacio de cabeza en el equilibrio. Sin embargo, el etanol mejora las propiedades de
transferencia de masa desde el liquido, mejorando la transferencia de compuestos volatiles
en sistemas dinamicos (Ickes & Cadwallader, 2017). Dado que los sistemas dindmicos
estan mas cerca de las condiciones de la degustacion y del consumo de vino (Escudero,
San-Juan, Franco-Luesma, Cacho, & Ferreira, 2014), parece razonable pensar que una gran
parte de los efectos de supresion del etanol tienen un auténtico origen perceptual. El &cido
acético también tiene un efecto supresor. A niveles tan bajos como 0,4 g/L, es capaz de
disminuir fuertemente la intensidad de las notas florales en vinos blancos (Campo, Ferreira,
Escudero, & Cacho, 2005) y la intensidad de la nota frutal en los vinos tintos (San-Juan,

Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011).

Pero los componentes mas activos en el bufer parecen ser los alcoholes superiores,
(isobutanol, alcohol isoamilico, B-feniletanol y metionol). Su papel no se ha abordado
adecuadamente hasta el momento, a pesar del hecho de que fueron los primeros compuestos
de aroma citados en el vino. Durante afios, se afirm6 que por debajo de 300 mg/L eran

contribuyentes positivos al aroma del vino (Rapp & Versini, 1991), aunque esta afirmacion
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no parecia estar respaldada por resultados experimentales soOlidos. Cameleyre y
colaboradores (2015) demostraron recientemente que la mezcla de propanol, isobutanol,
butanol y 2- y 3-metilbutanol afiadidos a una disolucién hidoralcohdlica que contiene 13
ésteres frutales induce notas sensoriales que recuerdan a disolvente y butirico y disminuyen

la intensidad de la nota frutal.

Los efectos bastante negativos del acido acético, el alcohol y los alcoholes
superiores son contrarrestados parcialmente por los efectos sorprendentemente positivos de
los &cidos grasos, también componentes del bafer, que pueden potenciar las notas frutales
(San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). Incluso los acidos ramificados, como los
acidos isobutirico y 2- y 3-metilbutirico, a pesar de sus olores fuertes y desagradables, no
suprimen las notas frutales, sino que suprimen o enmascaran especificamente los matices

aromaticos de los etilfenoles (Romano, Perello, Lonvaud-Funel, Sicard, & de Revel, 2009).

El fuerte efecto de supresion causado por el bufer en muchos matices de aroma
contrasta fuertemente con la facilidad con la cual algunos odorantes con descriptores
frescos y verdes, como 4-metil-4-mercapto-2-pentanona (4M4M2P) o acetato de 3-
mercaptohexilo (3MHA), introducen cambios en el bufer aromatico (Escudero, Gogorza,
Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004; Mateo-Vivaracho, Zapata, Cacho, & Ferreira,
2010). Como se menciono anteriormente, este comportamiento variable se puede atribuir
al hecho de que los descriptores frescos y verdes son parte de nuestros conceptos y objetos
frutales. Estas observaciones son cruciales para comprender el concepto de vector de aroma
y la importancia de los objetos de aroma en el estudio de las interacciones perceptuales

entre vectores.
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6.2. Vectores de aroma

Un vector de aroma es una unidad perceptual constituida por una o varias moléculas
con descriptores de aroma similares, que juntas y de manera integrada, son responsables de
un set especifico de caracteristicas sensoriales de un tipo de productos; el vino en nuestro

Caso.

Todos los vectores de aroma, cuando estan presentes en sus niveles maximos de
aparicion, comunican al producto un conjunto de caracteristicas de aroma bien definidas.
Dejando a un lado algunos vectores dentro del bufer aromaético, tales grupos de

caracteristicas de aroma en general permiten la identificacion del olor especifico del vector.

Los vectores de aroma son herramientas conceptuales y practicas que se van a
emplear para simplificar el estudio del aroma, ya que permitiran reducir en gran medida las
dimensiones del espacio quimico, facilitando su correlacion con el espacio sensorial, como
se describe en la Figura INTRO.3. En el caso del aroma de vino tinto, el espacio quimico
esta formado por al menos las 75 moléculas de aroma diferentes que pueden estar presentes
en este tipo de muestras a niveles por encima del umbral. Este nimero se puede simplificar
a alrededor de 25 vectores de aroma para interpretar el espacio sensorial completo de todos
los vinos tintos, y para subgrupos de muestras méas reducidos podria reducirse a menos de
15 vectores de aroma, lo que parece ser un gran, aunque razonable, conjunto de variables

para la modelizacién matematica.

La identificacion y caracterizacion de los vectores de aroma es una tarea que hasta
la fecha no se ha sistematizado adecuadamente. En el pasado, algunos autores, incluidos
nosotros mismos, hemos hecho un uso intuitivo de esta idea. Por ejemplo, en uno de

nuestros primeros trabajos de modelizacion, las notas frutales de vinos jovenes esparioles
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(metaboloma volatil)

Compuestos volatiles
en las muestras
>10000 moléculas

(Espacio general del vector de
aroma)

Umbral de olor/ GCO [ Agrupado en vectores de

Cribado aroma
< 100 moléculas < 25 vectores

(sensoboloma volatil)

Modelado Subset de muestras
matematico de los <:| homogeneo

espacios sensoriales < 15 vectores

(espacio del vector de aroma
reducido)

Figura INTRO.3. Esquema que muestra la reduccion del espacio quimico para facilitar la modelizacion

matematica del espacio sensorial

se modelaron parcialmente mediante el uso de vectores de aroma constituidos por la suma
directa de las concentraciones de diferentes tipos de ésteres (ésteres etilicos de acidos
grasos y acetatos de alcoholes fusel) (Ferreira, Fernandez, Pena, Escudero, & Cacho, 1995).
En 2003, algunos grupos de odorantes de vino se integraron en vectores definidos como la
suma de OAVs (Aznar, Lopez, Cacho, & Ferreira, 2003). Una estrategia similar también
se utilizé en 2011 para construir un modelo PLS que explicaba las notas frutales de los
vinos tintos (San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). Sin embargo,
retrospectivamente, la integracion de los compuestos aromaticos en los vectores fue
bastante arbitraria, ya que hubo algunos vectores que mostraban matices de aroma
demasiado proximos (por ejemplo, ésteres etilicos ramificados minoritarios y ésteres
etilicos mayoritarios) y algunos otros que incluyen matices aromaticos demasiado dispersos

(por ejemplo, extraibles de madera).
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7. Interaccion entre los vectores de aromay la percepcion general del aroma

Si pensamos en la existencia de un nimero de vectores de aroma amplio en un vino
dado, es plausible inferir el resultado sensorial mas probable utilizando las pocas reglas
generales cominmente aceptadas sobre las interacciones sensoriales y derivando algunos

patrones adicionales de todas las observaciones hechas a lo largo de los afios.

El proceso tal como lo entendemos hoy esta esquematizado en la Figura INTRO.4.

“SENSOBOLOMA”

del vino

Vectores de aroma dentro de
un tipo de vino

T\

INTERACCIONES INCREMENTO DEL AROMA: INTERACCIONES CREATIVAS:
COOPERATIVAS: CERCA DE POR COMPLETAR UN CONCEPTO | | CONTRUYEN UN CONCEPTO DE
CONCENTRACIONES UMBRALES DE AROMA AROMA NUEVO

Yy J &

CONCEPTO DE AROMA DEL VINO

INTERACCIONES DESTRUCTIVAS:

INTERACCIONES EFECTOS DE SUPRESION CAUSADOS
COMPETITIVAS: ENTRE LOS % ? POR VECTORES DE AROMA
DIFERENTES CONCEPTOSY NEGATIVOS/INCONGRUENTES

CARACTERISTICAS (DEFECTOS)

PERCEPCION DEL

AROMA DEL VINO

Figura INTRO.4. Esquema que muestra las posibles interacciones perceptuales entre los vectores de aroma
presentes en el vino para producir la percepcion final del aroma del vino. Para aclarar y con fines de
modelizacion, el proceso de integracion se ha dividido en dos etapas: transformacion de vectores de aroma

positivos en conceptos de aroma y efectos de supresion causados por defectos.

Los vectores de aroma iniciales sufren un proceso de integracion de aroma bastante

intenso en el que se pueden identificar tres resultados diferentes:
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1. Integracion del aroma. Si la muestra contiene vectores de aroma a muy baja intensidad,
cerca del umbral, pertenecientes a las mismas categorias de olor o relacionadas, entonces
existe la posibilidad de que esos vectores de aroma estén integrados dentro de un vector de
aroma mas fuerte que muestre un atributo sensorial comdn (interacciones cooperativas).
Este tipo de integracion se ha observado en vinos blancos neutros que contienen niveles
muy bajos de terpenoles, cinamatos, y-lactonas y vainillinas, que en conjunto son
responsables de las notas de flores dulces (Loscos, Hernandez-Orte, Cacho, & Ferreira,

2007).

2. Potenciacion del aroma. Los efectos de potenciacion del aroma tienen lugar cuando un
vector de aroma presente en niveles bajos produce un aumento importante en la intensidad
de un descriptor de olor relacionado con otro vector de aroma presente en la mezcla. Los
efectos de pequefas cantidades de 4AM4MP y 3MHA en las notas de frutas de baya en el
vino (Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004; Mateo-Vivaracho,
Zapata, Cacho, & Ferreira, 2010), o de DMS en notas frutales de vino tinto (Escudero,
Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007; Lytra, Tempere, de Revel, & Barbe, 2014;
Segurel, Razungles, Riou, Salles, & Baumes, 2004) son buenos ejemplos de este
comportamiento. Como se mencioné anteriormente, esta potenciacion parece tener lugar
cada vez que el vector de aroma débil agrega una caracteristica que completa un concepto

de aroma.

3. Creacion de nuevos conceptos de aroma (interacciones creativas). Esto sucede cuando
la mezcla de olores contiene, dentro de sus constituyentes, una serie de vectores de aroma
con relaciones de intensidad especificas capaces de desencadenar lo que se conoce como
un “proceso de reconocimiento de configuracion” que termina con el reconocimiento de un
objeto de olor diferente, es decir, cuando un grupo de vectores de aroma presentes en el

vino se identifican como un objeto de olor diferente. Esta es la razon por la que algunos
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vectores de aroma dentro del bafer de aroma, tales como los acidos grasos o los acidos
ramificados, incluso cuando estan presentes en intensidades relativamente altas nunca se
identifican como tales: interactdan fuertemente con diferentes vectores frutales para formar
diferentes conceptos frutales (San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). Otro ejemplo
interesante es la interaccion entre metional, B-damascenona y otros vectores frutales para

formar notas de pasas (San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011).

El resultado de este proceso de integracion del aroma, transforma los vectores de
aroma iniciales en un conjunto de conceptos de aroma presentes en el vino. Este conjunto
incluye algunos vectores de aroma originales que no han sido afectados por el proceso de

integracidn, y esos nuevos vectores conformados en el proceso de interaccion.

De manera que, el resultado mas frecuente serd un tipo de mezcla en la que los
diferentes descriptores de los diferentes conceptos de aroma se detectaran con una mayor
probabilidad cuanto mayor sea la intensidad del concepto de aroma (Ferreira, 2012b). Estos
conceptos de aroma no interactian adecuadamente entre ellos; simplemente estan
compitiendo y nuestras narices simplemente estan escogiendo a uno de ellos siguiendo un
juego de probabilidades. Un aumento en la intensidad de uno de ellos, solo representa un
aumento en su detectabilidad y una disminucién concomitante en las detectabilidades de
los otros vectores presentes en la muestra. La interaccion entre el vector de olor floral
(representado por una mezcla de linalool/fenilacetato de etilo) y el vector de olor tropical
de 3MHA representa un buen ejemplo de este patrén (Campo, Ferreira, Escudero, & Cacho,
2005). Esto solo corresponde a la teoria del predominio de los olores derivados del estudio

de mezclas binarias, asi como de mezclas mas complejas (Ferreira, 2012b).

Pero aun asi, puede tener lugar un poderoso proceso de interaccion destructiva.

Siempre que la mezcla contenga un vector de aroma clasificado como “defecto”, en la
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mayoria de los casos habra una fuerte supresion de las intensidades de olor de todos los
vectores de aroma (y conceptos) presentes, incluso cuando el defecto esté en niveles no
suficientes para su identificacion. Esto es bien conocido en el caso del 2,4,6-tricloroanisol,
gue es un potente supresor de sefiales olfativas (Takeuchi, Kato, & Kurahashi, 2013)
incluso en concentraciones infra-umbral (Ferreira, San Juan, Escudero, Cullere, Fernandez-
Zurbano, Saenz-Navajas, et al., 2009; Tempere, Schaaper, Cuzange, de Revel, & Sicard,
2017), pero se han observado patrones de comportamiento similares para los casos de acido
acético (Campo, Ferreira, Escudero, & Cacho, 2005), metoxipirazinas (Campo, Ferreira,
Escudero, & Cacho, 2005) y etilfenoles (Aznar, Lopez, Cacho, & Ferreira, 2003; Ferreira,
et al., 2009; Tempere, Schaaper, Cuzange, de Lescar, de Revel, & Sicard, 2016).
Curiosamente, a veces el defecto puede potenciar un segundo defecto congruente presente
en la muestra para formar un aroma defectuoso méas fuerte: los azufrados volétiles H.S y
MeSH integran sus sefiales en un complejo olor denominado “reductor” (Franco-Luesma,

Saenz-Navajas, Valentin, Ballester, Rodrigues, & Ferreira, 2016).

Los efectos de supresion ejercidos por los vectores de aroma negativos (0
incongruentes) parecen ser una verdad general de la percepcion del olor, y en todos los
modelos en los que se relacionan las notas frutales positivas o la calidad con la
concentracion de odorantes (Atanasova, Thomas-Danguin, Chabanet, Langlois, Nicklaus,
& Etievant, 2005; Aznar, Lopez, Cacho, & Ferreira, 2003; Campo, Ferreira, Escudero, &
Cacho, 2005; Ferreira, 2012b; Ferreira, et al., 2009; San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero,
2011; San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). En estos modelos, los “defectos”
sistematicos aparecen como contribuyentes negativos, independientemente del hecho de
que en la mayoria de los casos se encontraban en concentraciones por debajo del umbral.
El modelo de calidad de los vinos tintos espafioles a partir de datos olfatométricos

representa un buen ejemplo (Ferreira, et al., 2009).
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8. Observaciones finales

En general, parece que modelar la percepcion del aroma del vino no esta tan lejos.
Es cierto que aun existen algunos desafios notables, en particular los derivados del esfuerzo
analitico excesivo que se requiere hoy para recopilar informacion de todos los vectores de
aroma relevantes presentes en un vino. También es cierto que la “teoria” aqui esbozada se
encuentra en estado germinal y requiere pruebas exhaustivas y una definicion mucho mas
clara de sus diferentes componentes conceptuales. Pero, sin embargo, también esta claro
que existen razones solidas para pedir a los investigadores algo méas que tratar de predecir
las propiedades del aroma del vino a partir de los descriptores sensoriales de los odorantes

secundarios.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es comprender como algunos de los principales

vectores del aroma del vino interactdan entre ellos para formar los matices generales del

aroma del vino, con el ultimo propdsito de desarrollar conceptos de interés general para

hacer frente a la interpretacion de mezclas de aroma complejas.

Los objetivos especificos son:

1.

Investigar el espacio sensorial asociado a las interacciones perceptuales entre
los seis vectores aromaticos mas comunes en el vino.

Investigar los efectos de supresion asociados a los alcoholes superiores.
Investigar si los 14 esteres etilicos encontrados de manera natural en el vino
tinto pueden ser representados adecuadamente por mezclas simples sin alterar
el aroma del vino.

Investigar las consecuencias cualitativas y cuantitativas de la interaccién entre
el vector de esteres etilicos y los tres vectores diferentes unidos a los extraibles
de la madera.

Evaluar el efecto de las interacciones cruzadas de los vectores de aroma con el

amargor Yy la astringencia de los vinos tintos.
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SECCION 1.

Interacciones sensoriales entre seis vectores de aroma capaces
de explicar cuatro atributos de aroma en vinos tintos

1. Introduccién

Uno de los principales desafios de la investigacion de los aromas de hoy en dia es
comprender las razones que determinan las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la
percepcion sensorial provocada por mezclas complejas de odorantes. Como analizaron
Francis y Newton (2005), el aroma del vino no es solo la suma de los componentes
individuales, sino el resultado de complejas interacciones entre un gran numero de
compuestos quimicos. Los odorantes pueden interactuar, mostrando efectos aditivos o
competitivos, que pueden convertirse incluso en efectos sinérgicos o antagonicos (Ferreira,
2012a). Las interacciones que influyen en las propiedades del aroma del vino han sido
objeto de las investigaciones sobre el vino y la psicofisica durante décadas, aunque la
mayoria de esos estudios se han centrado en las interacciones del aroma en mezclas
relativamente simples (Atanasova, Thomas-Danguin, Chabanet, Langlois, Nicklaus, &
Etievant, 2005; Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, Chabanet, & Etievant,
2005; Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004; Margaux

Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015).

Selfridge y Amerine (1978) estudiaron los efectos del enmascaramiento, la adicion
y el sinergismo en un vino artificial que contenia acetato de etilo y diacetilo en varias
proporciones y concentraciones. Observaron que incluso cuando los compuestos estaban
en concentraciones por debajo de su umbral de deteccion en el vino, se podia percibir un

olor como resultado de la sinergia perceptual. Méas especificamente, varios trabajos han
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resaltado la existencia de interacciones perceptuales entre las notas a madera y las frutales
en vino (Atanasova, Thomas-Danguin, Chabanet, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2005;
Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, Chabanet, & Etievant, 2005; Atanasova,
Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004), probando que las notas a madera
tienden a dominar sobre las notas frutales en mezclas binarias que contienen niveles sub-
umbrales y cercanos al umbral de los odorantes de la madera. El etanol puede cambiar
algunos de estos efectos y ser enmascarado (Le Berre, Beno, Ishii, Chabanet, Etievant, &

Thomas-Danguin, 2008).

Otros investigadores centraron sus estudios en los ésteres frutales de los vinos
tintos, desarrollando experimentos de adicion y omision en vinos sintéticos (el conjunto de
ésteres). Estos autores sugirieron que los ésteres ramificados estan relacionados con los
aromas a bayas negras, mientras que los ésteres lineales pueden estar vinculados con los
aromas a bayas rojas (Pineau, Barbe, Van Leeuwen, & Dubourdieu, 2009). También han
demostrado que el aroma frutal puede ser incrementado por el 2-hidroxi-4-metilpentanoato
de etilo y podria enmascarase con una mezcla de cuatro compuestos de fermentacién
(Lytra, Tempere, de Revel, & Barbe, 2012b) y que los ésteres a niveles sub-umbrales
pueden aumentar el caracter frutal del conjunto de ésteres (Lytra, Tempere, Le Floch, de
Revel, & Barbe, 2013). En un estudio mas reciente han demostrado que el olor a grosella
negra puede ser producido por la interaccion entre el dimetilsulfuro (DMS) y la mezcla de
ésteres (Lytra, Tempere, Zhang, Marchand, de Revel, & Barbe, 2014). Otro trabajo
importante ha subrayado el efecto de supresion ejercido por los compuestos relacionados
con la oxidacion en el cardcter a fruta fresca generado por el 3-mercapto-1-hexanol
(Coetzee, Brand, Emerton, Jacobson, Ferreira, & du Toit, 2015). Recientemente,

Cameleyre y colaboradores (2015) han mostrado la presencia de interacciones perceptuales
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entre el aroma frutal generado por los ésteres etilicos ramificados y el aroma a disolvente

del alcohol isoamilico.

Si bien estos estudios subrayan importantes resultados sobre las interacciones
perceptuales que tienen lugar entre los odorantes, algunos de ellos utilizan esquemas de
trabajo simples, tales como disoluciones sintéticas, modelos simples o disoluciones de un
unico odorante, los cuales pueden limitar la generalizacion de sus resultados. Ademas, en
muchos casos, los investigadores han estudiado la interaccion entre dos olores, cuando el
hecho es que en el vino hay muchos odorantes que crean olores diferentes y compiten
simultaneamente. Finalmente, y hasta nuestro conocimiento, no hay estudios en los que se
hayan valorado sistematicamente los componentes principales del olor del vino segun su
contribucion y sus interacciones. En este contexto, seria necesario una aproximacion
quimico-sensorial mas ambiciosa basada en la recreacion de modelos complejos que
representen las caracteristicas del aroma tan proximas como sea posible al vino real y que

se centren en los principales vectores de aroma del vino.

El vino se ha descrito como un bufer sensorial que contiene etanol y los principales
compuestos de fermentacion que son capaces de contrarrestar la adicion u omision de varios
odorantes sin ningun cambio significativo en el aroma global (para una revision completa
ver Ferreira, 2008). Esta mezcla es ligeramente dulce, picante, alcoholica y un poco frutal,
por lo que evoca el tipico olor de bebida alcohodlica normalmente definido como vinoso.
Solo ciertos compuestos impacto o familias de compuestos que comparten propiedades
quimicas y de aroma pueden romper el bufer sensorial y por tanto transmitir al vino el matiz
de aroma especifico, formando por tanto un vector de aroma. Solo en algunos casos
particulares es posible encontrar un compuesto impacto auténtico capaz de transmitir al
producto sus olores primarios tales como para el Verdejo espafiol (3-mercaptohexanol) o

el Sauvignon Blanc (4-mercapto-4-metil-2-pentanona) (Darriet, Tominaga, Lavigne,
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Boidron, & Dubourdieu, 1995; Mateo-Vivaracho, Zapata, Cacho, & Ferreira, 2010). Sin
embargo, en los productos mas complejos y mas valorados, el perfil aromatico se crea por
accion concertada de muchas moléculas. El vino tinto es un buen ejemplo de matriz
compleja: hay una rica matriz no-volatil, hay una gran cantidad de odorantes activos
diferentes, y no hay a menudo compuestos impacto claros. En este contexto quimico la

percepcion de las diferentes notas es extremadamente compleja.

Recientes investigaciones llevadas a cabo en nuestro grupo de investigacion (Saenz-
Navajas, Gonzalez-Hernandez, Campo, Fernandez-Zurbano, & Ferreira, 2012) han
subrayado que la percepcion de la calidad por parte de un grupo de expertos espafioles de
un grupo de vinos premium espafioles (muestras del segmento de precio alto en el mercado)
no esta necesariamente ligada a intensos matices de olor explicitos, sino mas bien a una
gran paleta de muchos olores sutiles. Esto sugiere que la complejidad y la armonia son
dimensiones esenciales relacionadas positivamente con la percepcién de calidad tal y como
mostré Charters y colaboradores (2007). El estudio de la composicion analitica del
mencionado grupo de vinos Premium espafioles junto con otras dos categorias de vino
pertenecientes a segmentos de precio mas bajo: precio bajo y medio (San Juan, Cacho,
Ferreira, & Escudero, 2012), han proporcionado una base de datos cuantitativa extensa, que
ha permitido identificar algunas pistas importantes relacionadas con la calidad del vino, los
atributos del aroma y la composicién en odorantes. Dos observaciones importantes de este
estudio son el objetivo del presente trabajo. En primer lugar, los modelos de calidad tienen
una estructura comun basada en la oposicion de compuestos de aroma positivos y defectos
en todas las categorias de vino, pero los compuestos clave capaces de explicar la calidad
son caracteristicos del segmento de precio. Por ejemplo, los acidos ramificados estan
positivamente relacionados con la calidad de los vinos Premium, mientras que estan

relacionados negativamente con los vinos de categoria de precio medio. Esto podria deberse
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a la existencia de interacciones perceptuales entre los componentes de aroma especificos
de la categoria del vino. En segundo lugar, dejando a un lado algunos atributos del aroma
del segmento Premium (San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011), no fue posible
encontrar modelos predictivos satisfactorios para la mayoria de los atributos aromaticos en
las otras categorias de vino (segmentos de precio medio y bajo). El fallo en la modelizacién
puede tener multiples causas, entre ellas los efectos de la matriz no volatil en la volatilidad
de los compuestos del aroma (Saenz-Navajas, Campo, Culleré, Fernandez-Zurbano,
Valentin, & Ferreira, 2010) o la limitacion de los modelos lineales usados en estos trabajos.
En cualquier caso, esto implica que controlar perfectamente las variables composicionales
seria esencial para aumentar el conocimiento sobre la percepcién del aroma y por tanto,
sobre la calidad del vino. De ahi que trabajar con mezclas complejas como los vinos
modelos parece ser una herramienta interesante capaz de superar las principales

limitaciones relacionadas con la comprension de la formacion del aroma.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar las dimensiones sensoriales
aromaticas relacionadas con seis vectores de aroma del vino comunes que varian en un
rango de concentraciones naturales en el vino y estudiar las interacciones sensoriales entre
ellos. Los seis vectores de aroma estudiados fueron los norisoprenoides (N), los acidos
ramificados (A), los ésteres etilicos ramificados (E), alcoholes superiores (L), enolonas (F)
y compuestos relacionados con la madera (M); todos ellos fueron elementos basicos
esenciales de los modelos PLS que explican la calidad de los vinos tintos (San Juan, Cacho,
Ferreira, & Escudero, 2012). Una de los principales retos del estudio fue llevar a cabo el
estudio con muestras “similares a vino”, de modo que pudieran identificarse interacciones
realistas entre los componentes. Se prepararon diferentes vinos modelo (WM) mediante un

protocolo basado en la reconstitucion que proporciona muestras de vino casi reales (Saenz-
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Navajas, Campo, Fernandez-Zurbano, Valentin, & Ferreira, 2010), los cuales fueron

posteriormente evaluados sensorialmente.

2. Materiales y métodos

2.1. Estandares

2.1.1. Reactivos y compuestos

Los estandares quimicos fueron suministrados por Fluka (Buchs, Suiza), Lancaster
(Estraburgo, Francia), Panreac (Barcelona, Espafia) y Firmenich (Ginebra, Suiza). El
diclorometano y el etanol de calidad Lichrosolv fueron suministrados por Merck
(Dramstadt, Alemania). El agua pura se obtuvo de un sistema de purificacion Milli-Q

(Millipore, Bedford, MA).

2.1.2. Extractos no volatiles

Se liofilizaron cincuenta mililitros de muestra de vino (Muga reserva 2004, D.O.
Rioja, Espafia) en matraces redondos de 250 mL, las muestras se extrajeron después con 3
fracciones de 10 mL de diclorometano para eliminar los compuestos volatiles restantes. El
diclorometano se elimind posteriormente por el paso a través de la muestra de una corriente
de nitrogeno puro (50 mL/min) durante 20 minutos. Se comprobd la ausencia total de
diclorometano por microextraccion en fase solida de espacio de cabeza (Carboxen/PDMS
75 um a 30 °C durante 10 min) y GC con detector de captura de electrones (limite de
deteccidn del sistema de 1 ng/muestra). Este extracto se disolvid posteriormente en agua
de baja mineralizacion (Evian, Evian-les Bains, Francia) y se llevo a un volumen de 10 mL
(5 veces concentrada). Estas muestras se colocaron en viales y se hizo pasar por el espacio
de cabeza un flujo de nitrégeno para evitar el contacto de la muestra con oxigeno y se

almacen0 a 5 °C hasta la preparacion de la muestra.
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2.2. Vinos modelo (WM)
2.2.1. Seleccion de los modelos por disefio factorial

Se tuvieron en cuenta seis variables cuantitativas controladas (llamadas vectores de
aroma) a dos niveles de concentracion (bajo y alto) en el test de prueba preliminar siguiendo
un disefio factorial. Las concentraciones alta y baja corresponden a los valores de
concentracion maxima y minima encontrados en un grupo de 25 muestras de vinos
Premium analizados en el laboratorio (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). Los
experimentos se plantearon siguiendo un disefio 2 & donde se estimaron los principales
factores y pares de interacciones de dos factores, asumiendo que los efectos de las
interacciones de alto orden eran limitados (Bisgaard, 1988). Se obtuvieron un total de 32

formulaciones diferentes de los vinos modelo segln este disefio factorial.
2.2.2. Composicion quimica de los vinos modelo

Los vinos modelo se prepararon mezclando un grupo de compuestos de aroma
comunes del vino (bufer aromatico) con las seis familias objeto de estudio (norisoprenoides
(N), acidos ramificados (A), ésteres etilicos ramificados (E), alcoholes mayoritarios (L),
enolonas (F) y compuestos relacionados con la madera (M)), a dos posibles niveles de
concentracion (alto y bajo) (Tabla 1.1). En términos de codificacion de las muestras, las
letras mayusculas (ej. NAEM) se establecen para un vino modelo en el que esos vectores
(N, A, E y M) estén presentes en alta concentracion y los vectores faltantes (F y L en este

caso) estan presentes a bajas concentraciones.

Se adicion0 esta mezcla sobre el extracto no volatil correspondiente a 375 mL de
vino tinto envejecido (Saenz-Navajas, Gonzalez-Hernandez, Campo, Fernandez-Zurbano,
& Ferreira, 2012) junto con el etanol y el agua mineral embotellada hasta completar el

volumen final de 375 mL con un contenido en etanol del 12 % (v/v). Las concentraciones
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del grupo de compuestos comunes del aroma base eran la media de los valores del mismo
grupo de 25 vinos tintos Premium esparfioles citado anteriormente. Los niveles alto y bajo
de los vectores correspondian a la concentracion méxima y minima encontradas en el
mismo grupo de muestras. Estos vinos estaban elaborados con diferentes variedades y
mediante diferentes procedimientos, de manera que cubriesen la mayor variabilidad en la
composicién del aroma y por tanto de los perfiles de aroma. EI mismo grupo de muestras
fue analizado en nuestro laboratorio en el marco de un estudio a gran escala durante el afio
anterior al presente trabajo (San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). Se preparé una
disolucién Unica en etanol, que contenia un grupo de 19 compuestos de fermentacion,
mientras que el resto de familias de aroma (vectores) se prepararon separadamente. Estas
disoluciones se prepararon un dia antes de la sesion formal de analisis sensorial y se
almacenaron a - 20 °C. Los vinos modelo se prepararon al comienzo del dia de las sesiones
descriptivas y se almacenaron en botellas ambar de 500 mL con cierre y en una vinoteca

con temperatura controlada a 5 °C hasta su servicio.

2.3. Evaluacion sensorial

En este estudio participaron tres tipos de paneles sensoriales:

2.3.1. Expertos (estudio piloto)

Este grupo estaba formado por 5 investigadores del mundo del vino (4 mujeres 'y 1
hombre, de edades comprendidas entre los 29 y 55 afios de edad, media 41 afios y
desviacion estandar de 10) regularmente implicados en la evaluacién del vino y con una
larga experiencia (> 10 afios) en la cata de vinos. Ellos se ajustaban a la categoria de
expertos en vino segun Parr y colaboradores (2002). Pertenecian al personal del laboratorio
y eran conscientes de la naturaleza de las muestras y del objetivo del estudio. Este panel

llevd a cabo un experimento piloto en el cual evaluaron 32 vinos modelo del disefio factorial
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Tabla 1.1. Concentraciones (ug/L) de los compuestos usados para preparar los vinos modelo (WM). Las
concentraciones de los compuestos que constituyen el aroma base comin son la media de los valores
encontrados en vinos Premium y los niveles bajo y alto de los vectores de aroma son las concentraciones
maximas y minimas encontradas en el articulo de San Juan y colaboradores (2011).

Compuesto Descriptor Concentracion

2,3-butanodiona Crema 200

Acetaldehido Manzana 10000

Propanoato de etilo Frutal 140

Butirato de etilo Frutal, fresa 140

Hexanoato de etilo Frutal, fresa 120

Octanoato de etilo Jabén 90

Decanoato de etilo 60

Lactato de etilo 125000
Grupo de Cinamato de etilo Floral, polen 0,8
compuestos que ' '
conforman el aroma  ‘Acetato de feniletilo Rosa 30
base Acetato de isoamilo Platano 200

1-hexanol Césped, verde 1000

(2)-3-Hexenol Césped, verde 100

Guaiacol Ahumado 13

Acido butirico Queso 580

Acido hexanoico Queso 1100

Acido octanoico Queso 440

Acido decanoico Queso 160

Acido acético Vinagre 300000
Vector de aroma Compuesto Nivel bajo Nivel alto

) ) B-damascenona Manzana 0,8 3,2

Norisoprenoides (N) B-ionona Violeta 0,12 0,48
. o Acido 2- metilpropanoico Queso 236 944
'(A":)'dos ramificados  Acjdo 2-metilbutirico Queso 120 480

Acido 3-metilbutirico Queso 80 320

Furaneol Caramelo 10 40
Enolonas (F) Homofuraneol Caramelo 150 600

Isobutirato de etilo Frutal, fresa 100 400
Esteres etilicos 2-metilbutirato de etilo Frutal, fresa 15 60
ramificados (E) 3-metilbutirato de etilo Frutal, fresa 25 100

2-metilpropanol Fusel 22000 66000
Alcoholes superiores  ajconol isoamilico Fusel 120000 360000
L B-feniletanol Rosa 25000 75000
Compuestos de la Whiskylactona Coco 100 500
madera (M) Eugenol Clavo 10 50

fraccionado. Durante esta Unica sesion, los expertos evaluaron ortonasalmente los vinos

modelo y se les pidié que proporcionaran descripciones abiertas de cada vino. Se llevo a
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cabo una discusién entre los 5 expertos con el objetivo final de seleccionar un total de 20
vinos modelo (de los 32 preparados) que presentaron mayor variabilidad en sus perfiles de
aroma. Las muestras que poseian unos perfiles de aroma muy similares se excluyeron del

estudio posterior.

2.3.2. Panel entrenado 1 (test descriptivo 1)

Se reclutd a un grupo de 26 consumidores regulares de vino despues de la
distribucion de un e-mail a través de la lista de la Universidad de Zaragoza. Se selecciono
a los participantes solo si bebian vino blanco y/o tinto al menos una vez a la semana. El
grupo estaba compuesto de 16 mujeres y 19 hombres de edades comprendidas entre los 24
y 69 afios de edad (media 36 afios y desviacion estandar de 9). Antes de las sesiones
formales, los panelistas llevaron a cabo 12 sesiones de entrenamiento (60 minutos cada
una, durante un periodo de cuatro meses) en el analisis sensorial descriptivo de vino
siguiendo la metodologia de frecuencia de citacién, como describe Langlois y

colaboradores (2010).

Durante el entrenamiento, se presentaron diferentes estdndares de referencia
representativos del aroma y se discutieron con los panelistas. Los estdndares eran odorantes
disponibles comercialmente de International Flavour and Fragances (Dijon, Francia),
Sentosphére (Paris, Francia), Le Nez du Vin (Jean Lenoir, Provence, Francia), Firmenich
(Ginebra, Suiza) o productos frescos (frutas, zumos, especias, verduras, etcétera)
preparados al inicio de cada sesion como se describe en el articulo de Saenz-Navajas y
colaboradores (2011). Este panel evalud ortonasalmente los 20 vinos modelo seleccionados
por el panel de expertos en la primera etapa. Para ello, los panelistas tenian que elegir un
maximo de cinco términos de una lista propuesta que contenia 85 términos agrupados en

familias de olor (ver Figura 1.1 del Anexo 1). La seleccién de los términos discriminantes
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se realiz6 segin explica Saenz-Navajas y colaboradores (2012). Para controlar el
rendimiento global del panel, uno de los vinos modelo se evalu6 por duplicado (21 vinos a
partir de ahora). Las medidas se llevaron a cabo en dos sesiones formales de 60 minutos y

las respuestas se recogieron en formato papel.

2.3.3. Panel entrenado 2 (test descriptivo 2)

Este panel estaba formado por 15 participantes (6 hombres y 9 mujeres, de edad
media 28 afos y desviacion estandar de 6) que ya habian participado en sesiones sensoriales
en el pasado. El panel se entreno en analisis descriptivo cuantitativo (QDA). Los panelistas
recibieron siete sesiones de entrenamiento de 60 minutos antes de las sesiones formales.
Este panel evalué ortonasalmente cuatro vinos modelo (NAFM, NAFML, NAF, NAFL)
por duplicado. Estas muestras se seleccionaron en base a los resultados descriptivos
generados con los dos paneles anteriores (expertos y panel entrenado 1), con el objetivo
principal de confirmar el papel de los alcoholes en el caracter frutal (por comparacion de
NAF con NAFL) y de madera (por comparacion de NAFM con NAFML) de los vinos
modelo. Durante las sesiones formales, a los panelistas se les pidio que olieran
ortonasalmente cada muestra y que evaluaran la intensidad de los siete atributos de aroma
(fruta fresca, fruta pasa, madera/tostado, especiado, vegetal, animal y sotobosque) en una
escala estructurada de 11 puntos (0 = baja; 5 = intermedia y 10 = alta) (ver Figura 1.2 del
Anexo 1). Las medidas de las ocho muestras se llevaron a cabo durante dos sesiones

formales de 60 minutos.

Ambos tests, descriptivos 1y 2, se llevaron a cabo en una sala de catas ventilada y
acondicionada (temperatura de la sala de 20 °C), donde cada panelista se situd en una cabina
individual. En los tres casos, quince minutos antes de la sesion formal, se sirvieron 15 mL

de los vinos modelo (18 £ 1 °C) en una sala a temperatura ambiente, en copas negras ISO
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codificadas con un nimero de tres cifras y cubiertas con una placa Petri, segin un orden
aleatorio monadico secuencial y diferente para cada juez. No se inform6 a los panelistas
sobre la naturaleza de las muestras. Los datos se recogieron manualmente por medio de

fichas de cata en formato papel.

2.4. Andlisis de datos

2.4.1. Evaluacion del rendimiento del panel

Panel entrenado 1 (test descriptivo 1): Se calculd la media de los indices de

reproducibilidad (Ri) para cada panelista en las sesiones duplicadas, como define (Campo,
Do, Ferreira, & Valentin, 2008). Los 26 panelistas presentaron un Ri > 0,3, por lo que se
tuvieron en cuenta los resultados de todos los participantes. Los vinos modelo presentados
por duplicado se agruparon juntos en el mapa CA, lo cual confirma la repetibilidad global

del panel.

Panel entrenado 2 (test descriptivo 2): Se realizé un ANOVA de tres factores con los datos

de intensidad de los atributos evaluados mediante QDA, en el que el modelo tenia en cuenta
los vinos (W), jueces (J) y repeticiones (R) como factores fijos y todas las interacciones de
primer orden. Se confirmd la ausencia de efectos significativos para ambas repeticiones (no
se observd efecto significativo para R y R*W) y para la interaccion vino x juez (W*J) en

todos los atributos evaluados, confirmando el rendimiento del panel.

2.4.2. Analisis factorial multidimensional (CAy PCA)

Para los datos derivados del analisis descriptivo realizado por el panel entrenado 1,
se realizé un analisis de correspondencias (CA) con la tabla de contingencia formada por
la tabla vino x atributo de aroma, en la cual cada celda representa la frecuencia de citacién

(FC) de un término en un vino.
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Se realiz6 un analisis de componentes principales normalizada (PCA) con las
puntuaciones de intensidad media de los panelistas del panel entrenado 2 para los siguientes
atributos significativos: fruta fresca, tostado/madera y vegetal. Segin el ANOVA de dos
factores (muestras y jueces como factores), el efecto del vino fue significativo (nivel del
5%) solo para esos tres atributos. El software estadistico empleado para estos andlisis fue
SPSS 19.0 (SPSS INC., Chicago, IL) y SPAD (version 5.5, CISIA-CESRESTA, Montreuil,

Francia).

2.4.3. Analisis de la varianza (ANOVA)

Se llevaron a cabo dos estudios ANOVA para identificar los vectores de aroma que
influyen en la percepcion de los descriptores en los vinos modelo con los datos derivados
del panel entrenado 1: el primero, un ANOVA de un factor en el cual los vectores de aroma
fueron los factores principales y los descriptores fueron las variables, el segundo
considerando modelos factoriales mas complejos. En este caso, para cada descriptor se
testearon todas las posibles combinaciones de los seis factores principales y sus
interacciones de segundo orden, eligiendo el mejor modelo en téerminos de significatividad
y varianza explicada. Los analisis se realizaron con SPSS 19 (SPSS INC., Chicago, IL). En
ambos casos, para aquellos descriptores que influyen significativamente en cualquier
vector de aroma se calcularon las frecuencias medias del descriptor en el vino modelo que

contenia el nivel bajo o el alto de ese vector.

3. Resultados y discusion

3.1. Vinos modelo y espacios sensoriales de los vinos

El primer objetivo del presente estudio fue evaluar las dimensiones de los espacios
sensoriales generados por los vinos modelo en los cuales se hicieron variar seis vectores de

aroma en los rangos de concentracion encontrados en vinos tintos comerciales siguiendo
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un disefio factorial 2 5. Los 32 vinos modelo derivados de tal disefio factorial fraccionado
fueron primero sujetos a un test sensorial piloto con el objetivo de reducir el nimero de
muestras del subsecuente estudio descriptivo. Se requirid tal reduccion debido a las
dificultades en la preparacion de los vinos reconstituidos para el gran nimero de panelistas
(n = 26) usados en el estudio descriptivo. El estudio piloto revela que la mayoria de los
vinos modelo se percibieron como buenos ejemplares de vinos “reales”, confirmando que
la estrategia de reconstitucion del vino era adecuada. Se observo, asimismo, una gran
diversidad de notas sensoriales, muchas de las cuales no estaban facilmente relacionadas
con los atributos especificos de los vectores estudiados. Se seleccionaron aquellas muestras
que mostraron la méaxima variabilidad sensorial, incluyendo los vinos modelo que se
percibieron con poco o ningun aroma. Se excluyeron muestras con perfiles de olor muy
similares. A partir de este analisis piloto, se seleccionaron veintiin vinos modelo,
incluyendo el modelo de aroma base (formado por el conjunto de aromas de la base y todos

los vectores a nivel bajo) y la réplica introducida, para un posterior analisis descriptivo.

