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Resumen

El desarrollo de productos innovadores, con identidad propia que agreguen
valor se ha convertido actualmente en la estrategia de muchas empresas
alimentarias para lograr competitividad y permanencia en los mercados cada vez
mas exigentes y globalizados.

Uno de los principales cultivos de fruta a nivel mundial es el de la naranja; la
region de Salto Grande y particularmente Concordia, se destacan por la produccién
de esta fruta citrica y el sector es considerado clave para la economia del lugar. Lo
que implica que el agregado de valor a través del desarrollo de nuevos productos a
partir de esta materia prima, represente un enfoque estratégico necesitado de
aportes en investigacién y desarrollo.

El producto “Vino espumante de naranja” dentro de este contexto se puede
pensar, no solo como una alternativa biotecnolégica novedosa sino como una
opcion para diversificar la oferta de productos derivados de las frutas citricas,
capaz de aumentar las rentas y retenerlas en el ambito de la economia local.

Esta idea de someter a una segunda fermentacién a un vino de naranjas, se
sustenta en que el sector de los vinos espumosos es uno de los que mas ha crecido
en los ultimos anos y esto se debe principalmente a cambios en los habitos de
consumo por parte de la poblacion.

Hasta el momento no se han encontrado antecedentes cientificos en la
literatura respecto a la elaboracién de este producto en particular; aunque se
conoce la existencia de un vino espumoso de naranja comercial desarrollado por
una empresa espafiola.

Asi el primer objetivo de esta tesis fue desarrollar el producto “Vino
espumante de naranja” utilizando jugo de naranja natural de la variedad Valencia
Late adaptando el método Champenoise, con énfasis en la etapa de la clarificacion,
debido a su estrecha relacion con las caracteristicas organolépticas que definen la
calidad de este tipo de productos, como son entre otras, el color y el aroma;
caracterizando ademas los principales parametros enolégicos del vino base y los
espumantes de naranja.

El segundo objetivo fue conocer la composicidon de la fraccién aromatica

libre del vino base y los espumantes, e identificar posibles modificaciones



producidas por la segunda fermentacion, el tiempo de contacto con las borras y los
tratamientos seleccionados para su clarificacion.

Para el cumplimiento de este objetivo se utilizaron técnicas de extraccidon
en fase solida con posterior determinacion (identificacién y cuantificacion) de los
compuestos mediante la utilizacién de la cromatografia gaseosa acoplada a la
espectrometria de masa (GC-MS).

Por ultimo, se planteo evaluar la aceptabilidad del producto y caracterizarlo
sensorialmente, utilizando métodos basados en la percepcion de los consumidores,
con el objetivo de encontrar algo mas que respuestas de tipo “no sé porque me
gusta” o “me gusta porque si” y de esta forma conocer el perfil que tienen los
“Vinos espumantes de naranja” a través de los descriptores sensoriales a los que
fueran asociados.

Esto permitiria actuar a futuro, de ser necesario, sobre los parametros
tecnolégicos en busca del “producto ideal”, ya que el agrado o desagrado y la
percepcion que tienen los consumidores sobre un determinado producto es un
condicionante para su disefio, fabricacién y colocacién en el mercado.

Atendiendo al disefio propuesto para la obtencién de los vinos espumantes
de naranja se pudo determinar que los parametros fisico-quimicos evaluados
presentaron valores dentro de lo establecido para este tipo de productos.

Desde el punto de vista tecnolégico, el empleo de menores tiempos de
contacto con las borras (6 meses), podria tener ventajas para la obtencion de vinos
espumantes con menor intensidad de color, ya que a mayor tiempo de contacto
(9 meses) los vinos espumantes exhibieron un aumento en el indice de
Amarronado.

En relacion al perfil aromatico de los espumantes se vio que el mismo se
complejiza cuando los espumantes permanecen un mayor tiempo en contacto con
las borras de las levaduras (9 meses) y son tratados unicamente con bentonita en
el licor de tirage, esto principalmente por aumento en la concentraciéon de algunos
compuestos como el lactato de etilo y el succinato de dietilo, compuestos que son
considerados marcadores de crianza de los vinos espumantes, que influyen en el
perfil aromatico y en la textura y densidad, otorgando cuerpo y consistencia a los

mismos.



Los ensayos sensoriales utilizados para la caracterizacién de los “Vinos
espumantes de naranja” con consumidores permitieron establecer que un mayor
tiempo de contacto con las borras y un agregado de azucar en el licor de
expedicion aumenta la aceptabilidad por parte de los mismos, mostrando una
tendencia en el gusto.

La aplicacion del mapeo proyectivo permitié identificar diferencias y
similitudes entre los espumantes y junto con los descriptores obtenidos como
respuesta de la Pregunta Abierta, comprender a que se debieron las mismas. El
ensayo Check-All-That-Apply (CATA) por su parte complementé la descripcién
sensorial obtenida de los productos.

A partir de esto podemos decir que es posible desarrollar un vino de tipo
espumante usando una materia prima diferente, como es la Naranja de la variedad
Valencia Late, adaptando el método Champanoise, obteniendo un producto final de
apropiadas caracteristicas sensoriales y adecuada aceptabilidad por parte del

consumidor.
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Abstract

New products development, with its own identity and added value, has
recently become a strategy in many food industries in order to compete and
maintain progressively more globalized and demanding markets.

Orange production is one of the main fruit crops worldwide. It is
particularly important in Concordia (Salto Grande region), where it is considered a
key resource to regional economy. This implies that the development of value
added products from oranges represents a strategic approach and needs further
research.

Orange sparkling wine could be both a novel biotechnogical alternative and
a way to diversify the supply of citrus derived products, thus increasing and
maintaining their incomes in local economy.

Secondary fermentation performed to an orange wine is based on the
sparkling wine rapidly growing market due to changes in consumer habits.

Even though there is a commercial Spanish sparkling wine made from
oranges, no scientific studies have been found in the literature regarding the
manufacture of this product.

The first objective of this thesis was to develop an “orange sparkling wine”
from Valencia Late orange fresh juice. For this purpose, Champenoise method was
adapted. Special emphasis was laid on clarification stage, due to its direct impact
on sensory attributes such as colour and aroma. Main enological parameters of
base wines and orange sparkling wines were also characterized.

The second objective was to identify the free aromatic composition of both
base orange wines and sparkling orange wines, as well as to detect potential
modifications derived from secondary fermentation, wine lees contact time and
selected treatments for its clarification. Solid phase extraction methods were used,
with subsequent compounds determination (identification and quantification) by
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Finally, product acceptability and sensory characterization were assessed
by means of consumer perception methodology. The aim was to get consumers
answers different than “I don’t know why I like it” or “I like it just because”, in
order to determine the orange sparkling wine profile by associated sensory
descriptors.
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This would eventually allow modifying technological parameters in search
of the “ideal product” since consumer perception and satisfaction with a product
affect its design, manufacture and marketing process.

The proposed experimental design for orange sparkling wine production
showed that values of both physical and chemical parameters were within the
expected range for this type of product.

From a technological perspective, a shorter lees contact time (6 months)
could have advantages in sparkling wines, such as lower colour intensity than that
observed for greater periods (9 months) due to an increase on browning index.

However, it was observed an increase in the aroma complexity when
sparkling wines were maintained to longer lees contact time (9 months) and
clarified only with bentonite. This is mainly due to an increase in some compounds
concentrations, such as ethyl lactate and diethyl succinate. These compounds are
considered aging markers and exert influence on aroma profile, wine texture and
density, therefore providing them body and consistency.

Sensory assays carried out to characterize orange sparkling wines revealed
that a higher lees contact time and sugar addition to expedition liquor increased
consumer acceptability, as shown by consumer trends.

Projective mapping allowed similarities and differences identification
among sparkling wines. This method, in combination with sensory descriptors
obtained from the Open Question, facilitated their understanding. Additionally,
CATA (Check-All-That-Apply) assay complemented products sensory description.

It can be concluded that it is possible to develop a sparkling wine from a
different raw material, such as Valencia Late oranges, using an adaptation of the
Champenoise method, with appropriate sensory attributes and adequate consumer

acceptability.
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Resum

El desenvolupament de productes innovadors, amb identitat propia que
afegeixin valor s'ha convertit actualment en l'estratégia de moltes empreses
alimentaries per aconseguir competitivitat i permanéncia en els mercats cada
vegada més exigents i globalitzats.

Un dels principals cultius de fruita a nivell mundial és el de la taronja; la
regio de Salto Grande i Concordia particularment, es destaquen per la produccié
d'aquesta fruita citrica i el sector és considerat clau per a I'economia regional. El
que implica que l'agregat de valor a través del desenvolupament de nous
productes a partir d'aquesta matéria prima, representi un enfocament estrategic
necessitat d'aportacions en investigaci6 i desenvolupament.

El desenvolupament del "Vi espumoés de taronja" dins d'aquest context es
pot pensar, no soles com una alternativa biotecnologica innovadora siné com una
opcio per diversificar I'oferta de productes derivats de les fruites citriques, capag
d'augmentar les rentes i retenir-les en I'ambit de 1'economia local.

Aquesta idea al seu torn de sotmetre a una segona fermentacié a un vi de
taronges, es sustenta en que el sector dels vins espumosos és un dels que més ha
crescut en els ultims anys i aixd es deu principalment a canvis en els habits de
consum per part de la poblacié.

Fins al moment no s'han trobat antecedents cientifics en la literatura
respecte a l'elaboracié d'aquest producte en particular; encara que es coneix
I'existencia d'un vi espumos de taronja comercial desenvolupat per una empresa
espanyola.

D’aquesta manera el primer gran objectiu d'aquesta tesi va ser
desenvolupar el producte "Vi espumds de taronja" utilitzant suc de taronja natural
de la varietat Valencia Late adaptant el metode Champenoise, amb especial emfasi
en l'etapa de la clarificacid, per la seua estreta relaci6 amb les caracteristiques
organoleptiques que defineixen la qualitat d'aquest tipus de productes, com sén
entre altres, el color i I'aroma; caracteritzant ademés els principals parametres
enologics del vi base i els espumants de taronja.