En la estrategia descriptiva utilizada, se les pidi6é a los 26 jueces entrenados que
eligieran los descriptores que mejor describia cada muestra de una lista preestablecida de
85 términos de aroma ordenados por familias de olores. En promedio, cada juez seleccion6
3 términos de la lista para la descripcion de los vinos modelo seleccionados. Se determind
la significatividad de los términos por comparacion entre las distribuciones de la frecuencia
medida y la esperada calculadas asumiendo el azar. Los 12 términos que llegaron a ser
significativos de acuerdo con este criterio se muestran en la primera fila de la Tabla 1.2.
Teniendo en cuenta que algunos de esos términos estaban muy préximos y con el fin de
obtener un nimero reducido de términos mas generales que alcanzaran mayores frecuencias
de citacion, se combinaron términos individuales con otros términos pertenecientes a la

misma categoria familiar. Los términos individuales combinados fueron los 12 que
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alcanzaron la significatividad y los cuatro términos no significativos (fresa, mora, pasa y
oliva) con frecuencias de citacion mayores del 15 % (nivel de azar para 85 términos y 26
panelistas) en al menos una muestra. La significatividad se estimé de nuevo calculando las
distribuciones de frecuencias esperadas para los términos combinados y comparandolos
con las distribuciones experimentales por medio del test Chi cuadrado (x?). Los 16 términos
finales se fusionaron en 8 términos sensoriales (dos simples, 4 combinaciones de dos y 2
combinaciones de tres) como se muestra en la Tabla 1.2. El octavo término “oliva” parecia
ser el descriptor del vino modelo que contiene todos los vectores de aroma en niveles

minimos (modelo de aroma base).

Como se muestra en la Tabla 1.2, el término que alcanza la mayor frecuencia de
citacion (FC) es el término combinado “frutas pasas”, el cual incluye “fruta pasa”, “uva
pasa” y “ciruela pasa”, y alcanzan un maximo de frecuencia de citacion del 54 %, seguido
de “madera/barrica/viejo” (46 %), “fruta roja/fresa” (42 %) y “fruta negra/mora” (38 %).
Todos estos términos presentan altos rangos (por encima del 30 %). Los términos menos

citados fueron “vegetal”, “floral” (méaximo = 23 %) y “oliva” (maximo = 19 %).

Las propiedades sensoriales de los vinos modelos resumidos en la Tabla 1.2 puede
compararse con los vinos usados para la construccion de la base de datos quimica (Saenz-
Navajas, Gonzalez-Hernandez, Campo, Fernandez-Zurbano, & Ferreira, 2012). Los
términos fruta roja y negra tienen rangos coincidentes y alcanzan méaximos de FC
relativamente similares a aquellos encontrados en el grupo de vinos jovenes de referencia,
lo que significa que ambos atributos frutales estan bien representados en los vinos modelo
preparados con los seis vectores de aroma. Se pueden observar conclusiones similares para
los términos “frutas pasas” y “madera”. Por el contrario, el término “tostado” tiene rangos
muchos menores en los vinos modelo que los observados para los vinos reales, lo que indica

que este término no estd completamente representado por el limitado nimero de vectores
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de aroma considerados en este estudio (seis). Un resultado similar tiene lugar para términos
tales como “animal”, “especiado” y “vegetal”, de acuerdo con el hecho de que los
compuestos que probablemente contribuyan a estos términos no han sido incluidos en estos
modelos, como los etilfenoles, el furfuriltiol, el bencilmercaptano, la vanillina, la rotundona
o0 las metoxipiracinas. Sin embargo, podemos concluir que los seis vectores probados en el
presente trabajo son contribuyentes efectivos (positivos y negativos) para las notas a fruta
roja, negra y frutas pasas y para las notas a madera de los vinos tintos comerciales

espafioles.

3.2. Caracterizaciéon aromatica de los vinos modelo

Se realiz6 un primer analisis de correspondencias (CA) con los ocho descriptores
mostrados en la Tabla 1.2. Este mapa (Figura 1.1) muestra que la varianza de la primera
dimension estaba explicada exclusivamente por el término “oliva”, el cual fue el descriptor
elegido por cerca del 20 % del panel para describir el vino modelo que contenia los niveles

minimos de todos los vectores de aroma (modelo de aroma base). El resto de los vinos

Facteur 2 - 20.65 %

NE NA- NELM

TOSTADO A!:LM
i OLIVA x * NELM

AE

FRUTASPASAS «, 1 * M VEGETAL

NALM NAFM

. NAFELM AELM
MADERA . . NFEL
X

. [FRUTANEGRA
AFEM FLORAL

NAFE

base

NAEM NAEL

AFEL FELM
-0.30 AF

FRUTA ROJA
FE, *

Facteur 1 - 39.72 %

Figura 1.1. Proyeccion de los ocho descriptores de aroma y los modelos de vino en los dos primeros

factores del espacio del andlisis de correspondencias.
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modelo no fueron descritos apenas con este término (< 4 % del panel). Parece que este vino
modelo tenia un olor a oliva que puede ser descrito como fondo de aroma global (como
consecuencia probablemente de la combinacion de alcoholes y acidos); sin embargo, tan

pronto como se adicionaba cualquier vector en nivel alto, el fondo de oliva desaparecia.

En vista de esto, se realizé un segundo CA dejando a un lado el término oliva y el
vino modelo base. En la Figura 1.2 se puede observar la proyeccién de los vinos y los
términos en las dos primeras dimensiones del espacio del CA. El primer factor (34 % de la
varianza total) esta definida principalmente por el atributo “fruta roja”, y el segundo factor
(28 % de la varianza total) muestra una oposicion del término “madera” frente al “floral”.
El tercer factor (grafico no mostrado) representa apenas un 14 % de la varianza, y esta
principalmente definido por el atributo “fruta negra”. Las diferentes estrategias empleadas
para calcular el analisis cluster (Ward, enlace Unico) muestran cinco clusteres estables. En
todos los casos, las dos muestras replicadas aparecen juntas confirmando que el panel era

reproducible.

Facteur 2 - 28.26 %

" NAFM

0.30

NAEM

N.ALM \E

e AFEM x NAFH
’ MADERA x
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n 0
FRUTARGE NAFE NAFELM
e X
o AFEL _ FRUANGRA - '
NAEL NFEL NELM

. .
VEGETAL AFLM

-0.30

FELM

FLORAL

t t t t
045 -0.30 015 0 015

Facteur 1 - 33.71%

Figura 1.2. Proyeccion de los descriptores de aroma y los modelos de vino en los dos primeros factores del

espacio del analisis de correspondencias.
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La Figura 1.2 muestra que la mayoria de las mezclas binarias (FE, AF, NE, NA) se
encuentran principalmente en los extremos del plano, algunas de ellas incluso encierran
perfectamente la mezcla cuaternaria entre ellos, como puede observarse para FE, NA y
NAFE, situandose ésta ltima entre medio de FE y NA. Ademas, el modelo que contiene
los seis vectores de aroma NAFELM ocupa remarcablemente la posicion central en el mapa
CA, indicando que su perfil representa propiedades sensoriales intermedios entre los
perfiles de todas las combinaciones binarias y cuaternarias, de acuerdo con un fendmeno
conocido como “intermediacion” observada en mezclas de varios odorantes presentes a

niveles de iso-intensidad (Moskowitz & Barbe, 1977).

Algunos de los perfiles de aroma de estos vinos modelo fueron extremadamente
diferentes, como puede observarse en detalle en la Figura 1.3. Los perfiles mas simples
corresponden a las mezclas binarias FE y NA, caracterizados por altas puntuaciones de un
atributo Unico: “fruta roja” (FE) y “fruta pasa” (NA), respectivamente, y por bajas
puntuaciones en el resto de los atributos. La mezcla cuaternaria NELM present6 un perfil
mas neutral, con muy bajas puntuaciones para todos los atributos. Finalmente, los perfiles
mas complejos y diversos corresponden a los modelos NALM y NFLM, como puede
observarse en la Figura 1.3. El primero alcanza puntuaciones maximas de los términos
“fruta pasa” y “madera”, mientras el segundo fue mas rico en las notas a “fruta negra” y

“floral”.

Los téerminos fruta negra (Mueller, Osidacz, Francis, & Lockshin, 2010), fruta roja
(Lattey, Bramley, & Francis, 2010; Saenz-Navajas, Ballester, Pecher, Peyron, & Valentin,
2013) y frutas pasas (Saenz-Navajas, Martin-Lopez, Ferreira, & Fernandez-Zurbano, 2011,
Varela & Gambaro, 2006), asi como tostado y madera (Mueller, Osidacz, Francis, &
Lockshin, 2010) han sido positivamente correlacionados con la percepcion de la calidad

del vino tinto.
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FRUTA ROJA
N YUY NA
12 === FE
10 & ——NALM
FLORAL p| FRUTA NEGRA

g1 % —— NELM
] — —NFLM

VEGETAL FRUTA PASA

MADERA TOSTADO

Figura 1.3. Perfil sensorial (expresado como frecuencia de citacion de los atributos) de los vinos con
propiedades sensoriales extremas.

De esta manera, las puntuaciones representadas por la suma de las puntuaciones
individuales de esos descriptores individuales para cada vino deberian estar relacionadas
con la intensidad global de aroma positivo percibido en un vino dado. Esas puntuaciones
se pueden observar en la Tabla 1.3 y proporcionan algunas pistas interesantes. La primera
es que 7 de los 8 primeros modelos contienen la pareja NA, y 5 el trio NAM, con la mayor
puntuacion. Remarcablemente, y dejando a un lado el modelo binario NA y el modelo
completo NAFELM, estas combinaciones no se encuentran en cualquier otra posicion de
la lista, apuntando la relevancia de la presencia simultanea de norisoprenoides y acidos en
la percepcion de las notas relacionadas con la fruta y la madera. Una segunda pista
importante es que L y notablemente las combinaciones con LM estan presentes en la parte
baja de la lista. De hecho, 6 de los 8 cuartetos que contienen los alcoholes fusel (L) se
encuentran en posiciones por debajo de la base en la tabla, y 5 de ellos ocupan las ultimas

5 posiciones. Estos aspectos se discutiran a continuacion.
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Tabla 1.3. Clasificacién de los vinos modelos segun la FC de los términos
combinados: frutal-madera y la suma de las frecuencias de citacion de todos
los descriptores para un vino modelo.

Suma de los descriptores frutal y madera

NALM 44
NFLM 41
NAFM 40
NAEM 39
NAFE 39
NAFM 39
NAEL 39
NAFELM 38
base 35
AELM 35
NE 33
AFEM 33
AE 33
NFEL 32
AFEL 31
FE 30
NA 29
AF 29
AFLM 29
FELM 26
NELM 24

*Termino combinado calculado como la suma de la FC de los atributos
siguientes: fruta roja, negra y pasa, tostado y madera.

3.3. Relacidn entre los vectores y los atributos de aroma

Se llevaron a cabo dos estudios diferentes ANOVA para estimar la significatividad
de los vectores individuales y de sus interacciones para formar las notas sensoriales. Los
resultados de esos analisis estan resumidos en la Tabla 1.4. EI ANOVA de un factor revela
que en solo tres de los atributos (fruta pasa, madera y floral) hay un vector de aroma que
presenta un efecto positivo significativo (P < 0,05). Se debe indicar que, en los tres casos,
incluso si se alcanza la significatividad, el efecto del vector en el atributo del aroma no es
muy grande, explicando en todos los casos menos de un tercio de la intensidad del atributo
(dado en la tabla 1.2). En lo referente al vector, N (norisoprenoides), éste tiene un efecto
positivo en la intensidad de los atributos “fruta pasa” y “tostado” (no alcanza la
significatividad), confirmando ain mas el complejo papel de la B-ionona y la B-
damascenona en el aroma del vino (Pineau, Barbe, Van Leeuwen, & Dubourdieu, 2007).

Como se esperaba, el vector madera M (whiskylactona y eugenol) influye en el término
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“madera”; sin embargo, explica un escaso 25 % del rango de aparicion de la nota “madera”,
sugiriendo la participacion activa de otros vectores en dicho atributo. Finalmente, el vector
alcoholes L, que contiene isobutanol, alcohol isoamilico y B-feniletanol, esta relacionado

de manera significativa con la percepcion de la nota floral (P < 0,001).

En general, esto significa que tres atributos completos (fruta negra, fruta roja y
oliva) y mas de dos tercios de otros tres (fruta pasa, madera y floral) no pueden explicarse
con los modelos univariantes. Esta falta de capacidad explicativa resalta la pobre capacidad
de los vectores individuales para dar lugar a un olor emergente en la mezcla, y sugiere que
la mayoria de los cambios en el aroma son causados por fuertes interacciones perceptuales
entre los vectores. Estas interacciones se han descrito en mezclas binarias de odorantes del
vino (Atanasova, Thomas-Danguin, Chabanet, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2005;
Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, Chabanet, & Etievant, 2005; Atanasova,
Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004), dejando patente el
enmascaramiento de los esteres frutales del vino (acetato de isoamilo y butirato de etilo)
por parte de los odorantes de la madera (como whiskilactona y guaiacol) o el alcohol
isoamilico (Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015). Estos autores ya habian
sugerido que las interacciones perceptuales que tienen lugar en medios complejos tales

como el vino serian determinantes en la formacion del sabor/flavor del producto final.

El ANOVA multifactorial considero los factores principales y las interacciones de
segundo orden (binarias) entre ellos. Las interacciones de nivel superior no se pudieron
analizar con el presente enfoque experimental. Los resultados mostraron que dejando de
lado el atributo “floral”, cuyo modelo no alcanza la significatividad, y “vegetal”, que ni
siquiera estd presente en la tabla, es posible encontrar modelos estadisticamente
significativos que expliquen una fraccién importante de la varianza para el resto de

términos. Los modelos para los cinco atributos principales (fruta roja, fruta negra, frutas

90



SECCION |

pasas, tostado y madera) muestran una gran complejidad, revelada por el alto namero de
factores principales (13) y las interacciones significativas (21), que muestran una pobre

aditividad de los efectos y confirmando un papel relevante de las interacciones.

El modelo para el aroma a fruta roja revela que este atributo estd vinculado
positivamente a la presencia de enolonas (F), lo que concuerda con trabajos anteriores que
sugieren que las enolonas estaban involucrados en el caracter a fruta fresca de los vinos
tintos (San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). Por otro lado, la fruta roja parece
sufrir una supresion a causa de los alcoholes (L) y los norisoprenoides (N). Esto esta de
acuerdo con literatura reciente que sugiere un efecto enmascarante de los ésteres frutales
del vino debido al alcohol isoamilico (Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe,
2015). Ademas, se ha citado que los norisoprenoides inducen la formacion de un aroma
dulce, similar a las pasas, cuando se encuentran en altas concentraciones, por lo que estos
compuestos podrian ser los responsables del efecto de enmascaramiento sobre el vector de
las enolonas observado para el atributo fruta roja fresca (San-Juan, Ferreira, Cacho, &
Escudero, 2011). Adicionalmente, se han encontrado cinco interacciones binarias
significativas, particularmente para los vectores de acidos ramificados (A) y compuestos
de la madera (M), revelando que la percepcion de la fruta roja estd impulsada
principalmente por las enolonas (F), pero esta de hecho fuertemente influenciado por casi
todos los vectores. Por ejemplo, la interaccion F x M revela que altos niveles de compuestos
relacionados con la madera pueden suprimir la nota de fruta roja generada por altos niveles
de enolonas. Este resultado esta de acuerdo con el efecto de enmascaramiento atribuido al
aroma de la madera sobre el caracter frutal en mezclas binarias (Atanasova, Thomas-
Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004). Del mismo modo, la interaccion L x M
revela que altos niveles de compuestos de la madera (M) potencian el efecto de supresién

del aroma de los alcoholes de fusel (L). Al contrario, las interacciones Nx A, AXL y
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A x M revelan que altos niveles de acidos (A) disminuyen los efectos de supresion de los

compuestos de la madera (M), norisoprenoides. (N) y alcoholes de fusel (L).

El modelo para el aroma de fruta negra muestra que el vector norisoprenoide (N)
ejerce un efecto positivo significativo en la percepcion de esta nota, mientras que el vector
de los acidos (A) actlia como supresor. Se observan seis interacciones significativas en este
caso, particularmente notables para los norisoprenoides (N) y los eésteres etilicos
ramificados (E). Las interacciones N x A y A x E revelan que los vectores de los
norisoprenoides (N) y de los ésteres etilicos ramificados (E) son capaces de mitigar el
efecto supresor de los &cidos (A), mientras que la interaccion N x E sugiere que los ésteres
(E) pueden disminuir el efecto positivo de los norisoprenoides (N). Cabe destacar que las
interacciones N x L y F x L indican que altos niveles de alcoholes (L) pueden ser positivos
en la percepcidn de las frutas negras, pero solo si hay altos niveles de norisoprenoides (N)
o enolonas (F). Finalmente, la interaccion F x E sugiere que altos niveles de ambos vectores

(enolonas y ésteres) van en detrimento de esta nota.

El modelo para el aroma de frutas pasas es relativamente simple, ya que el vector
norisoprenoides (N) esta vinculado positivamente a esta nota, mientras que el vector ésteres
(E) acttia como supresor principal. Esto esta de acuerdo con trabajos anteriores (San-Juan,
Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011). Las interacciones A X E y E x L son dignas de
mencionar ya que revelan que la percepcion de las frutas pasas es maxima cuando ambos
pares de vectores se encuentran en niveles bajos (% FC = 45 para A X E y 46 % para E X
L), como se muestra en la Tabla 1.4. Esto indica que tanto los acidos (A) como los alcoholes
(L) mitigan el efecto supresor de los ésteres etilicos (los propios alcoholes inducen la
supresion). Finalmente, las interacciones A X My L x M revelan que los acidos (A) y los
compuestos de la madera (M) contribuyen a esta nota a frutas pasas, pero solo cuando M

esaltoy L es bajo (Tabla 1.4).
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El modelo de aroma tostado muestra que esta nota esta vinculada positivamente a
los norisoprenoides (N) y a los compuestos de la madera (M). Sin embargo, hay 5
interacciones significativas que afectan notablemente a estos dos vectores. Esto indica que,
en particular, el vector de los norisoprenoides parece ser un modulador clave del papel
desempefiado por diferentes vectores en esta nota tostada. Las interacciones N X A, N x E
y N x M revelan que los &cidos (A), los ésteres etilicos ramificados (E) y los compuestos
de la madera (M) pueden potenciar el atributo tostado, pero solo en bajos niveles de
norisoprenoides (N), al mismo tiempo que lo suprimen en altos niveles de N (ver Tabla
1.4). La interaccion E x M revela un efecto modulador similar de los ésteres (E) en el papel
de los compuestos de madera (M) y viceversa. El término “madera” se ajusta al modelo
maés simple, ya que este término esta significativamente relacionado con la presencia de
compuestos de la madera (M) y negativamente con el de los alcoholes de fusel (L). La
interaccion A x E simplemente revela que los ésteres (E) ejercen un papel supresor a bajos
niveles de &cidos. Finalmente, el término “oliva” tiene muchos componentes, pero tiene
una estructura sorprendentemente simple. Como se puede ver, esta nota de olor esta
relacionada negativamente con cuatro de los vectores (N, A, Fy L) y todos los términos de
interaccion tienen en comun que el modelo que contiene los dos vectores adicionados en
niveles minimos es siempre el que tiene la més alta FC, confirmando que el olor no esta
vinculado a ningun vector particular, sino mas bien a la ausencia de odorantes concentrados

en la mezcla.

En un intento de resumir y clasificar los roles especificos desempefiados por cada
vector de aroma podemos concluir que, el vector norisoprenoide (N) tiende a mostrar la
influencia més fuerte, ya que determina directamente las “frutas pasas”, ejerce un efecto
positivo significativo también sobre “frutas negras” y “tostado” y un efecto negativo

interesante sobre “frutas rojas”. El vector de alcoholes de fusel (L) es el segundo mas
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influyente, ya que desempefia un papel directo en “floral” y también un efecto negativo
significativo en las notas a “frutas rojas”, “tostado” y en particular en las notas a “madera”.
El tercero en esta jerarquia es el vector madera (M), que es responsable directo del
descriptor “madera” y también ejerce una influencia significativa sobre “tostado”. El vector
enolonas (F) esta significativamente relacionado con “frutas rojas” y ligera pero
significativamente con “frutas negras”. Por lo que sabemos, es la primera vez que se
establece un vinculo directo entre el furaneol y el homofuraneol y la percepcion de las notas
a fruta roja en el vino. Finalmente, el papel de los acidos ramificados (A) y los ésteres
etilicos ramificados (E) es menos obvio, lo que podria deberse en parte al hecho de que la
base aromatica del vino ya contenia acidos grasos y ésteres etilicos en su composicion. A
pesar de esto, el vector de acidos ramificados (A) tiene una influencia negativa significativa
sobre las “frutas negras” y los ésteres etilicos (E) en “frutas pasas”, y ambos participan en
numerosas interacciones con otros vectores que ocultan, por ejemplo, un papel esencial de

los acidos ramificados (A) en la percepcion de “frutas rojas” y “frutas pasas”.

3.4. Cambios principales y asociaciones vectoriales clave

A pesar del papel limitado que desempefian los vectores individuales, algunos
pequefios cambios en la composicion dan como resultado cambios sensoriales dramaticos.
Como era de esperar, los mas fuertes se observan en mezclas binarias, como NE y FE, para
las cuales el reemplazo del vector norisoprenoides (N) por enolonas (F) modifica
completamente la calidad del olor de la mezcla, pasando de “frutas pasas” a “frutas rojas”
(Figura 1.2). También se registran cambios dramaticos en modelos de cuatro componentes.
A veces, este cambio estéd directamente relacionado con las caracteristicas del aroma del
vector reemplazado, como sucede cuando el vector de madera (M) en los modelos NAEM
y AFEM (arriba a la izquierda en la Figura 1.2) se reemplaza por alcoholes de fusel (L),

que forman modelos (NAEL y AFEL, abajo a la izquierda) sin caracter a madera. Mas
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sorprendente es el hecho de que algunas muestras perdieron su caracter a madera, incluso
si se mantenia el vector M en la formulacion. Esto es lo que sucede cuando los acidos (A)
0 los ésteres etilicos (E) en NAEM, AFEM o NAFM se reemplazan con alcoholes fusel
(L). En los cuatro casos probados (NELM, AFLM, FELM y NFLM) hay una pérdida
manifiesta del aroma a madera, llevando las nuevas muestras al area inferior de la figura
(Figura 1.2). Ademas, los tres modelos NELM, AFLM y FELM son ejemplos interesantes
de “perfiles de aroma neutros”, donde parece ocurrir un fenédmeno de supresién
generalizada, como se revela en la Tabla 1.3. El efecto de supresion potencial del vector

alcohol (L) ya ha sido puesto de manifiesto en parrafos anteriores.

Para confirmar este efecto de supresion, se ha llevado a cabo un experimento
independiente. Se seleccionaron los modelos NAFM (madera y frutal) y NAF (frutal),
ambos ricos en notas a madera y frutales, y se enriquecieron con el vector L. Las muestras
se evaluaron por duplicado por el panel entrenado 2. Los resultados de esta prueba adicional
se presentan en la Figura 1.4 y confirman que la adicién de alcoholes de fusel (L) cambia
draméticamente los perfiles de aroma de los modelos, lo que induce a una clara pérdida de
su caracter a fruta y a madera. Solo algunos perfiles especificos, como NFLM y NAEL,
parecen ser capaces de superar dicha supresién, lo cual deberia abordarse en futuras

investigaciones.

Un aspecto final que debe mencionarse es la existencia de “perfiles estables”, como
las combinaciones NAM o AEM; como se muestra en la Figura 1.2, la adicién del cuarto
vector no tiene un efecto dramatico, ya que todos los modelos derivados (NAEM, NAFM,
AFEM y AELM) mantienen un caracter de madera y a frutas pasas y se proyectan juntos
en la grafica de CA de la Figura 1.2 (area superior central). Se puede suponer que en las
mezclas que contienen tripletes estables, el triplete ya tiene un aroma caracteristico y que

la adicion del cuarto vector tiene un papel secundario.
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Figura 1.4. Proyecciones de los descriptores de aroma y los vinos modelo para las dos primeras

componentes del espacio del PCA obtenido con los descriptores dados por el panel 2 para evaluar el efecto

del vector de alcoholes (L) en los vinos modelos con caracter frutal (NAF vs NAFL) y con madera (NAFM

vs NAFML).

4. Conclusiones

1. La estrategia de reconstitucion con modelos de vino desaromatizados se confirma

como una herramienta adecuada para la investigacion del aroma del vino.
Los seis vectores de aroma considerados son capaces de reproducir
satisfactoriamente cuatro notas sensoriales principales del vino tinto (“frutas rojas”,
“frutas negras”, “frutas pasas” y “madera”), lo que demuestra la implicacion de los
15 componentes del aroma incluidos en los vectores que explican estas notas.

Los vectores individuales que actuan de manera univoca pueden explicar una
fraccion reducida del espacio sensorial (alrededor del 15 %), lo que demuestra que
la mayor parte de las propiedades del aroma son en realidad causadas por
interacciones perceptuales entre los vectores.

La B-damascenona y B-ionona (vector N) y los alcoholes de fusel (vector L) son las

piezas clave. El primero tiene una influencia positiva en las “frutas pasas”, “frutas
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negras” y “tostado” y ejerce un efecto de supresion sobre las “frutas rojas”. Este
ultimo ejerce una influencia positiva en el atributo “floral” y un fuerte efecto de
supresion en “frutas rojas”, “tostado” y particularmente en notas a “madera”.

5. El furaneol y el homofuraneol (F) desempefian un importante papel positivo en las
“frutas rojas” y uno menor en las “frutas negras”.

6. Los acidos grasos ramificados (A) ejercen un efecto de supresion sobre las “frutas
negras” y un efecto potenciador en las “frutas rojas” y “frutas pasas” al reducir los
efectos de supresion de otros factores. Los ésteres etilicos ramificados (E) suprimen

las “frutas pasas” e interacttan con otros factores que modulan las “frutas negras”.

El presente trabajo proporciona pistas importantes para el control y la mejora del
aroma del vino durante la vinificacion. Los niveles de alcoholes de fusel, &cidos grasos
ramificados y sus ésteres etilicos se pueden controlar ajustando los niveles de nitrégeno
asimilables y la composicién de aminoécidos en los mostos de uva. Se puede ejercer un
control adicional a través de levaduras y/o bacterias capaces de modular la formacion de
esos compuestos. Los niveles de norisoprenoides pueden controlarse mediante diferentes
acciones en la vid o mediante el uso de levaduras o bacterias con diferentes actividades -
glucosidasas. Los niveles de enolonas pueden estar relacionados con la uva y también
pueden controlarse eligiendo el tipo adecuado de madera de roble utilizado para el

envejecimiento, como es el caso de la whiskylactona y el eugenol.
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SECCION 1II.- Capitulo 1

Efecto de los alcoholes superiores en la percepcién del aroma
del vino tinto

1. Introduccién

La fraccion volatil del vino, como cualquier producto procedente de la fermentacion
alcohdlica, contiene no solo alcohol, sino también los principales metabolitos de la
fermentacion alcohdlica, tales como alcoholes superiores y sus acetatos, acidos grasos
volatiles y sus ésteres etilicos, acidos grasos ramificados y sus ésteres etilicos, acetoina,
diacetilo o acetaldehido. Esta compleja mezcla de compuestos volatiles, la mayoria de los
cuales se encuentran naturalmente presentes en concentraciones muy por encima de su
umbral sensorial, exhibe un aroma especifico definido con términos como “vinoso” o
“fermentado”. En esta mezcla, los atributos del aroma de los componentes individuales
suelen ser dificilmente reconocibles, por ello puede asegurarse que esto constituye un
objeto de olor, como fue definido por Yeshurun y Sobel (2010). Esta mezcla posee las
propiedades de un bufer aromatico (Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira,
2004), ya que la omisién de alguno de los componentes de la mezcla puede ser dificilmente
detectable (Ferreira, Ortin, Escudero, Lopez, & Cacho, 2002; Guth, 1997), y la adicion de
varios compuestos de aroma puede producir un efecto mucho menos intenso de lo que a
priori se espera. A pesar de este hecho, las diferentes familias de compuestos de aroma que
componen esta mezcla juegan papeles especificos diferentes en la precepcion del aroma del
vino, asi como en su calidad. Por ejemplo, se ha demostrado que los acidos grasos son
esenciales para la percepcion del aroma a fruta fresca (San-Juan, Ferreira, Cacho, &

Escudero, 2011), se ha encontrado también que los acidos ramificados suprimen el caracter
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animal de los etilfenoles (Romano, Perello, Lonvaud-Funel, Sicard, & de Revel, 2009),
mientras que los acetatos y los ésteres etilicos de los alcoholes fusel son esenciales para
proporcionar el aroma frutal al vino (Ferreira, Fernandez, Pena, Escudero, & Cacho, 1995;
Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013; Pineau, Barbe, Van Leeuwen, &
Dubourdieu, 2009). Sin embargo, no se ha estudiado sistematicamente el papel jugado por
los alcoholes superiores, uno de los principales constituyentes de la fraccion volatil del
vino. Solo algunos articulos recientes, posteriores a la realizaciéon del presente trabajo,

abordan parte de esta cuestion (Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015).

Los alcoholes superiores son también conocidos como alcoholes de fusel. La
palabra fusel hace referencia a la fraccién obtenida durante la destilacion de productos
fermentados y cuyo olor es muy fuerte y desagradable. Fusel, de hecho, es el término
aleman que se refiere al licor malo (Hazelwood, Daran, van Maris, Pronk, & Dickinson,
2008). Esta puede ser la razon por la que no hay estudios especificos dirigidos a su estudio.
Muchos investigadores citan un articulo publicado por Rapp y WVersini (1991),
anteriormente propuesto por Etievant, que subraya que una concentracion total inferior a
300 mg/L de alcoholes superiores puede contribuir positivamente al perfil aromatico de los
vinos, aumentando las notas frutales y florales y la complejidad aromatica, mientras que
niveles superiores a 400 mg/L tienen un efecto negativo causado por la apariciéon de notas
punzantes y desagradables (Etievant, 1991). Hasta lo que nosotros conocemos, estos

supuestos no han sido respaldados por ningun estudio de investigacion.

Posteriormente, por medio de modelos PLS, Aznar, Lopez, Cacho y Ferreira (2003)
sugirieron que el alcohol isoamilico y el isobutanol estaban positivamente relacionados con
las notas a vegetal o pimiento en vinos tintos envejecidos, y negativamente relacionado con
la intensidad de los atributos tostado y madera. Usando una estrategia similar, San Juan y

colaboradores (2011) observaron que los alcoholes superiores parecian estar negativamente
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relacionados con la calidad de vinos jovenes o de bajo precio, pero no en vinos premium,
incluso si éstos se encontraban en niveles similares en ambos grupos de datos. Un estudio
posterior de Sdenz-Navajas y colaboradores (2015) concordaba parcialmente con estos
resultados. Ellos observaron que los vinos con altos niveles de isobutanol y alcohol
isoamilico fueron puntuados con menor puntuacion de calidad evaluada por un panel de
expertos. Ninguna de todas estas hipotesis y observaciones ha sido comprobada con
posterioridad. Recientemente, un estudio de Cameleyre y colaboradores (2015) ha
demostrado que la adicién de propanol, isobutanol, butanol, y 2- y 3-metilbutanol sobre
una disolucion alcoholica que contenia 13 esteres frutales generaba un descriptor a
disolvente o butirico asociado a la presencia de tales alcoholes. Sugirieron que este aroma
competia con las notas a fruta fresca de la mezcla de ésteres, cuyo resultado fue un descenso
de la intensidad del caracter a fruta fresca. Por otro lado, algunos autores han sugerido
ademas que el alcohol isoamilico y el B-feniletanol eran compuestos impacto en los vinos
Negroamaro (Capone, Tufariello, & Siciliano, 2013), mientras Gomez-Miguez y
colaboradores (2007) observaron que el alcohol isoamilico era uno de los compuestos con

un impacto sensorial mas potente en los vinos de Zalema.

Por lo tanto, la literatura cientifica no tiene una conclusion unanime sobre el papel
gue juegan los alcoholes superiores en el aroma del vino. Aungue las evidencias parecen
estar a favor del papel negativo de éstos, hay muchas cuestiones abiertas sobre la naturaleza
sensorial de dicho papel, asi como sobre el papel que juega cada uno de los alcoholes
encontrados en la fraccion volatil del vino y a que niveles de concentracion. Este trabajo,
por lo tanto, tiene como objetivo la caracterizacion sensorial de los efectos jugados por los
alcoholes superiores mas potentes aromaticamente en el vino (isobutanol, alcohol

isoamilico, B-feniletanol y metionol), asi como entender su relevancia en diferentes
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contextos aromaticos para conocer el papel jugado por los diferentes alcoholes superiores

en contextos de vinos tintos.

2. Materiales y métodos

2.1. Compuestos y estandares

Disolventes: Se adquirieron etanol de calidad LiChrosolv, éter dietilico y n-pentano
en Merck (Darmstadt, Alemania), el isooctano fue adquirido en Panreac (Barcelona,
Espafia). El agua pura fue obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore,

Bedford, MA).

Estandares: Los estandares quimicos de la mayor pureza posible fueron

suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y Firmenich (Ginebra, Suiza).

Reactivos: El acido tartarico y el hidroxido de sodio fueron suministrados por

Panreac (Barcelona, Espafia).

2.2. Preparacion de los vinos modelos

2.2.1. Aislamiento y purificacién de los alcoholes superiores

Paso 1. Extraccion reactiva sélido-liquido: Cada estandar comercial fue mezclado con la

minima cantidad necesaria de un polimero que contenia unidos grupos Sulfonyl hidracina
(Sigma-Aldrich). Las cantidades fueron: 2 g/10 mL para el alcohol isoamilico, el isobutanol
y el B-feniletanol, y 0,5 g/2 mL para el metionol. Esta mezcla fue agitada durante 4 h y
posteriormente filtrada a través de un filtro de jeringa de nylon de 0,45 um. El percolado
fue analizado por Cromatografia de gases acoplada a un detector de masas de captura de

iones para confirmar la ausencia de aldehidos.

Paso 2. Cromatografia liguida semi-preparativa: El aislamiento del metionol final fue

Ilevado a cabo mediante una cromatografia liquida semi-preparativa (HPLC) con Silica gel

108



SECCION |I.- Capitulo 1

60, adquirido a Merck (Damstadt, Alemania), de un tamafio de particula de 40-63 um y
empaquetado en una columna Omnifit (25 mm d.i. x 450 mm), operando a una temperatura
de 20 °C con una velocidad de flujo de 8 mL/min y una fase movil formada por n-pentano
(A), dietil éter (B) e isooctano (C). El perfil de gradientes de la fase movil se puede
encontrar en la Tabla 2.1. EI volumen de inyeccion de metionol fue de 2 mL. Se recogio la
fraccion pura de metionol (eluida a las 3 h y 42 min hasta las 4 h 26 min) y se elimino el

disolvente.

Tabla 2.1. Perfil de gradientes de la fase mévil en la metodologia HPLC aplicada en la
purificacién del metionol

Gradiente (%)

Tiempo (min)

A B C
0-29 100 0 0
29-57 99 1 0
57-85 98 2 0
85-114 95 5 0
114-142 90 10 0
145-173 80 20 0
178-206 50 50 0
211-239 0 100 0
239-249 0 0 100

Paso 3. Método de cromatografia de gases acoplado a olfatometria. Confirmacion de la

pureza sensorial de los estdndares: Se inyect6 1 pL de estdndar diluido al 1% en
diclorometano en modo splitless (tiempo de splitless de 60 segundos) en un cromatégrafo
de gases Trace GC (ThermoQuest, Milan, Italia) con un detector de ionizacién a la llama
(FID) y un puerto olfatométrico ODO-1 de SGE (Ringwood, Australia). Se empled una
columna capilar polar DB-WAX (polietilenglicol) suministrada por J&W (Folsom, CA,
Estados Unidos), de dimensiones 30 m x 0,32 mm d.i. X 0,5 mm de espesor de fase, a la
gue estaba unida una precolumna desactivada de dimensiones 3 m x 0,32 mm d.i.

suministrada por Supelco (Bellefonte, PA). El gas portador empleado fue el hidrégeno, con
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un flujo constante de 3,5 mL/min. Las temperaturas del inyector y del detector se
mantuvieron constantes a 250 °C. La rampa de temperatura del horno empleada en el
analisis fue como sigue: 40 °C durante 5 min, aumentando a 4 °C/min hasta 100 °C y luego

un incremento de 6 °C/min hasta 220 °C, manteniéndolo a esa temperatura durante 10 min.

Se empled un panel de jueces entrenados (2 hombres y cuatro mujeres, de edades
comprendidas entre los 26 y los 29 afios, y con una media de 26 afios) que llevaron a cabo
la olfaccion de los extractos. A los participantes se les pidid que proporcionaran un
descriptor que caracterizara al olor que eluia y que anotaran la intensidad de éste usando
una escala de intensidad de siete puntos (0 = no hay olor; 1 = olor débil o baja intensidad;
2 = percepcidn clara del olor u olor fuerte; 3 = olor extremadamente intenso; se permitio el

uso de los valores intermedios con un intervalo de 0,5 puntos).

2.2.2. Preparacion de los vinos modelo (WM)

Se prepararon vinos modelo mediante la mezcla de un conjunto de compuestos
comunmente presentes en el vino (volatiles y no volatiles). Esta mezcla, con aroma frutal,
se mezcl6 posteriormente con unos de los siguientes vectores de aroma: frutal (F), madera
(M), animal (A) o humedad/corcho (H). Estos Ultimos vectores se afiadieron a dos posibles
niveles de concentracién (alto o bajo) tal y como se puede ver en la Tabla 2.2. En total, se
prepararon ocho vinos modelo: F (vector frutal a alta concentracion), f (sin adicion de un
vector adicional), M (vector madera a alta concentracion), m (vector madera a baja
concentracion), A (vector animal a alta concentracion), a (vector animal a baja
concentracion), H (vector humedad/corcho a alta concentracién), h (vector
humedad/corcho a baja concentracién). Para estudiar el efecto de los alcoholes en cada uno
de los ocho vinos modelos, se generaron tres vectores de alcoholes (alcohol

isoamilico/isobutanol: I; B-feniletanol: B; y metionol: T) que fueron afiadidos a altos (I, B,
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Tabla 2.2. Composicion de los vinos modelo (mg/L) y la codificacién para cada vector

Compuesto Concentracion
Acido acético 150
Acetato de etilo 50
Acido hexanoico 2,0
Acido 3-metilbutirico 0,30
2,3-butanodiona 0,40
Hexanoato de etilo 1,0
Mezcla de compuestos que  Acetato de isoamilo 1,0
conforman el aroma base  2-metilbutanoato de etilo 0,12
comun Vanillato de etilo 0,25
vanillina 0,070
y-nonalactona 0,020
guaiacol 0,010
B-damascenona 0,0040
B-ionona 0,00030
Acido tartarico 5000
Glicerol 10000
No volatil AC|_d(_) tanico 50
Quinina 7,0
Goma arabiga 75
. ., Alta
VECTOR Compuesto Baja concentracion .
concentracion
() (F)
2,3-butanodiona - 14
Acetato de isoamilo - 55
FRUTAL Acetato de etilo - 50
Cinamato de etilo - 0,12
-damascenona - 0,0030
(m) (M)
Whiskylactona 0,15 0,30
Vanillina 0,050 0,10
MADERA Euggnol 0,0075 0,015
Guaiacol 0,0075 0,015
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 0,050 0,10
furanona
(h) (H)
HUMEDAD/ CORCHO 2 4 6-tricloroanisol 4,0 11
(@) (A)
4-etilguaiacol 4,5 13
. () 0]
ALCOHOL ISOAMILICO/  Alcohol isoamilico 110 360
ISOBUTANOL Isobutanol 20 70
_ (b) (B)
B-FENILETANOL B-feniletanol 15 80
®) (M
METIONOL Metionol - 15
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T) oabajos (i, b, t) niveles de concentracion. El alcohol isoamilico y el isobutanol formaron
parte del mismo vector (1) ya que ellos comparten un descriptor similar (notas alcohdlicas),
ademas, ellos siempre aparecen juntos en vinos reales y se han encontrado repetidamente
en una ratio 5:1 en vinos comerciales inoculados con levaduras Saccharomyces (Amerine

& Joslyn, 1970; Lee & Cooley, 1981; Yoshizaw.K, 1966).

En términos de codificacion de las muestras, la primera letra establece el nivel de
concentracion del vector afiadido al vino modelo siendo las letras mindsculas (f, m, a, h)
cuando se adiciona a baja concentracion, o las mayusculas (F, M, A, H) cuando es afiadido
a alta concentracion. Las siguientes tres letras indican el nivel de concentracion de cada
uno de los vectores de alcoholes siguiendo el mismo patrén de codificacion (minusculas
para el nivel bajo y mayusculas para el alto). Por ejemplo, M_Ibt significa que este es el
vino modelo formado por el vector madera a alta concentracién (M), el vector alcohol
isoamilico/isobutanol a alta concentracion (I) y una baja concentracion de los vectores 3-

feniletanol (b) y metionol (t).

El contenido final de etanol de los WM se ajusté al 12 % (v/v) y se establecio un
pH = 3,5. La concentracion de los compuestos presentes en el vino modelo (Tabla 2.2)
varian dentro del rango natural presente en vinos tintos comerciales, siendo éstas las
concentraciones medias encontradas en muestras comerciales (San Juan, Cacho, Ferreira,

& Escudero, 2012).

2.3. Andlisis sensorial

2.3.1. Determinacion del umbral sensorial de las muestras de [-feniletanol

Muestras: Se prepararon doce series de tres muestras conteniendo dos muestras sin dopar
(control, formada por vino sintético al 12 % de etanol, 5 g/L de acido tartarico y con un pH

= 3,5) y una muestra dopada con el estandar de B-feniletanol antes y después de su
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purificacion. Las concentraciones de este alcohol se encontraban en el rango desde los 0,9

alos 51,2 mg/L, preparando diluciones 1:1,5 entre estos dos extremos.

Participantes: Esta tarea fue llevada a cabo por un total de doce participantes (4 hombres y
8 mujeres, con edades comprendidas entre los 23 y los 38 afios, media de 28 afios de edad),
pertenecientes al personal del laboratorio y con una larga experiencia en la descripcion del

aroma del vino.

Procedimiento: El umbral de deteccion sensorial de los estandares de p-feniletanol antes y
después de la purificacion se calculd siguiendo una tarea de eleccién forzada o three-
alternative forced choice (3-AFC) (ASTM E-679) como la descrita por Lawless y
Heymann (2010). Segun esta tarea, a los panelistas se les presentaron un total de 12 series
de tres muestras conteniendo dos muestras control y una muestra dopada, presentadas en
orden ascendente de concentracion. Para cada serie se les pidié a los panelistas que olieran
las tres muestras de manera ortonasal y de izquierda a derecha e indicaran cual de ellas era
diferente de las otras tres (ver consignas en Figura 2.1 del Anexo 2). Para todos los tests se
establecio un volumen de muestra de 15 mL (20 £ 1 °C) y se les present0 en copa negra
segun la normativa I1SO, codificadas con un codigo de tres cifras y cubiertas con una placa
Petri segn un orden aleatorio y diferente para cada juez. El orden de presentacion de las

muestras dentro de cada serie también fue aleatorio.

2.3.2. Test triangulares

Se llevaron a cabo dos series de test triangulares (Tests A y B) con dos objetivos
diferentes. En los tests A se evalud el efecto conjunto de los tres vectores de alcoholes en
cada uno de los ocho vinos modelo (F_ibt vs F_IBT; M_ibt vs M_IBT; A_ibt vs A_IBT,;
H_ibt vs H_IBT). En los tests B se llevd a cabo el estudio del efecto individual de cada

vector de alcoholes.
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Muestras:

Tests A: Se prepararon dieciséis vinos modelo diferentes (Tabla 2.3): ocho vinos
modelo (M, m, F, f, A, a, H, h) con los tres vectores de alcoholes (alcohol
isomilico/isobutanol, B-feniletanol y metionol) en alto nivel de concentracion (IBT) y otros

ocho vinos modelo con bajo nivel de concentracion (ibt).

Tests B: Se prepararon treinta y dos vinos modelo (Tabla 2.3): cuatro vinos modelo
con los vectores exclusivamente a alta concentracion (M, F, A, H) con ocho diferentes
combinaciones de cada vector de alcoholes (ibt, Ibt, iBt, ibT, iBT, IbT, iBT, IBT) siguiendo

la conformacién de la Figura 2.1.

IBt IBT

bt Ib

iBt .
i iBT

it ibT

Figura 2.1. Esquema de los vectores de alcoholes con

sus diferentes niveles de concentracion

Participantes: Estos tests fueron llevados a cabo por un panel formado por doce sujetos (3
hombres y 9 mujeres, con un rango de edad comprendido entre los 23 y los 37 afos de edad,
y una media de 29 afios) pertenecientes al personal del laboratorio y con una larga

experiencia en la descripcion del aroma del vino.

Procedimiento: Para los test triangulares, se presentaron tres copas a cada juez y se les pidio

que olieran cada muestra de manera ortonasal y que seleccionaran aquella que era diferente
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Tabla 2.3. Test triangulares realizados para comprobar el efecto de los alcoholes superiores (I:
isobutanol/alcohol isoamilico, B: B-feniletanol, T: metionol) en los diferentes vinos modelo.

Tests A Vino modelo Vinos confrontados pa
Al Alta madera (M) M_IBT vs M_ibt <0,05
A.2 Baja madera (m) m_IBT vs m_ibt <0,1
A3 Alta fruta (F) F_IBT vs F_ibt <0,01
A4 Baja fruta (f) f IBT vs f_ibt ns
A.5 Alta humedad (H) H_IBT vs H_ibt <0,05
A.6 Baja humedad (h) h_IBT vs h_ibt ns
A7 Alto animal (A) A_IBT vs A_ibt <0,05
A.8 Bajo animal (a) a_IBT vs a_ibt <0,05

Tests B Vino modelo Vinos confrontados pa
B.1 M _Ibt vs M _ibt <0,001
B.2 M _iBt vs M _ibt ns
B.3 M _ibT vs M _ibt <0,1
B.4 Alta madera (M) M _IBt vs M _Ibt ns
B.5 M iBT vs M _ibT ns
B.6 M _Ibt vs M _IbT ns
B.7 M _IbT vs M _IBT ns
B. 8 F_lbt vs F_ibt < 0,001
B.9 F_iBt vs F_ibt ns
B. 10 F_ibT vs F_ibt ns
B. 11 Alta fruta (F) F_IBt vs F_Ibt ns
B. 12 F_iBT vs F_ibt <0,
B. 13 F_Ibt vs F_IbT ns
B. 14 F_Ibt vs F_IBT ns
B. 15 H_Ibt vs H_ibt < 0,001
B. 16 H_iBt vs H_ibt ns
B. 17 H_ibT vs H_ibt ns
B. 18 Alta humedad (H) H_IBt vs H_Ibt ns
B. 19 H_iBT vs H_ibt ns
B. 20 H_Ibt vs H_IbT ns
B. 21 H_Ibt vs H_IBT ns
B. 22 A_Ibt vs A _ibt < 0,001
B. 23 A _iBt vs A _ibt ns
B. 24 A _ibT vs A ibt ns
B. 25 Alto animal (A) A _IBt vs A Ibt ns
B.26 A _iBT vs A _ibt ns
B.27 A Ibt vs A IbT ns
B.28 A Ibt vs A IBT ns

2 Nivel de significatividad; ns: no significativo. Efecto significativo marcado en negrita (P < 0,05).

(ver consignas en Figura 2.2 del Anexo 2). Para todos los test se presentaron 15 mL de
muestra en copa negra segun la normativa I1SO, etiquetadas con un numero aleatorio de tres
cifras y cubiertas con una placa Petri siguiendo un orden aleatorio y diferente para cada

juez. En los Tests A, se confrontd cada vino modelo con alta (IBT) concentracion de
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alcoholes con su correspondiente con baja (ibt) concentracion (Tabla 2.3). Se realizaron
ocho comparaciones IBT vs ibt (una por vino modelo), por duplicado y siguiendo un disefio
de blogue completo. Para el test B, se llevaron a cabo veintiocho test triangulares con todos
los jueces (siguiendo un disefio de bloque completo). En este caso se confrontaron muestras
con el vector de alcoholes individual a alta 0 baja concentracion para cada vino modelo (M,

F, A, H) (Tabla 2.3).

Generacion de atributos: En el test B, para aquellos casos en los que se detectaron

diferencias significativas, se les pregunté a los panelistas que citaran libremente el
descriptor que generaba esas diferencias sensoriales. Estos descriptores fueron recogidos y
posteriormente empleados en la siguiente tarea de andlisis descriptivo. Solo se consideraron
los descriptores para aquellos panelistas que proporcionaron respuestas correctas en los test

triangulares.

2.3.3. Analisis descriptivo

Muestras: Ocho vinos fueron descritos sensorialmente: M_ibt, M_Ibt, F_ibt, F_Ibt, H_ibt,

H_Ibt, A_ibty A_lbt.

Participantes: La tarea fue llevada a cabo por quince panelistas semi-entrenados (5 hombres
y 10 mujeres, con edades comprendidas entre los 23 y los 59 afios, y una media 34 afios)
pertenecientes al personal del laboratorio y con una larga experiencia en descripcion del

aroma.

Procedimiento: Se llevé a cabo el analisis descriptivo segun la técnica del Perfil Descriptivo
Optimizado o Optimized Descriptive Profile (ODP) (da Silva, Minim, Simiqueli, Moraes,
Gomide, & Minim, 2012) pero con algunas modificaciones. Cada participante asistio a 11
sesiones de 15 minutos de duracién. En la primera sesion, los panelistas se familiarizaron

con los 5 vectores de aroma (frutal, madera, animal, humedad/corcho y alcohol

116



SECCION |I.- Capitulo 1

isoamilico/isobutanol) y posteriormente los describieron. Para ello, a los panelistas se les
present6 una lista con 19 atributos (generados durante el test triangular B) junto con cinco
copas de vino que contenian los cinco vectores de aroma puros (Tabla 2.2). Se les pidié
que olieran ortonasalmente cada una de las muestras y que eligieran un maximo de dos
atributos de la lista propuesta (ver consignas Figura 2.3 del Anexo 2). Solo se consideraron
aquellos atributos citados por al menos un 20 % del panel. Los cinco descriptores asociados
a cada uno de los cinco vectores derivados de esta sesion fueron fresa/lactico/fruta roja
(para el vector frutal), cuero/animal/tinta (para el vector animal), coco/madera/vainilla
(para el vector madera), humedad/TCA (para el vector humedad/corcho) vy

alcohol/disolvente (para el vector de alcoholes alcohol isoamilico/isobutanol).

En las siguientes 10 sesiones, a los panelistas se les pidio que olieran los ocho vinos
modelo ortonasalmente y que puntuaran la intensidad de cada uno de los cinco atributos
(un atributo por sesion y por duplicado) en una escala no estructurada continua de 10 cm
de longitud y marcada con las palabras “ausencia” y “alta intensidad” en los extremos
izquierdo y derecho, respectivamente, siendo estos también elegibles (ver consignas en
Figura 2.4 del Anexo 2). Durante la evaluacion, tuvieron a su disposicion los materiales de
referencia (“alta intensidad” con el vector de aroma puro y “ausencia” con una disolucién
hidroalcoholica) para el atributo dado. De hecho, se les impuso oler primero las referencias
y posteriormente realizar la evaluacion sobre las escalas de las ocho muestras, para permitir

a los panelistas comparar las muestras con los materiales de referencia.

Todas las muestras fueron presentadas simultaneamente segin un orden aleatorio y
diferente para cada juez. Se presentaron 15 mL de muestra en copa negra (segun la
normativa ISO 3591, 1977) y etiquetadas con codigos aleatorios de tres cifras y cubiertas

con una placa Petri. Todos los vinos modelo fueron servidos en una sala a temperatura
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ambiente y fueron evaluados en cabinas individuales. Los panelistas no fueron informados

sobre la naturaleza de las muestras que iban a ser evaluadas.

2.4. Andlisis de datos

2.4.1. Método GC-O: Confirmacion de la pureza sensorial de los estandares

Los datos procesados fueron calculados teniendo en cuenta la intensidad y la
frecuencia de deteccion de cada odorante. Este parametro, llamado frecuencia modificada,

es denotado como FM vy se calcula siguiendo la ecuacion de Dravnieks (1985):

% FM = \/Fr (%)x I (%)

donde Fr (%) es la frecuencia de deteccion del odorante expresado como porcentaje del
ndmero total de jueces (n = 6) e I (%) es la intensidad media expresada como porcentaje

de la intensidad méaxima.
2.4.2. Umbral de deteccién sensorial

Para comenzar, se calculé un umbral individual para cada panelista calculando la
media geomeétrica de dos concentraciones (la raiz cuadrada del producto de los dos valores).
Un valor fue la concentracion a la cual ellos respondieron correctamente y donde las
concentraciones superiores también fueron correctas. El otro valor fue la concentracion
justo inferior (Ultimo juicio incorrecto). La media de los valores individuales fue

considerada como el umbral sensorial.

Se calculd el test t por parejas de una cola para las diferencias de los umbrales
individuales para el estandar antes y después de la purificacion (expresado como el
logaritmo de la concentracion) para evaluar las diferencias entre ambos umbrales

sensoriales (para un nivel de significatividad de 0,05).

118



SECCION |I.- Capitulo 1

2.4.3. Test triangulares

Se compar6 el nimero de respuestas correctas con los valores tabulados
(distribucion binomial) para evaluar la presencia de diferencias sensoriales significativas

entre las muestras confrontadas.

2.4.4. Analisis descriptivo

Rendimiento del panel: Se realiz6 un ANOVA de 3 factores que incluia a las muestras (S),
jueces (J) y repeticiones (R) como factores fijos y se calcularon todas las interacciones de
primer orden (Tabla 2.4). El efecto juez (J) fue significativo para tres atributos. Este efecto
es comunmente encontrado en analisis sensorial y puede ser explicado en términos de
diferencias fisioldgicas inter-individuo. El efecto muestra (S) fue significativo para todos
los atributos, lo que sugiere que los cinco atributos fueron dtiles en la caracterizacion de
las diferencias entre este set de muestras y confirmaba la habilidad de discriminacién del
panel. El efecto réplica (R) fue significativo para los atributos humedad/TCA y
alcohol/disolvente, mientras ninguna de las interacciones muestra x replica (S x R) fue
significativa, indicando una evaluacién consistente de los cinco atributos y reflejando la
reproducibilidad del panel. Las interacciones muestra x juez (S x J) fueron significativas
para la mayoria de los atributos. Por ello, se realizé un PCA para cada uno de estos atributos
(jueces en columnas y muestras en filas) mostrando que la primera componente explicaba
la mayoria de la varianza original (> 60 %) para todos los casos. Esto, junto con el hecho
de que las proyecciones de los jueces se agrupaban juntas en el gréfico, indica que estas
interacciones fueron principalmente debidas al desacuerdo en el uso de la escala. Estos
resultados demuestran la consistencia del panel (acuerdo) en la interpretacion de los

atributos evaluados. En resumen, el rendimiento del panel, evaluado en términos de
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habilidad de discriminacion, reproducibilidad y consistencia del panel, fue confirmado para

los cinco atributos evaluados.

Tabla 2.4. Modelo ANOVA fijado para la evaluacion de los atributos (15 jueces) para los cinco atributos (gl, grados
de libertad; F, valor F; P, valor de significatividad P)

Juez (J) Muestra (S)  Réplica (R) S*J S*R J*R
(9l=14) (9l=7) (9l=1) (9l=98) 9l=7) (9l=14)
F P F P F P F P F P F P

Fresa/Léactico/Frutaroja 4,7 <0,0010 39 <0,0010 0,00 095 14 0,037 085 055 0,76 0,71
Coco/Madera/Vainilla 4,4 <0,000 32 <0,001 0,06 081 11 0,29 0,66 0,70 0,69 0,78
Cuero/Animal/Tinta 18 009 29 <0,0010 40 0058 19 0,001 0,73 065 20 0,024
Humedad/TCA 24 0,031 20 <0,001 56 0,03 1,7 0,007 060 076 11 0,36

Alcohol/Disolvente 0,65 081 2,1 0,050 85 0,005 34 <0001 061 074 13 0,22

*Efectos significativos marcados en negrita

Caracterizacion del producto: las puntuaciones obtenidas para cada atributo fueron

sometidas a un andlisis de la varianza de dos factores (jueces como factor aleatorio y vino
como factor fijo). Se realizé posteriormente un andlisis de componentes principales (PCA)
con las puntuaciones de intensidad medias sobre los panelistas para los cinco atributos
significativos. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando XLSTAT

(Addinsoft, version 2015) y Panelcheck (version 1.4.2, Matforsk).

3. Resultados y discusion

3.1. Aislamiento y purificacion de los alcoholes

Uno de los requisitos mas importantes para preparar modelos de aroma es poseer
estandares de aroma puros de los compuestos a estudiar, libres de cualquier impureza
olfativa que pueda desviar las conclusiones. Una impureza puede tener un gran efecto si

estan presentes a concentraciones muy bajas (Pybus, Sell, & Chemistry, 1999) e incluso el
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revisar la pureza del estandar no te garantiza la pureza olfativa de éste. Esta puede ser
evaluada mediante GC-O y por medio de analisis cuantitativo de las impurezas esperadas.
A través de ambas estrategias fue posible verificar que, en el caso de los alcoholes
superiores, incluso en patrones comerciales de la maxima pureza disponible recientemente
abiertos, pudieron encontrarse niveles significativos de aroma de los correspondientes
aldehidos. Los aldehidos son los productos de oxidacion de los alcoholes y se encontraron
presentes a niveles muy por debajo del 0,05 % en todos los casos (128 ng/L de
isobutiraldehido, en 1 mg/L de isobutanol - 0,0128 % -, 20 ng/L de isovaleraldehido en 1
mg/L de alcohol isoamilico - 0,0020 % -, 12 ng/L de metional en 1 mg/L de metionol -
0,0012 % - y 69 ng/L de benzaldehido y 324 ng/L. de fenilacetaldehido en 1 mg/L de j-
feniletanol - 0,0324 % -). Sin embargo, alguno de estos aldehidos tiene umbrales de olor
entre 3y 4 6rdenes de magnitud por debajo de sus correspondientes alcoholes (Van Gemert,
2003), y de hecho pueden estar presentes a niveles en los que su potencia olfativa es
comparable o incluso mayor que la del correspondiente alcohol puro. Esto es
particularmente evidente en el caso del B-feniletanol y el fenilacetaldehido. En este caso,
el panel encontr6 un umbral de deteccion de 4 mg/L en un vino sintético para el supuesto
patron comercial de B-feniletanol. Sin embargo, segin el andlisis de aldehidos del
compuesto en cuestion, se observd que este patron comercial contenia 1,2 pg/L de
fenilacetaldehido, cuyo umbral sensorial encontrado en la bibliografia corresponde a 1 pg/L
(Gomez-Miguez, Cacho, Ferreira, Vicario, & Heredia, 2007), sugiriendo que el olor del
vino sintético no era el del alcohol, sino también el del aldehido presente como impureza
minoritaria. Confirmado esto, el umbral sensorial para el estandar de -feniletanol después
de la rigurosa eliminacion del fenilacetaldehido fue de 11 mg/L, el cual fue
significativamente mayor que los 4 mg/L obtenidos con el supuesto estandar comercial

puro. Este resultado confirma que la presencia de impurezas en las disoluciones de
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estandares de alcoholes superiores, particularmente la presencia de sus correspondientes
aldehidos, es capaz de incrementar falsamente su impacto sensorial. De ahi que todos los
alcoholes superiores usados en el presente estudio fueron purificados por una extraccion en

fase solida reactiva y una cromatografia rapida con silica gel.

3.2. Andlisis sensorial

3.2.1. Test triangulares (Test A)

Para obtener una primera valoracion sobre la relevante importancia de los alcoholes
superiores en el aroma del vino, se prepararon ocho vinos modelos diferentes que contenian
un aroma base formado por 14 compuestos de aroma (Tabla 2.2), al que se le adicionaron
uno de los cuatro vectores de aroma (madera - M -, frutal - F -, humedad/corcho - H -, o
animal - A -) a dos niveles de concentracion diferente y que contenia también un bajo nivel
del vector de alcoholes (ibt), el cual se dopd posteriormente con una mezcla que contenia
los cuatro alcoholes estudiados. La adicion de esta ultima mezcla llevé el nivel de alcoholes
superiores desde bajos hasta altos niveles de alcoholes en las muestras, tal y como se habia
encontrado en vinos tintos comerciales (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012).
Todos los modelos recreaban satisfactoriamente el aroma de diferentes tipos de vinos tintos.
Los modelos que contenian los vectores aromaticos a bajos niveles (m, f, h, a) se
caracterizaban por sus aromas débiles definidos como vinosos y ligeramente frutales.
Ademas, el modelo que contenia el vector madera a bajos niveles (m) se defini6 también
como dulce, y el vino modelo que contenia el vector animal a bajos niveles (a) se
caracteriz6 también por sus matices sucios y a animal. Sin embargo, los vinos modelo que
contenian los vectores aromaticos a altos niveles (M, F, H, A) tenian unos aromas mas
definidos a madera, vainilla o coco para el vino M, fresa o fruta roja para el F, humedad o

mohoso para el vino H y animal o cuero para el A.
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Los resultados del test triangular se pueden ver en la parte superior de la Tabla 2.3
y muestran que el efecto de los alcoholes superiores es extremadamente dependiente de la
intensidad de aroma del vino modelo, asi como de sus caracteristicas aromaticas. Como se
puede observar en la tabla, las cuatro adiciones llevadas a cabo en modelos que contienen
los altos niveles (M, F, H, A) de los cuatro vectores de aroma testados (test A.1, A.3, A5
y A.7) se detectaron significativamente, mientras que la adicion a los modelos que
contenian los vectores de aroma a bajos niveles (m, f, h, a) se detectaron de manera
significativa solo en el caso del vector A (test A.8), el cual se expresé como el atributo de
aroma mas claro e intenso (descrito como sucio/animal) de entre los cuatro vectores de
aroma. Este resultado es interesante ya que es normal considerar que la presencia de un
aroma en un fondo constituido por un aroma diferente es mas facilmente identificada cuanto
mas baja sea la intensidad del aroma base, como demostraron Kurtz y colaboradores (2009).
Segln esto, la presencia de altos niveles de alcoholes superiores deberia haber sido
detectada mas facilmente en los vinos modelo que contenian los vectores aromaticos a bajas
intensidades. Sin embargo, tal incapacidad de producir cualquier cambio al adicionar los
alcoholes a los vinos modelos con baja intensidad es consistente con la idea anteriormente
expuesta del bafer aromatico (Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004)
y confirma que el aroma del vino base, esencialmente representado por los modelos con
bajos niveles de los vectores estudiados, tiene propiedades perceptuales que pueden estar
relacionadas con el concepto del bufer aroméatico. Como primera aproximacion, esas
propiedades podrian consistir en una completa anulacion del olor de un segundo
componente, de algin modo relacionado con los componentes de olor del propio bufer,
afadido a la mezcla. Los vinos modelos que contienen altas cantidades de un vector

aromatico, ya no mostrarian tales propiedades del bufer, ya que estos tendrian unos matices
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de aroma por si mismos. El efecto del bufer podria ser compatible con la sefial de saturacion

pero su naturaleza tendra que ser abordada especificamente en otras investigaciones.

3.2.2. Test triangulares (Test B)

Atendiendo a sus similitudes quimicas, bioguimicas y de olor, el alcohol isoamilico
y el isobutanol se agruparon en el mismo vector de aroma. Por ello, se estudiaron los efectos
de la adicion de uno (I, B o T) o dos (solo BT) vectores de alcoholes superiores en modelos
que contenian el aroma base ademas de altos niveles de uno de los vectores de aroma (M,
F, Ho A) y diferentes combinaciones de los alcoholes superiores (ibt, 1bt, iBt, ibT o IbT)
en 28 test triangulares, cuyos resultados estan resumidos en la Tabla 2.3 (test B.1 a B.28).
Los resultados muestran que solo el vector formado por el alcohol isoamilico y el isobutanol
() inducia un efecto sensorial significativo (P < 0,001) en los cuatro vinos modelo
estudiados. Sorprendentemente, la adicion de metionol o B-feniletanol no genera ningdn
cambio sensorial en el perfil de aroma de las muestras estudiadas. Esto ocurre incluso si
estos compuestos son adicionados en casi todas las combinaciones posibles, a pesar de su
distintivo y especifico aroma y a pesar de que los niveles de adicion fueran por encima de
su umbral sensorial (I mg/L y 11 mg/L, respectivamente). Es de destacar que el -
feniletanol se habia descrito como un contribuyente importante en el caracter frutal de los
vinos (Clemente-Jimenez, Mingorance-Cazorla, Martinez-Rodriguez, Heras-Vazquez, &
Rodriguez-Vico, 2004; Katarina, Katarina, Katarina, Ivan, & Fedor, 2014) atribuyéndolo a
su distintivo olor similar a las rosas. Sin embargo, los presentes resultados confirman que
su impacto sensorial real en niveles de concentracion normalmente presentes en vino es
insignificante. Esto refuerza la importancia de llevar a cabo estrategias de reconstitucion
(omisién o adicidn) con estandares purificados para confirmar el impacto sensorial real de

compuestos potencialmente activos desde el punto de vista sensorial.
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3.2.3. Andlisis descriptivo (DA)

Se utilizé analisis sensorial descriptivo para estudiar el efecto sensorial especifico
del vector isobutanol/alcohol isoamilico (1) en las propiedades aromaticas de los vinos
modelo. Se caracterizaron ocho vinos modelo diferentes que contenian altos niveles de un
vector de aroma (M, F, H o A) y bajos o altos niveles del vector | usando 5 descriptores
sensoriales diferentes. Los resultados estan resumidos en la Figura 2.2, la cual muestra el
grafico PCA bidimensional con las proyecciones de los 5 descriptores y las 8 muestras. Los

dos primeros PCs explican al menos el 90 % de la varianza original.

El primer PC explica el 57 % de la varianza original y muestra una clara oposicién
entre los atributos agradables (fresa/lactico/fruta roja y coco/madera/vainilla) vy
desagradables (cuero/animal/tintay humedad/TCA). Tal oposicion ya habia sido observada
de manera repetida en la descripcion del vino (Saenz-Navajas, Ballester, Pecher, Peyron,
& Valentin, 2013; Saenz-Navajas, Gonzalez-Hernandez, Campo, Fernandez-Zurbano, &
Ferreira, 2012) y puede ser el resultado de la integracion hedonica de las percepciones
durante el proceso de olfaccion del vino. Segun esto, los panelistas pueden tender a
clasificar simultaneamente los descriptores en aromas agradables y desagradables
(basandose en sus experiencias previas) y a describir las muestras. Prescott (2015) sugirio
que la percepcion del sabor/flavor parece ser principalmente el resultado de la integracion

de distintas sefiales sensoriales a traves de la accion del aprendizaje asociativo.
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Figura 2.2. Biplot con las proyecciones de los descriptores de aroma y los vinos modelo en las dos

primeras componentes del espacio del PCA. Ocho vinos modelo conteniendo altos niveles del vector de

aroma (M: madera, F: frutal, H: humedad/corcho o A: animal) y al que se le adiciond bajo nivel (ibt) o alto

nivel (Ibt) del par alcohol isoamilico/isobutanol.

Como se observa en la Figura 2.2, el aumento del vector | provoca en todos los

casos un desplazamiento de las muestras hacia la parte superior del biplot (altos valores del

PC2). Este desplazamiento es menos importante en el vector M. En este caso, y también

para el caso del vector F, el aumento de | también implica un desplazamiento de las

muestras hacia la izquierda del plano (bajos valores del PC1). El grafico mostrado en la

Figura 2.3 puede ayudar a comprender estos efectos.
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Figura 2.3. Comparacion de las intensidades medias (para los descriptores principales) de los vinos
modelos con alta (Ibt) vs baja (ibt) concentracion del vector | en los cuatro vinos modelo: a) frutal, b)
madera, c) animal y d) humedad. Las barras de error son los errores estandar medios. Las diferencias han
sido calculadas segin un ANOVA de dos factores (vino modelo como factor fijo y panelistas como

aleatorio); * y ** indican el nivel de significatividad estadistica con P < 0,05 y 0,01, respectivamente.

El aumento de | trae consigo un descenso significativo (P < 0,05) de los atributos
fresa/lactico/fruta roja, coco/madera/vainilla y humedad/TCA al aumentar la
concentracion del vector alcohol isoamilico/isobutanol desde 130 mg/L a 430 mg/L (Figura
2.3.a,byd). Contrariamente, en el vino modelo con el vector animal (A) hay un incremento
no significativo (P > 0,05) de la intensidad de la nota cuero/animal/tinta (Figura 2.3.c) al
adicionar el vector alcohol isoamilico/isobutanol. EI descenso observado en
fresa/lactico/fruta roja estd de acuerdo con los resultados encontrados en estudios de

mezclas de aroma menos complejos, en los cuales se observo un descenso en la intensidad
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de las notas frescas y a mermelada (atribuida a la mezcla de ésteres y acetatos) en presencia
de 131 (88 y 43 mg/L de isobutanol y alcohol isoamilico, respectivamente) y 226 mg/L
(148 y 78 mg/L de isobutanol y alcohol isoamilico, respectivamente) del vector | (Margaux
Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015). El descenso en coco/madera/vainilla y
humedad/TCA no se habia observado con anterioridad, y parece indicar que los alcoholes
superiores son capaces de suprimir parcialmente la intensidad de muchos matices de olor
diferentes de acuerdo con la tendencia general de la supresion sefialada por Kurtz y
colaboradores (2009). Es de destacar que el vector | parece afectar de una manera similar
a las percepciones causadas por compuestos de aroma normales, tales como los integrados
en la fruta o el vector de la madera y el vector humedad, integrado por un compuesto
recientemente descrito por ser un potente supresor de la transduccion de la sefial olfativa
(Takeuchi, Kato, & Kurahashi, 2013). Debido a esto, la falta de efecto observada para la
nota cuero/animal/tinta resulta mas sorprendente, particularmente teniendo en cuenta que
se observa un aumento de ésta, incluso si no alcanza el nivel significancia estadistica del
0,05. Las razones por las cuales esta nota se comporta de manera diferente no estan claras
y comprenderlas podria seguramente requerir un trabajo sensorial especifico. Se puede
hipotetizar, sin embargo, que las caracteristicas del olor a alcohol y a disolvente
proporcionadas por los alcoholes superiores complementan las caracteristicas de
cuero/animal/tinta generadas por los etilfenoles, haciendo méas explicito el concepto
aromatico completo. Esto implica que la mezcla experimenta un procesado configuracional
fuerte (Zou & Buck, 2006) que puede ser explicado en términos de categorizacion de olores.
Por ello, e incluso aunque los etilfenoles (vector A) y el par isobutanol/alcohol isoamilico
son estimulos diferentes, ellos comparten una caracteristica, que puede permitir a los
panelistas el categorizar ambas notas de aroma juntas (Prescott, 2015). Esta categorizacién

podria tener como resultado una integracion de las respuestas de ambos aromas y por ello
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conllevar un aumento de la intensidad evaluada para la nota animal de los etilfenoles y la
nota alcohdlica de los alcoholes a través de interacciones perceptuales (Laing, Eddy, &

Best, 1994) o mecanismos sinérgicos (Gottfried, 2010).

El segundo factor del PCA (31 % de la varianza explicada) estd principalmente
explicado por el atributo alcohol/disolvente (Figura 2.2). Se observd un claro
desplazamiento hacia arriba (altas puntuaciones del PC2) para todas las muestras, que
puede ser atribuida a un incremento de las notas a alcohol/disolvente en presencia de 430
mg/L del vector de alcoholes. La Figura 2.3 confirma que el aumento en este vector de
aroma fue significativo (P < 0,05) para el vino modelo frutal (Figura 2.3a) y animal (Figura
2.3c), pero no para el vino modelo con madera ni el vino modelo con humedad. Este
resultado confirma en parte la premisa de que los alcoholes superiores le proporcionan al
vino un aroma punzante (Rapp & Versini, 1991) o un matiz de aroma a disolvente (Margaux
Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015), pero sugiere que tal contribucion se vuelve

significativa solo en algunos contextos aromaticos.

Se ha identificado con anterioridad que los aromas a fruta y a madera estan
relacionados con la preferencia y con la calidad percibida por consumidores y expertos en
vino de diferentes paises (Hopfer & Heymann, 2014; Saenz-Navajas, Ballester, Pecher,
Peyron, & Valentin, 2013). Por otro lado, el caracter cuero/animal/tinta generado por los
etilfenoles presenta una correlacion negativa con la preferencia y la calidad percibida por
los expertos en vino (Frgst & Noble, 2002; Saenz-Navajas, et al., 2015; Torri, Noble, &
Heymann, 2013). Como consecuencia, los resultados observados en este capitulo de tesis
destacan que el alcohol isoamilico y el isobutanol son esencialmente perjudiciales para la

calidad del vino.
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Este trabajo incrementa el conocimiento acerca de las interacciones sensoriales y la
formacion del aroma en vinos tintos, dando pistas interesantes a los endlogos a la hora de
tomar decisiones en la elaboracion (seleccion de levaduras, condiciones de fermentacion,
mezclas de vinos...), especialmente encaminadas a reducir la formacién de alcohol
isoamilico e isobutanol. Ademas, estos resultados sugieren que el control de la calidad del
vino deberia no estar orientada exclusivamente a evitar la ausencia de defectos explicitos
tales como los etilfenoles o TCA, sino también en el control de la formacion de los
compuestos capaces de disminuir las notas positivas. El siguiente capitulo tiene como
objetivo fijar los niveles de intensidad criticos de los pares isobutanol y alcohol isoamilico
que inducen el descenso en la calidad y/o la preferencia de los consumidores, lo cual puede
proporcionar informacién importante para la implementacion de estrategias de control de

calidad en bodega.

4. Conclusiones

El presente trabajo confirma la importancia sensorial del par alcohol
isoamilico/isobutanol en la percepcidn del aroma del vino, y demuestra que la contribucién

al aroma del vino del metionol y el B-feniletanol es despreciable.

Los efectos de los alcoholes son extremadamente dependientes del contexto
aromatico. En contextos aromaticos pobres, a falta de matices de aroma especificos
distintos a los de la base aromatica del vino, los efectos sensoriales son insignificantes
confirmando el efecto del blfer de aroma en la base aromética del vino. Solo en contextos
en los cuales las notas de aroma son claramente perceptibles, los efectos comienzan a ser
claramente importantes. Los alcoholes superiores alifaticos suprimen las notas de olor tales
como fresa/lactico/fruta roja, coco/madera/vainilla y humedad/TCA, mientras que no

afecta a la nota cuero/animal/tinta. Solo secundariamente y en ciertos contextos
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aromaticos, los alcoholes son capaces de comunicar al vino su particular aroma a alcohol o
disolvente, lo cual evidencia la importancia de estudiar las interacciones sensoriales en
matrices que simulen en la medida de lo posible las caracteristicas sensoriales de los

productos reales.

Debido a su habilidad de suprimir las notas a fruta y a madera, pero no las notas a
cuero/animal/tinta, los alcoholes superiores alifaticos juegan un papel negativo en la

calidad del aroma del vino.
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SECCION 1II.- Capitulo 2

Niveles de alcoholes superiores capaces de inducir cambios
aromaticos y modular la preferencia de un panel de expertos en
vinos modelo

1. Introduccidn

En el capitulo anterior se ha confirmado la importancia sensorial de los HA tales
como el isobutanol y el alcohol isoamilico en vinos tintos y su implicacion en el bufer
aromatico (de-la-Fuente-Blanco, Saenz-Navajas, & Ferreira, 2016), mientras que la
contribucion de otros HA tales como el metionol y el B-feniletanol parece ser despreciable.
En este sentido, el objetivo de este capitulo es determinar el nivel de isobutanol y alcohol
isoamilico capaz de inducir cambios aromaticos, asi como de modular la preferencia

evaluada por expertos en vinos modelo.

Los niveles de isobutanol y alcohol isoamilico en vinos son principalmente
dependientes del contenido en aminodcidos en el mosto, valina y leucina, y del
metabolismo de la levadura (Amerine & Berg, 1980; Giudici, Romano, & Zambonelli,
1990). Se ha observado que el uso de diferentes cepas, tales como las no-Saccharomyces
empleadas para la reduccién de la concentracién de alcohol en vino, induce la produccion
de niveles importantes de HA (Contreras, Hidalgo, Henschke, Chambers, Curtin, & Varela,

2014).

Una antigua afirmacion de Rapp y Versini (1991) en un libro de resimenes sugeria
que una concentracion total de HA inferior a 300 mg/L podia contribuir de manera positiva
al perfil aromatico de los vinos, mientras una concentracion superior a 400 mg/L podia

ejercer un efecto negativo. Sin embargo, esta afirmacion no se ha respaldado con
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investigacion documentada. Incluso si estos compuestos se consideran normalmente
factores importantes en la modulacion del aroma del vino, existe una falta de evidencia
empirica que ilustre como los HA causan un cambio perceptible en las propiedades
sensoriales o en la preferencia del vino. Este tema se puede estudiar usando un test de
eleccion forzada o two-alternative forced choice (2-AFC) con un estimulo constante como
muestra de control (Lawless & Heymann, 2010). Por medio de este test, se puede calcular
la cantidad de cambio en un estimulo fisico (en este caso en la concentracion del odorante
objetivo) necesario para producir una diferencia sensorial perceptible. Esta metodologia ya
ha sido usada en diferentes matrices complejas, tales como en bebidas modelo (Camacho,
Dop, de Graaf, & Stieger, 2015), disoluciones punzantes (Orellana-Escobedo, Ornelas-Paz,
Olivas, Guerrero-Beltran, Jimenez-Castro, & Sepulveda, 2012) o en alimentos
enriquecidos para personas mayores (Kremer, Bult, Mojet, & Kroeze, 2007). Son pocas las
investigaciones que han tratado con los componentes del vino en disoluciones simples (Le
Berre, Beno, Ishii, Chabanet, Etievant, & Thomas-Danguin, 2008). Hay ausencia también
de estudios que lo aborden en disoluciones mas complejas similares al vino. Lo mas
probable es que sea porque solo recientemente se ha abordado la recreacion de modelos
complejos con propiedades de aroma similar a muestras de vino real (de-la-Fuente-Blanco,
Séenz-Navajas, & Ferreira, 2016; Franco-Luesma, Saenz-Navajas, Valentin, Ballester,

Rodrigues, & Ferreira, 2016).

En este contexto, el presente capitulo tiene como objetivo determinar la minima
concentracion de HA (alcohol isoamilico/isobutanol) capaz de causar un cambio realmente
discernible en las propiedades del aroma y en la preferencia sobre tres vinos modelo (WM)
(frutal, madera y animal) de acuerdo a un grupo de 16 expertos en vino. Se eligieron los
expertos como los panelistas por dos razones. En primer lugar, su opinion ejerce una

importante influencia en el mercado del vino, y ellos tienden a generar los prototipos de
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calidad o preferencia entre los consumidores de vino. En segundo lugar, la mayoria de los
productores de vino basan sus decisiones durante la elaboracion del vino en la informacién
proporcionada por otros expertos en vino. Esto ocurre principalmente porque ellos tienen
prototipos de vino memorizados, especialmente dentro del mismo &rea de produccion
(Hopfer & Heymann, 2014; Torri, Noble, & Heymann, 2013). Ocurre lo contrario para
consumidores menos experimentados (Urdapilleta, Parr, Dacremont, & Green, 2011). Por
ello, los datos especificos relacionados con la minima concentracion de HA que causan un
cambio realmente discernible y su influencia en la preferencia basada en los juicios de un
panel de expertos, puede ser informacion de interés para los fabricantes de vino cuando

toman decisiones durante la elaboracion de este.

2. Materiales y métodos

2.1. Compuestos y estandares

Disolventes: Se adquirieron etanol de calidad LiChrosolv, éter dietilico y n-pentano a
Merck (Darmstadt, Alemania); el isooctano fue suministrado por Panreac (Barcelona,
Espafia). El agua pura fue obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore,

Bedford, MA, USA).

Estandares: Los estdndares quimicos fueron suministrados por Sigma-Aldrich

(Gillingham, Inglaterra) y Firmenich (Ginebra, Suiza).

Reactivos: El acido tartarico y el hidroxido de sodio fueron suministrados por Panreac.

2.2. Preparacion de los vinos modelos

2.2.1. Aislamiento y purificacion de los alcoholes superiores

Los estandares de alcohol isoamilico e isobutanol se aislaron y purificaron segun el

procedimiento descrito en el capitulo anterior y publicado por de-la-Fuente-Blanco y
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colaboradores (2016). Resumido brevemente, consistia en un proceso en dos pasos. El
primero implicaba una extraccion sélido-liquido reactiva con un eliminador de grupos
carbonilo fijado sobre un soporte solido. El segundo paso implicaba la confirmacion de la

pureza sensorial del estandar por olfatometria de gases.

2.2.2. Preparacion de los vinos modelo (WM)

Los vinos se prepararon mezclando un grupo de compuestos del vino (volatiles y
no volatiles) con uno de los siguientes vectores de aroma: frutal (F), madera (M), o animal
(A) para obtener los tres vinos control (WM) diferentes (Tabla 3.1). Las muestras de control
contenian 110 y 20 mg/L del HA objetivo: alcohol isoamilico e isobutanol,

respectivamente.