El segdn objectiu va ser coneixer la composicid de la fracciéd aromatica lliure
del vi base i els espumants, e identificar possibles modificacions produides per la
segona fermentacio, el temps de contacte amb les borres i els tractaments
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seleccionats per a la seua clarificacié; per al compliment d'aquest objectiu es van
utilitzar teécniques d'extracci6 en fase solida amb posterior determinacio
(identificacié i quantificacié) dels compostos mitjangant la utilitzacié de la
cromatografia gasosa acoplada a lI'espectrometria de massa (GC-MS).

Finalment, es va plantejar evaluar l'acceptabilitat del producte i
caracteritzar-ho sensorialment, utilitzant meétodes basats en la percepcié dels
consumidors, amb I'objectiu de trobar alguna cosa més que respostes de tipus "no
sé perque m'agrada” o "m'agrada perque si" i d'aquesta manera coneixer el perfil
que tenen els "Vins espumants de taronja" a través dels descriptors sensorials als
que foren associats.

Aix0 permetria actuar a futur, de ser necessari, sobre els parametres
tecnologics a la recerca del "producte ideal”, ja que el grat o desgrat i la percepcié
que tenen els consumidors sobre un determinat producte és un condicionant per al
seu disseny, fabricacid i col-locaci6 en el mercat.

Atenent al disseny proposat per a I'obtenci6 dels vins espumats de taronja
es va poder determinar que els parametres fisico-quimics evaluats van presentar
valors dins del que s’estableix per a aquest tipus de productes.

Des del punt de vista tecnologic, I'ocupacié de menor temps de contacte
amb les borres (6 mesos), podria tindre avantatges per a l'obtencié de vins
espumosos amb menys intensitat de color, a causa de la rapida evolucié exhibida
pels mateixos en un curt periode de temps (augment de 1'index de Amarronado).

No obstant aixo en relacié al perfil aromatic dels espumants es va vore que
el mateix es torna complex quan els espumants permaneixen major temps en
contacte amb les borres dels llevats (9 mesos) i s6n tractats Unicament amb
bentonita per a la seua clarificacid, aix0 principalment per augment en la
concentracié d'alguns compostos com el lactat d'etil i el succinat de dietil,
compostos que son considerats marcadors de crianca dels vins espumants, que
influeixen en el perfil aromatic i en la textura i densitat, otorgant cos i consistencia
als mateixos.

Els assajos sensorials utilitzats per a la caracteritzacié dels "Vins espumants
de taronja" en termes de consumidors va permetre establir que un major temps de
contacte amb les borres i un agregat de sucre en el licor d'expedici6 augmenta

'acceptabilitat per part dels mateixos, mostrant una tendéncia en el gust.
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L'aplicacié del mapatge projectiu va permetre identificar diferéncies i
similituds entre els espumants i juntament amb els descriptors obtinguts com a
resposta de la Pregunta Oberta, comprendre a que es deuen les mateixes. L'assaig
Check-All-That-Apply (CATA) per la seua banda va complementar la descripcid
sensorial obtinguda dels productes.

A partir d'aixo podem dir que és possible desenvolupar un vi de tipus
espumoés usant una materia prima diferent com és la Taronja de la varietat
Valencia Late, adaptant el métode Champenoise; obtenint un producte final de
apropiades caracteristiques sensorials i adequada acceptabilitat per part del

consumidor.
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CAPITULO |

Los vinos espumantes en el contexto
internacional y nacional



1.1 Leyenda de los vinos espumosos

En la region de Champagne-Ardenne en Francia y con la intervencién de
Pierre Pernigén se inicia la historia de la tradicional bebida conocida como
Champagne; los mitos y leyendas cuentan que cuando el monje benedictino, luego
de haber producido -tal vez involuntariamente- el famoso método champenoise, y
habiendo probado la bebida contenida en una de las botellas estacionadas en el
sotano, exclamé (llamando a quienes estaban en sus cercanias): jVenid pronto,
estoy bebiendo las estrellas!, precisamente aludiendo a las burbujas producidas por
la fermentacion del vino (Unwin, 1996)

El champagne inmediatamente se puso de moda en la corte francesa;
aunque quedaban varios problemas por resolver, como el de las roturas de botellas
por el gas; el que se subsand fijando la proporcién de azicar que se afiade a la
segunda fermentacion o el gran problema que era el de quitar de las botellas los
residuos sélidos que enturbian el vino, dificultad que resolvié la viuda de Clicquot
perforando unas mesas y poniendo las botellas boca abajo, removiéndolas y
haciendo que los posos se depositen en el tapon, sacando después el corcho y
poniendo uno nuevo.

Los vinos espumosos son, un universo con leyes propias. Se elaboran
actualmente en diferentes paises y se definen con términos especiales por cada
productor; asi en Espafia se conocen como Cava, en Italia se conocen como
Spumante y en Sudafrica como Cap Clasique; Sekt es el vino espumoso tipico de
Alemania y “Champagne” es una marca protegida legalmente por el Tratado de
Madrid (1891) y confirmado en el Tratado de Versalles después de la Primera
Guerra Mundial y se refiere inicamente a vino espumoso producido a su region
homdnima, siendo sus estandares definidos por una Appellation d’Origine
Controlée (Martinez Lapuente, 2013; Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo, 2009).

En Argentina, estos vinos se conocen como espumantes 0 espumosos y
estan definidos como “el producto obtenido por segunda fermentacién en envase
cerrado con el agregado o no de sacarosa o mosto concentrado, el cual deben

expenderse a una presion no inferior a 4 atm a 20° C” (CAA capitulo XIII Art. 1099).



1.2 Métodos de obtencion

Existen una serie de métodos descritos para la obtencion de vinos
espumosos que se emplean aun en la actualidad en diferentes areas geograficas,
cada uno con sus peculiaridades, ventajas y desventajas.

El método ancestral fue probablemente, el primer método desarrollado
para la elaboracién de vinos espumosos. Comienza con la elaboracion del vino base
mediante las técnicas clasicas de elaboracion de vinos tranquilos a media
fermentacién. En la segunda fase se transforma este vino base, que todavia
contiene azucar residual, en vino efervescente o espumoso. La fermentacion
secundaria o toma de espuma se produce en las botellas sin adicién de azudcar (sin
licor de tiraje o de expedicidn), y se detiene el proceso simplemente eliminando las
levaduras. El sedimento es insignificante en volumen y no hay degiielle.

El método Champenoise, clasico o tradicional, es el método de elaboracién
de espumosos mas tradicionalmente conocido; este método sera desarrollado en
el Capitulo V.

Otro de los métodos es el Champenoise-milispark, es un proceso con las
mismas fases y condiciones que el método tradicional, pero con variaciones en las
operaciones de removido y degilielle. Después de la primera vinificaciéon y otras
operaciones tradicionales, el azicar se introduce en las botellas en sus cantidades
correspondientes, pero las levaduras que ocasionan la segunda fermentacién en
botella van contenidas en el interior de un cartucho que, a la vez, va unido al tap6n,
donde permanecen durante toda la toma de espuma, ya que el cartucho contiene
en su interior una serie de membranas y filtros permeables al vino e impermeables
a la salida de las células y sus restos. De esta forma, el vino circula a su través sin
enturbiarse. Llegada la operacion del degiielle, el tapdn saltara con los restos de
levaduras en su interior y el vino permanecera limpio.

El Método transfer Aleman; en el que vino base se elabora mediante las
técnicas de vinificacion en blanco tradicional y la transformacién del vino tranquilo
en espumoso se hace como en el método tradicional (en las botellas), pero durante
un periodo menor de tiempo (un minimo de dos meses); no hay operaciones de
removido y degiielle, las botellas se vacian por sifonaje directo y el vino se

mantiene bajo presiéon en grandes tanques. Se filtra, también bajo presion,



retornando a los tanques, donde se le afiade el licor de expedicion, luego es
transferido de nuevo a las botellas con su contenido original de gas; en un proceso
realizado a contrapresion, las botellas se tapan y anillan inmediatamente.

El método de la cuba cerrada, granvas, charmat, cuvée close o método
continuo, en el que el vino se deposita en un tanque sellado, donde se mantiene a
202 C de 12 a 16 horas. Seguidamente, se pasa a otro tanque donde se le afiade el
azucar y la levadura y se deja fermentar de 10 a 15 dias. Después, se traslada el
vino a otro tanque, donde se clarifica por refrigeracion (22 C) y, finalmente, se filtra
a contrapresion y se embotella. Este método se utiliza sobre todo para los vinos
espumosos dulces Asti y proseccos italianos, en los cuales el método se prolonga
mas dias y el vino elaborado se denomina charmat lungo. El charmat, implica unas
técnicas de produccion mas rapidas y econémicas que el método tradicional, lo que
permite elaborar espumosos de precio inferior, que no son tan valorados como los
tradicionales.

Método dioise o asti también denominado rural o gaillacoise, cuyo
principio basico es el mismo que el ancestral, en este método esta prohibido el uso
de licor de expedicion, ya que son vinos muy ricos en azucar. El frio y los procesos
de filtracién son los dos mecanismos usados para controlar la acciéon de las
levaduras. El contenido final de alcohol es de 9,5 % vol. y el aztiicar residual de unos
50 g/L.

El método continuo o ruso. La elaboracion de vinos base se hace siguiendo
las técnicas clasicas de vinificacion en blanco, rosado o tinto. La fermentacion
secundaria es un proceso lento y continuo. Después de la adiciéon de azucares y
levaduras, el vino circula por una serie de tanques de fermentacion, con anillas o
piezas de roble sobre las que se absorben las levaduras y fermentan el azicar del
vino que circula a través de los tanques. En la salida de esta serie de depdsitos de
fermentacion, el vino contiene sélo una pequefia cantidad de levaduras muertas, y
ya es efervescente y espumoso, por lo que a la toma de espuma le sigue una fase de
enfriamiento y estabilizacién del COz, el embotellado se realiza a contrapresion.