Estos valores (Tabla 3.1) corresponden a las concentraciones mas bajas encontradas
en vinos tintos comerciales (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). Para evaluar la
concentracion minima de alcohol isoamilico/isobutanol que causa cambios discernibles en
las propiedades de aroma ortonasal en los modelos, cada uno de los tres vinos modelo WM
(FO) se dopo con 8 niveles diferentes (F1-F8) de ambos HA (Tabla 3.2) cubriendo los
rangos de concentracion encontrados en vinos tintos reales (San Juan, Cacho, Ferreira, &
Escudero, 2012). La concentracion final de etanol se ajusto al 12 % (v/v) y a pH = 3,5. Se
afiadieron juntos el alcohol isoamilico y el isobutanol, como un vector, ya que
repetidamente se han encontrado datos cuantitativos con un ratio 5:1 en vinos comerciales
inoculados con levaduras Saccharomyces (Amerine & Joslyn, 1970; Lee & Cooley, 1981;

Yoshizaw.K, 1966).
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Tabla 3.1. Vectores de aroma y composicion de los vinos modelo (mg/L) empleados en el estudio.

Compuestos Concentracion
B-feniletanol 15
Acido acético 150
5 Acetato de etilo 50
% Acido hexanoico 2,0
3 Acido 3-metilbutirico 0,30
fé 2,3-butanodiona 0,40
S Hexanoato de etilo 1,0
E Volatil Acetato de isoamilo 1,0
g 2-metilbutanoato de etilo 0,12
E Vanillato de etilo 0,25
8 vanillina 0,070
qé— y-nonalactona 0,020
é guaiacol 0,010
% -damascenona 0,0040
% B-ionona 0,00030
é Acido tartatico 5000
S Glicerol 10000
© No volatil Acido tanico 50
Quinina 7,0
Goma arébiga 75
VECTOR Compuestos Concentracion
2,3-butanodiona 14
Acetato de isoamilo 55
FRUTAL (F) Acetato de etilo 50
Cinamato de etilo 0,12
B-damascenona 0,0030
whiskylactona 0,30
vanillina 0,10
MADERA (M) eugenol 0,015
guaiacol 0,015
4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
furanona 0,10
4-etilfenol 100
ANIMAL (A) 4-etilguaiacol 13
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Tabla 3.2. Niveles de alcohol isoamilico e isobutanol (mg/L)
en las muestras usados para determinar la concentracién
minima capaz de inducir cambios en la percepcién del aroma
y en la preferencia.

Codificacion Alcohol isoamilico Isobutanol
FO 110 20
F1 132 24
F2 158 29
F3 190 35
F4 228 41
F5 274 50
F6 328 60
F7 394 72
F8 473 86

2.3. Andlisis sensorial

2.3.1. Participantes

El analisis sensorial para los vinos frutal y animal se llevo a cabo con un grupo de
dieciséis participantes (cuatro hombres y doce mujeres, de edades comprendidas entre los
24 y 60 afos, de edad media 33 afios), pertenecientes a la categoria de productores de vino,
investigadores en la ciencia del vino y personal implicado regularmente en la produccion
del vino y/o la evaluacion de éste. Para el vino modelo con madera, debido a razones de
disponibilidad, solo 14 de los 16 pudieron completar la tarea. Todos ellos formaron parte
de la categoria de expertos en vino segun Ballester y colaboradores (2008), Parr y

colaboradores (2002) y Melcher y Schooler (1996).

2.3.2. Procedimiento

140



SECCION II.- Capitulo 2

Tabla 3.3. Composicion (mg/L) de los vectores presentados en la fase de familiarizacion

Nivel 1
Vector Compuestos del vector Baja
concentracién

Nivel 2
Alta concentracién

2,3-butanodiona 0,4 14
Acetato de isoamilo 1 55
FRUTAL (F . '
(F) Acetato de etilo 50 50
Cinamato de etilo - 0,12
B-damascenona 0,04 0,0030
wiskilactona 0,15 0,30
vainillina 0,050 0,10
MADERA eugenol 0,0075 0,015
(W) guaiacol 0,0075 0,015
4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 0,050 0,10
furanona
ANIMAL (A 4-etilfenol 35 100
A) 4-etilguaiacol 4,5 13

La tarea sensorial comprende tres partes. La primera parte consistié en dos sesiones
de 15 minutos (mantenidas en dias diferentes) y que tenian por objeto: i) la familiarizacion
de los participantes con los vectores de aroma y ii) la cualificacion de los participantes. En
la primera sesion, los participantes se familiarizaron con el aroma alcoholico del vector
alcohol isoamilico/isobutanol asi como con los otros tres vectores de aroma que
diferenciarian los vinos modelo (Tabla 3.1): vectores de fruta roja, madera y animal. Para
ello, se les presentaron los cuatro vectores de aroma puros individualmente y a alta
concentracion (ver consignas en Figura 3.1 del Anexo 3). En la segunda sesion, se les
presentaron cuatro series, cada una contenia un vector a tres niveles de concentracion
diferentes (nivel 0, ausencia; nivel 1, baja concentracion; y nivel 2, alta concentracion)
(Tabla 3.3). Los participantes estarian cualificados si eran capaces de identificar
correctamente el vector aislado y ordenarlo segun su intensidad (ver consignas en Figura

3.2 del Anexo 3).
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En la segunda parte, los participantes realizaron un total de seis sesiones
(mantenidas en dias diferentes) de unos 15 minutos cada una (una sesién por duplicado
para cada uno de los tres vinos modelo). Durante cada sesion, los participantes llevaron a
cabo una serie de nueve tests de comparacion segun la técnica de eleccion forzada 2-AFC
(ver consignas en Figura 3.3 del Anexo 3) para calcular la minima concentracion de
alcoholes superiores que inducen diferencias sensoriales. Cada test de comparacion
consistia en dos vinos: Control (FO) y muestra dopada (de F1 a F8), las cuales diferian
Unicamente en la concentracion del vector alcohol isoamilico/isobutanol. Como ayuda en
el reconocimiento de los atributos, al inicio de cada sesién y antes de llevar a cabo la tarea
2-AFC, los participantes debian oler el vector de aroma puro de HA y el vector
predominante en cada vino modelo (vector fruta roja, madera o animal). Posteriormente,
debian evaluar ortonasalmente cada par de muestras (control y dopada) e indicar cuél de
las dos muestras de cada par era méas intensa en dos atributos: aroma a alcohol y en el

atributo predominante correspondiente a cada vino modelo (fruta roja, madera o animal).

De manera similar a la segunda parte, la tercera parte consistia en seis sesiones
(mantenidas en dias diferentes) de unos 15 minutos (una sesion por duplicado para cada
vino modelo: fruta roja, madera o animal). A los participantes se les presentaron las mismas
muestras y test que en la segunda parte (ver consignas en Figura 3.4 del Anexo 3). Para

cada par de muestras (control y dopada), debian anotar cual preferian.

En la segunda y tercera parte el orden de presentacion del vino control dentro de
cada par (izquierda o derecha) fue aleatorizado y diferente para cada participante. Las
muestras dopadas se les presentaron en orden ascendente de concentracion, de F1 a F8, y
se les proporcion6 un nuevo par de muestras cada dos minutos. Se sirvieron 15 mL de
muestra (20 £ 1 °C) en todos los test, se presentaron en copa negra ISO etiquetadas con un

numero de tres cifras aleatorio y cubiertas por una placa Petri. Las muestras se sirvieron 5
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minutos antes de comenzar la tarea sensorial. Todas las respuestas se recogieron en formato

papel.
2.4. Andlisis de datos

Para cada concentracion del vector HA (F1-F8), se contabilizd el nimero de veces
que la muestra de control se considerd mas intensa que (segunda parte del anélisis sensorial)
o preferida que (tercera parte del analisis sensorial) la muestra dopada. Los test 2-AFC se
consideraron independientemente. Ambos tipos de respuestas (més intenso que el control
o preferida sobre el control) se expresaron como una proporcion, dicha proporcion se
representd en un grafico frente a la concentracion total de HA (alcohol isoamilico +
isobutanol). El criterio de significatividad (P < 0,05) se baso en la tabla de distribucién
binomial de una cola para el test de comparacion. La concentracion de HA que causa
cambios realmente discernibles en las propiedades del aroma se calculé extrapolando en el
gréfico (porcentaje de respuestas que seleccionaron la muestra de control como la mas
intensa vs la concentracion total de HA) el porcentaje de respuestas que alcanzaron el
criterio de significatividad. La minima concentracion de HA que induce diferencias en la

preferencia se calculo siguiendo el mismo criterio.

3. Resultados y discusion

3.1. Pureza de los estandares

Al igual que se explicd y llevé a cabo en el capitulo anterior, la pureza de los
estandares empleada en la elaboracion de los vinos modelo se evalué por GC-O y por
analisis cuantitativo de las impurezas esperadas. Ambas estrategias mostraron de nuevo
que, en el caso de los HA, incluso estandares recién abiertos de la maxima pureza quimica
disponible, contenian un nivel significativo de sus correspondientes aldehidos de potente

olor. Estos resultados ponen de manifiesto de nuevo la importancia de la evaluacion de las
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impurezas olfativas presentes en los estandares que pueden arruinar el experimento y
desviar las conclusiones. Se empled la estrategia propuesta en la seccidon experimental del
capitulo 1 de esta misma seccion y descrita en el articulo (de-la-Fuente-Blanco, Saenz-

Navajas, & Ferreira, 2016) para eliminar las impurezas.

3.2. Andlisis sensorial

Se determiné la minima cantidad de estimulo requerida para percibir una diferencia
0 generar un cambio significativo en la preferencia segun un grupo de expertos en vino
espafoles. La estrategia que se siguid consistio en una serie de tests 2-AFC en el cual a los
participantes se les dio una muestra de control, que tenia un atributo aromatico
predominante (fruta roja, madera o animal), y una segunda que contenia el mismo atributo
predominante, pero dopado con una cantidad creciente de HA. Los panelistas tuvieron que
elegir cual de las dos muestras era mas intensa en el atributo aromatico indicado y en el
aroma a disolvente generado por los HA. Con las mismas muestras, pero en actividades
independientes, los participantes tuvieron que indicar que muestra del par preferian en
términos de aroma. Para asegurarse de que los participantes eran capaces de asociar los
términos/descriptores a los aromas especificos que debian evaluar, se llevo a cabo una
sesion de familiarizacion con los cuatro aromas (frutal, madera, animal vy
disolvente/alcohol) antes de los tests 2-AFC. Se encontro necesario el realizar esta tarea
porque los expertos en vino son mejores que los participantes no experimentados en el
reconocimiento de olores importantes en el vino. Sin embargo, sus habilidades verbales
(identificacion del olor y consistencia en el nombramiento de estos), son similares a las de
los evaluadores novicios (Parr, Heatherbell, & White, 2002; Parr, White, & Heatherbell,

2004).
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3.2.1. Vino modelo con aromas frutales

Las Figuras 3.1 y 3.2 ilustran los resultados para el vino modelo frutal. La Figura
3.1 muestra la proporcidon de respuestas de los participantes que seleccionaron la muestra
de control (que contenia 130 mg/L de HA) como la mas intensa en los atributos fruta roja
y disolvente/alcohdlico si se compara con los modelos frutales que contenian cantidades

crecientes de HA (156-559 mg/L).

Las respuestas de los participantes (n = 31) derivaban de 16 participantes por
duplicado: una respuesta se perdio porque un participante no llevo a cabo la tarea por
duplicado. Los vinos modelos que contenian al menos 299 mg/L de HA se percibieron de
manera significativa (P < 0,05) con menor y mayor aroma de fruta roja y disolvente/alcohol,
respectivamente, que las muestras de control. EI modelo frutal control representaba a un
vino con la minima concentracion de HA (130 mg/L) encontrada en vinos reales

comerciales (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012).
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Figura 3.1. Porcentaje de respuestas (n = 31) que seleccionaron la muestra de control del modelo frutal
como la mas intensa en los atributos de fruta roja (A) y disolvente/alcohol (@) comparada con las muestras
dopadas. Las lineas de puntos superior e inferior (superior: 68 % e inferior: 32 %) indican el 5 % del

criterio de significatividad para los test por parejas.
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Figura 3.2. Porcentaje de respuestas (n = 31) que seleccionaron la muestra de control del vino modelo
frutal como la preferida en contraposicion a las dopadas. Las lineas de puntos superior e inferior (superior:

68 % e inferior: 32 %) indican el 5 % del criterio de significatividad para los test por parejas.

Se definié la minima concentracion que causa cambios sensoriales apreciables
como el punto que representa la cantidad de estimulo adicional necesario para percibir una
diferencia, por ello, la minima concentracién para el vino modelo frutal se estimo en 169
mg/L. Este descenso y aumento en los aromas frutal y disolvente/alcohol, respectivamente,
concuerda con los resultados obtenidos en la tarea descriptiva descrita en el capitulo 1 de
esta misma seccion (de-la-Fuente-Blanco, Sdenz-Navajas, & Ferreira, 2016), en la cual la
concentracion del vector alcohol isoamilico/isobutanol se incrementd de 130 a 430 mg/L.
Estos resultados también estan en concordancia con los resultados presentados
recientemente por Cameleyre y colaboradores (2015). Estos autores observaron, por medio
de analisis descriptivo, que la adicion de 131 mg/L de isobutanol y alcohol isoamilico (88
y 43 mg/L, respectivamente) a mezclas de aroma simples de esteres frutales y acetatos
generaba un descenso significativo en la intensidad de los atributos de fruta fresca y

mermelada y aumentaba la intensidad del aroma a alcohol de la mezcla.
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Se realizaron series de tests independientes para evaluar la preferencia de aroma de
los vinos modelo frutal que contenian diferentes niveles de HA (Figura 3.2). Se ha citado
repetidamente que los aromas frutales aumentan la calidad del vino o la preferencia segln
los juicios de expertos de diferentes paises (Hopfer & Heymann, 2014; Lattey, Bramley, &
Francis, 2010; Saenz-Navajas, Ballester, Pecher, Peyron, & Valentin, 2013; Varela &
Gambaro, 2006). Teniendo en cuenta que se ha demostrado que la preferencia esta
altamente correlacionada con la percepcion de la calidad por expertos en vino (Hopfer &
Heymann, 2014), se puede hipotetizar que la presencia de HA, los cuales son capaces de
enmascarar las notas a fruta roja, parecen inducir un descenso de la preferencia de las
muestras para este grupo de expertos. Los resultados del presente estudio indican que la
muestra de control (que contenia 130 mg/L de HA), fue significativamente (P < 0,05)
preferida sobre las muestras que contenian al menos 326 mg/L de HA, lo que confirma la
hipotesis inicial. Por ello, la adicién de al menos 196 mg/L de HA al control del vino
modelo frutal causa un descenso de la preferencia. Este umbral era cercano, pero
ligeramente mayor (+ 30 mg/L) a la concentracion minima que induce cambios sensoriales
(169 mg/L). Esto sugiere que las muestras que contienen 299 mg/L de HA ya disponian de
un ligero aroma a disolvente/alcohol provocado por estos compuestos, sin embargo, esta
concentracion no fue suficiente como para generar un rechazo significativo de las muestras.
Esto apoya la idea de que las preferencias de los expertos podrian estar mas relacionadas
con la armonia en el aroma alcanzada por la mezcla de atributos sensoriales diferentes mas
que por la presencia de una nota de aroma predominante en el vino (Saenz-Navajas,

Gonzalez-Hernandez, Campo, Fernandez-Zurbano, & Ferreira, 2012).

3.2.2. Vino modelo con aromas a madera

La Figura 3.3a muestra la proporcion de respuestas de participantes que indicaron

que el vino modelo con madera poseia mayor aroma a madera y a disolvente/alcohol que
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el mismo vino modelo dopado con HA. Las respuestas, n = 27, derivan de 14 participantes
por duplicado: una respuesta se perdi6 porque un participante no llevo a cabo la tarea por
duplicado. Los resultados muestran que los vinos modelo que contenian 150 mg/L de HA
se percibieron significativamente menos intensas para el atributo madera que el vino
modelo control (130 mg/L de HA). Esto indica que la adicién de solo 20 mg/L de HA (un
incremento del 15 % del estimulo) causaba un descenso sensorial realmente apreciable para
el atributo madera. Sin embargo, se tuvieron que afiadir unas cinco veces mas (115 mg/L)
de HA (concentracién final de las muestras dopadas de 245 mg/L) para observar un
aumento sensorial significativo del atributo disolvente/alcohol generado por los HA.
Cuando se analizaron los datos individuales en detalle, se observaron dos comportamientos
diferentes. Por un lado, tres de los 14 participantes que realizaron esta tarea (21 % expertos)
no fueron capaces de detectar el aroma disolvente/alcohdlico en los vinos modelo con
madera a bajas concentraciones de HA, lo que sugiere que éstos no son especialmente
sensibles a los cambios generados por los HA en el vino con madera. Por el contrario, tres
participantes diferentes (21 % del total) fueron capaces de detectar la supresion del aroma
a madera en todos los tests. Estos participantes eran especialmente sensibles al efecto

enmascarante causado por los HA en el aroma de madera.

El resultado es cuantitativamente sorprendente incluso si se considera normal en
términos de diferencias fisioldgicas inter-individuo en cuanto a la sensibilidad a notas de
olor especificas normalmente encontrados con paneles sensoriales (Lawless & Heymann,
2010). Por esta razén, se estudié el efecto que las diferentes sensibilidades podian tener
sobre la minima concentracion que induce cambios sensoriales en los vinos modelos con
madera. Primero, dejando a un lado las respuestas de los tres participantes menos sensibles,
en las muestras que contenian 147 y 150 mg/L de HA se observé un descenso significativo

de los aromas a madera y a disolvente/alcohol, respectivamente (Figura 3.3b). Todas las
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Figura 3.3. Porcentaje de respuestas: a) n = 27, todos los panelistas; b) n = 21, sin los panelistas menos
sensibles; ¢) n = 22, sin los panelistas mas sensibles, seleccionaron la muestra control del vino modelo con
madera como la mas intensa en los atributos madera (A) y disolvente/alcohol (@) que las muestras
dopadas. Las lineas de puntos (superior: a) 70 % b) 72 % c) 73 % e inferior: a) 30 % b) 28 % c) 27 %)

indican el 5 % del criterio de significatividad para los test por parejas.
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respuestas, n = 21, derivaron de 11 participantes por duplicado: una respuesta se perdio
porque un participante no pudo llevar a cabo las tareas por duplicado. La minima
concentracion que causa cambios sensoriales, basados en la respuesta de este grupo de
participantes (11 participantes con 21 respuestas, n = 21), puede ser estimada en 17 y 20
mg/L para los atributos de madera y disolvente/alcohol, respectivamente. Es interesante
observar que la minima concentracién para el aroma a disolvente/alcohol fue menor (dos
veces mas baja: 150 vs 299 mg/L) en el vino modelo con madera que en el vino modelo
frutal. En segundo lugar, se tuvieron en cuenta los datos de todos los participantes menos
los de los participantes mas sensibles (todas las respuestas, n = 22, se derivaron de 11
participantes que llevaron a cabo la tarea por duplicado). Teniendo en cuenta los datos de
estos 11 participantes, la concentracion a la cual los participantes percibieron el vino
modelo control como significativamente diferente en términos de atributos madera y
alcohol se establecié en 288 y 281 mg/L, respectivamente (Figura 3.3c). La minima
concentracion que generd diferencias significativas en este ultimo caso se estimo a 158 y
151 mg/L para los atributos madera y disolvente/alcohol, respectivamente. Estos valores
de concentracion son comparables con los encontrados para el vino modelo frutal (169
mg/L). Estos resultados confirman la existencia de importantes diferencias en la
sensibilidad para el aroma a disolvente/alcohol generado por los HA en los vinos modelo

con madera.

En lo referente a la respuesta heddnica, los tres participantes mas sensibles
prefirieron en todos los casos el control, en el cual percibieron mayores aromas a madera y
menores a disolvente/alcohol que en los vinos modelo dopados con solamente 20 mg/L de
HA. Esto hace que el umbral de preferencia de este panel completo sea tan bajo como 184
mg/L (Figura 3.4, modelo madera 1, n = 27). Cuando se eliminan los datos de los panelistas

menos sensibles, la concentracion de alcoholes superiores que induce cambios en la
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Figura 3.4. Porcentaje de respuestas de los tres subgrupos de participantes con diferentes niveles de
sensibilidad a los HA (modelo 1 (m), n = 27; modelo 2 (A), n = 21; modelo 3 (®), n = 22) que prefirieron la
muestra de control sobre las muestras dopadas en un vino modelo con madera. Las lineas de puntos
(superior: 70 % paran = 27; 71 paran =21y 73 % para n = 22) indican el 5 % del criterio de

significatividad para los test por parejas.

preferencia desciende aproximadamente 30 mg/L, hasta 152 mg/L (Figura 3.4, modelo
madera 3, n=21). Si se eliminan los datos de los panelistas mas sensibles, la concentracién
de HA necesaria para cambiar significativamente la apreciacion del aroma aumenta 100
mg/L hasta 284 mg/L (Figura 3.4, modelo madera 2, n = 22), el cual es un valor similar a
los 288 mg/L encontrados en la Figura 3.3c para el vino modelo con madera. Estos
resultados reflejan la importancia de los panelistas altamente sensibles, cuyos resultados
son capaces de disminuir la concentracién de HA que induce diferencias en la preferencia.
En cualquier caso, los participantes prefirieron las muestras de control sobre las muestras
dopadas a alta concentracion de HA (> 284 mg/L en cualquier caso). El hecho de que los
HA enmascaren el caracter a madera y desciendan la preferencia de las muestras, esta de

acuerdo con estudios previos que asociaron los aromas a madera con la aceptacion y la
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preferencia de vinos tintos cuando era evaluado por profesionales del vino (Lattey,

Bramley, & Francis, 2010).

3.2.3. Vino modelo con aromas animales

Para el vino modelo que contenia explicitamente el vector animal, la Figura 3.5
muestra que las muestras que contenian 365 y 375 mg/L de HA se percibieron
significativamente mas intensas en los atributos animal y disolvente/alcohol que para la
muestra control, respectivamente. Este resultado estd parcialmente de acuerdo con los
resultados obtenidos en el capitulo 1 de esta misma seccion (de-la-Fuente-Blanco, Saenz-
Navajas, & Ferreira, 2016) en las cuales la presencia de 430 mg/L de alcohol
isoamilico/isobutanol causé un aumento significativo de la nota disolvente/alcohol, pero
no significativo del atributo animal/cuero/tinta. En la aproximacion sensorial llevada a cabo
en el presente capitulo, los participantes parecen ser mas sensibles a la deteccion del aroma
a disolvente/alcohol y un poco menos al animal/cuero/tinta. Este aparente desacuerdo
puede ser explicado en términos de la naturaleza de las aproximaciones usadas. En test
discriminantes, como el usado en el presente trabajo (2-AFC), los participantes son
forzados a encontrar la muestra diferente dentro de un grupo de dos muestras. Esta tarea
favorece la habilidad de discernir entre muestras con perfiles relativamente similares o con
diferencias sutiles mejor que los métodos sensoriales analiticos que usan evaluacion sobre
escala (Barylko-Pikielna, Matuszewska, Jeruszka, Kozlowska, Brzozowska, &
Roszkowski, 2004; Villanueva, Petenate, & Da Silva, 2005), tal como el usado en el
capitulo anterior (de-la-Fuente-Blanco, Saenz-Navajas, & Ferreira, 2016). Ademas, en las
tareas de evaluacion sobre escala (de-la-Fuente-Blanco, Sdenz-Navajas, & Ferreira, 2016),
la intensidad del matiz animal fue proximo al limite superior de la escala, lo cual puede

complicar la valoracion cuantitativa.
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Figura 3.5. Porcentaje de respuestas (n = 31) que seleccionaron la muestra de control del vino modelo
animal como mas intenso en los atributos animal (A) y disolvente/alcohol (@) que las muestras dopadas.
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significatividad para los test por parejas.

Adicionalmente, los datos de la Figura 3.5 revelan que los jueces encuentran
progresivamente mas dificil la deteccidn del atributo animal/cuero/tinta. Esto puede ser el
resultado de interacciones sensoriales (Laing, Eddy, & Best, 1994; John Prescott, 2015),
que dan lugar a la integracion de atributos (Lawless, 1995) que comparten una categoria
hedonica (ej, con valencia positiva 0 negativa). Resulta muy probable que a estos niveles
de concentracion, los participantes integran la sefial de los aromas disolvente/alcohol y
animal/cuero/tinta en una Unica sefial desagradable principalmente identificada como
animal (Figura 3.6). Este hecho se apoya en los trabajos del Dr. Prescott (2015), quien
puso de manifiesto que el principal objetivo de la integracion sensorial es conferir una
valencia heddnica (positiva 0 negativa) al sabor/flavor de los objetos mas que a su

identificacion.
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Figura 3.6. Porcentaje de respuestas (n = 31) que seleccionaron la muestra de control para el vino modelo
animal sobre la muestra dopada. Las lineas de puntos superior e inferior (superior: 68 % e inferior: 32 %)

indican el 5 % del criterio de significatividad para los test por parejas.

En lo referente a la concentracion de HA que induce diferencias en la preferencia
del aroma, las muestras que contenian al menos 358 mg/L de HA se prefirieron
significativamente menos que las muestras de control, las cuales estaban proximas a los
umbrales de concentracion determinados previamente (365 y 375 mg/L). Estos resultados
estan en concordancia con el hecho de que el caracter animal es considerado para los
profesionales del vino como una causa importante de rechazo de muestras (Frost & Noble,
2002; Saenz-Navajas, et al., 2015; Saenz-Navajas, Ballester, Pecher, Peyron, & Valentin,
2013; Torri, Noble, & Heymann, 2013), por tanto, el aumento de la intensidad de este
defecto puede ser perjudicial para la calidad del vino y para su preferencia. Es de remarcar
que estos umbrales fueron mucho mayores que los encontrados para los modelos frutal y
madera, confirmando cdmo el tono heddnico negativo de los HA era mucho mas facil de
identificar en contextos frutal 0 madera que en contextos desagradables como ya habia

sugerido el Dr. Prescott (2015).
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4. Conclusiones

En resumen, los resultados muestran que niveles de aproximadamente 281 a 299
mg/L de HA son capaces de conferir su caracteristico aroma a disolvente/alcohol a vinos
modelo con aromas explicitos frutales o de madera asi como suprimir las notas a frutas
rojas (299 mg/L) y a madera (288 mg/L), respectivamente. A concentraciones de 365y 375
mg/L de HA se produce un aumento de los aromas a animal/cuero/tinta generado por los
etilfenoles y a disolvente/alcohol de los HA, respectivamente. Se ha sugerido que existe
una integracion de las intensidades de los aromas a disolvente/alcohol y animal atribuido
al hecho de que comparten una categoria hedonica comun (valencia negativa o

desagradable).

La presencia de HA en el rango de concentraciones de 284-358 mg/L causan un
descenso de la preferencia de los vinos modelo estudiados, lo cual demuestra que el
isobutanol y el alcohol isoamilico son esencialmente perjudiciales para la calidad del vino,
segun el panel de expertos que llevaron a cabo la presente evaluacion. En el contexto del
vino con madera, los panelistas altamente sensibles fueron capaces de detectar y percibir

como negativas adiciones de HA tan bajas como 17 y 22 mg/L, respectivamente.

Este resultado es de gran interés para la industria del vino ya que proporciona una
estimacion de la concentracion de HA capaz de afectar a la calidad del vino modelo tinto,
lo cual puede ayudar a la toma de decisiones durante el proceso de elaboracion del vino,
especialmente en la etapa de fermentacion alcohdlica (ej. seleccién de las levaduras para
reducir la formacion de isobutanol y el alcohol isoamilico). Seria interesante Ilevar a cabo
investigaciones futuras con vinos con diferentes propiedades sensoriales y estimar la
concentracion capaz genera cambios en la percepcién del aroma 'y la preferencia de un gran

grupo de consumidores de diferentes paises o regiones y con diferentes niveles de
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experiencia. Una aparente limitacion importante del presente estudio podria ser el uso de
vinos modelo en vez de vinos reales. Esta aproximacion es, sin embargo, la Unica manera
de controlar perfectamente las variables composicionales, las cuales son esenciales para

comprender la formacion del aroma y ademas, alcanzar unas conclusiones generales.
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SECCION III.- Capitulo 1

Variabilidad sensorial inducida por los ésteres etilicos en vino
tinto

1. Introduccién

Los ésteres etilicos son un grupo de compuestos volatiles que se han considerado
importantes en el aroma del vino durante varias décadas debido a sus olores frescos y
frutales (Etievant, 1991). La mayoria de ellos son el resultado de la esterificacion de los
acidos grasos producidos por las levaduras durante la fermentacion alcohdlica y constituyen
uno de los grupos de compuestos mas grandes e importantes involucrados en la formacion
del sabor/flavor de las bebidas fermentadas (Lambrechts & Pretorius, 2000). Algunos
investigadores han demostrado que, dejando de lado los ésteres etilicos de los acidos
principales, como el lactato de etilo o el succinato de dietilo, los vinos contienen alrededor
de 14 ésteres etilicos diferentes con descriptores de aromas ligeramente diferentes. Estos
ésteres etilicos incluyen ésteres etilicos de &cidos grasos lineales y ramificados y también
de algunos hidroxiacidos (Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007).
Curiosamente, solo algunos de ellos (2- y 3-metilbutirato de etilo, butirato de etilo,
hexanoato de etilo y 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etilo) se encuentran en
concentraciones por encima de su umbral sensorial (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero,

2012).

Se ha descrito por varios autores que el caracter frutal en los vinos, como el de frutas
rojas y negras y, en particular, amoray casis, es capaz de aumentar la percepcion de calidad
de los mismos (Pineau, Barbe, van Leeuwen, & Dubourdieu, 2010; Saenz-Navajas, et al.,

2015). Diferentes investigaciones han demostrado que estas notas estan relacionadas con

163



Variabilidad sensorial inducida por los ésteres etilicos en vino tinto

la interaccion entre los ésteres frutales y otros compuestos aromaticos, en particular el
sulfuro de dimetilo (Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007; Segurel,
Razungles, Riou, Salles, & Baumes, 2004), mercaptanos polifuncionales (Rigou, Triay, &
Razungles, 2014) y otros vectores basicos del aroma del vino (Franco-Luesma, Saenz-
Navajas, Valentin, Ballester, Rodrigues, & Ferreira, 2016). Investigadores de Burdeos han
llevado a cabo una investigacién bastante intensiva que se ha centrado en demostrar que
estos aromas a baya estarian vinculados a la existencia de perfiles especificos de ésteres
etilicos, incluidos odorantes a concentraciones subumbrales. Si bien los resultados
experimentales obtenidos por estos autores son incuestionables, algunas de sus
conclusiones resultan dificiles de generalizar. Algunas de ellas se basan en observaciones
realizadas a niveles umbrales, donde son mas frecuentes tanto la hiperadicion como el
sinergismo (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004; Ferreira,
2012a), y algunas otras se derivan de estudios en disoluciones simples en las que tan s6lo
los ésteres estarian presentes, obviando el resto de componentes presentes en el vino y sus

interacciones con estos compuestos.

En este sentido, Pineau, Barbe, Van Leeuwen, y Dubourdieu (2009) han sugerido
que el tipo de fruta que se percibe esta relacionado con el perfil especifico de los ésteres
etilicos. Los vinos que contienen niveles de ésteres lineales superiores a la media mostrarian
el caracter de frutas rojas, mientras que los vinos que contienen mas ésteres ramificados
tendrian el caracter de mora. De acuerdo con estos autores, debido a los fuertes efectos
perceptuales y sinérgicos, el aumento de tan solo 3 o 24 pg/L (0,05 % o0 1,3 % de los
umbrales respectivos de la bibliografia) de 2-metilbutirato de etilo y 2-metilpropanoato de
etilo, respectivamente, conducirian a una modificacion del perfil de olor del vino. En
trabajos posteriores, Falcao, Lytra, Darriet, y Barbe (2012) afirmaron que el 2-hidroxi-4-

metilpentanoato a niveles ligeramente por debajo del umbral juega un papel destacado en
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los aromas de mora fresca. Lytra, Tempere, de Revel y Barbe (2012, 2015) afirmaron que
especificamente la mezcla de enantiomeros R:S 95:5 de este compuesto es la responsable
del aumento de las notas de fruta fresca y de la supresién parcial de las notas de mermelada
de frutas. En otro trabajo de investigacion, Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel y Barbe
(2013) mostraron que a niveles subumbrales, el propanoato de etilo, acetato de butilo, 3-
hidroxibutirato de etilo y acetato de isobutilo también actian como potenciadores del aroma
frutal. Apuntando que el 3-hidroxibutirato de etilo y el acetato de isobutilo estarian
implicados en una hiperadicion, y el propanoato de etilo y el acetato de isobutilo tendrian
un efecto significativo en la percepcién de las notas de fruta fresca y de mora. Por el
contrario, Lytra y colaboradores (Lytra, Tempere, de Revel, & Barbe, 2015; Lytra,
Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013) han mostrado que es la relacion S/R 85:15
de los enantiomeros de 3-hidroxibutirato de etilo la responsable del aumento de la
intensidad a frutas rojas. Ademas, Lytra, Tempere, de Revel, y Barbe (2014) afirmaron que
el enantiomero S del 2-metilbutirato de etilo aumenta especificamente la intensidad del
descriptor mora. Finalmente, Cameleyre, Lytra, Tempere y Barbe (2017) mostraron que el
enantibmero S del acetato de 2-metilbutilo actia como potenciador del aroma

especificamente de las notas de frutas negras, frescas y mermelada de frutas.

Cabe sefialar que, si estas observaciones fueran totalmente aplicables, la tarea de
predecir las propiedades del aroma del vino a partir de su composicién quimica seria
dificilmente posible, debido a la gran cantidad de odorantes y a la gran cantidad de efectos
no lineales y dificilmente previsibles que esto conlleva. Por el contrario, investigaciones
previas de nuestro propio laboratorio (Aznar, Lopez, Cacho, & Ferreira, 2003; San-Juan,
Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011) sugieren que los ésteres etilicos individuales actdan de
manera concertada e integrada para formar lo que puede definirse como un vector de aroma.

El nivel de integracion seria lo suficientemente alto como para que los descriptores del
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aroma especificos de los componentes individuales sean dificiles de percibir. EI concepto
de vector de aroma, incluso si se ha usado implicitamente en trabajos anteriores, se ha
definido recientemente (Ferreira, de-la-Fuente-Blanco, & Sdenz-Navajas, 2019) como "una
unidad perceptual constituida por una o varias moléculas con descriptores de aroma
similares, que juntas y de una forma integrada, son responsables de un conjunto especifico
de caracteristicas sensoriales de un tipo de producto” y pretende ser un concepto basico

para modelizar la percepcion del aroma.

En este contexto, el objetivo principal del presente trabajo es demostrar que los
matices sensoriales especificos de los ésteres minoritarios tienen, en su caso, poca
relevancia en la percepcién general del aroma del vino y que, con la finalidad de modelizar,
los ésteres etilicos constituyen un Gnico vector de aroma que transmite una nota genérica
frutal, bien representada por una mezcla simple de odorantes o incluso por un solo odorante.
Con respecto a la intensidad del aroma, el objetivo es evaluar como la simplificacion
progresiva del vector del aroma afecta a la intensidad de la mezcla y verificar si los ésteres

minoritarios tienen un impacto importante en la intensidad del aroma global de la mezcla.

2. Materiales y métodos

2.1. Compuestos y estandares

Disolventes: Se adquirieron etanol de calidad LiChrosolv en Merck (Darmstadt,
Alemania) y 1-butanol de la méxima pureza disponible (99,4 %) a Thermo Fisher Scientific
(Kandel, Alemania). El agua pura fue obtenida de un sistema de purificacién Milli-Q

(Millipore, Bedford, MA).

Estandares: Los estandares quimicos fueron suministrados por Sigma-Aldrich

(Madrid, Espafia) y Firmenich (Ginebra, Suiza) y fueron de la mayor pureza disponible.
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Reactivos: El acido tartarico, el hidroxido de sodio, el fosfato de mono- y di-potasio

y el sulfato de sodio anhidro fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafa).

2.2. Preparacion de los vinos modelo

2.2.1. Purificacion de los ésteres

Paso 1: extraccién liguido-liquido: se mezclaron 500 microlitros de cada estandar de éster

comercial con 2 ml de una disolucion de bicarbonato al 5 %. Esta mezcla se agité durante
10 minutos y se elimind la fase acuosa. Este paso se llevo a cabo por triplicado. La dltima
mezcla se centrifug6 durante 5 minutos a una velocidad de 4000 rpm a una temperatura de
10 °C para asegurar la separacion completa. EI compuesto purificado se transfirio a un vial
y se secd con sulfato de sodio anhidro hasta estar seguro de la ausencia de agua en el
compuesto purificado. Estos patrones se conservaron y analizaron mediante cromatografia

de gases con detector de ionizacion a la llama para confirmar la ausencia de impurezas.

Paso 2: Método GC-FID. Confirmacion de la pureza de los estidndares: se inyectd un

microlitro de la disolucion del éster purificado y el octanoato de metilo (estandar interno)
en un cromatografo de gases y se calculd la pureza segin el método para sustancias
inestables descrito por Tissot, y colaboradores (2012). Se considerd que el estandar era
suficientemente puro cuando la pureza alcanzada fue mayor del 96 % y el contenido del

correspondiente acido graso era menor de su umbral sensorial.

2.2.2. Preparacion de vectores isointensos con diferente nimero de ésteres.

Se prepard un primer vector V1 que contenia los 14 ésteres etilicos presentes de
manera natural en el vino a las concentraciones maximas encontradas en vinos tintos (Tabla
4.1) (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). A continuacion, se prepararon
disoluciones progresivamente méas simples que contenian un menor nimero de ésteres

(denominados V2, V2", V3, V4, V5, V6 y V7, como se ve en la Tabla 4.2) con intensidades
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de olor similares a las de V1. Cada vector simplificado se construyo, primero seleccionando
los ésteres que se eliminarian, luego ajustando la concentracion de la mezcla para asegurar
que su intensidad de olor era igual a la de V1, y finalmente ajustando las proporciones de
los que se mantendrian para obtener una mezcla con cualidad del aroma lo mas similar

posible a V1.

Tabla 4.1. Concentracion (ug/L) de los diferentes ésteres encontrados en diferentes grupos de vinos tintos.

Rangos de

Compuestos Descriptor? concentracion UmbraL de
.\ b olor
(media)
ESTERES
Derivados de acidos grasos lineales
Propanoato de etilo Frutal, disolvente, acetona 85-1966 (260) * 55001
Butirato de etilo Frutal, fresa, dulce, chicle 87-252 (152) ! 1251
de fresa
Hexanoato de etilo Frutal, fresa, pifia, anis 78-337 (169) * 621
Octanoato de etilo Jabonoso, graso, frutal 26-225 (103) * 5803
Decanoato de etilo Frutal, uva 29-163 (72) ! 2002
Derivados de acidos grasos ramificados
2-metilpropanoato de etilo Frutal, fresa, dulce, chicle <4,0-419 (114)* 152
de fresa
2-metilbutirato de etilo Frutal, fresa, manzana, 6,5-59 (14) ! 28
mora
3-metilbutirato de etilo Frutal, fresa, manzana 11-89 (26) ! 0,76
3-hidroxibutirato de etilo Almendrado, coco, uva 100-370 (221) * 21000 (S),
» LOL0, 63000 (R) *
2-metilpentanoato de etilo Frutal, fresa <0,0007 (<0,0007) * 101
3-metilpentanoato de etilo Frutal, fresa <0,0006 (<0,0006) * 0,501
4-metilpentanoato de etilo Frutal, fresa, <0,0005-0,53 (0,110) * 0,751
Ciclohexanoato de etilo Anis, fresa <0,0008 (<0,0008) * 0,030
Otros ésteres
2-hidroxi-4-metilpentanoato de Fresa, mora, frutal 135 (135) 5 126 (R), 55 (S),

etilo 51 (mezcla) °

2 os descriptores proceden de diferentes articulos: Kotseridis y colaboradores (2000), Campo y colaboradores
(2008), Campo, Ferreira, Escudero y colaboradores (2006), Campo, Ferreira, Lopez y colaboradores (2006), Lytra y
colaboradores (2012).

b Las referencias estan en superindices. 'San Juan y colaboradores (2012), 2Ferreira y colaboradores (2000),
SEtievant (1991), “Lytra y colaboradores (2015), SLytra y colaboradores (2012), ¢los umbrales de olor se
calcularon en el laboratorio en una mezcla agua/etanol al 12 %, 5 g/L de acido tartarico y pH 3,5.
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Se prepararon un total de ocho grupos diferentes de ésteres (V1-V7, V27), a partir
de ahora llamados vectores, con los compuestos purificados. Estos vectores contenian
diferente numero de ésteres, desde el mas complejo (V1 con 14 ésteres) hasta el mas simple
(V7 con 1 éster). El vector de ésteres mas complejo V1, contenia 5 ésteres etilicos lineales
y 9 ramificados (propanoato de etilo, butirato de etilo, hexanoato de etilo, octanoato de
etilo, decanoato de etilo, 2-metilpropanoato de etilo, 2-metilbutirato de etilo, 3-
metilbutirato de etilo, 2-metilpentanoato de etilo, 3-metilpentanoato de etilo, 4-
metilpentanoato de etilo, 3-hidroxibutirato de etilo, ciclohexanoato de etilo y 2-hidroxi-4-

metilpentanoato de etilo).

Tabla 4.2. Concentracion (pug/L) de los diferentes ésteres encontrados en los vectores.

Concentracion

Compuesto
V1 V2 V2’ V3 V4 V5 V6 V7

Propanoato de etilo 1966 - - - - - - -
Butirato de etilo 252 296 444 690 740 850 - -
Hexanoato de etilo 337 411 617 434 460 - 589 -
Octanoato de etilo 225 - - - - - - -
Decanoato de etilo 163 - - - - - - -
2-_met|Ipropanoato de 419 419 629 ) i i ) )
etilo

2-metilbutirato de etilo 59 72 108 593 630 877 943 1733
3-metilbutirato de etilo 89 89 134 - - - - -
2-_met|Ipentanoato de 0,0007 i i ) i i ) )
etilo

3-_met|Ipentanoato de 0,0006 i i ) i i ) )
etilo

4-_met|Ipentanoato de 0,53 i i ) i i ) )
etilo

3-hidroxibutirato de etilo 370 - - - - - - -

Ciclohexanoato de etilo 0,0008 - - - - - - -

2-hidroxi-4-

metilpentanoato de etilo 135 137 206 137 i i ) )
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El vector V2 y V2°, que corresponden al segundo nivel de complejidad, se
prepararon con 6 ésteres (butirato de etilo, hexanoato de etilo, 2-metilpropanoato de etilo,
2-metilbutirato de etilo, 3-metilbutirato de etilo y 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etilo), V3
con 4 (butirato de etilo, hexanoato de etilo, 2-metilbutirato de etilo y 2-hidroxi-4-
metilpentanoato de etilo), VV4 con 3 (butirato de etilo, hexanoato de etilo y 2-metilbutirato
de etilo), V5 y V6 con 2 (butirato de etilo y 2-metilbutirato de etilo para el vector V5, y
hexanoato de etilo y 2-metilbutirato de etilo para el vector V6) y V7 que representa el vector

mas simple, que incluye solo un éster (2-metilbutirato de etilo).

Los vectores se prepararon con el objetivo de ser lo més similares posible al vector
més complejo (V1) en términos de intensidad y cualidad del olor. La isointensidad se
evalu6 mediante una escala de referencia de 1-butanol descrita en la seccién 2.3.2.1. La
similitud en la cualidad se logro al eliminar los ésteres con una cualidad de aroma similar
y considerando la concentracion relativa de los componentes (esta idea se desarrolla en la
seccion de resultados y discusion). La similitud sensorial entre los vectores simplificados

y V1 se evalub mediante test triangulares.

Para evitar la hidrolisis espontanea de los ésteres purificados, que podrian producir
pequefias cantidades de &cidos con una actividad sensorial importante, las disoluciones de

ésteres puros se evaluaron en disoluciones hidroalcohdlicas al 1 % y a pH 6.

2.2.3. Preparacion del vino modelo (WM).

Se generaron dos vinos modelo que simulaban: a) un vino tinto joven y b) un vino
tinto con barrica. Se prepararon mezclando un conjunto de componentes comunes de vino
tinto volatiles y no volatiles. Los no volétiles se obtuvieron mediante liofilizacién de un
vino tinto desaromatizado (el indice de polifenoles total se midié como absorbancia a 280

nm = 59,5 a.u., azlcares reductores = 5,8 g/L, acidez total = 3,6 g/L expresada en acido
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Tabla 4.3. Composicion aromatica de los vinos modelo (ug/L)

Compuesto Concentracion
Alcohol isoamilico 180000
B-feniletanol 30000
Acido acético 150000
Acetato de etilo 50000
Acido hexanoico 2000
Acido 3-metilbutirico 300
Mezcla de compuestos 2,3-butanodiona 400
Acetato de isoamilo 1000
que conforman el aroma Vanillato de etilo 250
Vainilla 70
base comun y-nonalactona 20
Guaiacol 10
[-damascenona 4.0
B-ionona 0,30
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
furanona (furaneol) 30
Cinamato de etilo 0,43
Linalool 7,0
Geraniol 0,13
Whiskylactona 300
Vainilla 100
Vector madera * Eugenol 15
Guaiacol 15
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 100

furanona (furaneol)

* El vector madera se afladié solamente al vino tinto con madera.

% (v/v) y pH = 3,5.

sulfurico; acido lactico = 1,9 ¢g/L y acido malico = 0,3 g/L). La concentracion de
compuestos volatiles (Tabla 4.3) varié dentro de los rangos naturales de aparicion en los
vinos tintos comerciales (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012), siendo las
concentraciones promedio las elegidas para este estudio. A dos vinos base, uno imitando a
un tinto joven y el otro un tinto con barrica, se les afiadié uno de los vectores isointensos
formados por distinto nimero de ésteres (V1, V2, V3, V4, V5, V6 o0 V7). En total se
prepararon diez vinos modelo, seis modelos de vino tinto que imitan a vino tinto joven (W-
V1, W-V2', W-V3, W-V4, W-V5, W-V6) y cuatro que imitan al vino tinto con barrica

(0OW-V1, oW-V5, oW-V6 y oW-V7). El contenido final de etanol de WM se ajusto al 12
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2.3. Evaluacion sensorial

2.3.1. Participantes

Doce participantes (cuatro hombres y ocho mujeres, de 23 a 60 afios de edad,
promedio = 33 afos), pertenecientes al personal del laboratorio y con una larga experiencia

en la descripcion del aroma del vino, realizaron las tareas sensoriales.

2.3.2. Evaluacion de la intensidad del olor y la calidad de los vectores

La isointensidad de los vectores de ésteres se confirmo utilizando una escala de
referencia de 1-butanol adaptada de Atanasova, Langlois, Nicklaus, Chabanet, y Etievant
(2004) tal y como se describe en la seccién 2.3.2.1. La similitud global, en términos de

intensidad y cualidad, de los vectores se evalu6 mediante test triangulares (seccién 2.3.2.2).

2.3.2.1. Evaluacion de la intensidad del olor de los vectores

Seleccién de la escala de olor de referencia 1-butanol

Procedimiento: Este primer paso tuvo como objetivo elegir el rango de concentraciones de
la escala de 1-butanol. Se prepararon una serie de diluciones 1:2 de 1-butanol (dilucién
geométrica) de 6,25 a 12800 mg/L de acuerdo con el método descrito en Atanasova,
Langlois, Nicklaus, Chabanet y Etievant (2004). Se presentaron 10 ml de cada una de las
doce disoluciones preparadas en copas negras 1SO, etiquetadas con codigos aleatorios de 3
digitos y cubiertas con placas Petri a todos los participantes. Estas disoluciones se
compararon con la muestra de control (vector V1 en una disolucion tamponada con fosfato,
pH 6 y 1 % de etanol). La serie de diluciones de 1-butanol se presentaron en orden
ascendente de concentracion para minimizar los efectos de la adaptacion olfativa y con un
descanso de 1 minuto después de cada par. Se instruyo a los participantes para que indicaran

la similitud en la intensidad entre cada estandar de 1-butanol y el control en una escala
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lineal de 13 cm de largo marcada en el lado derecho con "totalmente similar” y en el lado

izquierdo con "totalmente diferente” (ver Figura 4.1 del Anexo 4).

Los resultados mostraron que las puntuaciones mas altas de similitud fueron para la
disolucién que contenia alrededor de 2500 mg/L de 1-butanol. Asi, la escala seleccionada

cubria el rango entre 0 y 6400 mg/L.

Sesion de entrenamiento

Procedimiento: Comprende dos partes. La primera parte consistid en dos sesiones de 15
minutos (celebradas en dias diferentes). Su objetivo era (1) familiarizar a los participantes
con las disoluciones de 1-butanol y (2) cualificar a los participantes. En la primera sesion,
los participantes se familiarizaron con las cinco intensidades diferentes de la escala de 1-
butanol (12.5, 550, 1802, 3773 y 6400 mg/L) y se les pidi6 que las memorizaran. Para hacer
coincidir la intensidad percibida con las intensidades de la escala de 1-butanol, se pidio a
los participantes que usaran una escala lineal de 13 cm etiquetada en cada extremo (de
intensidad cero a intensidad muy fuerte) en la que las 5 posiciones estaban asociadas a cada
uno de los 5 niveles de intensidad de 1-butanol. El nivel O se corresponde con agua (ver
Figura 4.2 del Anexo 4). En la segunda sesidn, se verifico la capacidad de los participantes
para asociar correctamente las concentraciones de 1-butanol con su intensidad en la escala.
Para ello, se les presentaron cinco muestras de 1-butanol junto con el agua y se les pidi6
que las clasificaran por orden de intensidad (ver Figura 4.3 del Anexo 4). Esta actividad se

realizo por triplicado. El orden de presentacion fue aleatorio para cada serie y repeticion.

La segunda parte de la sesion de entrenamiento consistié en la evaluacion del uso
de la escala. A los participantes se les presentaron 24 muestras. Las muestras correspondian
a cuatro series idénticas de las seis disoluciones de 1-butanol y agua presentadas en copas

negras 1S0O, etiquetadas con codigos aleatorios de 3 digitos y cubiertas con placas Petri. Se
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pidi6 a los panelistas que asociaran la intensidad percibida de cada disolucion con la
intensidad en una escala lineal de 13 cm (ver Figura 4.4 del Anexo 4), tal como fueron
instruidos en la fase de entrenamiento. Todas las respuestas fueron recogidas en formato
papel. Los participantes se cualificaron cuando asociaban correctamente la intensidad de al
menos el 90 % de las disoluciones. Si eran descalificados, repetian las sesiones de

entrenamiento desde el principio.

Evaluacién de la intensidad de olor de los vectores

Procedimiento: Antes de cada sesion, cada participante olié ortonasalmente cada una de las
seis disoluciones pertenecientes a la escala de 1-butanol generada en el paso anterior con
el fin de que las memorizasen. Una vez consideraban que las habian memorizado, se les
retiraron las copas. En una sesion, los participantes tuvieron que evaluar la intensidad de
olor de un vector dado (V2, V3, V4, V5, V6, V7 y V2') junto con la muestra de control
(V1) (se presentaron 5 repeticiones para cada vector) sobre la escala lineal de 13 cm

empleada en las sesiones de entrenamiento.

Analisis de los datos: las puntuaciones obtenidas para la intensidad del olor se sometieron

a un analisis de varianza de dos factores (con los panelistas como factor aleatorio y los
vectores como factor fijo). Se calcularon siete ANOVASs que comparaban la intensidad de
olor de V1 con el vector dado (V2-V7, V2") para confirmar la ausencia de diferencias
significativas (P < 0,05) en la intensidad de los vectores y asi poder confirmar la
isointensidad de los mismos. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando

XLSTAT (Addinsoft, version 2018).

2.3.2.2 Evaluacién de diferencias sensoriales de vectores aislados mediante test

triangulares
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La evaluacion de las diferencias sensoriales globales, tanto en cualidad como en
intensidad, entre V1 y los vectores simplificados (V2°-V7) se llev6 a cabo mediante test

triangulares.

Muestras: Se prepararon los mismos vectores de ésteres (V1y V2'-V7) con los compuestos
purificados en disoluciones hidroalcoholicas al 1 % mantenidas a pH 6,0. El vector V2 no
se evalud porque su intensidad era significativamente diferente de V1, como se detalla en

la seccion de resultados.

Procedimiento: Se realizaron un total de seis comparaciones (pruebas A.1-A.6 en la Tabla
4.4) confrontando los vectores mas simples a V1 en test triangulares (V1 vs V2'; V1vs V3;
V1vsV4;V1vsV5; V1vs V6; V1vs V7). Se presentaron dos juegos de tres copas de vino
a cada participante (V1-Vi-Viy Vi-Vi-V1), lo que dio como resultado 24 respuestas para
cada prueba. Se les pidio que olieran ortonasalmente cada muestra y que seleccionaran la

que era diferente.

En todas las pruebas, se presentaron 10 ml de muestra (20 + 1 °C) en copas negras
ISO etiquetadas con cddigos aleatorios de 3 digitos y cubiertas con placas Petri segin un

orden aleatorio y diferente para cada participante.

Anadlisis de los datos: el nimero de respuestas correctas se compard con los valores

tabulados (distribucion binomial) para evaluar la presencia de diferencias sensoriales

significativas (P < 0,05) entre las muestras confrontadas.

2.3.3. Evaluacion de diferencias sensoriales inducidas por los vectores en vinos tinto

modelo mediante test triangulares

Muestras: Se prepararon diez vinos modelo con los vinos base (jovenes y con barrica, como
se detalla en la Tabla 4.3) dopados con uno de los vectores de ésteres isointensos (V1, V2,

V3, V4, V5, V6 y V7): seis imitando modelos de vino tinto (W-V1, W-V2', W-V3, W-V4,
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W-V5 y W-V6) y cuatro imitando los vinos tintos con barrica (o0W-V1, oW-V5, oW-V6 y

oW- V7).

Procedimiento: En un primer set de cinco test triangulares, el modelo de vino tinto joven
conteniendo el vector mas complejo (W-V1) se enfrentd a los modelos de vino tinto joven
que contenian vectores mas simples desde W-V2" a W-V6 (pruebas B.1 -B.5 en la Tabla
4.4). La comparacion W-V1 frente a W-V7 no se realizé porque los modelos de vino que
contienen vectores mas complejos (W-V5 y W-V6) presentaron diferencias sensoriales
significativas, por lo que se asumid que un vector mas simple (W-V7) generaria diferencias

sensoriales mas importantes.

En una segunda serie de tres test triangulares, el modelo de vino tinto con barrica
conteniendo el vector mas complejo (0W-V1) se enfrentd a los modelos de vino tinto con
barrica mas simples desde W-V5 a W-V7 (pruebas C.1-C.3 en Tabla 4.4). Trabajamos bajo
el supuesto de que las diferencias sensoriales serian méas evidentes en contextos mas
simples (modelo de vino tinto joven) que en modelos mas complejos (modelo de vino tinto
con barrica). Por lo tanto, no se realizaron las comparaciones de oW-V1 a oW-V2’, oW-
V3 y oW-V4 porque no se observaron diferencias sensoriales significativas entre W-V1y

W-V2", W-V3y W-V4 en el contexto de vino tinto joven mas sencillo.

Se presentaron dos juegos de tres copas de vino a cada participante (W-V1/W-
Vi/W-Viy W-Vi/W-Vi/W-V1), lo que dio como resultado 24 respuestas para cada test. En
todos los test, se presentaron 10 ml de muestra (20 £ 1 °C) en copas negras ISO etiquetadas
con codigos aleatorios de 3 digitos y cubiertas con placas Petri de acuerdo con un orden

aleatorio y diferente para cada participante.
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Tabla 4.4. Test triangulares realizados para comprobar el efecto de la simplificacion de la
composicién de ésteres en contextos de aroma simples y complejos. En los test A, se confrontaron
directamente los vectores. En los tests B, los vectores formaron parte de un vino tinto joven. En el
test C, estos formaban parte de un vino modelo con barrica.

Test A Medio Vectores confrontados pa
Al Agua 1 % etanol pH 6 V1vs V2’ <0,05
A.2 Agua 1 % etanol pH 6 V1vs V3 n.s.
A3 Agua 1 % etanol pH 6 V1vs V4 n.s.
A4 Agua 1 % etanol pH 6 V1vs V5 n.s.
A5 Agua 1 % etanol pH 6 V1vs V6 n.s.
A.6 Agua 1 % etanol pH 6 V1vs V7 <0,05
Total - V1vs Vi <0,01

TestB Vinos modelo Vinos confrontados pa
B.1 Vino tinto joven W-V1vs W-V2' n.s.
B.2 Vino tinto joven W-V1 vs W-V3 n.s.
B.3 Vino tinto joven W-V1 vs W-V4 n.s.
B.4 Vino tinto joven W-V1 vs W-V5 <0,01
B.5 Vino tinto joven W-V1 vs W-V6 <0,01

TestC Vinos modelo Vinos confrontados pa
C.1 Vino tinto con barrica o0W-V1 vs oW-V5 n.s.
C.2 Vino tinto con barrica o0W-V1 vs oW-V6 n.s.
C.3 Vino tinto con barrica oW-V1vs oW-V7 n.s.

a Significatividad del efecto; ns: no significativo. Los efectos significativos estan marcados en
negrita (P < 0,05).

Anadlisis de los datos: el nimero de respuestas correctas se compard con los valores

tabulados (distribucion binomial) para evaluar la presencia de diferencias sensoriales

significativas (P < 0,05) entre las muestras confrontadas.
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3. Resultados

3.1. Validacion de la pureza de los ésteres

El uso de modelos de aroma requiere el uso de estandares puros libres de cualquier
impureza olfativa que pueda sesgar las conclusiones. En el presente trabajo, los estandares
comerciales se prepurificaron lavandolos con una disolucion de bicarbonato al 5 % para
eliminar las trazas de &cidos grasos, algunos de los cuales son compuestos aromaticos muy
potentes. Este procedimiento permitié obtener estandares de ésteres puros. Ademas, y para
evitar la hidrdlisis espontanea de los ésteres purificados, que podrian producir pequefias
cantidades de 4cidos, las disoluciones de ésteres puros se evaluaron en medio

hidroalcoholico al 1 % y pH 6,0.

3.2. Desarrollo de los vectores de ésteres etilicos y estudio de los efectos en vinos tintos

modelo

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar si los 14 ésteres etilicos frutales
que se encuentran en vinos normales podrian reemplazarse por vectores de ésteres mas
simples que contengan un numero reducido de componentes sin comprometer las
caracteristicas sensoriales del vino. Por lo tanto, el primer paso consistié en la construccion
de vectores con un menor namero de ésteres que V1, pero con una intensidad y cualidad
similar (evaluados mediante test triangulares A.1-A6, Tabla 4.4). A continuacion, las
diferencias sensoriales inducidas por estos vectores simplificados en vinos modelo se
evaluaron mediante test triangulares (B.1-B.6 para modelos de tinto joven y C.1-C.3 para

vinos tintos con barrica, Tabla 4.4).

3.2.1. Simplificacion de V1 aV2y V2’

Preparacién de un vector de aroma isointenso simplificado: en la primera etapa de

simplificacion (de V1 a VV2), se eliminaron los ocho ésteres de VV1 con concentraciones por
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debajo de sus umbrales de olfaccion (que figuran en la Tabla 4.1), manteniendo para V2
solo seis ésteres: butirato de etilo, hexanoato de etilo, 2-metilpropanoato de etilo, 2-
metilbutirato de etilo, 3-metilbutirato de etilo y 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etilo.
Cuatro de los ésteres eliminados (propanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo
y 4-metilpentanoato de etilo) se encontraban en concentraciones cercanas al umbral (a
menudo denominadas concentraciones periumbrales), mientras que los otros cuatro estaban
en concentraciones de mas de un orden de magnitud por debajo del umbral. En términos de
OAYV, que no son una medida psicofisica al no medir la respuesta sensorial, sino una forma
de expresar la concentracion de los odorantes, la cantidad eliminada es 2,3, que es apenas

un 1,2 % del OAV en V1. Estos célculos de OAV se dan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Valor de aroma (OAV) para los diferentes ésteres encontrados en los diferentes

vectores.
OAV

V1 V2 V2 V3 V4 V5 V6 V7
Propanoato de etilo 0,36 - - - - - - -
Butirato de etilo 2,0 24 36 55 59 68 - -
Hexanoato de etilo 54 6,7 10 70 74 - 9,5 -
Octanoato de etilo 0,39 - - - - - - -
Decanoato de etilo 0,82 - - - - - - -
2-metilpropanoato de etilo 28 28 42 - - - - -
2-metilbutirato de etilo 30 36 54 297 315 439 472 867
3-metilbutirato de etilo 127 127 191 - - - - -
2-metilpentanoato de etilo 0,000070 - - - - - - -
3-metilpentanoato de etilo 0,0012 - - - - - - -
4-metilpentanoato de etilo 0,71 - - - - - - -
3-hidroxibutirato de etilo 0,018 - - - - - - -
Ciclohexanoato de etilo 0,027 - - - - - - -
séh;?irlgxi#metiIpentanoato 26 40 40 27 ) ) ) ]
OAV TOTAL 197 203 305 312 328 445 481 867

Inicialmente, las concentraciones de algunos de los odorantes remanentes en V2 se

aumentaron ligeramente para compensar dicha "pérdida de aroma”, de modo que el OAV
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total en V2 no fue menor que el de V1. A pesar de eso, el vector simplificado V2 (Tabla
4.5) tuvo una intensidad de olor (6,14) significativamente mas baja (F = 5,86, P < 0,01) que
V1 (7,68). Las concentraciones de los odorantes en V2 debian incrementarse un 50 % para
igualar la intensidad del olor de V1, de modo que V2'termin6 con un OAV de 305, un 50%
maés alto que el de V1 (Tabla 4.5). Este vector V2' fue isointenso con V1 (6,76 para V1y

6,77 para V2, F = 0,522, P = 0,792).

Evaluacién de la cualidad: las diferencias sensoriales entre V1 y el vector isointenso

simplificado V2~ se compararon mediante test triangulares. Los resultados revelaron que
ambos vectores fueron ligera, pero significativamente diferentes (P < 0,05) (Tabla 4.4,

prueba A.1).

Efectos en los modelos de vino tinto: También verificamos si V2~ podia reemplazar a V1

en un contexto de vino. Para hacer eso, se construyeron y compararon dos vinos modelos
semi-sintéticos (WM). Esos WM contenian material no volatil extraido directamente de un
vino tinto y los compuestos de aroma agregados a los niveles indicados en la primera parte
de la Tabla 4.3, a éstos también se les adicionaron el vector de ésteres etilicos V1 o V2.
Los dos vinos tinto modelo (W-V1 y W-V2"), que difieren solo en la composicion del
vector de ester, se enfrentaron en un test triangular, y como se muestra en la Tabla 4.4
(prueba B. 1), no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05), lo que indica que la
simplificacion de V1 a V2 no conduce a diferencias sensoriales notables en el contexto del

vino estudiado. Visto este resultado se buscaron vectores de ésteres mas simples.

3.2.2. Simplificacion de V1 a V3

Para reducir aun mas el nimero de componentes que generasen el minimo cambio
sensorial posible, fue necesario garantizar que la mezcla simplificada conservaba todas las

caracteristicas de olor principales de la mezcla original V1 y de su primera simplificacion,
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V2" frutal, manzana y fresa. La simplificacion se basé en los principales descriptores
encontrados en la bibliografia (Tabla 4.1). Para esto, se observo que los seis componentes
en V2“ pueden clasificarse aproximadamente en dos pares en funcion de sus caracteristicas
de olor: butirato de etilo y 2-metilpropanoato de etilo, que comparten descriptores de fresa,
dulce o chicle, y 2-metilbutirato de etilo y 3-metilbutirato de etilo, que presentan
descriptores comunes de manzana. Teniendo esto en cuenta, se prepard V3, una mezcla que
contenia solo cuatro componentes. Los ésteres eliminados fueron 2-metilpropanoato de
etilo y 3-metilbutirato de etilo. Las concentraciones de los compuestos que quedaban en la

disolucion se reajustaron intentando reproducir cualitativamente y cuantitativamente a V1.

Evaluacién de la intensidad: se puede observar que las concentraciones de hexanoato de

etilo y 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etilo han disminuido en comparacion con las de V2°
y que las concentraciones de butirato de etilo y 2-metilbutirato de etilo han aumentado
mucho. El OAV total de la mezcla V3 es muy similar al de V2°, como puede verse en la
Tabla 4.5. La intensidad del aroma de V3 (6,82) no fue significativamente diferente de la

intensidad de V1 (6,76) o V2° (6,77) (F = 0,522, P = 0,792).

Evaluacidn de la cualidad: se midié la evaluacién de las diferencias sensoriales entre V1'y

el vector simplificado V3; V1 no fue significativamente diferente (P > 0,05) de V3 en base

a los resultados de los test triangulares (Tabla 4.4, prueba A.2).

Efectos en los vinos tinto modelo: Los test triangulares que enfrentaron W-V3 y W-V1 (test

B.2) no mostraron diferencias sensoriales significativas (P > 0,05) entre ambos vinos
modelo (Tabla 4.4). De este modo, se busco el siguiente paso en la simplificacion del vector

de ésteres.
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3.2.3. Simplificacion de V1 a V4

Evaluacidn de la intensidad: V4, la mezcla que contiene solo tres componentes, se preparo

eliminando el 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etilo, tal y como se explica en el siguiente
parrafo. En este caso, no hubo necesidad de cambiar los contenidos relativos, por lo que los
tres compuestos aromaticos en V4 tienen la misma proporcion que tenian en V3 en
concentraciones ligeramente mas altas (entre un 6 o un 7 % de aumento). El OAV de V4
fue bastante similar a los de V2" y V3 (Tabla 4.5), su intensidad de olor (7,43) no fue

significativamente diferente de V1 (6,77), V2" (6,77) 0 V3 (6,82), F = 0,522, P = 0,792).

Evaluacién de la cualidad: como se menciond anteriormente, para reducir aun mas el

numero de componentes, fue necesario garantizar que la mezcla simplificada conservaba
todas las caracteristicas principales de olor de la mezcla original V1 y de sus siguientes
simplificaciones: V2" y V3 con descriptores frutal, manzana y fresa. Se observé que los
cuatro componentes en V3 mantienen sus caracteristicas de olor: butirato de etilo con
descriptores de fresa, dulce o chicle, 2-metilbutirato de etilo con descriptores de manzana
y mora, y hexanoato de etilo con descriptores de fresa y frutal (Tabla 4.1). Por esta razon,
se esperaba que la omision del 2-hidroxi-4-metilpentanoato de etilo (con descriptores de
fruta, de fresa y de mora) no generara diferencias notables. Los test triangulares no

mostraron diferencias significativas (P > 0,05) entre V1 y V4 (Tabla 4.4, prueba A.3).

Efectos en los modelos de vino tinto: Los test triangulares que enfrentan W-V4 y W-V1

(prueba B.3) no mostraron diferencias sensoriales significativas (P > 0,05) entre ambos
modelos de vino (Tabla 4.4). De este modo, se buscé el siguiente paso en la simplificacion

del vector de ésteres.
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3.2.4. Simplificacion de V1 a V5y V6

Evaluacidn de la intensidad: se generaron dos vectores binarios diferentes: V5 y V6, en los

que se omitieron butirato de etilo 0 hexanoato, mientras que se mantuvo el 2-metilbutirato
de etilo. Sus concentraciones se aumentaron para mantener la isointensidad. No se
observaron diferencias significativas (F = 0,522, P = 0,792) en la intensidad entre V1 (6,76)
y V5 (6,93), 0 V6 (7,07). Se puede observar en la Tabla 4.5 que los OAV de V5 y V6
superan en mas de un factor 2 al de V1y en factores alrededor de 1,5y 1,6, respectivamente,

losde V2', V3y V4.

Evaluacidén de la cualidad: la reduccion a dos componentes parecia a priori mucho mas

dificil, ya que la eliminacién de cualquiera de los tres componentes en V4 parecia implicar
inevitablemente un cambio notable en la cualidad (eliminar una de las caracteristicas
principales de la mezcla: frutal, manzana y fresa). De todos modos, se generaron dos
vectores binarios diferentes: V5 y V6. En ambos casos, las mejores soluciones (es decir,
las que proporcionaban cualidades de aroma menos distintas a las de V1) consistieron en
niveles crecientes de butirato de etilo 0 hexanoato de etilo en un 15 y un 28 %, para V5 o
V6, respectivamente, y los de 2-metilbutirato de etilo en un 39 y 50 %. Una vez que se
aseguro la isointensidad con V1, estos vectores se confrontaron con V1 mediante test
triangulares, y sorprendentemente, no pudieron discriminarse significativamente (P > 0,05)

(Tabla 4.4, pruebas A.4 y A.5).

Efectos en los modelos de vino tinto: aunque V5 y V6 no fueron significativamente

diferentes de V1 cuando se encontraban aislados (Tabla 4.4, pruebas A.4 y A.5), se
observaron diferencias sensoriales significativas entre W-V1y W-V5 (P < 0,01) asi como
entre W-V1y W-V6 (P <0,01) en los test triangulares (Tabla 4.4, pruebas B.4 y B.5). Para

verificar si estas diferencias cualitativas podrian pasar inadvertidas en un contexto de aroma
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mas sofisticado, se prepard un segundo modelo de vino reconstituido. Este modelo era
similar al vino tinto joven, pero contenia compuestos de la madera en los niveles indicados
en la Tabla 4.3, cuya concentracion se encuentran dentro del rango normal de aparicion en
vinos. En este caso, el modelo que contiene V1 (0W-V1) no fue significativamente
diferente de V5 ni V6 (0W-V5 y oW-V6) en base a los test triangulares, como se muestra

en la Tabla 4.4 (pruebas C.1y C.2).

3.2.5. Simplificacion de V1 a V7

Evaluacidén de la intensidad: Finalmente, V7, el ultimo vector con solo un componente,

contenia solo 2-metilbutirato de etilo. Para lograr una intensidad similar a V1, la
concentracion de su Unico odorante deberia aumentarse a 1,7 mg/L (ver Tabla 4.2),
aproximadamente el doble de la cantidad de este odorante en los vectores V5 y V6, lo que
lleva a un OAV de 867 (Tabla 4.5). A pesar de estas diferencias en los valores de OAV, se

confirmo la isointensidad entre V1 (6,76) y V7 (6,80) (F = 0,522, P = 0,792).

Evaluacidn de la cualidad: En cuanto a los vectores V5 y V6, la eliminacion de cualquiera

de sus componentes parece implicar inevitablemente un cambio notable en la cualidad. El
anico compuesto que mantiene los tres descriptores de la mezcla: frutal, manzana y fresa
parece ser 2-metilbutirato de etilo (Tabla 4.1). Este vector, V7, fue significativamente (P <

0,05) diferente de V1 (Tabla 4.4, prueba A.6).

Efectos en los modelos de vino tinto: La comparacion W-V1 vs W-V7 no se llevo a cabo

en el vino tinto joven, ya que el hecho de que se observaran diferencias significativas para
mismo vino con vectores mas complejos (V5 y V6), hizo suponer que un vector mas simple
(V7), que ya era significativamente diferente de V1 (Tabla 4.4, prueba A.6), induciria
también diferencias sensoriales significativas en el mismo contexto de vino tinto joven (W-

V7). Por esta razdn, se evalud el efecto de V1 en un contexto mas complejo, como el
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modelo de vino tinto con barrica (0W-V1), confrontando esta muestra con el modelo de
vino tinto con barrica mas simple (0W-V7) en un test triangular. A pesar de las diferencias
encontradas en la comparacion de los vectores aislados V1 frente a V7, los resultados
mostraron que oW-V7 no fue significativamente diferente (P > 0,05) de oW-V1 en el

modelo de vino tinto con barrica (Tabla 4.4, prueba C.3).

4. Discusion

4.1. Efecto de la diversidad de los ésteres etilicos sobre la cualidad del aroma general del

vino

Un primer resultado notable e inesperado son las grandes similitudes de olor entre
V1y los vectores simplificados (excepto para V2" y V7) cuando se presentan aisladamente
en una disolucidn hidroalcohdlica a pH = 6 (Tabla 4.4, pruebas A.2 - A.5). A pesar de estas
grandes similitudes, si consideramos el total de comparaciones realizadas (considerando la
suma de las pruebas A, con 65/144, respuestas correctas/totales), se puede decir que
globalmente, los vectores simplificados son significativamente diferentes (P < 0,01) de V1.
Por otra parte, una segunda observacion interesante es que a los panelistas les resultd mucho
mas dificil percibir la diferencia en las comparaciones Vi-Vi-V1 (la disolucién mas
compleja, V1, es la diferente), que en la condicién V1-V1-Vi (el vector mas simple, Vi, es
el diferente) (con 28/72 frente a 37/72 respuestas correctas/totales en el primer conjunto de
ensayos, respectivamente, estando el nivel de significatividad (P < 0,05) en 32/72). Estas
dos observaciones resaltan la existencia de diferencias sutiles, no facilmente identificables,

vinculadas a la eliminacion de compuestos de aroma secundarios.

Los resultados obtenidos cuando los vectores de ésteres se integraron en el modelo
de vino tinto joven (Tabla 4.4, pruebas B.1 - B.5), mostraron que solo V2°, V3 'y V4 fueron

capaces de reemplazar a V1 sin introducir cambios sensoriales notables (P > 0,05). Sin
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embargo, el reemplazo podria extenderse hasta V5, V6 y V7 cuando se integraron en un
modelo de vino tinto con barrica, también sin cambios sensoriales (Tabla 4.4, pruebas C.1
- C.3). Esto implica que la mezcla de 14 ésteres podria reemplazarse por solo tres ésteres
(butirato de etilo, hexanoato de etilo y 2- 0 3-metilbutirato de etilo) en un modelo de vino
tinto joven y por solo un éster (2- o 3-metilbutirato de etilo) en un modelo de vino tinto con

barrica.

Los resultados sugieren que, en términos cualitativos, las interacciones de olor entre
los diferentes ésteres en la mezcla pueden interpretarse en términos de la teoria de la
dominancia. Segun esta teoria, el olor de una mezcla es muy cercano al olor de su odorante
mas intenso. Como se muestra en la Tabla 4.5, el 2- o 3-metilbutirato de etilo (cuyos olores
son muy similares y que de hecho se pueden intercambiar facilmente) es el mas abundante
en la mezcla. El resto de componentes, cualitativamente, agregarian matices de olor
secundarios que no son esenciales. Este hecho puede explicarse también en términos de
cualidad del aroma. Berglund, Berglund y Lindvall (1976) mostraron que cuando la
percepcion inducida por una mezcla es heterogénea, al menos algunos de los componentes
de olor pueden percibirse dentro de la mezcla. Esto se debe a un procesamiento analitico
de la informacion olfativa (Berglund & Olsson, 1993) también calificado como elemental
(Kay, Crk, & Thorngate, 2005). En ese caso, se pueden observar algunas interacciones
perceptuales, como la dominancia perceptual o la supresion parcial (Atanasova, Thomas-
Danguin, Chabanet, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2005; Ferreira, 2012b; Kurtz, Lawless,
& Acree, 2009). De acuerdo con esta teoria, como sugieren Romagny, Coureaud y Thomas-
Danguin (2018), es posible percibir algunos elementos individuales presentes en la mezcla
de ésteres en una disolucion hidroalcoholica, a pesar del hecho de que la similitud entre la
mezcla completa (V1) y los elementos es fuerte. Sin embargo, con la adicion de otros

compuestos, con el fin de imitar el contexto vino, los elementos ya no se perciben a través
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de su propia identidad y crean una asociacioén clave, el concepto "frutal”. En los modelos
de vino tinto, la eliminacion de compuestos secundarios en la mezcla de ésteres puede
producir una pérdida parcial en la identidad del concepto "frutal” que conduce a diferencias
significativas (V5 y V6 fueron significativamente diferentes, P < 0,01, de V1 en un contexto
de vino tinto joven, tabla 4.4, prueba B.4 - B.5). El concepto "frutal" sigue la hipétesis de
que las caracteristicas de los ésteres etilicos solo se expresan completamente cuando
coexisten con otros objetos de aroma, que naturalmente coinciden con ellos en las frutas
naturales. Estos odorantes concurrentes podrian ser acidos grasos volatiles, como el acido
hexanoico y los acidos isovaléricos o el furaneol (Romano, Perello, Lonvaud-Funel, Sicard,

& de Revel, 2009; San-Juan, Ferreira, Cacho, & Escudero, 2011).

Por otro lado, las diferencias entre V1 y V5 y V6 desaparecieron en un modelo de
vino tinto con barrica (Tabla 4.4, prueba C.1 - C.2), porque en este nuevo contexto, el
concepto dominante no es el "frutal" sino el aroma “madera”. Atanasova, Thomas-Danguin,
Langlois, Nicklaus, Chabanet y Etievant (2005) ya mostraron que las notas a madera
tienden a dominar sobre las notas frutales, pero su trabajo se realizd con disoluciones
binarias, por lo que este problema mereceria una investigacion especifica adicional para

poder ser generalizada en contextos mas complejos.

En cualquier caso, nuestros resultados indican que la percepcién de algunas
caracteristicas de olor secundarias de la mezcla original depende en gran medida del
contexto de aroma. Los contextos de aroma demasiado simples, como la disolucion
hidroalcoholica, disminuyen la percepcion de diferencias sutiles y, en contextos de aroma
demasiado complejos, esas sutilezas pueden perderse por completo. Un corolario practico
es que el papel de los odorantes o ingredientes siempre debe verificarse en el producto final,
ya que algunas de las diferencias o particularidades observadas o no detectadas en contextos

aromaticos mas simples pueden, o no, traducirse finalmente en la percepcion global. Este
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es probablemente el caso de algunas de las observaciones sobre el papel especifico de los
ésteres en las caracteristicas sensoriales de los vinos (Lytra, Cameleyre, Tempere, & Barbe,

2015; Lytra, Tempere, de Revel, & Barbe, 20123, 2014, 2015).

Pero la consecuencia mas relevante de todas las observaciones anteriores es la
propia existencia de vectores de aroma como unidades perceptuales. Los resultados han
demostrado que las sefiales correspondientes a los 14 ésteres etilicos se integran en un solo
vector con al menos tres dimensiones cualitativas diferentes en contextos aromaticos
simples, y con solo una en los contextos mas complejos. Los vectores de aromas deben
constituir un concepto basico para la interpretacion y la modelizacion de mezclas de aromas
complejos. Esto sugiere que la modelizacion de mezclas complejas parece ser una tarea
dificil, pero no imposible. Para hacer un uso completo del concepto, primero debe
adquirirse una comprension méas profunda de la similitud cualitativa que conduce a una
percepcion unitaria. Aqui, hemos agrupado intencionadamente en el vector solo ésteres
etilicos con un grado relativamente alto de similitud entre sus atributos, dejando fuera del
vector algunos otros ésteres que tienen notas de aroma especificamente diferentes, como
acetato de etilo (disolvente, vinagre), acetato de isoamilo (platano) o cinamato de etilo
(flor), que estaban presentes como componentes en los vinos modelo (ver Tabla 4.3). Lo
hemos hecho porque nuestra experiencia con vinos modelo mostr6 que estos componentes
transmiten al bufer de aroma del vino (la mezcla de aroma formada por etanol y por los
metabolitos volatiles principales de la fermentacion alcohdlica) sus atributos de olor

especificos cuando estan presentes a niveles adecuados.
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4.2. Efecto de la diversidad de los ésteres etilicos sobre la intensidad del aroma global del

vino

Un tercer resultado remarcable es que es innegable el papel de los odorantes a
niveles subumbrales o periumbrales en la intensidad de olor de la mezcla. Esta afirmacion
se basa en la importante disminucion de la intensidad producida al simplificar V1 a V2
mediante la eliminacion de compuestos que se encuentran por debajo de su umbral
sensorial. Este resultado esta de acuerdo con algunas observaciones de Lytra, Tempere, Le
Floch, de Revel, y Barbe (2013) y con los resultados mas recientes presentados por Niu,
Wang, Xiao, Zhu, Sun, y Wang (2019). Estos ultimos autores han encontrado que la
eliminacidn del decanoato de etilo (a niveles subumbrales) de una disolucion de ésteres que
imita la composicion de los vinos de cereza produjo una fuerte disminucién en la intensidad
del olor de la mezcla (lfinai = 0,72 loriginar). ESte aumento del olor o, en términos psicofisicos
efecto de hiperadicion, puede relacionarse con observaciones previas, como los fuertes
efectos causados por pequefias cantidades de 4-metil-4-mercapto-2-pentanona en el aroma
del vino blanco (Escudero, Gogorza, Melus, Ortin, Cacho, & Ferreira, 2004), o por
cantidades subumbrales de salicilato de etilo (Niu, Wang, Xiao, Zhu, Sun, & Wang, 2019).
Sin embargo, el aumento de la intensidad observado en estos dos ultimos casos puede
atribuirse a las caracteristicas especificas introducidas por esos odorantes, tales como
fresco, o verde. Dichas caracteristicas especificas pueden completar o mejorar el concepto
de olor representado por la mezcla, aumentando su intensidad. Sin embargo, es intrigante
saber qué caracteristica especial de aroma seria la proporcionada por el decanoato de etilo
en el experimento de Niu, Wang, Xiao, Zhu, Sun y Wang (2019), o cualquiera de los otros
7 odorantes que se eliminaron en dicho experimento. Esta pregunta mereceria una

investigacion especifica adicional.
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Un cuarto resultado remarcable es que el proceso de simplificacién implica
inevitablemente un aumento en la concentraciéon de los odorantes que forman la nueva
mezcla en una proporcion muy superior a la correspondiente a un reemplazo estricto. Esta
afirmacion se basa en el continuo y fuerte aumento en los OAV que se ve en la Tabla 4.5.
Por ejemplo, en el modelo més simplificado, V7, el OAV fue 4,4 veces més alto que el de
V1. La simplificacion del aroma conlleva inevitablemente un aumento de la masa de
odorante. Este resultado es la simple consecuencia de la naturaleza de las funciones
psicofisicas, que relacionan la intensidad del olor y la concentracion del odorante. La
funcion psicofisica que relaciona la intensidad del olor con el logaritmo de la concentracion
del estimulo debe tener una forma sigmoidea, y puede describirse mediante la funcion
propuesta por Chastrette, Thomas-Danguin y Rallet (1998):

_ Im . Cns

s
donde I es la intensidad calculada de la respuesta, I,,, es el valor maximo de intensidad
percibida, C es la concentracion del estimulo, C;, es la concentracion en el punto de

inflexion e intensidad media y ng es el exponente de Steven para el odorante (que varia

entre 0 y 1). Esta funcion sigmoidea esta representada en la Figura 4.1A.