(Daban, 2005; ] Hidalgo, 2011; Martinez Lapuente, 2013)



1.3 Analisis del Sector de Vinos Espumosos

A nivel mundial la produccion de vinos espumosos es baja comparada con la
produccion de otros vinos; pero por su alto valor agregado el impacto econémico
es muy importante.

Los consumidores esperan que la calidad sea elevada, con lo que los
endlogos deben buscar no solo la mejora continua sino el desarrollo de nuevos
productos, por esto, actualmente las nuevas estrategias de marketing de la
industria enolégica se basan en la diversificaciéon de la producciéon y en la
explotacion de las caracteristicas y particularidades de diferentes variedades de
uva (Caliari, Burin, Rosier, & BordignonLuiz, 2014; Pozo-Bay6n, Martinez-
Rodriguez, Pueyo, & Moreno-Arribas, 2009).

Los datos del Instituto Nacional de Vitivinicultura Argentino para el
segmento de estas bebidas indican que en el 2014 se despacharon al mercado
interno 21523,16 Hl y se exportaron 1082,82 HI representando el 2,49 % del total
del sector, y refieren una variacién porcentual para los vinos espumosos del
17,02% entre relacion al afio 2013 (Formulario MV-01/Cy SIM, 2014).

Este crecimiento es analizado de diferentes formas por las bodegas, que
indican que el mercado interno de comercializaciéon de “vinos espumantes “se
encontraba poco desarrollado debido a los habitos de consumo de la poblacién y
describen el mercado actual de los espumantes a nivel nacional y mundial y sobre
todo los “trends” relacionados a este producto:

El diario Los Andes en el articulo “Crece el consumo de espumantes en el
mercado domeéstico” resalta que los espumantes se convirtieron en el segmento de vinos
que duplico el consumo”. Moét Hennessy (Chandon) Argentina dice, "Ahora,
nuestro principal objetivo es desestacionalizar el consumo"”. El Cronista, en su
articulo “Espumante, la nueva era” explica que muchos consumidores han
adoptado al vino espumoso como aperitivo o compafero ideal en las comidas
cotidianas, con el objetivo de encontrar el maridaje mas placentero.

Aparecieron nuevas modas y costumbres de consumo, desde la éptica del
Centro Argentino de Vinos y Espirituosas (Cave), la apariciéon de nuevos estilos se
debe a que "viejos paradigmas han caido, tanto por parte de los productores como

de los consumidores.



En estos ultimos afios, los espumantes parecen haber dejado un poco la
rigidez de tener que ser secos y elaborados solo con las cepas del champagne; la

elaboracion de espumosos con cepas no convencionales se entiende como "un
desprendimiento evolutivo de los gasificados dulces aromaticos, muy presentes en
el joven consumidor. Este es un nicho muy fuerte, al que las variedades
tradicionales no lograron captar masivamente. La estrategia es presentar un
producto con estas caracteristicas como invitacion o antesala a los espumantes
tradicionales"(Albim Amalie, 2011).

Otra visién destaca a la Argentina como un pais rico en cepas como
Torrontés, Chenin, Viognier y Moscatel, que muchos productores aprovechan para
elaborar espumantes con marcada identidad local e, inclusive, con aztcar residual.
"El aztcar ya no es mala palabra”, este tipo de bebidas se complementa con una
oferta en la cual se ha logrado bajar la edad en la que el consumidor comienza a
beber vinos. Se denomina categoria de iniciacion, se ubica a partir de los 20 afios y
tiene mucha pregnancia, sobre todo, en las mujeres (Joaquin Hidalgo, 2012).

A modo de cierre: "Todo esto muestra una apertura en el gusto, que
evidencia un cambio a la hora de pensar en vinos y, principalmente, a la hora de
pensar en burbujas. Antes, estos vinos se definian como ideales para las mujeres,
pero las fuentes afirman que los hombres los consumen por igual, asi que la

tendencia ya es conducta"(Fresco, 2012).

1.4 Analisis del sector citricola en Argentina y en la provincia de
Entre Rios.

Dentro de la estructura productiva de Argentina se identifica al sector
citricola como una de las cadenas de valor con mayor impacto y contribucion a la
economia nacional y regional.

Argentina es el octavo productor mundial de citricos y primer productor
mundial de limones. Destina 147.000 Ha a este cultivo, con una produccion total de
alrededor de 2.824.147 Tn anuales y genera divisas por 650 millones de ddlares.
Su principal produccién corresponde a limones (47%), seguido por las naranjas
(29%), mandarinas (16%) y pomelos (8%). Las provincias del Noroeste Argentino

Tucuman, Salta, Juju Catamarca) producen el 54,21% las del Noreste
juy 'y y



Argentino (Entre Rios, Corrientes, Misiones y Buenos Aires) el 44,81 %, otros el
0,98% (Federcitrus, 2014). En la region de Salto Grande la produccion citricola es
una actividad econémica muy relevante el objetivo principal en la provincia de
Entre Rios es la produccion de fruta para consumo fresco, el destino a industria es
secundario o mas bien un subproducto.

El sector industrial cuyo componente fundamental es la produccién de
jugos concentrados y derivados es complementario a la produccién de fruta fresca
y habitualmente la fruta procesada en industria no supera el 20 % del total de
produccioén (Vera, L.,Diaz Velez, R, Rivanderneira, F., Garran, S. & Garin, 2007).

La regidn citricola de Entre Rios se compone de 14 empaques dedicados a
exportacion, el 14,5 % del total del pais, mientras que hay 368 empaques que
destinan su produccién al mercado interno. Estos representan el 78,3 % del total

de empaques de mercado interno argentino (Federcitrus, 2011).

1.5 Importancia del desarrollo de productos con identidad local.

Una definicion de productos con identidad territorial incluiria a todos
aquellos bienes, servicios, informacién e imagenes propias de un territorio. La
identidad es una cualidad que hace que algo sea unico, que sea distinto,
distinguible y a menudo distinguido en el sentido mas amplio de la palabra
(Benedetto, 2007).

La identidad es principalmente subjetiva, es una cualidad que hace que a las
personas o a los bienes se los reconozcan como particulares y desde esa
perspectiva podamos también aportar algo distinto y enriquecer asi al conjunto de
la sociedad. Promover el desarrollo con identidad local supone entonces favorecer
aquello que distingue a un lugar geografico y le permite competir desde sus
ventajas absolutas (Unicas) o comparativas (mejores condiciones para entregar el
producto o servicio).

Desde esta dptica la necesidad de agregar valor a través del desarrollo de
productos novedosos se presenten como mecanismo de aumentar las rentas y de
retenerlas en el ambito de la economia local, donde se encuentra la produccién
primaria (Wilkinson, 2003).

Los vinos de frutas, en particular los de naranja son conocidos como

productos regionales, elaborados de manera artesanal, pero no se han registrado a
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nivel industrial nacional productos derivados de la biotransformacion de jugo de
naranja. En este contexto en la Facultad de Ciencias de la Alimentacién se ha
desarrollado y caracterizado el llamado “vino de naranja” (Ferreyra, 2006; Schvab,

2006), obtenido por biotransformacidon de jugo de la misma.



CAPITULO 1

Relacion entre la composicion del
vino y sus atributos sensoriales



I1.1 Composicion quimica del vino

Desde el punto de vista quimico, el vino es una solucién hidroalcohoélica que
contiene varias sustancias que forman el extracto y dan sabor, y otras tantas
sustancias volatiles que constituyen el aroma (Jackson, 2008).

Contiene un 75 a 90% de agua y etanol en un rango de 9 a 14%, que puede
llegar hasta un 21% (Goldner, 2008; Peynaud, 1996). La funcion principal de esta
mezcla es la de ser el solvente del resto de los componentes (Amerine & Roessler,
1983; Goldner, 2008).

Para muchos consumidores, la graduacién alcohoélica constituye una
expresion importante de la calidad, por lo que la comercializacién en muchos casos
se hace sobre la base de la graduacion por hectolitro. Es innegable que en el vino
ciertos caracteres estdn directamente relacionados con la graduacién alcohdlica,
asi los vinos con bajo contenido de alcohol son vinos pequefios, débiles, ligeros,
que podrian ser agradables si fuesen armoniosos, pero es muy dificil un buen
equilibrio cuando el grado alcohoélico es bajo, por el contrario los vinos con un
grado alcohdlico elevado son “vinosos”, la vinosidad de un vino no aparece por
debajo de los 11,5% vol. El alcohol proporciona nervio a un vino con una acidez
suficiente. Un grado alcohdlico elevado le confiere “calor”, término que recuerda
bien la causticidad del alcohol (Ribérau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A., 2003)

Por otra parte, en el vino, no solamente el etanol esta presente, sino que
también existen otros alcoholes provenientes del mosto y como producto de varios
mecanismos de fermentacion. Los alcoholes superiores de origen fermentativo
estan presentes en los vinos en dosis globales de 150-550 mg.L-! (Ribérau-Gayon
etal, 1982; 2003).

Los principales alcoholes superiores de origen fermentativo, constituyentes
de los alcoholes de Fusel, son el alcohol isobutilico (2-metil-1-propanol) y los
alcoholes amilicos (mezcla de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol) en niveles
bajos dan la complejidad deseada al aroma, pero en concentraciones mayores de
300 mg/L imparten una cualidad negativa (Amerine & Roessler, 1983; Goldner,
2008).

El glicerol es el tercer compuesto mas abundante después del agua y el

etanol, las levaduras lo utilizan como fuente de carbono y su concentraciéon
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disminuye con el tiempo(Peinado, R,Moreno, J., Medina, M., Garcia, 2001) es el
primero de los productos secundarios de la fermentacion alcohdlica, su tenor en
los vinos es de 5 g.L-1 pero puede alcanzar en funcién de las condiciones de
fermentacion (en particular del sulfatado de los mostos) valores de 15-20 g.L!
(Ribérau-Gayon et al, 2003); el 2,3-butanodiol es otro producto de la fermentacion
alcohdlica, tiene poco olor y un gusto a la vez ligeramente azucarado y amargo, no
se le atribuye un rol organoléptico muy importante en el vino.