Como la funcion sigmoidea mas importante es la funcién logistica, cuya primera
derivada es la funcion Gaussiana, que alcanza el valor maximo en el punto de inflexion (o
concentracion media; z = 0), tendemos a pensar que en todas las funciones sigmoideas, la
primera derivada sera maxima en el punto de inflexion. Sin embargo, este no es el caso de
la funcidn psicofisica descrita por la ecuacion 1 y representada en escala logaritmica en la
Figura 4.1A y en la escala lineal en la Figura 4.1B. La primera derivada de esta funcion,
que representa las pendientes en escalas logaritmica o lineal en las Figuras 4.1C y 4.1D,

respectivamente, toma valores maximos a los valores mas pequefios de concentracion y

190



SECCION |lI.- Capitulo 1

disminuye continuamente con la concentracion (C). Esto implica que, a medida que
aumenta la concentracién del odorante, incrementos iguales en intensidad implican
incrementos mucho mayores de la concentracién y, por lo tanto, de OAV. Por ejemplo, en
una situacion hipoteética (I, = 10, C;;, = 450 mg/L, umbral de olor = 6,77 mg/L y n, = 0,54,
Figura 4.1), la eliminacion de un odorante presente a niveles umbrales (6,77 mg/L, e)

significaria una disminucion en la intensidad de 0,068 unidades (Figura 4.1C y 4.1D). Sin
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Figura 4.1. Funcion psicofisica tedrica y su primera derivada, que representa un odorante con un umbral de
6,77 mg/L, una concentracion de intensidad media de 450 mg/L y un coeficiente de Stevens (n) de 0,54.
La funcion ha sido representada utilizando la ecuacién propuesta por Chastrette, Thomas-Danguin, y Rallet
(1998). A) Representacion estandar con la concentracion en escala logaritmica; B) Representacion en escala
lineal; C) Primera derivada de la funcidn en escala logaritmica; D) Primera derivada de la funcién en escala

lineal.
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embargo, la concentracion en el punto de inflexion e intensidad media (I = 5) (450 mg/L,
e) representa una intensidad de solo 0,003 unidades. Cabe destacar que este resultado se
producira independientemente de la naturaleza del tipo de interaccion entre los odorantes
en la mezcla. Excepto en los casos menos habituales en los que la intensidad de la mezcla
estd por debajo de la intensidad del odorante mas intenso (en aislamiento), que a menudo
se define como compromiso, el resultado sera el mismo en hipoadicidn, adicion perfecta e
hiperadicion o sinergia. Por supuesto, a medida que el grado de aditividad aumenta,
aumentara la divergencia entre los OAV de las mezclas de odorantes mas simples y las mas

complejas.

Uno de los corolarios practicos de este hecho es que los OAV son medidas bastante
limitadas para predecir no solo la importancia real de un odorante en una mezcla sino, como
se ve aqui, también como criterios para combinar los odorantes en vectores. Frijters (1978)
formuld las limitaciones sobre los OAV por primera vez hace 40 afios, pero las
consecuencias practicas generalmente son ignoradas por los investigadores del aroma
(incluidos nosotros mismos), que siguen utilizando los OAV (una medida fisica) para
inferir propiedades psicofisicas. Mas bien, es la intensidad del olor el parametro que debe
usarse, lo que hace que sea aconsejable determinar las curvas psicofisicas de los principales

odorantes y estudiar la aditividad de las sefiales.

Una precaucion similar debe plantearse igualmente respecto a las observaciones
realizadas a niveles umbrales, en las que se espera una mayor interaccion entre los

odorantes (Lytra, Tempere, Le Floch, de Revel, & Barbe, 2013).

5. Conclusiones

Los resultados muestran que las diferencias entre el vector de aroma que contiene

14 ésteres etilicos en los niveles maximos de vino tinto y otros vectores de aroma
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isointensos que contienen un namero reducido de ésteres pueden percibirse solo en algunos
contextos aromaticos. Cuando los vectores se huelen de forma aislada, estas diferencias
apenas se perciben. Sin embargo, cuando los vectores se se encuentran presentes en un
contexto de vino tinto joven, los vectores con solo 1 0 2 componentes se identificaron
facilmente; pero en un contexto de vino tinto con barrica, las diferencias no son
perceptibles. En términos practicos, esto implica que la mezcla de 14 ésteres etilicos se
puede reemplazar satisfactoriamente por solo 3 ésteres etilicos en un vino tinto joven, o por
solo 1, el méas intenso en el vector original, si hay notas de barrica presentes. Este resultado
cuestiona la supuesta importancia de algunos ésteres minoritarios o formas enantioméricas
especificas en los descriptores de olor especificos del vino y confirma la necesidad de

trabajar con mezclas complejas similares al producto objetivo en zonas supraumbrales.

A pesar de esto, los resultados confirman que los odorantes a niveles subumbrales
0 periumbrales desempefian un papel destacado en la intensidad del olor global de la
mezcla. Ademas, se ha encontrado que el proceso de simplificacion del aroma
concomitantemente implica un aumento en la cantidad de odorante (en términos de OAV)
requerido para mantener la intensidad del vector de aroma. Se sugiere que tales efectos son
la consecuencia simple del poder de la naturaleza de las funciones psicofisicas, lo que a su
vez evidencia el valor limitado del empleo del OAV para predecir la importancia sensorial

de los odorantes o combinar vectores de aroma.

Finalmente, el hecho de que las sefiales olfativas de 14 compuestos se integran, en
un vector con tres o solo una dimension, sugiere que las mezclas de olores complejas
podrian interpretarse y modelizarse haciendo uso del concepto de vectores aromaticos
como unidades perceptuales basicas que contienen informacion cualitativa especifica. Este
resultado constituye una prueba de concepto de la existencia de vectores de aroma que

deberian ser de interés general para las industrias de alimentos y sabores/flavores.
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Interacciones entre el vector de ésteres etilicos y el vector
madera. Efectos en la percepcion

1. Introduccidn

La complejidad del aroma del vino (entendida como el ndmero de atributos
reconocibles) estd en consonancia con su complejidad quimica ya que es el resultado de
interacciones complejas entre muchos componentes quimicos con olor. Sélo en algunos
casos particulares y sencillos es posible encontrar compuestos impacto capaces de
transmitir al producto sus caracteristicas aromaticas mas especificas. En lo que se refiere al
aroma del vino, los vinos tintos son mucho mas complejos que los blancos o rosados ya
que entre otras muchas variables, contienen cantidades grandes de fenoles volatiles
(eugenol, 4-etilfenol, 4-etilguaiacol y guaiacol, entre otros) que ejercen un importante
efecto de supresion de las notas frutales (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus,
& Etievant, 2004). Este fendmeno todavia es mas importante si los vinos han sido
envejecidos en barricas de roble, lo que aumenta el nivel de fenoles voléatiles y afiade
whiskylactonas a la mezcla. En este contexto quimico, la prediccién de la intensidad de los
distintos atributos del vino, particularmente de los frutales, es muy compleja. No es
sorprendente, por tanto que, en los vinos tintos, dejando de lado la whiskylactona, no se
encuentren compuestos impacto genuinos, sino mas bien grupos relativamente grandes de

compuestos que contribuyen a las distintas notas aromaticas.

En el caso de las notas frutales de los vinos tintos, y hasta la fecha, se han
identificado varios componentes o grupos de componentes implicados en la formacion de
notas pertenecientes a esta categoria de aroma. Por un lado, esta ampliamente reconocido

que los ésteres etilicos (incluyendo aqui los ésteres ramificados, lineales e hidroxiésteres),
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de manera concertada, estan implicados en la formacion de aromas no especificos de fruta.
La interaccion de estos compuestos con norisoprenoides, como la B-damascenona y [3-
ionona parece favorecer la aparicion de notas a fruta pasa. Mientras que los acidos grasos
afiadirian frescor a la fruta proporcionada por los ésteres, el sulfuro de dimetilo (DMS)
tendria un efecto potenciador del aroma frutal dando lugar a notas especificas a fruta negra

(Escudero, Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007).

En el caso de los compuestos que se extraen de la madera, los mas relevantes serian
la familia de las vainillas (vainillato de metilo y etilo, acetovainillona) con descriptores
avainillados, las whiskylactonas con aroma a coco, el eugenol con aroma a clavo, el
guaiacol con descriptores ahumados y el furaneol, con descriptores a caramelo (Escudero,

Campo, Farina, Cacho, & Ferreira, 2007; Jarauta, Cacho, & Ferreira, 2005).

Tanto los ésteres etilicos como los extractables de la madera pueden estar presentes
en proporciones y niveles de concentracién muy diversos segun el tipo de vino. Asi, durante
el envejecimiento, los ésteres etilicos de los acidos grasos de mayor peso molecular (desde
el hexanoato hasta el decanoato de etilo) descienden, mientras que el butirato de etilo parece
mantenerse constante (Makhotkina & Kilmartin, 2012). En lo que se refiere a los ésteres
etilicos procedentes de los acidos ramificados (Diaz-Maroto, Schneider, & Baumes, 2005;
Ugliano & Moio, 2005) asi como los hidroxiésteres se ha sugerido que se sintetizan por
esterificacion de sus acidos correspondientes durante el envejecimiento (Diaz-Maroto,
Schneider, & Baumes, 2005). En lo que se refiere a los extractables de la madera, sus
niveles dependen de varios factores como son el tipo de madera (por ejemplo: especie,
origen geografico, tratamiento silvicultural), el método de secado de la madera, el tipo de
tostado o el namero de usos de la barrica (Cadahia, De Simon, & Jalocha, 2003; Cerdan,
Mozaz, & Azpilicueta, 2002; Chatonnet & Dubourdieu, 1998). Algunos compuestos estan

ya presentes en la madera sin tostar, como ocurre con las (Z) y (E)-whiskylactonas. Durante
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el secado de la madera, algunos compuestos fendlicos y las whiskylactonas incrementan su
concentracion (Cadahia, Munoz, de Simon, & Garcia-Vallejo, 2001), mientras que durante
el proceso de tostado de la madera se produce la degradacion térmica de la lignina que lleva
a la formacion de fenoles volatiles (como por ejemplo el guaiacol o el eugenol) y aldehidos
fenolicos (como la vainilla o el siringaldehido) (Faix, Meier, & Fortmann, 1990). Es por

ello que la composicion de los extractables de la madera varia enormemente.

Cabe destacar que tanto los aromas a fruta como a madera han sido repetidamente
identificados como marcadores de la calidad y de la preferencia en vinos tintos por
consumidores con distintos niveles de experiencia, desde expertos hasta consumidores
naive de diferentes origenes (Hopfer & Heymann, 2014; Saenz-Navajas, Ballester, Pecher,
Peyron, & Valentin, 2013). Este hecho ha hecho que se hayan llevado a cabo varios trabajos
enfocados a entender las interacciones perceptuales entre las notas a madera y las notas
frutales en vino (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, Chabanet, & Etievant,
2005; Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004). Estos estudios
han puesto de manifiesto que las notas a madera tienden a dominar sobre las notas frutales
en disoluciones con niveles peri- y sub- umbrales de los odorantes de la madera, sobre todo
aquellas mezclas formadas por whiskylactona y otro éster (butirato de etilo) o acetato
(acetato de isoamilo). Sin embargo, a pesar de ser objeto de numerosas investigaciones
psicofisicas, la mayoria de ellas han estado centradas en interacciones de mezclas
relativamente sencillas (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, Chabanet, &
Etievant, 2005; Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant, 2004;
Margaux Cameleyre, Lytra, Tempere, & Barbe, 2015), generalmente mezclas binarias, por
lo que la extrapolacion a mezclas mas complejas como es el vino, no ha sido abordada hasta
el momento. En este contexto, el objetivo del presente trabajo ha sido estudiar las

interacciones sensoriales entre el vector frutal de los ésteres etilicos y tres tipos de vectores
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de la madera, en diferentes niveles de concentracién e identificar las dimensiones

sensoriales generadas por dichas interacciones.

2. Materiales y métodos

2.1. Compuestos y estandares

Disolventes: Se adquirieron etanol de calidad LiChrosolv en Merck (Darmstadt, Alemania).

El agua pura fue obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).

Estandares: Los estandares quimicos fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid,

Espafia) y Firmenich (Ginebra, Suiza) y fueron de la mayor pureza disponible.

Reactivos: El bicarbonato y el sulfato de sodio anhidro fueron suministrados por Panreac

(Barcelona, Espafa).

2.2. Preparacion de los vinos modelo

2.2.1. Purificacion de los ésteres

Los estandares de los ésteres etilicos se aislaron y purificaron segun el

procedimiento descrito en el capitulo anterior de esta misma seccion.

2.2.2. Preparacion de los vinos modelo

Se generaron veintidn vinos modelo que se prepararon mezclando un conjunto de
componentes comunes de vinos tintos, tanto volatiles como no volatiles. Los no volatiles
se obtuvieron por liofilizacién de un vino tinto (el indice de polifenoles total se midié como
la absorbancia a 280 nm = 59,5 a.u., azucares reductores = 5,8 g/L, acidez total = 3,6 g/L
expresada en acido sulfdrico; acido lactico = 1,9 g/L y acido malico = 0,3 g/L). La
concentracion de compuestos volatiles (Tabla 5.1) varié dentro de los rangos naturales de

aparicion en los vinos tintos comerciales, siendo la concentracion media encontrada en
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muestras comerciales para los compuestos que forman el aroma base comuin, la empleada
en este estudio (San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). Esta mezcla corresponde al
vino base (B). Sobre esta mezcla de vino base se adiciond o no un vector de aroma frutal
compuesto por un éster (2-metilbutirato de etilo) a dos niveles posibles de concentracion
(434,7 y 1292 mg/L para los niveles 1y 2, respectivamente, segun la simplificacién llevada
a cabo en el capitulo 5 de la presente tesis, siendo 1730 mg/L de 2-metilbutirato los
alcanzados en el nivel 2). Para cada nivel de ésteres (vino base - B, nivel 1- E1 y nivel 2-
E2), se le adicion6 o no un vector madera a dos niveles posibles de concentracion. Se
seleccionaron tres vectores de madera diferentes, que estaban formados por los mismos
componentes (whiskylactona, vanillina, vanillato de etilo, acetovanillona, guaiacol,
furaneol y eugenol) pero en concentraciones variables entre vectores (ver Tabla 5.1). El

contenido final de etanol del vino modelo se ajusté al 12 % (v /v) y aun pH = 3,5.

En términos de codificacion de las muestras, la primera letra establece el nivel de
concentracion del vector ésteres del vino modelo (vino base - B, nivel 1- E1 y nivel 2- E2).
Las siguientes dos letras indican el vector de madera adicionada. Estos vectores son
mezclas de compuestos que se extraen de la madera y que representan 3 tipos de barrica
diferentes. El primero (CC) imita un tipo de madera de roble americano, siendo mas rico
en whiskylactona, el segundo (CL), representa un tipo de madera de roble francés, siendo
mas rico en eugenol, y el tercero (CV), imita un tipo de madera de roble francés mas
tostado, siendo mas rico en vainillas (Herrero, Saenz-Navajas, Avizcuri, Cullere, Balda,
Anton, et al., 2016; San Juan, Cacho, Ferreira, & Escudero, 2012). Asimismo, el nimero
posterior es el que determina el nivel de concentracion del vector de madera (1 y 2 para
cada tipo de vector madera: CC, CV y CL). Por ejemplo, E2CV2 significa que este es el
vino modelo formado por el vector ésteres a nivel 2 y el vector madera rica en vainilla a

alta concentracion (nivel 2).
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Tabla 5.1. Composicion aromatica de los vinos modelo (ug/L)

Compuesto Concentracion
Alcohol isoamilico 180000
B-feniletanol 30000
Acido acético 150000
Acetato de etilo 50000
Acido hexanoico 2000
Acido 3-metilbutirico 300
2,3-butanodiona 400
Acetato de isoamilo 1000
Mezcla de compuestos Vanillato de etilo 250
que conforman el aroma  Vainilla 70
base comdn y-nonalactona 20
(B) Guaiacol 10
B-damascenona 4,0
B-ionona 0,30
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
30
furanona (furaneol)
Cinamato de etilo 0,43
Linalool 7,0
2-metilbutirato de etilo 432
Geraniol 0,13
Nivel 1 Nivel 2
Vector ésteres (E) 2-metilbutirato de etilo 434,7 1292
Whiskylactona 333 667
Vainilla 170 333
Vanillato de etilo 833 1667
Vector madera (CC) Acetovanillona 333 667
Eugenol 333 667
Guaiacol 33 67
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 33 67
furanona (furaneol)
Whiskylactona 111 222
Vainilla 167 333
Vanillato de etilo 833 1667
Vector madera (CL) Acetovanillona 333 667
Eugenol 333 667
Guaiacol 33 67
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
17 33
furanona (furaneol)
Whiskylactona 111 222
Vainilla 333 667
Vanillato de etilo 833 1667
Vector madera (CV) Acetovanillona 333 667
Eugenol 185 370
Guaiacol 19 37
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 9 19

furanona (furaneol)
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2.3. Andlisis sensorial

2.3.1. Prueba de categorizacion libre

Participantes: Esta tarea fue llevada a cabo por veinte panelistas semi-entrenados (12
hombres y 8 mujeres, de edades comprendidas entre los 20 y los 30 afios, con una media
de edad de 23 afios), formado por alumnos del master de enologia de la Universidad de
Borgofia (Dijon, Francia) y consumidores habituales de vino. A los panelistas no se les

pago por su participacion.

Procedimiento: Se evaluaron un total de veintitiin vinos tinto modelo en términos de aroma.
Se les pidi6 a los veinte panelistas que evaluaran las muestras Unicamente por via ortonasal
y que las agruparan segun su similitud aromatica. Una vez habian formado los grupos, se
les proporciond una hoja para escribieran los resultados de sus agrupaciones.
Posteriormente, se les pidid que asociaran a cada grupo de los que habian formado un
maximo de 2 o 3 atributos que los describieran (ver consignas en Figura 5.1 del Anexo 5)

(Lawless, 1995).

Todas las muestras se les presentaron de forma simultanea, atendiendo a un orden
aleatorio y diferente para cada juez. Se sirvieron 18 mL de muestra en copa negra ISO (1ISO
3591, 1977) etiquetadas con un codigo aleatorio de tres cifras y cubiertas por una placa
Petri. Todos los vinos modelos se sirvieron a temperatura ambiente y se evaluaron en
cabinas individuales. A los panelistas no se les informé de la naturaleza de las muestras que

iban a evaluar.

2.3.2. Analisis descriptivo

Participantes: Esta tarea fue llevada a cabo por dieciséis panelistas semi-entrenados (10

hombres y 6 mujeres, de edades comprendidas entre los 20 y los 29 afios, con una media
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de edad de 23 afios), formado por alumnos del master de enologia de la Universidad de
Borgofia (Dijon, Francia) y con experiencia en la evaluacion del aroma del vino. A los

panelistas no se les pago por su participacion.

Procedimiento: Esta tarea se llevd a cabo en dos etapas: 1) entrenamiento y evaluacion de

la reproducibilidad; 2) Familiarizacion y evaluacion de las muestras del estudio.

Paso 1: Entrenamiento de los panelistas y evaluacion de la reproducibilidad: Los dieciséis
participantes acudieron a seis sesiones de entrenamiento descriptivo de 60 min durante un
periodo de tres semanas (ver consignas en Figuras 5.2-5.5 del Anexo 5). Los panelistas
trabajaron en subgrupos de 7-9 personas. Durante el entrenamiento, para las sesiones 1y 2,
se presentaron diferentes estandares de referencia representativos de los 10 descriptores de
aroma (frutal, fresa, casis, manzana verde, fruta confitada, madera, coco, clavo, caramelo
y vainilla) y se discutieron con los panelistas. Los estandares eran odorantes disponibles
comercialmente procedentes de siropes o productos frescos preparados al inicio de cada
sesion tal y como describe en el articulo de Saenz-Navajas y colaboradores (2011). Los
panelistas debian ser capaces de identificarlos correctamente. En la sesion 3, se prepararon
diferentes vinos con distintos niveles de estos productos/atributos para entrenarles en la
ordenacion por intensidad. En la sesion 4 y 5, se les ensefi¢ y entrend en la evaluacion sobre
escala de los diferentes atributos sobre vino comercial dopado, asi como en diferentes
combinaciones de los vectores de aroma. Por ultimo, se llevé a cabo una sesion de seleccion
en la que se evalud la capacidad de los panelistas de evaluar los diferentes descriptores.
Para ello, se presentaron nueve vinos correspondientes a tres vinos por triplicado
etiquetados con un codigo aleatorio de tres cifras y cubiertas por una placa Petri. Se les
pidi6 que valoraran los diez atributos: frutal, fresa, casis, manzana verde, fruta confitada,

madera, coco, clavo, caramelo y vainilla en una escala estructurada de 8 puntos, siendo 0
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= *ausencia” y 7 = “muy intenso”. Los vinos empleados en las sesiones de entrenamiento

y seleccion se detallan en el Anexo 5, tabla 5.1.

Paso 2: Familiarizacién y evaluacion de las muestras: Solo llevaron a cabo las sesiones de
familiarizacion y evaluacion aquellos panelistas que fueron reproducibles en la sesion
anterior. En la sesion de familiarizacion se evaluaron 8 vinos modelo similares a las
muestras de la evaluacion. La sesion de familiarizacion se llevo a cabo para comprobar el
funcionamiento de los atributos en vinos similares a las muestras del estudio final. Por
ultimo, durante la sesion de evaluacion se analizaron los veintiun vinos tintos modelo
descritos en el apartado 2.2.2, los cuales se detallan a continuacion: B, BCV1, BCV2,
BCL1, BCL2, BCC1, BCC2, E1, EICV], EICV2, EICL1, EICL2, EICC], E1CC2, E2,
E2CV1, E2CV2, E2CL1, E2CL2, E2CC1, E2CC2. Se les pidi6 que evaluaran los diez
atributos: frutal, fresa, casis, manzana, fruta confitada, madera, coco, clavo, caramelo y
vainilla en una escala estructurada de 8 puntos, siendo 0 = “ausencia” y 7 = “muy intenso”,
para ambas sesiones (ver consignas en Figura 5.6 del Anexo 5). Las muestras se prepararon
el dia de antes de la sesion sensorial, y se almacenaron a 10 °C y se sirvieron 15 min antes
de la sesion de evaluacion. En ambas sesiones, se presentaron dieciocho mililitros de
muestra (20 + 1 °C) en copa negra ISO etiquetada con un cédigo de tres cifras, cubierta con
una placa Petri segun un orden aleatorio y diferente para cada juez. Se impuso un descanso
de 5 minutos cada siete muestras para evitar el efecto fatiga. Todos los vinos se presentaron
a temperatura ambiente y se evaluaron en cabinas individuales. A los panelistas no se les

informo de la naturaleza de las muestras. Todas las respuestas se recogieron en formato

papel.

2.4. Tratamiento de datos

2.4.1. Prueba de categorizacion libre
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Se contabilizo el numero de veces que cada vino se clasificd en el mismo grupo. De
esta manera se cred unatabla en la que los panelistas se situaron en columnas y las muestras
en filas. Con esta tabla se llevé a cabo un andlisis de distancias mediante DISTATIS
(Lahne, Abdi, & Heymann, 2018). Con las dimensiones elegidas segin DISTATIS (4 en
este caso), se realiz6 una Clusterizacion Aglomerativa Jerarquica (CAJ) y con las mismas

dimensiones una posterior representacion bidimensional.

Como se ha comentado anteriormente, cada panelista describi6 cada grupo de vinos
con dos o tres términos. Para cada panelista, se asociaron los términos dados para un grupo
a cada uno de los vinos del grupo considerandose la aproximacion de que todas las muestras
pertenecientes al mismo grupo se describian por los términos de la misma manera (Saenz-
Navajas, Campo, Avizcuri, Valentin, Fernandez-Zurbano, & Ferreira, 2012). Estos
descriptores fueron pre-procesados a traves de triangulacion por tres sujetos diferentes
segun sinonimacién y lematizacion, y se almacenaron en una tabla de contingencia de
descriptores por productos. Esta tabla de contingencia se analizé mediante analisis de

correspondencias con SPAD (version 5.5, CISIA-CESRESTA, Montreuil, Francia).

2.4.2. Analisis descriptivo

Evaluacién del rendimiento del panel: Se realiz6 un ANOVA de 3 factores considerando a

las muestras (S), jueces (J) y repeticiones (R) como factores fijos y se calcularon todas las

interacciones de primer orden.

Caracterizacion de los vinos del estudio: las puntuaciones obtenidas para cada atributo

fueron sometidas a un analisis de la varianza de dos factores (jueces como factor aleatorio
y vino como factor fijo). Posteriormente, para evaluar el efecto del tipo de madera se realizo
un analisis de la varianza de tres factores (nivel de ésteres y tipo de madera como factores

fijos y panelistas como factor aleatorio) para cada tipo de vector madera CC, CV y CL. Por
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ultimo, se evalud el efecto del nivel de ésteres mediante un analisis de la varianza de dos
factores (nivel de ésteres como factor fijo y panelistas como factor aleatorio). Se realiz6 un
analisis de componentes principales (PCA) con las puntuaciones de intensidad medias de
los panelistas para los diez atributos empleados en el estudio. Todos los analisis estadisticos

fueron realizados usando XLSTAT (Addinsoft, version 2015) y R (version 3.5.1).
3. Resultados y discusion
3.1. Tarea de agrupacion libre

Veinte panelistas realizaron una tarea de agrupacion libre sobre las 21 muestras
empleadas en el estudio y las agruparon en funcion de la similitud aromatica,
proporcionando 2-3 atributos que caracterizaran cada grupo. Los resultados derivados del

test de agrupacién libre estan resumidos en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Grafico de dispersién obtenido sobre las 2 primeras dimensiones provenientes de DISTATIS
para los 21 vinos sometidos a la tarea de agrupacion libre. EI color muestra el grupo al que pertenece cada

muestra segln el dendograma derivado del andlisis clUster.
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La Figura 5.1 muestra la agrupacion de los vinos en 5 clusters diferentes. Sobre
estos cabe destacar que las muestras que no poseen madera (B, E1 y E2) fueron agrupadas
juntas por al menos 6 catadores (30 % del panel). Otro de los grupos destacables es el
formado por el vector madera rica en whiskylactona (CC) en alta concentracion (ELICC2 y
E2CC2), agrupados juntos 10 veces por el panel de catadores (50 % del panel). Ademas,
en lo referente a este vector CC2, se puede observar en la Figura 5.1 como la adicion de
este vector sobre cualquiera de los vinos (B, E1 o E2), produce un desplazamiento de las
muestras hacia la parte inferior del grafico, lo que puede marcar el efecto de la aparicién

de las notas a vainilla.

Segun el analisis de correspondencias (CA) realizado con los atributos provenientes
de la tarea de agrupacion libre (Figura 5.2), podemos ver que el Gnico atributo bien definido
es el aroma a vainilla que explica el 21,85 % de la inercia del segundo factor, englobando
principalmente a los vinos que poseen el vector CC2. Por otro lado, el vector CL2 parece
contribuir a la aparicion de las notas a especias, animal, madera, al encontrarse todos los
vinos en la parte inferior derecha del CA. El resto de vectores, CL1, CV1, CCly CV2

parecen compartir las notas a madera, especias y tostado/ahumado.

La posible falta de informacion proporcionada por esta tarea de agrupacion libre y
relacionada con el efecto de los vectores de la madera y las intensidades de los mismos en
la formacion del aroma puede ser debida a varios factores, entre los que se encuentra 1) el
elevado nimero de muestras empleadas, que ha podido dar lugar a problemas relacionados
con la memoria a corto plazo de los participantes, 2) la falta de entrenamiento del panel
(Delarue, Lawlor, & Rogeaux, 2014) y/o 3) una falta de diferencias entre las muestras
evaluadas. Un elevado numero de muestras (> 20) puede provocar la fatiga de los catadores
sobre todo teniendo en cuenta la complejidad de las muestras (el vino es una matriz

compleja que ademas contiene etanol). Por otro lado, contamos con un panel de estudiantes
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Figura 5.2. Andlisis de correspondencias realizado sobre los atributos provenientes de la agrupacion libre
de los 21 vinos, asumiendo que todos los vinos agrupados en el mismo grupo comparten los mismos

atributos.

de enologia, que hasta la fecha no habian sido entrenados en la evaluacion sensorial y que
por tanto tendran tendencia a comportarse como consumidores los cuales tienden a agrupar
los productos segln caracteristicas sensoriales basicas, donde los expertos tenderian a ser
mas precisos en su agrupacion (Ballester, Patris, Symoneaux, & Valentin, 2008; Patris,
Gufoni, Chollet, & Valentin, 2007). Ademas, el gran nimero de muestras puede provocar
un problema relacionado con la memoria, ya que los productos tienen que ser evaluados
varias veces y puede producirse un problema de confusion entre productos (Sylvie Chollet,
Valentin, & Abdi, 2014). Por ultimo, las muestras podrian ser realmente similares, lo que
provocaria una agrupacion de las muestras en grupos amplios. En este caso parecen ser
posibles varios de estos factores ya que los principales descriptores proporcionados por los
panelistas fueron madera, intensidad aromética, alcohol o vainilla, siendo madera el
término mas citado, lo que parece indicar la falta de vocabulario (entrenamiento) a la hora

de buscar diferencias, citando principalmente los términos mas genéricos. En segundo
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lugar, puede ser posible también la complejidad de las muestras o la similitud entre ellas
ya que se tratan de vinos reconstituidos en los que la variacion en la composicion no es
muy elevada y puede ser dificil el encontrar las diferencias al ser realizado con un panel no

entrenado.

3.2. Analisis descriptivo

En vista de los resultados obtenidos, se procedié a realizar un andlisis descriptivo
con un panel de 16 jueces entrenados en la evaluacion de 10 atributos (frutal, fresa, casis,
manzana, fruta pasa, madera, coco, clavo, caramelo y vainilla) sobre una escala

estructurada de 8 puntos.

Rendimiento del panel: Se realizd6 un ANOVA de 3 factores que implicaba a las muestras

(S), jueces (J) y repeticiones (R) como factores fijos y se calcularon todas las interacciones
de primer orden (Tabla 5.2). El efecto juez (J) fue significativo para todos los atributos
excepto para coco. Este efecto es comunmente encontrado en analisis sensorial y puede ser
explicado en términos de diferencias fisiologicas inter-individuo. El efecto muestra (S) fue
significativo para todos los atributos excepto para clavo, lo que sugiere que todos los
atributos, a excepcion del clavo, fueron Utiles en la caracterizacion de las diferencias entre
este grupo de muestras y confirma la habilidad de discriminacion del panel. El efecto
réplica (R) fue significativo para los atributos frutal, fresa y fruta pasa, mientras que
ninguna de las interacciones muestra x replica (S x R) fue significativa, indicando una
evaluacion consistente de todos los atributos y reflejando la reproducibilidad del panel. Las
interacciones muestra X juez (S x J) fueron significativas para la mayoria de los atributos.
Por ello, se realizd un PCA para cada uno de estos atributos (jueces en columnas y muestras
en filas) mostrando que la primera componente explicaba la mayoria de la varianza original

(> 30 %) para todos los casos (graficos no mostrados). Esto, junto con el hecho de que las
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proyecciones de los jueces se agrupaban juntas en el grafico, indica que estas interacciones

fueron principalmente debidas al desacuerdo en el uso de la escala. Estos resultados

demuestran la consistencia del panel (acuerdo) en la interpretacion de los atributos

evaluados. En resumen, el rendimiento del panel, evaluado en términos de habilidad de

discriminacion, reproducibilidad y consistencia del panel, fue confirmado para los atributos

evaluados.

Tabla 5.2. Modelo ANOVA de 3 factores calculado con los16 jueces y los 10 atributos (gl, grados de libertad;
F, valor F; P, valor de significatividad P)

Juez (J) Muestra (S) Réplica (R) S*J S*R J*R
(9 =15) (g1=8) @=2 (gl = 120) (g1 =16) (g1=30)
F P F P F P F P F P F P
Frutal 6,558 < 0,0001 15,583 < 0,0001 6,577 0,003 2,437 0,002 1,545 0,201 1,036 0,441
Fresa 3,268 0,001 27,582 <0,0001 5,724 0,005 2,186 0,005 1579 0,191 1,045 0,431
Casis 5,874 <0,0001 7,193 0,002 2,007 0,143 2,316 0,003 1,094 0,368 0,932 0,573
Manzana 2,368 0,010 53,468 < 0,0001 1,505 0,230 2,168 0,005 4,020 0,006 1,538 0,078
Frutapasa 6,112 <0,0001 10,229 0,000 3,293 0,044 4,192 <0,0001 0,791 0,536 1,357 0,157
Madera 5,809 <0,0001 12,761 <0,0001 2,298 0,109 5,217 <0,0001 6,916 0,000 1,489 0,095
Clavo 4,653 <0,0001 0,174 0,841 1,452 0,242 2,122 0,007 0,436 0,782 0,819 0,721
Vainilla 3,774 0,000 79,383 < 0,0001 0,774 0,466 2,013 0,011 1,827 0,135 0,796 0,749
Caramelo 3,538 0,000 31,590 <0,0001 2,907 0,062 1,531 0,080 1,035 0,397 1,023 0,458
Coco 1,806 0,055 7,317 0,001 1,605 0,209 1,939 0,015 2,429 0,057 1,084 0,386

*Efectos significativos marcados en negrita

Tabla 5.3. Resultados del ANOVA de dos factores (participantes
como factor aleatorio y vino como factor fijo) calculados para
evaluar la existencia de efectos significativos.

Descriptor F Pr>F?
Frutal 0,979 0,487
Fresa 0,979 0,487
Casis 1,448 0,099
Manzana 1,564 0,060
Fruta pasa 2,201 0,003
Madera 2,867 <0,0001
Clavo 1,128 0,320
Vainilla 0,557 0,939
Caramelo 0,690 0,836
Coco 1,993 0,008

@ Efecto significativo marcado en negrita (P < 0,05).

Caracterizacion del producto: Un primer ANOVA de dos factores (muestras como factor

fijoy panelistas como aleatorio), revela la existencia de efectos significativos para los
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atributos fruta pasa, madera y coco (Tabla 5.3). Dada la presencia de efectos significativos
en algunos descriptores, se estudio el efecto individual de cada tipo de madera (CL, CCy
CV) mediante tres ANOVAs de tres factores (nivel de ésteres y tipo de madera como
factores fijos y panelistas como factor aleatorio, asi como las interacciones de segundo
orden). Los resultados para los tres tipos de madera (CL, CC y CV) y para los 10 atributos

se encuentran recogidos en la Tabla 5.4.

Asimismo, con los datos de intensidad recogidos para los 16 jueces en la evaluacion
de los 21 vinos para los 10 descriptores se calcularon las intensidades medias y se
representaron en un grafico PCA bidimensional que recoge las proyecciones de los 10
descriptores y las 21 muestras. Los dos primeros PCs explican al menos el 48 % de la

varianza original.

El primer PC de la Figura 5.3 explica el 32,7 % de la varianza original y muestra
una clara oposicion entre los atributos frutales (frutal, fresa, casis, manzana) y los atributos
de la madera (madera, coco, clavo, vainilla y caramelo). Tal oposicion puede ser entendida
como una contraposicién entre los vinos que han sido envejecidos en barrica de roble, en
la que aparecen las notas relacionadas con la madera (caramelo, coco, vainillas u otras
especias) con respecto a los vinos jovenes en los cuales predominan las notas a fruta
(Tavares, Jordao, & Ricardo-da-Silva, 2017). El descriptor madera es significativo (P <
0,001), como se observa en la Tabla 5.4, sea cual sea el tipo de madera afiadida a la mezcla
(CL, CV o CC). Tal significatividad esta altamente influenciada por el nivel de madera en
la mezcla, mostrando intensidades méas altas del descriptor madera cuando el nivel del

vector madera es alto (CC2, CV2 o CL2).
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Figura 5.3. Biplot con las proyecciones de los descriptores de aroma y los vinos modelo en las dos
primeras componentes del espacio del PCA. Veintitn vinos modelo conteniendo el vector éster (E) y los

vectores de la madera (CC, CV y CL) en diferentes niveles de concentracion.

Relacionado con las notas a madera se encuentra el descriptor coco, que es
significativo (P <0,001) en presencia del vector madera CC. La aparicion de este descriptor
era de esperar ya que su componente mayoritario es la whiskylactona. Este compuesto ya
se habia definido como un compuesto impacto, ya que a una concentracion elevada es capaz
de suministrar al vino sus matices de aroma especificos de coco/madera (Reynolds, 2010).
Por esta razon, la aparicion de estas notas solo es clara cuando el nivel del vector rico en
whiskylactonas es alto (CC2), como puede observarse en la Figura 5.3. La supresion de las
notas frutales del butirato de etilo en presencia de la whiskylactona ya se habia encontrado
en otros trabajos de investigacion (Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus,

Chabanet, & Etievant, 2005; Atanasova, Thomas-Danguin, Langlois, Nicklaus, & Etievant,
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2004), sin embargo, éstas se habian realizado en mezclas binarias, por lo que no tenian por

qué darse en mezclas mas complejas como es el caso del vino.

En contraposicion a las notas a madera se han observado efectos significativos (P <
0,05) para las notas frutales. Una de las interacciones encontradas en la Tabla 5.4 es la
relacionada con el descriptor manzana vinculado principalmente con el nivel de ésteres. El
éster empleado como vector es el 2-metilbutirato de etilo, cuyos descriptores principales
son fruta, fresa y manzana (Lytra, Tempere, de Revel, & Barbe, 2014). Por ello, era de
esperar que la mayor intensidad en el descriptor manzana verde se encuentre cuando la

concentracion de 2-metilbutirato de etilo alcanza los 1730 mg/L (E2).

Otra de las interacciones relacionadas con las notas frutales es la encontrada para el
descriptor grosella negra. Este descriptor aromatico solo aparece en unas condiciones
especificas que estan ligadas a la presencia del vector rico en vainillas a concentracion
media (CV1) y niveles B o0 E2 de ésteres. La aparicion de esta nota parece ser el resultado
de la integracion de las notas a fruta/fresa/manzana procedentes del éster con las notas
dulces/vainilla del vector de madera durante el proceso de olfaccion del vino. Algunos
investigadores ya habian relacionado este aroma a grosella negra con compuestos como el
DMS vy los ésteres frutales (Lytra, Tempere, Zhang, Marchand, de Revel, & Barbe, 2014)
0 con compuestos como la 4-mercapto-4-metil-2-pentanona (Rigou, Triay, & Razungles,
2014), pero hasta nuestro conocimiento es la primera vez que se relaciona con compuestos
como las vainillas. Loscos, Hernandez-Orte, Cacho, y Ferreira (2007) ya habian encontrado
la accidn concertada de las vainillas con otros vectores de aroma como los terpenos, los
cinamatos o las lactonas en la aparicion de notas dulces y florales, pero no con las notas a

grosella negra.
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La segunda componente del PC (Figura 5.3) explica el 16 % de la varianza original
y esta principalmente dominada por el atributo fruta pasa. En los analisis ANOVA de la
Tabla 5.4 ya se habia observado efecto del tipo de madera en la aparicion de las notas a
fruta pasa para los tres tipos de madera (CC, CL y CV). La aparicion de este efecto se debe
principalmente a que las notas a fruta pasa son mas altas en ausencia del vector madera (B,
Ely E2). Las notas a fruta pasa pueden ser consecuencia directa de la ausencia de ésteres
frutales con aromas frescos, lo que definiria la mezcla aromatica B como fruta pasa. Sin
embargo, se observa un efecto en la interaccion ésteres x tipo de madera para la madera
rica en whiskylactona (E*CC). Se puede observar en la Figura 5.4 que cuando el nivel de
madera se encuentra en el nivel 1 (CC1) y el nivel de ésteres es intermedio (E1), se pueden
percibir todavia las notas a fruta pasa, mientras que este descriptor apenas se percibe a

niveles altos del vector de ésteres (E2CC1).
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Figura 5.4. Grafico de barras con las intensidades del atributo fruta pasa para la interaccion nivel de ésteres

x tipo de madera CC.

Como se mostrd en el capitulo 1 de la presente tesis, los compuestos de la madera
pueden contribuir a la aparicion de estas notas a fruta pasa, mientras que los ésteres acttan
como supresores, de manera que las notas a fruta pasa descienden al aumentar la

concentracion de ésteres.
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4. Conclusiones

El presente trabajo confirma la existencia de interacciones entre los vectores de la
madera y el vector de ésteres. Sin embargo, el efecto de la madera es altamente dependiente
del nivel adicionado a la mezcla y del nivel en el que se encuentre el vector ésteres. Altos
niveles del vector madera rico en whiskylactonas (CC2) produce la aparicion de las notas
propias de la whiskylactona (coco), independientemente del nivel de ésteres. Sin embargo,
concentraciones mas bajas de este vector producen la aparicion Unicamente de notas no

especificas a madera y la disminucién de la fruta.

Por el contrario, el vector rico en vainillas en alta concentracion (CV2) y el vector
rico en eugenol (CL2) solo proporcionan notas a madera no especificas, sin ser perceptibles
las notas especificas del vector (vainilla o clavo). Para contextos aromaticos mas pobres,
en los que existe una falta de matices especificos diferentes a los propios del vino, como
ocurre a nivel 1 del vector madera (CV1, CL1, o CC1), los efectos sensoriales son mas
leves. La Unica excepcidn se encuentra para el vector CV1 en presencia de B o E2, en los
gue se produce la aparicion de notas a grosella negra, que no habian sido descritas hasta el

momento.

Por tanto, los vectores adicionados a la mezcla podrian transmitir al vino sus matices
especificos solo si estan presentes a niveles adecuados, siendo en casi todo momento el

vector madera el predominante sensorialmente.

Este resultado puede ser de interés para la industria del vino ya que proporciona al
enologo herramientas para elegir el tipo de barrica a emplear para el envejecimiento del
vino en funcidn de las notas aromaticas que pretenda conseguir en el producto. Esto pondria
de relieve gue aquellos vinos envejecidos en barricas de roble americano, similar al vector

CC, podrian manifestar aromas a coco especificas si hay una alta extraccion de los
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compuestos de la madera (barrica nueva y tiempos de contacto altos), mientras que barricas
de roble francés independientemente del nivel de tostado (CV tostado alto y CL tostado
bajo) aportarian notas no especificas de madera. Ademas, que la presencia de barricas con
niveles moderados de vainillas, y por lo tanto con tostados medios, podrian dar lugar a

notas a grosella negra en vinos con niveles de ésteres especificos.
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SECCION IV

Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-
astrigencia en vinos tintos. Efecto del nivel de experiencia del
consumidor

1. Introduccién

Los alimentos contienen una combinacion de compuestos volatiles y no voléatiles
que impactan con los diferentes receptores sensoriales. El sabor/flavor de estos productos
es el resultado de la integracion de todas las sensaciones percibidas en la cavidad bucal y
nasal, que incluyen el aroma, el gusto y las sensaciones quemestésicas, y no es la suma
discreta de las sensaciones individuales (Prescott, 2012; Small & Prescott, 2005). De ahi
que entender la integracion de las sefiales sensoriales para descifrar el sabor/flavor de los
alimentos sea esencial para entender las preferencias y por tanto las elecciones de los
consumidores. Hay un amplio rango de bibliografia cientifica que aborda el estudio de las
interacciones entre dos modalidades sensoriales tales como aroma-aroma (de-la-Fuente-
Blanco, Séaenz-Navajas, & Ferreira, 2016), aroma-gusto (Gaudette, Delwiche, & Pickering,
2016) o aroma-sensacion quemestésica (Ferrer-Gallego, Hernandez-Hierro, Rivas-
Gonzalo, & Escribano-Bailon, 2014) en diferentes matrices. La mayoria de los trabajos se
han llevado a cabo en disoluciones simples tanto dulces como &cidas (Prescott, Johnstone,
& Francis, 2004; Stevenson, Prescott, & Boakes, 1999). Sin embargo, solo algunos de ellos
han trabajado con matrices mas complejas como sidra (Symoneaux, Guichard, Le Quere,
Baron, & Chollet, 2015), aceite de oliva (Caporale, Policastro, & Monteleone, 2004),
productos lacteos (Tomaschunas, Hinrichs, Kéhn, & Busch-Stockfisch, 2012) o vino, el

cual es un buen ejemplo de una matriz compleja (Arvisenet, Guichard, & Ballester, 2016;
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Saenz-Navajas, Campo, Avizcuri, Valentin, Fernandez-Zurbano, & Ferreira, 2012; Saenz-

Navajas, Campo, Fernandez-Zurbano, Valentin, & Ferreira, 2010).

En el caso del vino, el amargor y la astringencia son las percepciones menos
comprendidas. Esto puede ser debido a numerosas razones relacionadas con su complejidad
y multimodalidad, probablemente también debido a que su evaluacion induce fatiga y da
lugar a una gran variabilidad en la percepcion de los consumidores, pero quizas también
porgue muy a menudo, las investigaciones previas han ignorado las interacciones con otros

estimulos tales como el aroma o el gusto.

Solo unos pocos trabajos han estudiado las interacciones aroma-amargor y aroma-
astringencia en la matriz vino. Saenz-Navajas y colaboradores (2010) emplearon una
estrategia de deconstruccion seguida de construccion de vinos modelo que permitid
demostrar este tipo de interacciones. Asi, la adicién de extractos volatiles frutales de un
vino blanco Chardonnay sobre extractos no volatiles de vinos blancos y tintos generé un
descenso en la astringencia y el amargor percibidos y un aumento en el dulzor. En un
trabajo posterior (Saenz-Navajas, Campo, Avizcuri, Valentin, Fernandez-Zurbano, &
Ferreira, 2012), estos autores demostraron que el papel del aroma era secundario en la
percpecion de la astringencia de vinos tintos, siendo los compuestos no volatiles los
principales responsables de esta sensacion quemestésica. Otro punto de vista metodologico,
que ha permitido estudiar este tipo de interacciones sensoriales, ha sido la construccion de
modelos matematicos predictivos de las propiedades sensoriales de vinos reales a partir de
su composicion quimica. Algunos de estos modelos (Hernandez, 2016; Saenz-Navajas,
Avizcuri, Ferreira, & Fernandez-Zurbano, 2014; Saenz-Navajas, Campo, Fernandez-
Zurbano, Valentin, & Ferreira, 2010) sugieren que el aroma puede modular la astringencia
y el amargor en vinos tintos. En estos modelos: 1) la astringencia esta positivamente

correlacionada con el amargor y el especiado, y negativamente con las notas tostadas; 2) el
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amargor esta positivamente correlacionado con los aromas animal, vegetal y herbal asi
como la astringencia y la acidez, mientras que estan correlacionados negativamente con los
aromas especiado y a frutas pasas. Aunque todos los modelos fueron significativos desde
el punto de vista estadistico, estos no han sido validados hasta el momento, por lo que no
pueden ser considerados concluyentes. Dado el interés en comprender el amargor y la
astringencia en vinos tintos, el presente trabajo pretende evaluar la presencia de las
interacciones del tipo aroma-amargor, aroma-astringencia y amargor-acidez sugeridas por

los modelos matematicos descritos en trabajos anteriores.

Por otro lado, se ha demostrado que la percepcion sensorial (Hughson & Boakes,
2001) y en particular, las interacciones sensoriales (Arvisenet, Guichard, & Ballester,
2016), estan influenciadas por el nivel de experiencia de los consumidores. Este hecho
parece ser la consecuencia de la mayor experiencia cognitiva y perceptual desarrollada por
los expertos en comparacion con los novicios (consumidores naive) o los consumidores
menos experimentados (Hughson & Boakes, 2001; Hughson & Boakes, 2002). Las
diferencias en el nivel de experiencia de los consumidores parecen ser el resultado de las
diferentes estrategias empleadas en el procesado de la informacion del sabor/flavor.
Castriota-Scanderbeg y colaboradores (2005) mostraron los diferentes patrones de
activacion del cerebro de los consumidores expertos y no expertos cuando beben vino. Los
no expertos presentan una activacion de las areas del cerebro relacionadas con las
emociones, las cuales parecen estar automaticamente atribuidas a la valencia heddnica
global, positiva o negativa, del sabor/flavor percibido como resultado de la integracion
aroma-gusto generada por el aprendizaje asociativo (Prescott, 2015). Esto concuerda con
el hecho de que los no expertos tienden a clasificar los sabores/flavores en terminos de la
cualidad hedonica del producto, y por lo tanto tienden a seguir una estrategia mas sintetica

u holistica (Ballester, Patris, Symoneaux, & Valentin, 2008). Por el contrario, los expertos
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del mundo del vino son mas propensos a usar términos analiticos (Chollet & Valentin,
2000) y son capaces de etiquetar y/o clasificar las cualidades perceptuales separadamente
(Ballester, Patris, Symoneaux, & Valentin, 2008). La capacidad de los expertos de evaluar
cada percepcién (ejemplo aroma y gusto) de manera separada les permite seguir una
estrategia mas analitica que los no expertos. En linea con estos resultados, Arvisenet,
Guichard y Ballester (2016) confirmaron que el uso de diferentes estrategias (sintética o
analitica) depende del nivel de experiencia. Ellos concluyeron que en situaciones en las
cuales son posibles las estrategias analiticas, los participantes mas experimentados
(entrenados y expertos) son capaces de reducir el grado de interacciones entre el aroma y
el dulzor, contrariamente a los participantes no entrenados, quienes mantienen el uso de la

estrategia sintética en las cuales las interacciones aroma-dulzor son muy fuertes.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo principal investigar
especificamente las interacciones sensoriales en el vino como funcion de la experiencia del

consumidor. Mas especificamente, el presente trabajo intenta evaluar:

i) La capacidad que poseen el gusto acido y el aroma (herbal, vegetal,
especiado, tostado, fruta pasa y animal) de modular la percepcion del amargor
(interacciones del tipo amargor-acidez y amargor-aroma).

ii) La capacidad que poseen la acidez, el amargor y el aroma en la modulacion
de la percepcion de astringencia (interacciones del tipo astringencia-acidez,
astringencia-amargor y astringencia-aroma).

iii) El efecto del nivel de experiencia de los consumidores (novicios, panel
entrenado y expertos en vino) sobre las interacciones sensoriales antes

mencionadas.
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2. Materiales y métodos

Brevemente, el protocolo experimental incluye la preparacion de vinos modelos por
adicion de estimulos gustativos, astringentes o aromaticos (6 vectores), que generan
sensaciones del gusto, astringencia o aroma unicas 0 monodimensionales. En estos vinos
se midieron las interacciones aroma-amargor, acidez-amargor, aroma-astringencia, acidez-
astringencia y amargor-astringencia combinando vectores de aroma o un estimulo acido
con otro amargo o astringente. La modulacion de las intensidades de amargor o astringencia
por parte del aromay la acidez se midieron con tres paneles de consumidores con diferentes

niveles de experiencia en torno al mundo del vino.

2.1. Reactivos y estandares

Disolventes: Se adquirio etanol de calidad LiChrosolv en Merck (Darmstadt, Alemania).

Estandares: Los estandares quimicos de la mayor pureza posible fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (Gillingham, Reino Unido), Alfa Aesar (Karslrube, Alemania) y Firmenich

(Ginebra, Suiza).

2.2. Preparacion de los vinos modelo

2.2.1. Preparacion de la fraccion astringente

La fraccion astringente afiadida al vino comercial para obtener vinos con alta
astringencia (As) se obtuvo como describe Saenz-Navajas y colaboradores (2017). La
eleccion de esta fraccion astringente, asi como el vino del que procedia se baso en estudios
previos de nuestro laboratorio y descritos en Saenz-Navajas y colaboradores (2017).
Brevemente, se rotaevaporé una muestra de 200 mL de vino astringente en un matraz
redondo de 500 mL durante 30 min a 28 °C para eliminar el etanol. El liquido resultante se

congelo y secd en un sistema liofilizador LyoQuest-85 de Telstar (Terrasa, Espafia). El
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sirope desaromatizado se disolvi6 posteriormente en 20 mL de disolucion hidoralcohdlica
al 12 % (v/v) y se fraccion6 usando una columna HW-50F Millipore Vantage L (120 mm
x 36 mm d.i.) de Millipore (Bedford, MA), empaqguetada con un gel TSK Toyopearl y a
presion atmosférica. La velocidad de flujo se reguld con una bomba peristaltica a 4 mL/min.
La primera fraccion (F1), contenia principalmente los polifenoles de bajo peso molecular
y pigmentos derivados de antocianos, se obtuvo al eluir con 720 mL de etanol/agua/acido
férmico (55:44:1, viviv). Una segunda fraccion (F2), que contenia proantocianidinas (PAS)
poco astringentes, se recogio tras eluir con 80 mL de acetona al 100 %. Ambas fracciones,
F1y F2, se descartaron. Una tercera fraccion (F3), que contenia las PAs mas astringentes,
se eluy6 con 160 mL de acetona/agua (60/40, v/v). La acetona se eliminé en el rotavapor
durante 15 min, y posteriormente se liofiliz6. Se evalud la ausencia total de disolventes por
microextraccién en fase sélida por espacio de cabeza (Carboxen/PDMS 75 umat 30 °C x
10 min) en un cromatdgrafo de gases GCMSQP2010 (Shimadzu, Tokio, Japon) con un
sistema con un limite de deteccion de 1 ng/muestra. La fraccion F3 se afiadio a los vinos al
doble de concentracion que la encontrada en el vino original para asegurar que la intensidad

de astringencia era percibida facilmente por todos los participantes.

2.2.2. Muestras de vino

Un vino tinto comercial y neutro (en términos de aroma y propiedades en boca) se
dopd o no con quinina para obtener un vino con alto (Bi) o bajo (B) nivel de amargor. Los
vinos astringentes con alto (As) o bajo (B) nivel de astringencia se generaron dopando o no
el vino comercial con la fraccién de proantocianidinas (F3). Estos vinos se doparon
posteriormente con un vector de aroma o un estimulo de gusto (acido tartarico para acidez
o sulfato de quinina para amargor). Se usaron un total de seis vectores aromaticos (herbal -
He, animal - An, vegetal - Ve, tostado - Ro, especiado - Sp y fruta pasa - Df) y dos estimulos

del gusto (acidez - So, y amargor - Bi). Las muestras y el rango de concentraciones
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Tabla 6.1. Composicion quimica de los vinos dopados con diferentes niveles de vectores de aroma o gusto y
sometidos a andlisis sensorial.

Concentracion en vino (ug/L)

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
4-Etilfenol 42 125 250
ANIMAL (An) Ai—EtllgualacoI 50 15 30
Acido 3-Metilbutirico 0,21 0,63 1,3
Guaiacol 60 180 540
ESPECIADO (Sp) Eugenol 600 1801 5403
Vainillato de etilo 1500 4500 13500
HERBAL (He) cis-3-Hexenal 90 270 810
VEGETAL (Ve)  2-Isobutil-3-metoxipirazina 0,023 0,068 0,20
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)- 300 900 2700
Furanona
TOSTADO (Ro)  Furfuril mercaptano 0,12 0,36 1,1
L-Cisteina 600000 600000 600000
Isovaleraldehido 470 940 1880
Fenilacetaldehido 340 680 1360
Metional 50 100 200
Furfural 22000 44000 88000
-Damascenona 50 100 200
FRUTA PASA Ciclohexanoato de etilo 0,13 0,25 0,50
Hidrocinamato de etilo 2,0 3,9 7,8
(Df) Guaiacol 14 27 54
Whiskylactona 123 245 490
4,5-Dimetil-3-hidroxi-2,5-
dihidrofuran-2-ona 880 1760 3520
2,3-Butanodiona 6250 12500 25000
Linalool 29 57 114
AMARGOR (Bi)  Quinina hemisulfato monohidrato 50000 100000 200000
ACIDEZ (So) Acido tartarico 8120 11400 15900
ASTRINGENCIA F3 0,5 fraccion 1 fraccién 2 fracciones

(As)

Las concentraciones de los vectores empleadas en los vinos dopados para la tarea de evaluacion estan en negrita.
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posibles de los vectores se recogen en la Tabla 6.1. Estas concentraciones aseguran que los

panelistas son capaces de reconocerlas facilmente.

Los vectores de aroma concentrados se prepararon en etanol y se afiadieron al vino
hasta alcanzar la concentracion deseada (Tabla 6.1). El sulfato de quinina, el &cido tartarico
y la fraccion de proantocianidinas se disolvieron directamente sobre el vino base. Se ajustd

la concentracion final de etanol en los vinos al 13 %.

Muestras del entrenamiento: Se prepararon diferentes vinos modelo para el entrenamiento:
1) 27 muestras de vino tinto comercial dopadas con uno de los vectores a los tres niveles
de concentracion (Tabla 6.1); y 2) muestras con diferentes combinaciones de los vectores

aroma-gustoMuestras de evaluacion: Se prepararon un total de 38 vinos para la tarea de

evaluacion. La concentracién de los vectores empleada para dopar los vinos estd marcada
en negrita en la Tabla 6.1. Se prepararon 16 muestras para evaluar el efecto del aroma y la
acidez sobre la percepcidn del amargor (experimento 1). Para ello, se mezclaron 12 botellas
de 750 mL de vino tinto comercial y el volumen total resultante (9 L) se dividié en dos
partes de 4,5 L. Una parte se dop6 con 10 mg/L de quinina (etiquetada como Bi — alto nivel
de amargor) vy la otra parte no se dop6 (etiquetada como B — bajo nivel de amargor). Cada
vino (Bi y B) se dividié en nueve muestras de 500 mL. Siete de estas muestras se doparon
con uno de los vectores de aroma (animal — An, especiado — Sp, vegetal — Ve, tostado —
Ro, herbal — He, fruta pasa —Df) o gusto (acidez — So). Las muestras octava y novena se
consideraron como las muestras de control (Bi — alto amargor y B- bajo amargor por
duplicado) y no se doparon con ninguln otro vector. Se prepararon un total de dieciséis vinos
diferentes: ocho vinos con alto amargor (Bi, AnBi, SpBi, VeBi, RoBi, HeBi, DfBi y SoBi)

y ocho vinos con bajo amargor (B, An, Sp, Ve, Ro, He, Df, So).
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Se prepararon dieciocho muestras diferentes para evaluar el efecto del aroma, la
acidez o el amargor (Bi) sobre la percepcion de la astringencia (experimento 2). EI mismo
procedimiento descrito para el amargor se sigui6 para obtener las muestras con alto (As,
AnAs, SpAs, VeAs, RoAs, HeAs, DfAs, SoAs, BiAs) y bajo (B, An, Sp, Ve, Ro, He, Df,

So, Bi) nivel de astringencia.

2.2.3. Propiedades sensoriales de los vectores de aroma y los estimulos en boca

individuales

Se llevo a cabo un analisis sensorial descriptivo especifico e independiente para
confirmar que los vectores de aroma, asi como el gusto (amargor y acidez) y el estimulo

astringente, generaban diferencias especificas aroma/gusto y no inducian otras.

Participantes: Un total de 17 participantes (60 % mujeres, de edades comprendidas entre
los 22 y los 54 afios, con una media de 39 afios de edad) llevaron a cabo la tarea de
descripcion sensorial. Todos ellos formaban parte de un panel sensorial del Instituto de
Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV), Logroiio (La Rioja, Espafa). Los panelistas
participaron en al menos 17 sesiones de entrenamiento durante un periodo de tres meses,
en las cuales se les presentaron un amplio rango de estandares de gusto, astringencia y
aroma. Durante una sesion de entrenamiento tipica, los panelistas se familiarizaron con el
vocabulario especifico de una lista de 110 descriptores de aroma (Saenz-Navajas, Martin-
Lopez, Ferreira, & Fernandez-Zurbano, 2011) y con cuatro atributos evaluados en boca:
dulzor, acidez, amargor y astringencia. En cada sesion, las referencias se presentaron como
describe Saenz-Navajas y colaboradores (2011) para ilustrar los atributos de aroma y en
boca. Los panelistas se cualificaron cuando fueron capaces de identificar correctamente al

menos el 85 % de las referencias.
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Muestras: Se describieron diez muestras exclusivamente para aroma y cuatro para
propiedades en boca. Los vinos descritos para aroma fueron: 1) B (vino base), 2) Bi (vino
base dopado con quinina), 3) As (vino base dopado con la fraccién de proantocianidinas),
4) So (vino base dopado con el vector acido), 5) Ro (vino base dopado con el vector
tostado), 6) An (vino dopado con el vector animal, 7) Ve (vino dopado con el vector
vegetal), 8) He (vino dopado con el vector herbal), 9) Sp (vino dopado con el vector
especiado) y 10) Df (vino base dopado con el vector fruta pasa). Los vinos descritos para

las propiedades en boca fueron: 1) B, 2) Bi, 3) As, y 4) So.

Procedimiento: Los panelistas entrenados describieron los vinos siguiendo el
procedimiento descrito en Saenz-Navajas y colaboradores (2011). Se presentaron 20 mL
de las muestras de vino en copa negra 1SO etiquetada con un numero de tres cifras aleatorio
y cubierto con una placa Petri segun una disposicion aleatoria y un orden de presentacion
monadico secuencial. Cada participante completd una sesién que comprendia dos partes
(de 30 y 10 min cada una, respectivamente) para el andlisis de 10 y 4 muestras en la parte
1y 2, respectivamente. En la primera parte, se les pidio a los panelistas que olieran
ortonasalmente cada vino, describieran su olor eligiendo un maximo de cinco atributos de
la lista de 113 (ver consignas en Figura 6.1 del Anexo 6) segun la metodologia check-all-
that-apply (CATA). Posteriormente, en la segunda parte de la sesion, se les pidid que
probaran las 4 muestras y evaluaran la acidez, amargor y astringencia en una escala
estructurada de 10 cm (ver consignas en Figura 6.2 del Anexo 6). Los panelistas entrenados
evaluaron las muestras siguiendo el protocolo de enjuague definido por Colonna y
colaboradores (2004). Todos los vinos se sirvieron a temperatura ambiente y se evaluaron
en cabinas individuales segin un orden de presentacion monéadico secuencial. Los
panelistas no fueron informados sobre la naturaleza de las muestras empleadas para la

evaluacion.
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2.3. Estudio de las interacciones sensoriales mediante analisis descriptivo

2.3.1. Participantes

En el estudio participaron tres paneles diferentes con diferentes niveles de

experiencia en el mundo del vino:

1) Novicios: consumidores regulares de vino tinto (consumo de vino tinto de
al menos una vez cada dos semanas), nunca han participado en estudios
sensoriales y no tienen experiencia en la industria del vino.

i) Panelistas entrenados: personal del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino
(ICVV) y estudiantes de la Universidad de La Rioja. Se reclutaron en base a su
interés y su disponibilidad durante 6 semanas (dos sesiones de 60 min cada
semana) y se entrenaron especificamente para este estudio para evaluar la
intensidad del aroma y el gusto del vino.

iii) Expertos: grupo de profesionales del vino o en6logos, con formacidn técnica
en elaboracién de vinos y participacién de manera regular a degustaciones de

vino (Parr, Heatherbell, & White, 2002).

Los experimentos 1 y 2 se llevaron a cabo por un total de cuarenta y nueve
participantes (18 novicios, 15 panelistas entrenados y 16 expertos). En el experimento 1,
en base a los resultados de sensibilidad a la percepcion del amargor (ver seccion 2.3.2), se
tuvieron en cuenta las respuestas de treinta y nueve participantes (51 % mujeres, de edades
comprendidas entre los 22 y 62 afios, con una edad media de 37 afios): 16 novicios, 9
entrenados y 14 expertos. En el experimento 2, se consideraron las respuestas de cuarenta
y nueve participantes (59 % mujeres, de edades comprendidas entre los 22 y 62 afios, con

una edad media de 37 afnos). El proceso de screening y la seleccion de los tres paneles
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aseguraba una distribucion de edades y géneros similar entre novicios, panel entrenado y

expertos.

Los panelistas se reclutaron en base a su interés y su disponibilidad, y no fueron

remunerados por su actividad.

2.3.2. Procedimiento

El analisis sensorial descriptivo consistia en tres etapas: 1) entrenamiento (solo para
el panel entrenado) o sesion de familiarizacion (solo para novicios y expertos); 2) sesion
de evaluacion (para los tres paneles) y 3) evaluacidn de la sensibilidad al amargor (para los

tres paneles).

Paso 1: Entrenamiento o familiarizacién

Sesion de entrenamiento: quince participantes acudieron a seis sesiones de entrenamiento
descriptivo de 60 min durante un periodo de tres semanas (ver consignas en Figura 6.3 del
Anexo 6). Los panelistas trabajaron en subgrupos de 7-9 personas y se entrenaron en la
evaluacion de las propiedades en boca (acidez, amargor, astringencia) y vectores de aroma
(animal, especiado, vegetal, herbal, tostado y fruta pasa) en vino. Se presentaron diferentes
niveles de los vinos de referencia dopados con aroma o gusto (ver rangos de concentracion
en Tabla 6.1) para ayudar a los panelistas con la identificacion y la evaluacion de la
intensidad de los atributos. Solo llevaron a cabo las sesiones de evaluacion finales aquellos
panelistas que fueran capaces de identificar y ordenar por intensidad correctamente los

atributos.

Sesion de familiarizacion: Los expertos y novicios participaron en una sesion de

familiarizacion (15 min) antes de las sesiones de evaluacion, en la cual se les presentaron
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referencias de aroma (animal, especiado, vegetal, herbal, tostado, y fruta pasa), gusto

(acidez y amargor) y astringencia.

Paso 2: Sesién de evaluacion

Experimento 1: Los participantes acudieron a dos sesiones formales para la caracterizacion
de las 18 muestras de vino. En la sesion 1, evaluaron B, Bi, An, AnBi, He, HeBi, Df, DfBi,
So y SoBi, y en la sesion 2, evaluaron B, Bi, Sp, SpBi, Ve, VeBi, Ro, RoBi. Se les pidio
que puntuaran la intensidad de ocho atributos: amargor, acidez, animal, herbal, fruta pasa,
especiado, vegetal y tostado en una escala no estructurada de 10 cm (0 = “ausencia”; 5 =

“media”; y 10 = “muy intenso”) (ver consignas en Figura 6.4 y 6.5 del Anexo 6).

Experimento 2: Los participantes acudieron a dos sesiones formales para la caracterizacion
de 20 muestras de vino. En la primera sesion evaluaron los vinos siguientes: B, As, An,
AnAs, So, SoAs, Am, AmAs, Df, DfAs, y en la segunda sesién evaluaron B, As, Sp, SpAs,
Ve, VeAs, Ro, RoAs, He, HeAs. Se les pidid que evaluaran la intensidad de nueve atributos:
amargor, acidez, astringencia, animal, herbal, fruta pasa, especiado, vegetal y tostado en
una escala no estructurada de 10 cm (0 = “ausencia”; 5 = “media”; y 10 = “muy intensa”)

(ver consignas en Figura 6.4 y 6.6 del Anexo 6).

Las muestras se prepararon tres horas antes de la sesion sensorial, y se almacenaron
a 10 °C y se sirvieron 15 min antes de la sesion de evaluacion. En ambos experimentos, se
presentaron diez mililitros de muestra (20 + 1 °C) en copa negra I1SO etiquetada con un
codigo de tres cifras, cubierta con una placa Petri segiin un orden aleatorio y diferente para
cada juez. A los panelistas se les pidié que expectoraran las muestras y se enjaguaran con
manzana fresca (experimento 1), disolucion de pectina de manzana y agua mineral
(experimento 1y 2). Las muestras se presentaron monadicamente y se impuso un descanso

de 15 min en cada sesion con el objetivo de evitar el efecto arrastre. Por ello, evaluaron un
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maximo de 5 muestras en cada parte de la sesion. Todos los vinos se presentaron a
temperatura ambiente y fueron evaluados en cabinas individuales. A los panelistas no se

les informd de la naturaleza de las muestras. Todas las respuestas se recogieron en formato

papel.

Paso 3: Evaluacion de la sensibilidad al amargor

Esta tarea se llevé a cabo una vez que el experimento 2 habia terminado para evitar
que los participantes se centraran en el amargor durante la sesion de evaluacion. Se
presentaron 9 series de tres muestras que contenian dos muestras sin dopar (control, agua
mineral) y una muestra dopada con concentraciones crecientes de quinina (1,56 — 400 mg/L
en series de dilucion 1:2). En cada serie, los panelistas debian probar las tres muestras, de
izquierda a derecha e indicar la muestra que era diferente a las otras dos (ver consignas en
Figura 6.7 del Anexo 6). Para todos los test, se presentaron 10 mL de muestra (20 £ 1 °C)
en vaso de plastico etiquetados con cddigos de tres cifras aleatorios. El orden de

presentacion de las muestras dentro de cada serie se aleatorizo.

Solo se analizaron los datos dados por los participantes que identificaron
correctamente todas las muestras dopadas desde la serie 2 (3,3 mg/L de quinina) hasta la
serie 9 (400 mg/L). Esto asegurd que los participantes eran capaces de detectar el amargor

en los vinos.

2.4. Andlisis de datos

2.4.1. Propiedades sensoriales de los vectores de aroma y de los estimulos en boca

Se consideraron solo los términos de aroma citados por al menos el 40 % del panel

en los diez vinos (B, Bi, As, So, Ro, An, Ve, He, Sp, y Df). La tabla de contingencia, en la
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cual los vinos eran las filas y las columnas los términos, se sometié a un Analisis de

Correspondencias (CA).

Se calcularon tres ANOVAs de dos factores (juez como factor aleatorio y vino como
factor fijo), con las intensidades de acidez, amargor y astringencia puntuadas en los cuatro

vinos (B, Bi, As, So).

2.4.2. Estudio de las interacciones sensoriales por analisis descriptivo

Se evaluaron los efectos del aroma y la acidez sobre la intensidad de amargor y los
efectos del aroma, la acidez y el amargor sobre la intensidad de astringencia mediante
ANOVA de tres factores (participantes como factor aleatorio y vino (V) y nivel de
experiencia (NE) como factores fijos) considerando los efectos principales (V y NE) y sus
interacciones (V x NE). En cada ANOVA, la muestra dopada se compar6 con la muestra
de control (B para bajo amargor y astringencia, Bi para alto amargor o As para alta
astringencia) presentada en la misma sesion. Por ejemplo, para evaluar el efecto del aroma
vegetal (\Ve) sobre la percepcion del amargor en los vinos con bajo nivel de amargor (B),
se calculd un ANOVA de tres factores con las puntuaciones de amargor para las muestras
Ve (vino sin adicién de quinina o bajo nivel de amargor y dopada con el vector vegetal) y
su correspondiente muestra de control (B: vino sin adicién de quinina y sin dopar con

ningun vector).

3. Resultados

3.1. Propiedades sensoriales de los vectores de aroma y los estimulos en boca

La Figura 6.1 muestra que la adicion de acido tartarico, sulfato de quinina o la
fraccion de proantocianidinas no generd ningin cambio aromatico en los vinos, ya que se

encuentran proyectados préximos al vino base en el mapa CA. Ademas, las muestras de
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vino dopadas con vectores de aroma presentan propiedades de aroma distintivas. Los vinos
dopados con: el vector tostado (Ro) se describen con términos como pan tostado, caramelo
o café; el vector animal (An) con descriptores de animal y cuero; el vector vegetal (Ve) con
pimiento verde; el vector herbal (He) con hoja de tomatera o herbal; el vector especiado

(Sp) con especias; y el vector fruta pasa (Df) con fruta pasa, ciruela, caramelo y tofe.
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En cuanto a los atributos en boca, la Figura 6.2 muestra que las muestras dopadas
con &cido tartarico, sulfato de quinina o la fraccion de proantocianidinas (So, Bi y As,
respectivamente) generan propiedades en boca Unicas correspondientes a acidez, amargor

y astringencia, respectivamente.

a) Efecto sensorial del amargor (P<0,05) enla b) Efecto sensorial de la acidez (P<0,05) enla
percepcidn del vino percepcion del vino
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Figura 6.2. Comparacion de las puntuaciones de las intensidades medias (para un panel externo) de los
vinos: B (vino base), Bi (vino base dopado con sulfato de quinina), As (vino base dopado con la fraccion de
proantocianidinas) y So (vino base dopado con el vector acidez). Cada figura explica la intensidad media de

(a) amargor, (b) acidez y (c) astringencia. Las diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05)
entre los vinos B, Bi, So y As; ns: diferencias no significativas. Las barras de error son los errores estandar

de la media.

3.2. Estudio de las interacciones por analisis descriptivo

Los ANOVAs muestran que no hay efecto significativo para ningun vector de

aroma (animal, herbal, fruta pasa, especiado, vegetal y tostado) o gusto (amargor o acidez)
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en las puntuaciones de astringencia, independientemente del nivel de experiencia de los

participantes.

Tabla 6.2. Resultados del ANOVA de tres factores (participantes como factor aleatorio y nivel de
experiencia y vino como factores fijos) calculados para evaluar el efecto del gusto &cido o de los 6
vectores de aroma sobre la intensidad de amargor percibida en vinos con alto (Bi) y bajo (B) amargor.
Solo se han incluido en la tabla los efectos significativos (P < 0,05); ns: no significativo.

Factores Nivel de experiencia Vino Nivel de experiencia x Vino

Vectores F P F P F P

Acidez (Bi) 0,21 ns 14,0 < 0,001 0,315 ns

Animal (Bi) 1,85 ns 4,20 <0,05 3,45 <0,05

Animal (B) 0,76 ns 4,25 <0,05 4,36 <0,05
10

aI . ns

Intensidad de amargor
O P N W B U1 O N 00 W

Novicios Entrenados Consumidores

Base (B) Animal (An)

Figura 6.3. Comparacion de las puntuaciones de intensidad media (para novicios, panel entrenado y
expertos) de los vinos con baja intensidad de amargor sin adicion de ningln vector de aroma o gusto (B) y
con la adicion del vector de aroma animal (An). Letras diferentes dentro de los grupos novicios, entrenados
0 expertos significan que hay diferencias significativas (P < 0,05) para la puntuacion de amargor entre B y

An; ns: no hay diferencias significativas. Las barras de error son los errores estandar de la media.

La Tabla 6.2 muestra los efectos significativos de la adicidon de los vectores de

aroma o los estimulos del gusto en los vinos con bajo (B) o alto (Bi) nivel de amargor. Se
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puede observar como la adicion del vector de aroma animal ya sea a B (An) o Bi (AnBi)
genera un efecto significativo sobre la puntuacion de amargor. El efecto significativo de la
interaccion (nivel de experiencia x vino) indica que tal efecto depende del grupo de

participantes que evalten los vinos.

Las Figuras 6.3 y 6.4 muestran que el aroma animal genera un aumento significativo
de la intensidad de amargor, pero solo en el grupo de consumidores menos especializados
(novicios), siendo no significativo para los participantes mas experimentados (panel

entrenado o panel de expertos).

[y
o
o

ns

Intensidad amargor
Lo R e O L 1 B =) T B o s I U

Novicios Entrenados Expertos

Base (Bi) Animal (AnBi)

Figura 6.4. Comparacion de las puntuaciones de intensidad media (para novicios, panel entrenado y
expertos) de los vinos con alta intensidad de amargor sin adicién de ningun vector de aroma o gusto (Bi) y
con la adicion del vector de aroma animal (AnBi). Letras diferentes dentro de los grupos novicios,
entrenados o expertos significan que hay diferencias significativas (P < 0,05) para la puntuacion de amargor
entre Bi y AnBi; ns: no hay diferencias significativas. Las barras de error son los errores estandar de la

media.

Se encontré un segundo efecto significativo para el estimulo acidez (Tabla 6.2),
pero solo en el caso de los vinos con alto amargor (Bi), independientemente del nivel de

experiencia de los participantes. La Figura 6.5 muestra codmo la adicion de &cido tartarico

243



Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-astringencia en vinos tintos.
Efecto del nivel de experiencia del consumidor

(estimulo acido) a los vinos amargos genera un descenso del amargor para los tres grupos

de participantes.

[EEY
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Intensidad amargor
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Novicios Entrenados Expertos

Acidez (SoBi) Base (Bi)

Figura 6.5. Comparacion de las puntuaciones de intensidad media (para novicios, panel entrenado y
expertos) de los vinos con alta intensidad de amargor,sin adicién de ningln vector de aroma o gusto (Bi) y
con la adicion del vector de gusto acido (SoBi). Letras diferentes dentro de los grupos novicios, entrenados
o0 expertos significan que hay diferencias significativas (P < 0,05) para la puntuacion de amargor entre Bi y

SoBi; ns: no hay diferencias significativas. Las barras de error son los errores estandar de la media.

4. Discusion

En el presente trabajo, se disefid un experimento sensorial para validar los modelos
predictivos obtenidos en trabajos previos (Hernandez, 2016; Saenz-Navajas, Avizcuri,
Ferreira, & Fernandez-Zurbano, 2014; Saenz-Navajas, Campo, Fernandez-Zurbano,
Valentin, & Ferreira, 2010), los cuales sugieren que el amargor y la astringencia pueden
estar modulados por interacciones del tipo gusto-gusto (amargor-acidez), gusto-aroma
(animal, especiado, vegetal, herbal, tostado o fruta pasa con amargor), gusto-astringencia
(astringencia-acidez o astringencia-amargor) o astringencia-aroma (animal, especiado,

vegetal, herbal, tostado o fruta pasa con astringencia). Bajo estas hipotesis, se investigaron
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si esas interacciones sensoriales podian ser moduladas por el nivel de experiencia de los
consumidores, por ello se evaluaron las interacciones percibidas por novicios, un panel

entrenado o0 expertos en vino.

Los resultados, sin embargo, revelan la existencia de un nimero bastante limitado
de interacciones sensoriales y que afectan exclusivamente al amargor (amargor-acidez y
amargor-animal), mientras que se confirma que en un contexto de vino tinto la astringencia
esta dirigida exclusivamente por los polifenoles y no por las interacciones con el gusto
(amargor o acidez) o el aroma, como se habia sugerido previamente. Incluso si se esperaba
observar mas interacciones, los resultados son altamente importantes ya que, hasta nuestro
conocimiento, es la primera vez que se observan casos de supresion del amargor a causa de
la acidez en mezclas complejas, independientemente del nivel de experiencia de los
participantes, y el aumento del amargor provocado por el aroma animal, el cual en este caso

esta altamente relacionado con la experiencia de los consumidores.

En la literatura aparece descrito, que las interacciones del tipo aroma-gusto o gusto-
gusto pueden ser el resultado de tres tipos de interacciones: interacciones fisicoquimicas en
el producto mismo, interacciones a nivel de receptor o interacciones cognitivas (Small &
Prescott, 2005). Aunque las interacciones fisicoguimicas no han sido medidas directamente
en el presente trabajo, éstas no parecen ser las principales responsables de los efectos
observados. Esto es especialmente improbable para las interacciones amargor-animal por
varias razones. Primero porque tal efecto se ha observado exclusivamente para novicios y
no para el resto de participantes, segundo porque esta interaccion ocurre para ambos niveles
de amargor: alto (adicion de sulfato de quinina) o bajo (sin adicion de sulfato de quinina).
La ausencia de sulfato de quinina en vinos con bajo nivel de amargor (no afiadido en B y

no estando presente de forma natural en el vino) implica que las interacciones
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fisicoquimicas de sulfato de quinina con el vector de aroma animal (compuesto por 4-

etilfenol y acido isovalérico) son simplemente imposibles.

De manera similar, las interacciones del tipo amargor-acidez observadas para todos
los participantes, independientemente de su nivel de experiencia, pueden explicarse a nivel
de receptor o a nivel cognitivo (supresion central). Algunos trabajos han indicado que
ciertas sales, especialmente las sales de sodio, pueden suprimir el amargor generado por la
quinina (Keast, Breslin, & Beauchamp, 2001; Kroeze & Barthoshuk, 1985) debido a la
afinidad de las sales y el sulfato de quinina por receptores comunes. Esto puede ser el caso
del acido tartarico y el sulfato de quinina usado en el presente estudio, porque al pH del
vino, el acido tartarico esta presente de dos formas: completamente protonado o asociado
con su base conjugada. Esta Gltima forma puede estar como sodio o como sal protonada, la
cual puede competir con los receptores de la quinina, generando la supresion del amargor.
Sin embargo, la supresion a nivel central no se puede descartar y se puede explicar en
términos de desviacion de la atencion (incapacidad de los consumidores de dirigir su
atencion a un atributo especifico tal como el amargor cuando otra propiedad sensorial tal
como la acidez se percibe a mayor intensidad) o de confusion de los gustos &cido y amargo
a nivel cognitivo (McAuliffe & Meiselman, 1974; O'Mahony, Goldenberg, Stedmon, &
Alford, 1979). El presente trabajo no puede explicar inequivocamente la clase de
interaccion que ocurre entre el amargor y el gusto acido, incluso si parece plausible sugerir
que es el resultado de interacciones a nivel de receptor y a nivel cognitivo como han sido

propuesto para otras sales (Kroeze & Barthoshuk, 1985).

En lo concerniente al sinergismo observado para el aroma animal y el gusto amargo
encontrado exclusivamente para los consumidores menos experimentados (novicios),
parece ser el resultado de interacciones cognitivas causadas por su congruente tono

heddnico negativo. Esta idea se apoya en el hecho de que los novicios tienden a encontrar
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mas dificultades a la hora de separar el olor y el gusto en mezclas complejas, es decir en
ser mas analiticos, y tienden a clasificar los gustos/flavores segun su cualidad hedoénica
(Ballester, Patris, Symoneaux, & Valentin, 2008; Royet, Plailly, Saive, Veyrac, & Delon-
Martin, 2013), contrariamente a los consumidores mas experimentados que son mas
propensos a discernir las cualidades perceptuales (ej. aroma y gusto). Por ello, los novicios
parecen adoptar una estrategia perceptual sintética u holistica integral, es decir que tienden
a evaluar las diferentes percepciones (aroma, gusto y sensaciones tactiles) como un todo,
mientras que los panelistas entrenados y expertos parecen actuar de una manera mas

analitica.