También estdn presentes 2- feniletanol (25-105 mg/l), alcohol bencilico
(0,05-2 mg/l), y 2,3-butandiol (165-1250 mg/l); y trazas de algunos alcoholes
terpénicos como linalol, geraniol, nerol, alfa-terpineol, hotrienol. El contenido de
glicerol varia de 0,2 a 2,0%, el de sorbitol de 5-394 mg/1 y el de manitol entre 84 y
1510 mg/l (Amerine & Roessler, 1983; Goldner, 2008)

I1.2 El sabor del vino

El aroma y el sabor de un vino dependen de su composiciéon quimica:
azucares, acidos, sales, compuestos fenolicos, sustancias volatiles aromaticas y
entre otros muchos; cada uno de estos componentes tiene un sabor y aroma propio
que comunica al conjunto. Pero estos gustos, estos olores interfieren los unos
sobre los otros, superponiéndose o compenetrandose, por lo que el atractivo de un
vino no esta ligado a una unica sustancia sino a la relacion armoniosa de su
constitucidon (Carrau, F., Boido, E., Gaggero, C., Medina, K., Farifa, L., Disegna, E,,
Dellacassa, 2011)

Las sustancias que hacen que un vino se perciba dulce son también fuente
de suavidad y untuosidad: son los azucares propiamente dichos, que provienen de
la uva y quedan como remanente de la fermentacidn, y sustancias con uno o mas
grupos alcohdlicos que se forman durante el mencionado proceso (Peynaud,
1996). La elevada concentracién de glicerol hace suponer que el mismo interviene
en la degustacion de los vinos mediante esas sensaciones, posee un sabor
azucarado que se agrega al del alcohol etilico en el caso de los vinos secos, pero

probablemente no interviene en la suavidad de los vinos dulces (Grainger, 2009).
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El gusto acido del vino se debe a los acidos organicos que se hallan en
estado libre —parte mayoritaria- o como sales. Se considera que los principales
acidos responsable del gusto acido son seis: tres provienen de la uva y tienen un
gusto acido puro -acidos tartarico, malico y citrico- y los otros tres -acidos
succinico, lactico y acético- se forman durante la fermentacién o por la accién de
bacterias y tienen un gusto mas complejo (Goldner, 2008; Peynaud, 1996).

Los compuestos fenolicos son las sustancias amargas del vino; todos los
polifenoles tienen gusto amargo; el amargor estd acompafiado de la astringencia,
sensacion tactil de aspereza y rugosidad (Peynaud, 1996)

Finalmente, hay otros componentes del vino que no aportan gusto:
sustancias nitrogenadas, polisacaridos, pectinas, gomas, etc. La fase coloidal del

vino generalmente no posee un rol en el gusto (Grainger, 2009)

I1.3 Constituyentes del vino que aportan al aroma.

El perfil quimico de un vino proviene, de la uva, de la microflora de
fermentacion (particularmente de la levadura Sacharommyces cerevisiae), de las
fermentaciones microbianas secundarias que pueden ocurrir, del afiejamiento y de
las condiciones de almacenamiento (Styger, Prior, & Bauer, 2011).

De acuerdo al origen de las sustancias quimicas, el aroma del vino se puede
clasificar en: varietal, pre-fermentativo, fermentativo y post-fermentativo.

El aroma varietal esta formado por las sustancias aportadas por la uva,
influidas por la variedad, el suelo, el clima y no son fermentados por las levaduras,
(Goldner, 2008), en términos del vino son usualmente agrupadas bajo el concepto
del “terroir”. Sélo son unos pocos compuestos aromaticos que estan directamente
relacionados al flavor y aroma varietal, dentro de este grupo estan los Cis-
norisoprenoides, metoxipirazinas, tioles y terpenos (Styger et al., 2011).

El aroma pre-fermentativo lo forman compuestos originados por
fenbmenos bioquimicos de hidrélisis y oxidacion durante la extraccién y
maceracion (generalmente aldehidos y alcoholes C¢) (Peynaud, 1996) y el aroma
fermentativo lo constituyen la mayoria de los compuestos aromaticos que se
encuentran en el vino (Mamade, M.E.O., Cardello, H, Pastore, 2005). La microflora y
en particular, la levadura responsable por la fermentacidon, contribuye al aroma del

vino por medio de diferentes mecanismos: primero mediante la utilizacién de los
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constituyentes del jugo de uva para la biotransformaciéon de los mismos en
componentes impacto del aroma o flavor, segundo en la producciéon de enzimas
que transforman compuestos neutros de la uva en componentes activos del flavor,
para finalmente una nueva sintesis de metabolitos activos del flavor: primarios (ej:
etanol, glicerol, acido acético, acetaldehido) y secundarios (ej: esteres, alcoholes
superiores, acidos grasos) (Styger et al., 2011).

Por ultimo, en el aroma post-fermentativo estan incluidas sustancias
quimicas formadas durante la conservacién y afiejamiento a través de reacciones
quimicas y/o enzimaticas; esta es la etapa donde el estacionamiento en barricas de
roble aporta sustancias aromadticas importantes, por ejemplo: aldehidos y
derivados, fenoles, lactonas (M.]. Herderich, T.E. Siebert, M. Parker, Y. Hayasaka, C.
Curtin, 2012)

Sin la produccion de estas sustancias el vino podria tener poco interés

organoléptico.
I1.4 Interacciones quimicas y sensoriales

I1.4.1 Relacion entre los componentes del vino y las propiedades
sensoriales de sabor y aroma

Como se describié anteriormente, el vino contiene acidos no volatiles,
azucares, sales y sustancias fenolicas, todos ellos con su propio gusto. Estos gustos
se suman, resaltan o, alternativamente se oponen y neutralizan entre si. Por otro
lado, también tiene sustancias volatiles, acidos, ésteres, aldehidos, hidrocarburos,
terpenos, etc. que tienen aroma de variada intensidad, que pueden tener efecto
supresor, de enmascaramiento o potenciador de otros gustos o aromas (Goldner,
2008)

Esquemadticamente se podria dividir a los componentes del vino en
sustancias que estimulan los receptores de la boca y le dan sabor y en sustancias
que estimulan los receptores olfativos y le dan aroma. Sin embargo, estas
sensaciones no se perciben por separado, estan muy intrincadas.

El gusto es base del aroma, y el aroma refuerza al gusto. Este es el primer
tipo de balance en el vino. La palabra balance se utiliza para indicar cantidades

adecuadas de elementos, para dar armonia en el vino. Armonia se define como la
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coherencia entre las partes de un todo. En este caso se refiere a que ningiin gusto
domina a otro. Por ejemplo: una inadecuada acidez en un vino blanco destruye la
frescura y el aroma; demasiado azucar sin sabor frutal, hace a un vino dulce pero
pobre en sabor; un exceso de taninos en el vino tinto enmascara lo frutal (Peynaud,

1996).

I1.4.2 El balance de los gustos en el Vino Blanco

Como contiene muy pocos taninos, el balance en el vino blanco esta dado
por la relacién acidez/dulzor (Peynaud, 1996) dulzor «<——=>acidez

En el caso de vinos secos, solo el alcohol; y en el caso de vinos dulces y
semidulces, el alcohol y el azdcar residual son los elementos dulces que
contribuyen a contrarrestar la acidez: dulzor (alcohol + azicar) <——=> acidez

Este ultimo balance indica que cuanto mas rico es en azucar, mas alcohol
necesita el vino para contrarrestar la acidez y ser armonioso. El dulzor de los
azucares necesita ser compensado por el calor del alcohol. El alcohol no tiene un
efecto neutralizador sobre la acidez. Los tres factores -grado alcohdlico, dulzor,
acidez- estan relacionados en un balance tripartito (Figura II-1). Una inadecuada
acidez o un exceso de dulzor hace que el vino se perciba flojo, como un jarabe y con
poco estructura. El aspecto aromatico del vino también esta relacionado puesto
que un soporte estructural (alcohol/dulzor/acidez) armonioso se complementa
con un aroma armonioso. Por ejemplo: un defecto en el balance puede ser
enmascarado por un aroma fino e intenso; por otro lado, los defectos en la

estructura se notan mas cuando el aroma es pobre.
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Figura II-1 Balance tripartito en vinos blancos (Peynaud modificado, 1996).

I1.4.3 El balance de olores

En el aroma del vino joven o en su bouquet, cuando es afiejado, existe
siempre una nota sensorial dominante, pero la mezcla de olores balanceada resulta
en una sensacion aromatica diferente, producto de la interaccion entre los mismos.

La ley que gobierna este balance ain no ha sido completamente definida.
En una mezcla de olores algunos pueden ser detectados, otros se pierden en la
mezcla y no se detectan, otros se enmascaran entre si transformandose en
inidentificables o su efecto no supera el umbral de deteccién (Peynaud, 1996).

La mezcla de olores constituye un sistema complejo en el que cada
sustancia contribuye a formar un aroma particular. Sin embargo, se puede
describir algunas reglas empiricas: las intensidades de olores individuales que se
combinan resultan en un aroma mas intenso (efecto aditivo). También puede darse
un efecto sinérgico: la mezcla de olores tiene un umbral de detecciéon mas bajo que
la suma de los individuales. Otra regla se refiere a la identificaciéon y combinacién
de olores: cuando olores similares en caracter pero diferentes en intensidad se
mezclan, pueden detectarse por separado, de acuerdo a cual se enfoca la atencidn.

Hay otras sustancias odorantes que se enmascaran o neutralizan: un olor a
igual o mayor concentraciéon que otro puede borrarlo y no ser percibido si el
primero es mas fuerte (Peynaud, 1996).

Ademas, las sustancias fijas que constituyen el extracto del vino, también

afectan la intensidad del aroma. El alcohol, puede tener un efecto supresor o
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intensificador de aromas. De esto también deriva un tipo de balance entre los
aromas frutales y los aromas derivados de la uva, del pasaje por madera y de los
taninos debido a los fenoles: los taninos enmascaran los aromas frutales; y puede
haber, entonces, vinos con un aroma particular de la variedad, vinos con excesivo
aroma fendlico, vinos balanceados con taninos suficientes para ser guardados que

a la vez retienen la frescura del aroma primario (Peynaud, 1996; Goldner, 2008).
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CAPITULO I11

Vinos de frutas

Descripcion de la materia prima
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I11.1 Obtencion de vinos de frutas. El proceso de Vinificacion

En esencia, las bebidas alcohdlicas son soluciones aromatizadas de etanol,
derivadas de numerosos sustratos, que pueden ser cereales, uvas u otras frutas, o
carbohidratos en general (Lee, H.S. and Castell, 2001). La mayor parte del vino se
elabora a partir de uvas y a menos que se especifique otra fuente, la palabra vino
se refiere al producto que resulta de la fermentacion del jugo de uva (Brown, C.M.,
Campbell, L.and Priest, 1989); a las bebidas procedentes de otras frutas se las
denomina con la palabra vino seguida del nombre de la fruta, por ejemplo, vino de
manzana, de naranja, de maracuy3, etc (Lopez C., G. Ramirez, A. Mejia, 2002).

La CEE define los vinos de frutas de la siguiente manera:

“Vino de fruta: bebida alcohdlica obtenida por la fermentacién parcial o completa de
jugos de frutas frescos, jugo concentrado o reconstituido; o macerado de pulpa con la
adicion de agua, azicar o miel. Finalizada la fermentacién se puede adicionar jugo
fresco, concentrado o reconstituido”.

“Los vinos de frutas tendrdn una concentracion alcohdlica comprendida entre 8 y 14
% (gramos / 100 mL). Pueden ser sin carbonatar o carbonatados por la inyeccién de
CO2 o por fermentacion secundaria.” (Jarvis, 1996).

En cuanto al proceso de elaboraciéon de estos vinos y del de naranja en
particular muchos trabajos han sido reportados en los ultimos afios (Corazza M.L.,
Rodrigues D.G.& Nozaki, 2001; Fan et al., 2009; Ferreyra, 2006; Schvab, 2006; Selli,
Cabaroglu, & Canbas, 2004; Stefani et al., 2014). Todos estos trabajos apuntan al
desarrollo, mejoramiento y caracterizacion del producto a través del proceso
biotecnoldgico, el analisis instrumental y sensorial del mismo; asi como también
se ha dedicado mucho interés al proceso de clarificacion y su relaciéon con la
fraccion aromatica del vino.

En general el vino de naranja involucra las siguientes etapas para su
obtencidn: extraccidon del jugo, preparacion del mosto, fermentacion alcoholica,
trasiego, clarificacion y conservacion (Corazza M.L. Rodrigues D.G.& Nozaki,

2001).
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I11.2 Descripcion de los frutos citricos

Los frutos citricos, entre los que se destaca la naranja, se incluyen dentro de
la clasificacion botanica de las Rutaceas, subfamilia Aurantioideas, en la que se
incluye el género Citrus del que se deriva su nombre genérico y cuyas especies mas

importantes se especifican en la Tabla III-1 (Ladaniya, 2008)

Tabla 0-1 Clasificacion de los frutos citricos.

Naranja Dulce Citrus sinensis L
NARANJAS Naranja Amarga Citrus aurantium L
Mandarina Citrus reticulata
MANDARINAS Clementina Clltrus retlctlilata
Satsuma Citrus unshiu
Tangerina Citrus deliciosa
POMELOS Pomel.o Cl:trus grandz:s'
Toronja Citrus paradisi
Limoén Citrus limonum
LIMONES Lima Citrus aurantifolia
Cidra Citrus medica L.
Fortunela 0
OTROS CITRICOS . Fortunella japonica
Kumcuat

I11.2.1 Descripcion y estructura del Fruto:

El fruto de los citricos recibe el nombre de hesperidio. Es
una baya policarpelar, formada por tres secciones: Cascara o
corteza: a) Epicarpio, denominado también flavedo, es la
epidermis externa y coloreada del fruto. Aqui se ubican
pigmentos y glandulas de aceites esenciales. b) Mesocarpio, parenquimatico, de
constitucion esponjosa, denominado también albedo por ser blanco, y que esta
intimamente unido al flavedo. Endocarpio: de consistencia membranosa,
constituye toda la masa de pulpa carnosa comestible. En ella encontramos distintas
porciones o mericarpios llamados cominmente “gajos”. Cada gajo corresponde a
un carpelo y esta rodeado por una membrana carpelar. En su interior encontramos
las vesiculas formadas por células de paredes finas, llenas de jugo, y las

semillas(Ortiz, 2002).
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II.2.2 Caracteristicas de las naranjas de la var. Valencia Late

Su origen no es bien conocido, se cree que proviene de Portugal donde
aparecio hace mucho tiempo. Primeramente recibié el nombre de Excelsior, Rivers
Late, Hart Late o Hart’s Tardifs hasta que en 1987 se le dio el nombre de Valencia
Late. (Ladaniya, 2008)

Son naranjas muy jugosas y dulces, con un grado mas de acidez que la Navel
lane late. Su tamafio es un poco menor que el de éstas, es decir, son de tamafio
mediano y de forma redondeada. Su corteza es muy anaranjada y, aunque fina, a
veces algo rugosa. La pulpa tiene buen y agradable color, con un alto contenido en
zumo de atractivo color y sabor, en ocasiones ligeramente mas acido que otras
variedades de naranja. Suele ser una naranja mas orientada al jugo, ya que la piel
que envuelve los gajos es muy dura, pero puede servir también para mesa. Su
contenido en semillas es practicamente nulo, pues suele presentar de dos a cuatro
semillas como maximo (Ladaniya, 2008).

Las naranjas Valencia Late son una de las variedades mas importantes a
nivel mundial, cuya principal caracteristica es su elevada cantidad de jugo
(Ladaniya, 2008), datos reportados por Schvab, (2006) muestran rendimientos en
jugo superiores al 50% a lo largo de 12 semanas de monitoreo, los valores medios
de sus principales parametros analizados en el jugo fresco natural en ese mismo
periodo de tiempo por este autor reportan un pH de 3,40+0,18; s6lidos solubles
10,39+0,44; acidez total (% 4acido citrico anhidro) 1,028+0,026; azlcares
reductores directos (g/100 ml jugo) 3,84+0,35; acido ascérbico (mg/100 ml jugo)
112,94+1,32.

Segun (Lombard, 1999) el jugo de naranjas presenta caracteristicas sapido -
aromaticas agradables cuando la acidez alcanza valores del 1% y el pH 3.5,
comparando con esto y lo reportado por Schvab, 2006 se puede ver el gran

potencial de esta variedad.
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CAPITULO IV

Justificacion

Objetivos y Plan de Trabajo
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IvV.1 Justificacion

Desde hace algunos afios la actividad citricola Argentina viene asistiendo a
una baja en las exportaciones; en el afio 2013 las mismas fueron inferiores a las del
2012 y estas a las del 2011, esto sumado a factores climaticos adversos y a los
imperantes aumentos en dolares de insumos y servicios con fuerte efecto en la
mano de obra han afectado negativamente a la competitividad del sector. A su vez
se le han venido presentando nuevas barreras al comercio, algunas de ellas como
efecto colateral de la politica internacional a nivel pais; tendencia que se viene
repitiendo en los ultimos seis afios (Federcitrus, 2014).

Este contexto, reafirma la necesidad de desarrollo de nuevos productos, ya
que actualmente, no hay respuestas en el sector citricola para la industrializacién
de los excedentes de la produccion, que no sean la transformacién de la fruta en
jugo y sus subproductos o la elaboraciéon de mermeladas o vinos a nivel artesanal.

En el afio 2008 desde el Departamento de Ciencias de los Alimentos de la
Facultad de Ciencias de la Alimentacién se genero un proyecto PICTO-UNER que
estudio la factibilidad técnica y econdémica para la elaboracién de bebidas
alcohdlicas por biotransformacion del jugo de naranjas; el mismo planteaba la
posibilidad de comenzar con el desarrollo de un producto innovador: “Vino
espumante de naranja” que oficie como una alternativa tecnolégica novedosa, ya
que actualmente este tipo de bebidas encuadran bien dentro de las preferencias de
los consumidores. Este proyecto ademas se presenté como una continuacién a la
linea de trabajo de este departamento en el que se han desarrollado dos tesis
doctorales relacionadas a la obtenciéon de “Vino de Naranja” y proyectos de
investigacion relacionados a la obtencion de “Vinagre de jugo de Naranja”, en todos
estos casos la materia prima seleccionada fue la naranja de la variedad
Washingnton Navel, sin embargo para la obtencién del Espumante de Naranja se
propone investigar otra variedad, la Valencia Late, dada las caracteristicas sapido-
aromaticas de la misma.

Esta propuesta se basé en los resultados de estudios previos hechos para la
seleccion de la materia prima, donde se realizaron ensayos de vinificaciéon

utilizando las dos variedades: W. Navel y Valencia Late y se caracterizaron ambos
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vinos; resultando mas apropiado para una segunda fermentacion por sus
caracteristicas enologicas y sensoriales el “Vino base de la var. Valencia”.

Si bien este vino base var. Valencia present6 parametros enoldgicos
adecuados para una segunda fermentacion (12,80+0,57°GL; pH:3,44; azucares
totales (%):1,10+0,14; azucares reductores(%): 0,91+0,12), como resultado de la
evaluacion sensorial se vio que la turbidez exhibida por el vino influyé en el
atributo “aspecto” dada su baja valoraciéon por parte de los panelistas en la
evaluacion sensorial; a su vez el andlisis fisicoquimico realizado no detect6 la
presencia de pectinas solubles, por lo que esta turbidez se atribuyé probablemente
a pectinas insolubles (Stefani, A. Cayetano Arteaga, M.C., Ferreyra, Maria M,
Schvab, M., Solda, C., Tonello, 2009).