En lo referente a las interacciones aroma-astringencia o gusto-astringencia, no se
han observado efectos significativos en el presente trabajo. Este resultado estd en
concordancia con trabajos previos relacionados con vinos reconstituidos formados por
fracciones volatiles y no volatiles de vinos altamente astringentes (Saenz-Navajas, Campo,
Avizcuri, Valentin, Fernandez-Zurbano, & Ferreira, 2012). La ausencia de interacciones
gusto-astringencia o aroma-astringencia confirma que para la astringencia, producida por
las proantocianidinas, éstas son las principales responsables de esta sensacion tactil que se
percibe en los vinos, siendo por tanto secundario el papel del aroma, la acidez o el amargor
a la hora de modularla. Esto esta en aparente contradiccion con otros trabajos, que
demuestran que el aroma es capaz de modular la astringencia (Ferrer-Gallego, Hernandez-
Hierro, Rivas-Gonzalo, & Escribano-Bailon, 2014; Saenz-Navajas, Campo, Fernandez-
Zurbano, Valentin, & Ferreira, 2010), aunque si bien es cierto que estas discrepancias
pueden ser el simple resultado de las diferencias en la composicion de las matrices de vino
y en la aproximacion experimental. Las interacciones observadas por Ferrer-Gallego y
colaboradores (2014) se observaron en una matriz acuosa a pH ajustado y que contenia solo

uno o una mezcla simple de compuestos fendlicos y un unico compuesto de aroma. En el
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trabajo realizado por Saenz-Navajas y colaboradores (2012) se observé solo el efecto de la
astringencia en vino tinto cuando se afiadia la fraccion de aroma frutal, extraida de un vino
blanco Chardonnay, sobre las matrices no volatiles de un vino tinto. Por lo tanto, los
resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que las interacciones del aroma o del
gusto con la astringencia no son importantes cuantitativamente en la determinacion de los

niveles de astringencia en vinos tintos normales.

5. Conclusiones

El presente trabajo incrementa el conocimiento sobre las interacciones sensoriales
en matrices complejas y es valioso para los investigadores en el campo sensorial, asi como
para la industria alimentaria. Se podrian llevar a cabo investigaciones posteriores con vinos
con diferentes niveles de complejidad en términos de composicion volatil y no volatil. Una
limitacion aparente, pero importante del presente estudio puede ser el empleo de sulfato de
quinina para inducir diferentes niveles de amargor, la cual no esta naturalmente presente en
el vino. Sin embargo, la falta de conocimiento sobre los compuestos que generan
exclusivamente el amargor en vinos tintos hace esencial el uso de este compuesto para

comprender las interacciones del amargor en el vino.
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CONCLUSIONES FINALES

Una de las principales conclusiones de esta tesis es que una gran parte de las notas
aromaticas del vino son debidas a la presencia de fuertes interacciones perceptuales entre
los diferentes vectores de aroma. De hecho, gracias a los trabajos de reconstitucion
realizados en esta tesis se ha observado que tan solo el 28 % de la varianza del espacio
sensorial aromatico puede ser explicada por vectores individuales y que el 72 % restante

pude ser atribuido a interacciones perceptuales entre los mismos.

El vector formado por el alcohol isoamilico y el isobutanol es una de las piezas
fundamentales del denominado bufer aromatico y es capaz de suprimir las notas a madera,
frutal y a humedad a niveles de concentracion a los cuales no se perciben sus propias notas
aromaticas, lo que es un ejemplo de interaccion destructiva. Sin embargo, el alcohol
isoamilico y el isobutanol potencian las notas de animal/cuero causadas por los etilfenoles,
lo que puede atribuirse tanto a la congruencia hedoénica negativa como a la congruencia en
las notas aromaticas de ambos vectores (alcohol/disolvente y cuero/animal/tinta), lo que es

un ejemplo de interacciones de potenciacion.

Por otro lado, se ha demostrado que puede tener lugar la integracion de los odorantes
que comparten descriptores comunes, como es el caso de los ésteres etilicos, que actian de
una manera concertada. Esta conclusion se basa en el hecho de que en algunos contextos
aromaticos, se ha podido simplificar la mezcla original de 14 componentes por el
compuesto mas intenso (o incluso el mas similar a él) sin pérdida de informacion
cualitativa. Esta integracion permite simplificar el nUmero de odorantes que constituyen los
modelos reconstituidos o el numero de variables a tener en cuenta a la hora de generar

modelos que predigan las propiedades aromaticas de mezclas complejas. Esta interaccion
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es un ejemplo de interaccidén cooperativa. Desde el punto de vista cuantitativo, se ha
podido observar un fuerte efecto sinérgico de los odorantes en concentraciones sub-
umbrales, mientras los odorantes presentes en concentraciones supra-umbrales interactan
principalmente via hipoadicion. Incluso en el caso de la hipoadicion, la cantidad de aroma
—en términos de OAV — necesaria para mantener la intensidad de los vectores simplificados
al mismo nivel que el vector original, aumenta de manera muy importante (factor > 4 para
el proceso de simplificacion completo, cercano a 3 para la eliminacion de odorantes a
niveles supra-umbrales). Esto demuestra que los OAVs son medidas bastante limitadas en
la prediccion no solo de la importancia de un odorante en una mezcla sino también como
criterio para combinar odorantes en vectores. En este sentido, los resultados sugieren que,
para fines de modelizacién de las propiedades sensoriales a partir de la composicién
quimica, las concentraciones de los odorantes individuales se deben traducir primero en
intensidades aromaticas y que, entonces, esas intensidades aromaticas se deben combinar
utilizando diferentes aproximaciones, como por ejemplo el modelo vectorial propuesto por

primera vez por Berglund.

En la presente tesis doctoral, se han estudiado en mayor detalle las interacciones
entre el vector madera y el vector frutal. Mientras que los resultados confirman la ya
observada tendencia del vector madera a dominar el aroma de la mezcla, también revelan
la existencia de interacciones perceptuales que han dado lugar a la creacion de un nuevo
concepto aromatico (que podria denominarse interaccion creativa), como es el caso de la
nota a grosella negra. La formacidn de esta nota aromatica ha surgido por interaccion entre

el vector madera rico en vainillas y el frutal.

Por ultimo, el estudio de la existencia de interacciones sensoriales del aroma con el
gusto (amargor) o la astringencia ha revelado que estos efectos o0 no parecen ser esenciales

en la modulacion de los atributos sensoriales considerados. De hecho, no se observé ningdn
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efecto del aroma sobre la astringencia, confirmando resultados previos, y solo se pudo
demostrar una interaccion del tipo aroma-gusto (amargor-animal para consumidores
novicios o naive), la cual era dependiente del nivel de experiencia de los consumidores y

por tanto de su aproximacion holistica cuando evaluaban un vino.

Como conclusion final, este trabajo sugiere que los estudios que buscan interpretar
las propiedades de aroma de una mezcla compleja de odorantes deben abordar el siguiente
esquema de trabajo. Primero, identificar los odorantes presentes en la mezcla; segundo,
integrar en los vectores de aroma individuales aquellos grupos de odorantes que interactuan
de manera cooperativa, sin olvidar los odorantes a niveles cercanos al umbral; tercero,
estudiar las diferentes interacciones perceptuales que existen entre los vectores en la mezcla
y llevar a cabo los estudios en matrices similares y tan complejos como el producto objeto

de estudio.
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FINAL CONCLUSIONS

One of the main conclusions of this doctoral thesis is that most wine aromatic notes
are due to the existence of perceptual interactions between different aroma vectors. In
fact, reconstitution works revealed that only 28 % of the variance of the aromatic-sensory
space can be explained by individual vectors and that the remaining 72 % should be

attributed to perceptual interactions.

The vector formed by isoamyl and isobutyl alcohols is one of the fundamental
pieces of the so-called aromatic buffer and is capable of suppressing the notes of wood,
fruit and humidity at levels of concentration at which their own aromatic notes are not
perceived, which is an example of a perceptual destructive interaction. However, the
animal / leather notes caused by ethyl phenols are enhanced by the isoamyl alcohol vector,
which can be attributed to the congruence in both, negative hedonic tones and in the
aromatic notes (alcohol/solvent and leather/animal/ink), which is an example of a

perceptual enhancement interaction.

On the other hand, it has been demonstrated that odorants sharing common
descriptors, such as ethyl esters, act in a concerted and integrated way, since in some
aromatic contexts, the original 14 components in the mixture can be replaced by the single
most intense (or even by one similar to it) without any loss of qualitative information. This
integration allows simplifying the number of odorants taking part in reconstituted models
or the number of variables taking part in mathematical models build to predict the aroma
properties of complex mixtures. This interaction is an example of a perceptual cooperative
interaction. From the quantitative point of view, some odorants present at sub-threshold

levels exert a strong synergistic effect, while odorants present a supra-threshold
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concentrations interact mainly via hypo-addition. Even in the hypo-addition case, the
amount of aroma - in terms of OAV - necessary to keep the intensity of the simplified
vectors at the same level than that of the original vector, is much increased (a factor > 4 for
the whole simplification process, close to 3 for the elimination of suprathreshold odorants).
This demonstrates that OAVs are quite limited measures to predict not only the actual
importance of an odorant in a mixture but also as criteria for combining odorants into
vectors. Rather, results suggest that for modeling purposes, concentrations of individual
odorants should be first translated into aromatic intensities and that then, those aromatic
intensities should be added by using different approximations, such as the vector model

first proposed by Berglund.

Interactions between the different components of woody aroma vectors and the
fruity vector have been studied in detail. While results confirm the already observed
tendency of the woody vector to dominate the aroma of the mixture, also reveal the
existence of perceptual interactions leading to the creation of a new aroma concept (which
can be defined as perceptual creative interaction), in the case of blackcurrant notes arising

from the interaction between the vanilla-rich woody vector and the fruit vector.

Finally, a study directed to assess the existence of cross-modal interactions (odor x
taste or odor x astringency) has revealed that these effects do not seem to be essential for
the sensory attributes considered. In fact, no effect of aroma on astringency was observed,
confirming previous results, and only one taste-aroma interaction (bitterness-animal
aroma for naive consumers) could be demonstrated. Such interaction was dependent on the

level of expertise of consumers and thus on their holistic approach when evaluating wine.

As a final conclusion, this work suggests that studies seeking to interpret the aroma

properties of a complex mixture of odorants, should approach the following working
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scheme: First, identify the odorants present in the mixture; second, integrate in single aroma
vectors those groups of odorants likely interacting cooperatively, not forgetting peri-
threshold odorants; third, study the different perceptual interactions existing between the
vectors in the mixture, and carrying the studies in systems as similar and complex as

possible as the product object of study.
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ANEXO 1

ANEXO 1

Figura 1.1. Lista de 85 términos seleccionados para la descripcion de los 20 vinos evaluados por el panel

entrenado 1.
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Interacciones sensoriales entre seis vectores de aroma capaces de explicar cuatro
atributos de aroma en vinos tintos

Figura 1.2. Ficha de evaluacion empleada para el analisis sensorial descriptivo realizado por el panel
entrenado 2 para los vinos NAFM, NAFML, NAF, NAFL evaluados ortonasalmente.

Caodigo juez: Fecha:

CODIGO COPA: ....ccerrrercrerannes

EVALUE EN ORDEN Y UNO A UNO LA INTENSIDAD AROMATICA DE TODOS LOS
DESCRIPTORES presentes en la lista con la escala de 0 a 10 propuesta.

Intensidad Baja Intensidad Media Intensidad Alta

FRUTAFRESCA (fresa, mora, arandano, cereza) I T

FRUTAS PASAS (ciruela seca, higo, orejon) f T T T T T T T T T 1

ESPECIADO (clavo, regaliz, pimienta)

TOSTADO/BARRICA (caramelo, café, ahumado, madera, vainilla)

VEGETAL (verde, pimiento, terroso, esparrago) ! T T f

SOTOBOSQUE (humedad, moho, cerrado) r T f T T T

ANIMAL/FENOLICO (cuero, tinta, betiin) f T T T T T T T T T 1
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Figura 2.1. Instrucciones empleadas en test de eleccion forzada o three-alternative forced choice (3-AFC).

Nombre: Fecha:
A continuacion se presentan 12 test, formado cada uno por 3 copas codificadas con un ndmero
de tres cifras.
* Le pedimos que HUELA las tres copas que forman cada test DE IZQUIERDA A DERECHA
Y DE DELANTE HACIA ATRAS.
» Anote los codigos de las copas en la serie correspondiente en el orden gue se les
presenta, de izquierda a derecha
» RODEE en cada test cudl de las copas presenta un aroma diferente.
» Pase al siguiente test.
Serie 1.
Serie 2.
Serie 3.
Serie 4.
Serie 3.
Serie 6.
Serie 7.
Serie 8.
Serie 9.
Serie 10.
Serie 11.
Serie 12.
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Efecto de los alcoholes superiores en la percepcion del aroma de vino tinto

Figura 2.2. Instrucciones empleadas en el test triangular.

TEST TRIANGULAR Fecha: Nombre:

Se presentan 3 copas de vino codificadas con un niamero de 3 cifras. Le pedimos que HUELA las
copas de izquierda a derecha e indigue cudl de ellas es diferente.

iPorgué?

iPorqué?

éPorgué?

éiPorqué?
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Figura 2.3. Instrucciones empleadas en la eleccion de atributos del procedimiento de Perfil Descriptivo
Optimizado u Optimized Descriptive Profile.

JUEZ SESION 1 2 junio 2015
Enla mesa se presentan 5 copas de vino. Cada una esta codificada con un numera de tres cifras.
* |e pedimos que HUELA cada MUESTRA (exclusivamente por via ortonasal)
« A confinuacion seleccione un MAXIMO de 2 descriptores (de los propuestos en la lista
siguiente) a cada muestra.

Muestra
ALCOHOLICO ESPECIADO HUMEDAD TCA
AMNIM AL FRESA LICOROSO TINTA
CoCo FRUTA MADERS E TOSTADOD
CUERD FRUTA BLAMNCA PINTURA VAINILLA
DISOLVENTE FRUTA ROJA PUNZANTE

Muestra
ALCOHOLICO ESPECIADO HUMEDAD TCA
ANIM AL FRESA LICOROSO E TINTA
CoCo FRUTA M ADERS TOSTADO
CUERD FRUTA BLAMCA PINTURA WAINILLA
DHSOLVENTE FRUTA ROJA PUNZANTE

Muestra
ALCOHOLICO ESPECIADO HUMEDAD TCA
ANIMAL FRESA LICOROSO TINTA
coco FRUTA MADERA E TOSTADO
CUERD FRUTA BLANCA PINTURA VAINILLA
DISOLVENTE FRUTA ROJA PUNZANTE

Muestra
ALCOHOLICO ESPECIADO HUMEDAD TCA
AMNIM AL FRESA LICOROSO TINTA
CoCo FRUTA MADERA TOSTADOD
CUERD FRUTA BLAMCA PINTURA E WAINILLA
DISOLVENTE FRUTA ROJA PUNZANTE

Muestra
ALCOHOLICO ESPECIADO HUMEDAD TCA
ANIMAL FRESA LICOROSO E TINTA
Coco FRUTA MADERA TOSTADO
CUERD FRUTA BLANCA PINTURA VAINILLA
DISOLVENTE FRUTA ROJA PUNZANTE
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Efecto de los alcoholes superiores en la percepcion del aroma de vino tinto

Figura 2.4. Instrucciones para la evaluacién de los atributos sobre la escala siguiendo el procedimiento de
Perfil Descriptivo Optimizado u Optimized Descriptive Profile.

JUEZ SESION 2 2 junio 2015
En la mesa se presentan 8 copas de vino codificadas con un nimero de fres cifras junto con 2 copas que
representan el nivel débil y fuerte de intensidad, respectivamente para un atributo dado.
Le pedimos que para un dnico atributo COMPARE |a intensidad de las 8 copas de vino CON las
REFERENCIAS v coloque sus cadigos en la escala siguiente.
ATRIBUTO
AUSENCIA ALTA INTENSIDAD
ATRIBUTO
AUSENCIA ALTA INTENSIDAD
ATRIBUTO
AUSENCIA ALTA INTENSIDAD
ATRIBUTO
AUSENCIA ALTA INTENSIDAD
ATRIBUTO
AUSENCIA ALTA INTENSIDAD
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Figura 3.1. Instrucciones de la sesién 1, presentacion de aromas individuales.

Sobre la mesa se les presentan 4 copas de vino etiquetadas con los cuatro descriptores a los que
hace referencia. Le pedimos que huela cada copa, exclusivamente por via ortonasal, y que memorice
los descriptores de cada una de ellas:

e FRESA/LACTICO/FRUTA ROJA

e MADERA/COCO/VAINILLA

e CUERO/ANIMALITINTA

e LICOROSO/ALCOHOLICO
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Niveles de alcoholes superiores capaces de inducir cambios aromaticos y modular la
preferencia de un panel de expertos en vinos modelo

Figura 3.2. Instrucciones para la ordenacion.

A continuacion se le presentan 3 copas etiquetadas un ndmero de tres cifras.
Le pedimos que huela cada copa, exclusivamente por via ortonasal, y que ordene las muestras por
orden de intensidad.

e Le recomendamos que comience de izquierda a derecha

o Deje un espacio de tiempo de al menos 20 segundos entre cada olfaccion

Menos intensa Mas intensa

Muchas gracias por su participacion.
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Figura 3.3. Ejemplo de instrucciones para los tests de comparacion seguin la técnica de eleccién forzada 2-
AFC.

JUEZ Fecha:

En la mesa se presentan 9 test, formado cada uno por dos copas. Cada copa de vino, esta
codificada con un numero de tres cifras.

e Le pedimos que en primer lugar HUELA LAS REFERENCIAS para los descriptores

madera/coco/vainilla y licoroso/alcohdlico

e Le pedimos que HUELA cada PAR DE MUESTRAS DE VINO (exclusivamente por via
ortonasal y de izquierda a derecha).

e Para cada test, anote el nimero del vino que posea MAYOR INTENSIDAD EN LAS
NOTAS_MADERA/COCO/NVAINILLA Y LICOROSO/ALCOHOLICO

e Pase al siguiente test.

Mas intensa en Mas intensa en

Codigo test ]
MADERA/COCO/VAINILLA LICOROSO/ALCOHOLICO
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Figura 3.4. Instrucciones para la evaluacién de la preferencia

JUEZ Fecha:

En la mesa se presentan 9 test, formado cada uno por dos copas. Cada copa de vino, esta
codificada con un numero de tres cifras.

e Le pedimos que HUELA cada PAR DE MUESTRAS DE VINO (exclusivamente por via ortonasal) de
izquierda a derecha.

e Para cada test, anote el codigo del vino que posee el aroma que mas le gusta

e Pase al siguiente test.

Codigo test | Muestra que mas le gusta
1

O©| O N| o o | W] N
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Figura 4.1. Instrucciones para la eleccion de la escala de 1-butanol cuando se compara cada una de las 13
diluciones de 1-butanol con el vector de referencia de intensidad V1.

referencia.

Serie 1:

L

Totalmente diferente

En la mesa se presentan 13 series con 2 copas/serie. Le pedimos que huela cada serie de izquierda a

derecha y evalUe si la muestra codificada es similar o diferente en funcién de la intensidad a la

Totalmente similar

I
Serie 2:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

I
Serie 3:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

I
Serie 4:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

I
Serie 5:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

I
Serie 6:

| -

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

I
Serie 7:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

I
Serie 8:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

Serie 9:

L

Totalmente diferente

|
L

Totalmente similar

|
L
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Variabilidad sensorial inducida por los ésteres etilicos en vino tinto

Figura 4.2. Instrucciones empleadas en la fase de entrenamiento de los 20 panelistas en los 5 niveles de
intensidad de la escala de 1-butanol.

A continuacidn se le presentan 6 copas etiquetadas con nivel 0, nivel 1, nivel 2, nivel 3, nivel 4y

nivel 5. Cada copa corresponde a un punto de anclaje de la siguiente escala de intensidad:

0 1 2 3 4 5

De manera que la copa numerada con el nivel 0 correspondera con el ndmero 0 de la escala, y asi
sucesivamente.
Le pedimos que huela cada copa, exclusivamente por via ortonasal, y que memorice la
intensidad que corresponde con cada punto de la escala.

e Le recomendamos que comience de izquierda a derecha

e Deje un espacio de tiempo de al menos 20 segundos entre cada olfaccion

e Una vez haya realizado la tarea, puede volver a olerlas tantas veces como necesite para

memorizar las referencias asi como las diferencias entre ellas

Muchas gracias por su participacion.
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Figura 4.3. Instrucciones empleadas en la fase de entrenamiento de los 20 panelistas en los 5 niveles de

intensidad de la escala de 1-butanol., en la que debian ser capaces de ordenar por intensidad las 6 disoluciones

de 1-butanol.

A continuacion se le presentan 6 copas etiquetadas un nimero de tres cifras.

Le pedimos que huela cada copa, exclusivamente por via ortonasal, y que ordene las muestras por
orden de intensidad.

e Lerecomendamos que comience de izquierda a derecha
e Deje un espacio de tiempo de al menos 20 segundos entre cada olfaccion

Menos intensa Mas intensa

Muchas gracias por su participacién.
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Figura 4.4. Instrucciones empleadas en la fase de entrenamiento de los 20 panelistas en los 5 niveles de
intensidad de la escala de 1-butanol, en la que debian ser capaces de elegir correctamente el nivel de la escala

a la que correspondia cada copa.

A continuacion se le presentan 24 copas codificadas con un nimero de tres cifras.
Las muestras corresponden con los niveles de la escala evaluada en la sesion
anterior.
Le pedimos que huela cada copa y marque en la escala el nivel de intensidad que
cree que corresponde a cada copa.

e Anote el cédigo de la muestra que esta evaluando.

e Marque con un circulo el nivel de la escala que cree que posee la muestra.

e Debe esperar unos 20 segundos entre cada olfaccion y entre copa y copa.

e Cuando terminéis con la evaluacion de una muestra pasaréis al siguiente y

os pedimos que no volvais a evaluar la muestra anterior.

Codigo muestra:

0 1 2 3 4 5
|
I

Codigo muestra:

0 1 2 3 4 5
|
I

Cédigo muestra:

0 1 2 3 4 5
|
I

Cddigo muestra:

0 1 2 3 4 5
|
I

Cddigo muestra:

0 1 2 3 4 5
|
I

Codigo muestra:
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ANEXO 4

Figura 4.5. Instrucciones empleadas en el test triangular.

TEST TRIANGULAR

Se presentan 3 copas de vino codificadas con un nimero de 3 cifras. Le pedimos
que HUELA las copas de izquierda a derecha e indique cudl de ellas es diferente.

Fecha:

éPor qué?

éPor qué?

éPor qué?

éPor qué?

Nombre:
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ANEXO 5

ANEXO 5

Figura 5.1. Instrucciones empleadas en la prueba de clasificacion libre llevada a cabo con los 20 panelistas
en la evaluacion de los 21 vinos modelo.

Partie A :

Sur la table vous allez trouver 21 verres de vin. Chacun est codé avec un code a trois chiffres.

Nous vous demandons de SENTIR chaque ECHANTILLON (vous ne pouvez pas les goQter) et
de FORMER DES GROUPES DE VINS en fonction de LA SIMILARITE AROMATIQUE :

@ Pour commencer, veuillez sentir les échantillons de gauche a droite.

@ Ensuite, vous pourrez les re-sentir autant de fois que vous souhaitez.

@ Vous pouvez utiliser tout le temps que vous voulez pour effectuer le test.

@ Vous pouvez mettre autant de vins que vous voulez dans une groupe. Un groupe peut étre constitué
d"un unique échantillon.

@ Informez-nous dés que vous avez fini les groupes.

Partie B :

Vous devez recopier les groupes que vous avez formés. Pour chaque groupe, vous devez

écrire deux ou trois descripteurs qui décrivent les groupes formés.

DESCRIPTEURS (un
GROUPE CODES D’ECHANTILLON maximum de 2-3
descripteurs)
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Interacciones entre el vector de ésteres etilicos y el vector madera. Efectos en la

percepcion

Figura 5.2. Instrucciones empleadas para la evaluacion de las referencias de aroma de los 10 atributos.

Partie A :

mieux. Ecrivez-le dans la 1¢¢ colonne.

Partie B :

descripteur choisi en commun.

Sur la table vous pouvez trouver 12 références. Chacune est codée avec un chiffre.

Vous devez sentir les 12 références proposées. Choisissez le descripteur qui, a votre avis, les décrit le

Aprés avoir mis en commun, écrivez le descripteur qui a été établi pour cette référence dans la 2¢™

colonne. Sentez les références a nouveau et évaluez si, a votre avis, |"odeur représente bien le

CODE DESCRIPTEUR DESCRIPTEUR EN CORRESPONDANCE AVEC VOTRE
COMMUN PROPE IDEE
1 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
2 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
3 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
4 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
5 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
6 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
7 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
8 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
9 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
10 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
11 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
12 Pas de tout Un peu Assez | Tout a fait
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ANEXO 5

Figura 5.3. Instrucciones empleadas en la fase de entrenamiento para la identificacion de las referencias
aisladas o sobre vino.

Partie A :

Sur la table vous pouvez trouver 12 références. Chacun est codé avec un chiffre. Vous devez les sentir
et choisir le descripteur qui a votre avis les décrit le mieux. Pour cela, reliez la 1°® colonne avec la
2°M avec une ligne.

CODE Descripteurs
e 5 e Vanille
e O e Pomme
e 38 e Clou de girofle
o 1 e Caramel
o 7 e Alcool
o 11 e Noix de coco
o 4 e Cassis
e 6 e Boisé
e 2 e Fraise
e 10 e Fruit cuit/ raisins secs
e 3 e  Fruité

Partie B :
Sur la table vous pouvez trouver 5 verres de vin codés avec un code a trois chiffres. Vous devez les

sentir et écrire, dans le carré correspondant, le CODE d’échantillon qui correspond a chaque
descripteur aromatique.

Descripteur CODE

Pomme

Cassis

Fraise

Fruit cuit/ Raisins secs

Fruité
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Interacciones entre el vector de ésteres etilicos y el vector madera. Efectos en la
percepcion

Figura 5.4. Instrucciones empleadas en la fase de entrenamiento para la identificacion de los descriptores de

la madera sobre vino y la ordenacion sobre escala para los atributos propuestos.

Partie A :

Sur la table vous pouvez trouver 5 verres de vin codés avec un code a trois chiffres. Vous devez les
sentir et écrire, dans le carré correspondant, le CODE d’échantillon qui correspond a chaque

descripteur aromatique.

Descripteur CODE

Noix de coco

Vanille

Clou de girofle

Boisé

Caramel

Partie B :

Sur le tableau, il y a 5 séries de 4 codés a lettre. Pour chaque série, vous devez classer les échantillons
par intensité croissante du descripteur de la série. Pour cela, notez les codes dans les cases ci-

dessous.
Apreés finir avec chaque série, lavez les verres a vin avec | eau pour servir la prochaine série.

Moins Plus
) (+)
Cassis
Noix de coco
Vanille
Pomme
Fraise
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ANEXO 5

Figura 5.5. Instrucciones empleadas en la fase de entrenamiento para la evaluacién sobre escala para todos

los atributos propuestos.

Sur la table vous allez trouver 3 verres de vin. Chacun est codé avec une lettre. Vous devez noter le
CODE et indiquer sur I"échelle (avec un X) le niveau d’intensité du descripteur indiqué dans

chaque échantillon.

DESCRIPTEUR:

FRAISE

CODE:

CODE:

CODE:

DESCRIPTEUR:

CASSIS

CODE:

CODE:

CODE :

DESCRIPTEUR:

POMME

CODE:

CODE:

CODE :

DESCRIPTEUR:

Llel=[]=
=L = -
LI~

LJel]el]e
L=l
LI~

L] el ]el]e
L=l
LI~

FRUIT CUIT/RAISINS SECS

CODE:

CODE:

CODE :

0o 1 2
L1 L [
0 1 2
L1 ] [
0 1 2
1 ] [

el Uelele  Hel)el]e

el ] el ]«

L=l U=l ==l

L =[] =[] =

el elfe Oeldelde  Hellel]e

IR

el Uelelle  [Iel]el]-

Lol ]el]e

-~ - -

L~~~
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Interacciones entre el vector de ésteres etilicos y el vector madera. Efectos en la
percepcion

Figura 5.6. Instrucciones empleadas en la sesidn de seleccion, familiarizacion y evaluacion para todos los

atributos propuestos.

Sur la table vous allez trouver 9 verres de vin. Chacun est codé avec un chiffre. Vous devez noter le
CODE et indiquer sur Iéchelle (avec un X) le niveau d’intensit¢é de TOUS LES
DESCRIPTEURS indiqués dans chaque échantillon.

CODE:
0 1 2 3 4 5 6 7
FRUITE [ Y I A R O A
0 1 2 3 4 5 6 7
FRAISE [ Y I A R O A
0 1 2 3 4 5 6 7
CASSIS I O I A R O A
0 1 2 3 4 5 6 7
POMME I O I A R O A
0 1 2 3 4 5 6 7
FRUIT CUIT O O O O OOl
0 1 2 3 4 5 6 7
BOISE [ e Y N R O A
0 1 2 3 4 5 6 7
CLOU DE GIROFLE O O 0 0 OO
0 1 2 3 4 5 6 7
VANILLE s e N e N O O A A
0 1 2 3 4 5 6 7
CARAMEL s e N e N O O A A
0 1 2 3 4 5 6 7
I N I O O O O

NOIX DE COCO
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ANEXO 5

Tabla 5.1. Referencias de olor presentadas durante el entrenamiento del panel para el analisis descriptivo.

Estandar Cantidad o . L
. = Cantidad o concentracion
comercial concentracion
Disolvente - 10 mL agua 500 mL vino
Nivel - - Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Descriptor
+ 4,2 pL fresa + 4,36

Mezcla de siropes | pL manzana + 3,02 pL 2,25 mL 5,625 mL

FRUTAL de frutas casis + 8,4 uL frutal frutal
macerado pasa

Sirope de fresa
FRESA (La Pateliere) + 60 pL - 2mL 5mL
CASIS Sirope de casis 0L ~ 1875mL 375mL

(Teisseire)

Sirope de
MANZANA manzana verde +40uL - 3,75 mL 9,375 mL

(Vedrenne)
FRUTA Macerado de uvas 10 mL macerado i 29,87 mL 59,75 mL
PASA pasas (Carrefour) macerado macerado

. + 1 mL Macerado de dilucion¥% 2 g chipsen

MADERA Chips Chips de madera del nivel 3 500 mL

Sirope de Coco
COcCoO (Vedrenne) +40 pL 15mL  3,75mL 6 mL

Aroma de vainilla
VAINILLA (La Pateliere) +120 pL - 2,25 mL 5,625 mL n

2,5 mg/L 5 mg/L
CARAMELO Furaneol 4,21 mg/L furaneol - furaneol furaneol
1,5 mg/L 3 mg/L

CLAVO Eugenol 1,5 mg/L Eugenol - Eugenol Eugenol
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ANEXO 6

ANEXO 6

Figura 6.1. Lista de 113 atributos empleada para la descripcion sensorial mediante la metodologia check-all-

that-apply (CATA) para la tarea de confirmacién de los descriptores que generaban los vectores de aroma

empleados en el estudio.
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Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-astringencia en vinos tintos.
Efecto del nivel de experiencia del consumidor

Figura 6.2. Instrucciones empleadas en la fase de evaluacion de los atributos en boca en una escala
estructurada de 10 cm evaluada por el panel entrenado independiente para confirmar que los atributos en boca
generaban los atributos correspondientes.

22 Sesién CODIGO JUEZ:
Marca la intensidad de las muestras en las escalas para los 3 atributos:
Muestra:
AMARGOR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ [ I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
ACIDEZ
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | 1 1 1 |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
ASTRINGENCIA
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
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ANEXO 6

Figura 6.3. Instrucciones empleadas en las 6 sesiones de entrenamiento (de 60 min cada una) del panel

sensorial, entrenado especificamente para la evaluacion delas muestras de este estudio.

22 Sesién CODIGO JUEZ:

A: Anota el nimero de la muestra que corresponde a cada gusto
ACIDEZ | |

AMARGOR | |

B: Anota el nimero de muestra que corresponde a cada atributo aromatico

ANIMAL VEGETAL

(Cuero, establo) (pimiento verde, terroso)
ESPECIADO TOSTADO

(pimienta, (café, pan tostado,

nuez moscada, clavo) tofe, caramelo)

HERBAL FRUTA PASA

(Hoja tomate, (uva pasa, ciruela pasa,
Hierba cortada, aceite) orejon)

C: Anota el nimero de muestra que corresponde a cada gusto
ACIDEZ | |

AMARGOR | |

D: Anota el nimero de muestra que corresponde a cada atributo aromatico

ANIMAL VEGETAL

(Cuero, establo) (pimiento verde, terroso)
ESPECIADO TOSTADO

(pimienta, (café, pan tostado,

nuez moscada, clavo) tofe, caramelo)

HERBAL FRUTA PASA

(Hoja tomate, (uva pasa, ciruela pasa,
Hierba cortada, aceite) orejon)

E: Anota el nimero de muestra que corresponde a cada gusto
ACIDEZ | |

AMARGOR | |
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Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-astringencia en vinos tintos.
Efecto del nivel de experiencia del consumidor

32 Sesion CODIGO JUEZ:

A: En primer lugar ordena por intensidad de aroma las 6 series de AROMA
A continuacién anota el descriptor en base al que has ordenado las muestras:
e Animal (Cuero, establo)
e Vegetal (pimiento verde, terroso)
¢ Herbal (Hoja tomate, Hierba cortada, aceite)
e Fruta pasa (uva pasa, ciruela pasa, orejon)
e Tostado (café, pan tostado, tofe, caramelo)
o Especiado (pimienta, nuez moscada, clavo)

MUY ALTA ALTA MEDIA BAJA DESCRIPTOR

SERIE 1

SERIE 2

SERIE 3

SERIE 4

SERIE 5

SERIE 6

B: En primer lugar ordena por intensidad de aroma las 2 series de GUSTO
A continuacién anota el descriptor en base al que has ordenado las muestras:
e Acidez

e Amargor

MUY ALTA ALTA MEDIA  BAJA DESCRIPTOR

SERIE 1

SERIE 2
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ANEXO 6

42 Sesijon

A: En primer lugar identifica en cada una de las 6 series de vinos el atributo que
comparten, a continuacidon, marca en la escala el nivel de intensidad de dicho
atributo en cada muestra

CODIGO JUEZ:

A continuacion anota el descriptor en base al que has ordenado las muestras:

e Animal (Cuero, establo)

e Vegetal (pimiento verde, terroso)

e Herbal (Hoja tomate, Hierba cortada, aceite)

e Fruta pasa (uva pasa, ciruela pasa, orejon)

e Tostado (café, pan tostado, tofe, caramelo)
e Especiado (pimienta, nuez moscada, clavo)

SERIE 1
ATRIBUTO:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
SERIE 2
ATRIBUTO:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
SERIE 3
ATRIBUTO:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | 1 1 ] |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
SERIE 4
ATRIBUTO:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | ] ] | | | | ] |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
SERIE 5
ATRIBUTO:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
SERIE 6
ATRIBUTO:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ | I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
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Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-astringencia en vinos tintos.
Efecto del nivel de experiencia del consumidor

B: Haz lo mismo para las dos series de GUSTO: Acidez y amargor

SERIE 1
ATRIBUTO:
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10
| | | | 1 | 1 1 1 |
[ [ I [ [ [ [ [ [ I
Ausencia Medio Muy intenso
SERIE 2
ATRIBUTO:
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10
| | | | 1 | 1 1 1 |
[ [ I [ [ [ [ [ [ I
Ausencia Medio Muy intenso
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ANEXO 6

52 Sesién CODIGO JUEZ:
Marca la intensidad de cada una de las muestras en las escalas para los 8 atributos:

Muestra:
ANIMAL (Cuero, establo)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1|0
|
[ |

Ausencia Medio Muy intenso

VEGETAL (pimiento verde, terroso)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1|O

| ! |

| I I |
Ausencia Medio Muy intenso

HERBAL (Hoja tomate, Hierba cortada, aceite)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

| ! | |

| — i I
Ausencia Medio Muy intenso

FRUTA PASA (uva pasa, ciruela pasa, orején)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | I |
| I I | |

Ausencia Medio Muy intenso

TOSTADO (café, pan tostado, tofe, caramelo)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | |
| I I [ |

Ausencia Medio Muy intenso

ESPECIADO (pimienta, nuez moscada, clavo)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
AMARGOR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | 1 | I I ] |
[ [ I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
ACIDEZ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1|0
| | | ] ] ] ] | | ]
[ I I [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso

Las fichas de las sesiones 5y 6 son similares por corresponder a muestras diferentes pero con la

misma hoja de evaluacion.
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Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-astringencia en vinos tintos.
Efecto del nivel de experiencia del consumidor

Figura 6.4. Instrucciones para las sesiones de evaluacién sensorial de las muestras empleadas en el estudio.

iBienvenido a esta sesion de andlisis sensorial!
Delante de vosotros tenéis unas copas de vino codificadas cada una por un nimero

de tres cifras.

Os pedimos que empecéis probando los vinos por la izquierda.

Para cada uno de ellos, vais a evaluar la intensidad de cada uno de los atributos
mediante el uso de la escala.

Cuando terminéis con el primer vino pasaréis al siguiente y os pedimos que no
volvais a probar la muestra anterior.

Cuando hayas acabado, avisanos y te diremos cdmo seguir.

No existe una respuesta correcta ni ninguna incorrecta.

iSimplemente sigue tu intuicion!

MUCHAS GRACIAS POR TU PARTICIPACION
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ANEXO 6

Figura 6.5. Instrucciones empleadas en la fase de evaluacion para la caracterizacién de las 18 muestras del

experimento 1que tienen como objetivo evaluar el efecto del aroma y la acidez sobre la percepcion del

amargor.
CODIGO JUEZ:
Muestra:
ANIMAL (Cuero, establo)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | 1 | | |
[ I [ [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
VEGETAL (pimiento verde, terroso)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | ] ] ] | ] | | |
[ [ I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
HERBAL (Hoja tomate, Hierba cortada, aceite)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | 1 ] ] | ] | ] |
[ [ I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
FRUTA PASA (uva pasa, ciruela pasa, orején)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | 1 | | |
[ I [ [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
TOSTADO (café, pan tostado, tofe, caramelo)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | ] ] ] | ] | | |
[ [ I [ [ [ [ [ [ [ I
Ausencia Medio Muy intenso
ESPECIADO (pimienta, nuez moscada, clavo)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | 1 | | |
[ I I [ [ [ [ [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
AMARGOR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
[ [ I [ [ [ I [ [ [ |
Ausencia Medio Muy intenso
ACIDEZ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1|0
| | | ] | | | | | ]
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ I
Ausencia Medio Muy intenso
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Interacciones sensoriales del tipo aroma-amargor y aroma-astringencia en vinos tintos.

Efecto del nivel de experiencia del consumidor

Figura 6.6. Instrucciones empleadas en las sesiones de evaluacion para la caracterizacion de las 20
muestras del experimento 2 que tienen como objetivo la evaluacion de las interacciones con el vector

astringente.

Muestra:

ANIMAL (Cuero, establo)

CODIGO JUEZ:

0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | | | | | l l
\ [ \ \ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
VEGETAL (pimiento verde, terroso)
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | \ ] { X | | |
Ausencia Medio Muy intenso
HERBAL (Hoja tomate, hierba cortada, aceite)
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | | | 1 | l ! |
[ \ [ \ [ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
FRUTA PASA (uva pasa, ciruela pasa, orejon)
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | |
[ \ [ \ [ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
TOSTADO (café, pan tostado, tofe, caramelo)
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | | | | | l l |
[ \ \ \ [ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
ESPECIADO (pimienta, nuez moscada, clavo )
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
l | | l l l l l l |
[ \ \ \ \ \ \ \ \ ‘
Ausencia Medio Muy intenso
AMARGOR
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | |
[ \ [ \ [ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
ACIDEZ 0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | | | 1 | l ! |
[ \ [ \ [ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
ASTRINGENCIA 0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
| | | | | 1 | l ! |
\ \ \ \ [ [ [ \ \ \
Ausencia Medio Muy intenso
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ANEXO 6

Figura 6.7. Fichas de cata de la sesiones de evaluacién de la sensibilidad al amargor.

CODIGO JUEZ: Fecha

Delante de usted tiene 9 series de vasos, cada uno formado por tres vasos.
Para cada serie, le pedimos que anote el cddigo de la muestra que es diferente.

Si no encuentra diferencias, elija una al azar.

SERIE 1

SERIE 2

SERIE 3

SERIE 4

SERIE 5

SERIE 6

SERIE 7

SERIE 8

SERIE9
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