Esta situacion de falta de clarificacion natural y espontanea del vino base
hizo pensar en la necesidad de mejorar esta caracteristica de calidad antes de
someterlo a una segunda fermentacion, por lo que se comenz6 con ensayos de
clarificacién al vino base de naranja, donde se probaron los siguientes agentes
clarificantes: bentonita, gelatina y caseina, cada uno a tres concentraciones; la
primera, la recomendada para vino blanco, otra 50% mas concentrada y otra 50%
mas diluida, concluyendo que la bentonita y la caseina clarifican en forma similar
(Tonello, J., Solda, C., Ferreyra, 2009).

Segun los trabajos de (Puig-Deu, M., Loez-Tamames, S. Buxaderas, M.C,,
1999; Vanrell, Guillem., Canals, R., Esteruelas, M., Fort, F., Canals,].M, Zamora,
2007), la decision sobre la metodologia de clarificacion es muy importantes, ya que
esta puede afectar los aromas, la untuosidad y la calidad de la espuma en los vinos
espumantes.

Por lo expuesto anteriormente en la presente tesis se plantea desarrollar el
producto “Vino espumante de naranja” ajustando algunas variables del proceso de
vinificaciéon, no analizadas todavia, sobre la base de condiciones previamente
estudiadas y fijadas para el vino de naranja, a los efectos de obtener una mayor
calidad del producto, estudiar ademas la etapa de clarificacién y su efecto sobre la
calidad global del mismo haciendo énfasis en los atributos sensoriales y en el
composicion quimica volatil de los espumantes, también se buscara su
caracterizacion atendiendo los diferentes conceptos de calidad requeridos para

este tipo de productos.
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1V.2 Objetivos

IV.2.1 Objetivos generales

Desarrollar el producto “Vino espumante de naranja” adaptando el método
tradicional (Champanoise).
Definir el perfil quimico y sensorial del mismo en funcién de los diferentes

tratamientos aplicados para su obtencidn.

IV.2.2 Objetivos especificos

1. Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas y composicién volatil del vino
base y los vinos espumantes de naranja.

2. Estudiar la influencia del proceso de clarificacidon sobre el perfil sensorial,
fisicoquimico y volatil de los espumantes.

3. Seleccionar los métodos analiticos para el estudio de la fracciéon
aromatica del vino y los espumantes de naranja (condiciones de extraccion,
aplicacion de técnicas selectivas (GC-MS).

4. Estudiar las posibles correlaciones entre las caracteristicas fisico-

quimicas y las caracteristicas sensoriales del espumante.

IV.3 Plan de trabajo

A los efectos de alcanzar los objetivos propuestos y lograr caracterizar el
nuevo producto: "espumante de naranja" se seguira el siguiente plan de trabajo:
1. Relevamiento bibliografico a modo de conocer el estado de avance cientifico en
el tema de investigacién, asi como las tendencias a futuro en el mismo, enfatizando
especialmente en publicaciones especificas.
2. Desarrollo del producto:
2.1 Seleccién de la materia prima a utilizar, esto es la variedad de naranja mas
adecuada en funcidn de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del jugo de

las mismas.

24



2.2 Caracterizacion del jugo de la variedad de naranja seleccionada segun
parametros fisicos y quimicos.

2.3 Seguimiento del proceso de primera y segunda fermentacidn, con especial
énfasis en la etapa de clarificacion espontanea y natural al final del segundo
trasiego (obtencién del vino joven), con aplicacién de diferentes métodos de
clarificacion y su efecto sobre los parametros de calidad.

2.4 Una vez obtenido el “vino joven” se efectuaran las determinaciones fisico-
quimicas y sensoriales correspondientes.

2.5 Estudio de la influencia de las variables de proceso.

Los resultados se trataran estadisticamente mediante un disefio experimental que
permitird evaluar las condiciones de proceso y definir las caracteristicas de calidad
del producto.

Las metodologias empleadas para cada una de las actividades planteadas en el plan

de trabajo seran desarrolladas en los capitulos correspondientes.
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CAPITULO V

Desarrollo de Vino espumante de
naranja var Valencia Late.
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V.1 Desarrollo del Vino espumante de naranja var Valencia.

V.1.1 Introduccion

Como se ha mencionado antes, en los dltimos afios se ha dado un énfasis
muy especial al disefio de productos en general y de alimentos muy en particular;
innovar y disefiar productos con caracteristicas que lo hagan atractivo al
consumidor como es el caso de los “specialities” (productos diferenciados de alto
valor unitario, elaborados con técnicas apropiadas), es la premisa para lograr
competitividad, al ofrecer en el mercado un producto casi Unico con el maximo
nivel de calidad (Tito, G., & Cattaneo, 2000). Howley, M. and Young, (1992),
expresaban que es una tendencia mundial que el mercado acepte con agrado
bebidas alcohoélicas obtenidas a partir de materias primas novedosas.

En la actualidad en USA, Canadd y Latinoamérica existen registros de
numerosas frutas empleadas para vinificar, incluyendo en muchas de ellas
especies exoticas. Si bien no todos estos vinos son comerciales, muchos apuntan a
proyectos de construccién social de productos tipicos con agricultores familiares;
este es el caso del fermentado de ciruela de Berisso o “vino de Ciruela” como lo
denominan los vifiateros de esa provincia de Buenos Aires (Velarde, 2012) o el
caso de la Aloja, bebida de algarrobo tipica de la region del NOA (Noroeste
Argentino), o los vinos de mandarinas elaborados por oriundos de San Juan, La
Rioja y Mendoza. En Brasil la utilizacion del cacao, cupuassu, gabiroba, jaboticaba,
ombu (Duarte et al., 2010) y actualmente del mirtilo, fruta que forma parte del
grupo de las berries como la mora, la frambuesa y el arandano (Fachinelo, 2008).
En Espafia el BURNAJ un vino espumoso cuyo nombre de fantasia tiene origen en la
abreviaciéon de las palabras burbujas de naranja; se obtiene por doble
fermentacion de zumo 100% natural de naranjas y se elabora segun el "Método
Tradicional" o "Método Champenoise”, (“Burnaj-Espumoso de Naranja,” 2012).

En Argentina, actualmente, se encuentra disponible en el mercado el
MOSSBERRIES un “burbujeante” de arandanos como lo denomina la empresa que
lo desarrollo y también es obtenido mediante la adaptaciéon del método

Champenoise.
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V.1.2 ;Qué es el vino espumante?

Podemos definir a los espumantes como un tipo de vino que requiere un
método especial de produccidén, para dar por resultado un producto de alto valor
agregado, altamente estimado en todo el mundo (Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo,
2009). Si bien existen diferentes métodos de elaboracién de este producto, la
obtencién de Champagne por el “méthode traditionnelle” consiste en dos etapas
realizadas principalmente por las levaduras e implica la transformaciéon de los
azucares en alcohol y CO2, esto es, una primera fermentacion alcohodlica (de uva
mosto a vino base) y una segunda fermentacidn alcoholica en botella o “prise de
mousse” del vino base a Champagne (Cilindre, Liger-Belair, Villaume, Jeandet, &
Marchal, 2010)

En el caso del Cava, que es el vino espumoso obtenido en una region
determinada de Espafia (98% en Cataluiia) y que se obtiene mediante la aplicacién
de la metodologia tradicional de la champafa, la calidad final del mismo esta
intimamente relacionada a la calidad del vino base (Bosch-Fusté, J., Riu-Aumatell,
M.,Guadayol, J.M., Caixach, J..Lépez-Tamames, E. Buxaderas, 2007); en el caso de
estos vinos la elaboracion del vino base es muy esmerada, y se realiza de la misma
forma que cuando se quiere conseguir un vino blanco afrutado de calidad. Al
contrario que en la Champaiia, el vino base de los Cavas podria ser consumido
como un vino tranquilo de calidad, mientras que en la Champafia es casi siempre
imbebible por la escasa maduracion de la uva debido al clima de la nortefia regién
francesa (del Castillo Garcia, 1993).

En un espumante producido con la tecnologia tradicional de elaboracién, el
vino base debe presentar caracteristicas tipicas como color palido, aroma frutal,
bajo contenido en azucar residual, moderado contenido en alcohol, acidez volatil
baja, suficiente concentraciéon de oxigeno para el crecimiento de las levaduras y
haber estado sometido a estabilizacidon tartarica (Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo,
2009; Pozo-Bayon et al., 2009; Torresi, Frangipane, & Anelli, 2011). La norma
BOE189278:37587-93, 1991 recomienda como apropiado para la elaboracion de
espumantes las siguientes caracteristicas en un vino base de uva: graduacion
alcoholica adquirida: minima 9,5%(v/v); maxima 11,5% (v/v), acidez total minima

5,5 g/L, acidez volatil total (en acido acético) inferior a 0,50 g/L pH: minimo 2,8-
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maximo 3,3 y para el producto final Cava graduacién alcohélica adquirida: minima
10,8%(v/v); maxima 11,8% (v/v), acidez total minima 5,5 g/L, pH: minimo 2,8-
maximo 3,3, extracto seco no reductor: minimo 13-maximo 22 g.L-1, anhidrido
sulfuroso total <160mg.L-1, cenizas entre 0,70 -2,0 g.L-1 y sobrepresiéon >3,5 bar.
Estos parametros estan relacionados tanto con la calidad higiénico-sanitaria como
también con los atributos sensoriales en el vino, asi se puede definir el aporte de
cada uno de estos compuestos tanto a la calidad fisicoquimica como organoléptica
del espumante y sus valores para la obtencién de un espumante de calidad:

-La graduacién alcohélica tiene por finalidad dar cuerpo, equilibrar aromas y

contribuir a la estabilidad.

-El pH: no tiene una relacién directa con la acidez total pero es un factor de
estabilidad

-La Acidez total: Da estructura y estabilidad, contribuye notablemente al equilibrio
gustativo.

-La Acidez Volétil: un valor elevado evidencia un vino mal elaborado o mal

conservado es un factor muy negativo, tanto para la nariz como para la boca.

-Los Azucares totales: es la suma de glucosa + fructosa; por encima de 1g denota
algin problema en la fermentacién del mosto.

-El Anhidrido sulfuroso total: estabilidad quimica (antioxidante) y microbiolégica.

Un exceso puede impedir la fermentacién, producir olores y sabores extrafios.
Puede haber provocado un aumento del etanal. Por debajo del nivel recomendado
puede comprometer la estabilidad del color (50-75 mg/L).

-El Glicerol: da suavidad al paso de boca, extracto y equilibrio. La cantidad de
glicerol, tanto del vino base como del cava depende de las condiciones de
fermentacion (concentracion de azucares, fuente de nitrogeno y oxigeno sobre

todo) contribuye también a la estabilidad aromatica.

V.1.3 Produccion de vino espumante por el Método tradicional

Las etapas especificas para la obtenciéon de espumantes cuando se emplea el
método Champenoise son las que se muestran en la Figura V.1; en las que una vez
obtenido el vino base, vino tranquilo o cuvee el mismo es adicionado de una

soluciéon llamada licor de tirage, compuesta por levaduras seleccionadas
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(responsables de la segunda fermentacion), azticar, mosto corregido o no, o mosto
parcialmente fermentado en las proporciones correctas para lograr la presién de
CO2 deseada (Zoecklein, 2002), en esta etapa ademas son adicionadas pequefias
cantidades de bentonita (alrededor de 3g/hL) con el objetivo de facilitar la
floculacion y posterior remocién de los posos o sedimentos y diéxido de azufre
para prevenir efectos dafiinos del oxigeno y degradacion biologica (Martinez-
Rodriguez, A.]., & Polo, 2003; Torresi et al,, 2011).

Una vez que el vino base fue embotellado el mismo debe ser almacenado en
“rima” en lugares especialmente preparados (condiciones frescas con minimas
variaciones de temperatura y poca luminosidad) para que ocurra la segunda
fermentacién o toma de espuma, en la que el CO2 es producido y estabilizado.
(Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo,E., 2009). La velocidad de la segunda
fermentacion depende de la levadura, la temperatura y la quimica del vino base,
sin embargo a temperaturas entre 12 y 152C la misma ocurre entre 0,5 y 1,5 meses
(Torresi etal., 2011)

Completada la segunda fermentacién, comienza el proceso de crianza o
afiejamiento por contacto prolongado con las borras, es durante este periodo que
el espumante madura desarrollando el aroma y caracteristicas finales del mismo.

Este proceso que esta relacionado a la autolisis de las levaduras se define
como la hidrdlisis de los biopolimeros intracelulares por las enzimas endégenas de
la misma e implica la liberacién de varios compuestos intracelulares como
aminoacidos, péptidos, proteinas, polisacaridos, derivados de acidos nucleicos y
lipidos con efecto positivo sobre la calidad del vino espumoso (Alexandre, H., &
Guilloux-Benatier, 2006)

Después del periodo de envejecimiento, que puede durar desde unos pocos
meses a varios afos, el procedimiento de “remuage”, remocion de los sedimentos
por gravedad hacia el cuello de la botella es llevado a cabo; las botellas colocadas
en pupitres, se van girando manualmente 1/8 de vuelta por un periodo de 15 dias
y se va aumentando gradualmente la inclinacién de los pupitres hasta que las
botellas queden perpendiculares al suelo (Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo, 2009).

Una vez que los sedimentos fueron transportados (removidos)
completamente al cuello de la botella y el espumante estd completamente claro, las

botellas se encuentran listas para el degiielle o “dégorgement”, en esta etapa el
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espumante es refrigerado entre 4-102C con el objetivo de evitar fugas de COz; la
etapa de degiielle propiamente dicha consiste en sumergir el pico de la botella en
bafio criogénico con una solucién de glicol o cloruro de calcio, para congelar el
sedimento atrapado en el opérculo; a continuacion se coloca el cuello plano, se
descorcha y la presion del interior de la botella automaticamente expulsa el
opérculo y el tapdn de hielo.

Después de eso la botella se completa con licor de expedicion, o solucion de
dosificacién; una mezcla compuesta por vino, azucar, brandy, SO, acido citrico,
sulfato de cobre; una formulacién diferente para cada empresa. Finalmente la
botella es cerrada con tapdn de corcho y asegurada con tapdn de alambre fijado al
cuello de la misma (Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo, 2009)

La cantidad de azdcar agregada en el licor de expedicién clasifica a los
espumantes de acuerdo a su dulzura en siete tipos, Nature: menos de 3 g/L, Brut
Nature: menos de 7 g/L, Extra Brut: menos de 11 g/L, Brut: menos de 15 g/L,
Demi Sec: de 15 a 40 g/L, Dulce: mas de 40 g/L, Extra Dulce: mas de 60 g/L (“INV-
Resolucion N° C. 6/2013,” 2013).

El producto final es un vino especial tipificado por su efervescencia o
perlage, por la apariencia de su espuma y por sus caracteristicas sensoriales.

La efervescencia representa un punto critico para la calidad de los
espumante, actuando como carrier o transportador de los aromas, al arrastrar en
las burbujas junto al CO2 compuestos odorantes (Obiols, J. M., de la Presa-Owens,
C., Buxaderas, S., Bori, ]. L., & de la Torre-Boronat & C, 1998) por otra parte la
espuma que es sin duda una de las caracteristicas sensoriales mas importante
para los consumidores, puede ser definida de calidad cuando forma un anillo por
una liberacion lenta de las pequefias burbujas de CO2 desde la profundidad del
liquido, formando una corona sobre la superficie del vino de dos o tres filas de
profundidad que lo cubre por completo (Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo, 2009).

La calidad sensorial del producto final esta asociada entonces al proceso de
afiejamiento; ya que es durante la crianza que se produce la autodegradacién
enzimatica de los constituyentes celulares de las levaduras, en la cual se liberan
compuestos al vino que pueden modificar significativamente su composicion final

(Alexandre, H., & Guilloux-Benatier, 2006; Charpentier, C., Feuillat, 1993).
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Este proceso tiene lugar al final de la fase de crecimiento estacionario y
esta asociado a la muerte celular (Babayan, T. L., & Bezrukov, 1985; Charpentier,
C., Feuillat, 1993); se estima que la misma comienza entre los dos y cuatro meses
después de terminar la segunda fermentacion en botella (Todd, B. E. N., Fleet, G. H,,
& Henschke, 2000), se desarrolla tan solo en unas horas cuando las condiciones
son 6ptimas (Fornairon-Bonnefond, C., Camarasa, C., Moutounet, M., & Salmon,
2002), sin embargo en las condiciones del vino base- pH~3-3,5; temperatura~ 10-
159C; etanol~10% y elevada presion de COz)-se dilata en el tiempo durando
varios meses o hasta afios (Tudela, R, Gallardo Chacon, ].J., Rius, N., Lopez-

Tamames, E.,& Buxaderas, 2012).

—l— =

Toma de espuma o
Segunda fermentacion

~

Embotellamiento

Vino base o cuvee

%%/M% - 68%

Degiielle

A —

expedidon

Producto final

Figura V-1 Etapas especificas para la obtencion de vinos espumantes.
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V.1.4 La matriz jugo de naranja

El jugo de naranja es una matriz compleja compuesta principalmente por
azucares, acidos organicos y compuestos fenolicos los cuales son utilizados como
indices de madurez y como medida indicadora del flavor de la fruta (Kelebek, Selli,
Canbas, & Cabaroglu, 2009). Estos compuestos estan presentes en un jugo estandar
en un rango que va desde 20-50 g/L para glucosa, 24-40 g/L fructuosay 10-50 g/L
para sacarosa (Schottler, 2002)

Dentro de los acidos volatiles el malico y el citrico son los mayoritarios, se
encuentran en una concentracion media de 1,7 g/L y 9,4 g/L; trazas de benzoico,
oxalico y succinico también han sido reportados (Karadeniz, 2004).

El 4cido ascorbico es, por su accién vitaminica y antioxidante, el compuesto
con acciéon nutricional mas importante del jugo de naranja. Se considera que 200
mL de jugo de naranja en promedio aportan aproximadamente el 100% de la dosis
diaria recomendada de vitamina C (60 mg) (Schvab, 2006).

El contenido de sustancias nitrogenadas en los jugos de naranja es muy
pobre. El nitrégeno total generalmente aumenta con la madurez de la fruta, pero su
valor siempre esta dentro del rango de 0,068 a 0,120 g/100 mL (Kimball, 1991;
Schvab, 2006).

El color de los jugos de naranja, es un importante atributo de calidad, esto
se debe principalmente a los carotenoides; también fuente de pro-vitamina A, a
través de su contenido especialmente en (-caroteno (Pupin, A.M., Dennis, M.]. and
Toledo, 1998).

Dentro de los constituyentes importantes a los que se les ha prestado
atencion en los dltimos afios por su importante rol en la capacidad antioxidante en
los frutos citricos estan los compuestos fenolicos (Kelebek et al, 2009; S.
Gorinstein, R. Haruenkit, Y.S. Park, S.T. Jung, Z. Zachwieja, 2004). Los acidos
fenolicos y las flavononas son los principales compuestos fenolicos de los jugos de
naranja. El acido fendlico mas importante del jugo de naranjas es el acido
hidroxicinamico y sus derivados: feldrico, sinapico, caffeico, y clorogénico (Kelebek
et al., 2009; P. Rapisarda, G. Carollo, B. Fallico, F. Tomaselli, 1998). Las flavononas
existen como glicosidos; la glicosilacion tiene lugar en la posicién 7 ya sea como

rutinosa o neohesperidina (P. Rapisarda, G. Carollo, B. Fallico, F. Tomaselli, 1998; Z.
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Aturki, V. Braudi, 2004). La hesperidina y narirutina son conocidas como los
principales flavonoides del jugo de naranja, incluyendo didymin, neohesperidina y
naringina (Gattuso, G., Barreca, D. Garguilli, C.,, Leuzzi, C., Coristi, 2007). Las
flavononas de la naranja especialmente la hesperidina muestran una amplia gama
de propiedades terapéuticas, antiinflamatorias, anti hipertensivas, diuréticas y
analgésicas (Merken,H.M., Beecher, 2000; Z. Aturki, V. Braudi, 2004). Este
citroflavonoide debe su principal accién al aumento de la capacidad antioxidante

de la vitamina C.

Otro de los componentes de los frutos citricos con importancia tecnolégica
son las pectinas; las mismas son un elemento estructural de la pared celular
primaria y de la lamina central de los tejidos merismaticos y parenquimaticos;
usualmente se encuentran grandes cantidades de pectina en la ciscara de los
citricos, tanto en el albedo como en el flavedo, que contienen cada uno entre un 20
y 40% de pectina en relacién a la sustancia seca; la pulpa de la fruta contiene solo
entre un tercio y una cuarta parte de estas cantidades, pero aun asi sigue siendo
significativa (Schottler, 2012).

Su conocimiento y comportamiento son importantes en la fabricacién de
jugos citricos ya que estan relacionadas a la estabilidad de los mismos, la pectina
estabiliza la turbidez (mezcla de particulas en suspensién que contienen lipidos,
proteinas, pectinas, celulosa y hemicelulosa) proveniente en su mayor parte de la
ruptura de las células de la naranja durante la extraccién (Klavons, J.A., Bennett,
R.D. and Vannier, 1994) ayudando a mantener la pulpa en suspensidn; esto a su
vez esta relacionado con la viscosidad de modo que su desestabilizacién conlleva a
la perdida de viscosidad (Schvab, 2006).

El desarrollo de la tecnologia enzimatica ha permitido a los productores de
jugos naturales implementar la extraccion y clarificacion mediante la utilizacion de
enzimas; la despectinizacion de los zumos mediante el uso de enzimas
pectinoliticas ha sido presentada como una alternativa efectiva para evitar o
reducir la turbidez (Landbo, Kaack & Meyer, 2004).

Las enzimas pectinoliticas mayormente utilizadas en la industria de zumos
de frutas y en la produccién de vinos provienen mayoritariamente de hongos
filamentosos, principalmente Aspergillus niger spp. (Castagnini, 2014), las ventajas

que ofrece el uso de este microorganismo son su rapido crecimiento, la produccién
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extracelular de las enzimas pectinoliticas, y otras enzimas que forman un complejo
multienzimatico efectivo para las operaciones requeridas y finalmente que el
A.niger es aceptado por la FDA como un microorganismo GRAS (Generalmente

Regarded as Safe) (FDA, 2007)

V.1.5 Influencia de los coadyuvantes de tirage y del proceso de
clarificacion en la obtencién de un espumante de calidad.

Al igual que la materia prima, los parametros fisico-quimicos, las practicas
vitivinicolas y las levaduras empleadas, afectan la calidad sensorial del vino
resultante; también influye el proceso de elaboracion y concretamente la etapa de
clarificacion.

La clarificacién es una etapa muy relevante en la elaboracién de vinos, ya
que tiene impacto en la calidad del producto, tanto en el aroma como en el color y
la estabilidad fisica (Olivero, R. E.,Aguas & Cury, 2011), esta operacion por lo tanto
esta muy relacionada a dos factores responsables de la eleccién del producto por
parte de los consumidores (Bosch-Fusté, ], Riu-Aumatell, M. Guadayol, ].M,,
Caixach, ], Lopez-Tamames, E.,Buxaderas, 2007).

A continuacion se describe el rol de cada uno de estos factores para la

obtencion de un espumante de calidad.

V.1.6 Las levaduras para la segunda fermentacion

Las levaduras que llevan a cabo la segunda fermentacién deben satisfacer
una serie de caracteristicas adicionales compradas con las que realizan la primera
fermentacion, ya que la misma ocurre en condiciones muy particulares para la
levadura: Capacidad para fermentar a baja temperatura (12-182C), resistencia al
etanol ya que el vino base presenta alto contenido (alrededor de 10%v/v), baja
actividad fermentativa o baja velocidad de fermentacion para mejorar la calidad
del vino; un ratio lento de fermentaciéon ayuda a obtener una mejor espuma y
bouquet, alto potencial de floculacion, con el objetivo de facilitar su eliminacién

desde la botella (Bidan, P., Feuillat, M., & Moulin, 1986; Martinez-Rodriguez, A. ].,
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Carrascosa, A. V., & Polo, 2001; Torresi et al., 2011), bajo estas condiciones solo S.

cerevisiae puede crecer y fermentar.

V.1.7 Tratamientos de Estabilizacion

Segun (Delfini, C, Formica, 2001) la estabilizaciéon es el conjunto de
practicas enolégicas que contribuyen a preservar las cualidades del vino a lo largo
del tiempo, evitando enturbiamientos por acciébn de microorganismos,
temperaturas y oxidaciones, para evitar efectos no deseados, apoyandose tanto en

procedimientos quimicos como fisicos.

V.1.8 La clarificacion

La limpidez es una de las cualidades exigidas por el consumidor; representa
el primer contacto con el vino y una de las satisfacciones de la vista. También
constituye la garantia del respeto de las cualidades gustativas no perturbadas por
particulas en suspensién o precipitados (Riberau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A.,
2003); el tratamiento de clarificacién del vino pasa a ser por tanto de suma
importancia en el proceso de elaboracion, (Balik, 2003; Hsu, 1987) y se realiza
para reducir o eliminar la concentraciéon de uno o mas compuestos indeseables, y
con ello evitar problemas como la quiebra proteica, turbidez o colores no deseados
(Vanrell G.,Canals R.,Canals ].M., 2004).

Una vez completa la fermentacién alcohélica, el vino se convierte tanto en
una solucién como en una suspension coloidal. La densidad de particulas, que
encierra el vino, las fuerzas eléctricas de repulsiéon y los fendmenos de difusion
conducen a una muy lenta o insuficiente clarificaciéon espontanea (Marchal, R,
Lallemand,A.Jeandet,P.,& Establet, 2003); ademas la sedimentacién natural,
centrifugacion y clarificacion con filtros de aluvionado no protegen a los vinos
contra la neblina coloidal; por esta razon es comun utilizar agentes clarificantes
tanto organicos como inorganicos para limpiar y estabilizar vinos blancos.
(Marchal, R, Lallemand,A.,Jeandet,P.,& Establet, 2003).

En el caso de los vinos espumosos obtenidos por el método champenoise,
después de la segunda fermentacion durante el periodo de afiejamiento los mismos
permanecen en contacto con las lias de las levaduras, las mismas liberan proteinas
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y otros compuestos que tienen un efecto positivo en la formaciéon de espuma
Rodriguez, Carrascosa, Martin- Alvarez, Moreno-Arribas, & Polo, 2002; Todd, Fleet,
& Henschke, 2000), de hecho, de las diferentes sustancias activas de la espuma, las
proteinas debido a sus propiedades superficiales poseen un rol muy importante ya
que actdan, justamente, como tensoactivas mejorando la estabilidad de la misma
(Vanrell et al, 2007); sin embargo con el objetivo de facilitar el proceso de
removido tanto los fabricantes de champagne como de cava adicionan bentonita al
vino (Torresi etal.,, 2011).

La decisién sobre la dosis de bentonita que se debe emplear es muy
importante, Martinez-Rodriguez, A. ]., & Polo,( 2003) indican que las cantidades de
bentonita utilizadas estan alrededor de los 3g/Hl; segun los trabajos de (Guillou,
C.Aleixandre, J.L., Garcia, M.]., Lizama, 1998), la bentonita en dosis de 50 g/HI
puede eliminar el 7% de acetatos de alcoholes superiores, el 10% de linalol, el 18%
de 2-fenil-etanol y porcentajes ain mayores de esteres de acidos grasos y etanol,
todas estas sustancias aromaticas.

Por este, entre otros aspectos, es que muchos endlogos tienen la inquietud
por entender cuales son los factores que afectan no solo la formacién de espuma
en el vino (Vanrell G.,Canals R.,Canals ].M., 2004) sino también las pérdidas de
estructura, untuosidad y aromas asociadas a la operacion de clarificacion.

Hasta el momento la quimica del proceso de afinado es poco entendida y
por lo tanto no es sorpresa que este proceso sea considerado un arte mas que una

ciencia (Martinez-Rodriguez, A.] & Pueyo, 2009)

V.1.9 Filtracion

Segun (Amerine, M.A. y Ough, 1976) la filtracion es un proceso
complementario a la clarificacién o Unico proceso de clarificacién que consiste en
hacer pasar el vino, aplicando presién a través de filtros de tierra o placas con el
proposito de eliminar coloides en suspension para obtener claridad y brillantez en
el vino.

El empleo de hidrogeles de silice molida como sistema total de clarificaciéon
de los soélidos de las bebidas alcohélicas fermentadas para obtener bebidas

estabilizadas a prueba de opacidad causada por el frio, es ampliamente conocido, y
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ha sido descrito por (Clark, 1980), este articulo refiere el empleo de hidrogeles de
silice fabricados segin determinadas especificaciones para sustituir
completamente al Kieselguhr y/o al Perlite; sin embargo actualmente la utilizacién
de una mezcla de fibra de celulosa e hidrogel de silice ha sido motivo de patente
por parte de Unilever N.V (Unilever N.V., 1994), esta invencion ofrece mejoras en el

uso de filtros con pre-recubrimiento para el tratamiento de bebidas alcohdlicas.

V.1.10Disefio experimental

En las etapas iniciales de una investigacién, muchas veces existe una lista
grande de factores que pueden afectar el proceso. Debido a que es dificil estudiar
muchos factores en detalle simultdneamente, los disefios de investigacién pueden
emplearse para determinar rapidamente cuales factores tienen el mayor impacto
sobre un proceso. (Statgraphics Centurion, 2006)

En la elaboracién de vinos espumosos la estabilizacién post-fermentativa
(clarificacién del vino base) es una etapa critica; en general se busca que sea poco
intensa, ya que no conviene eliminar totalmente las macromoléculas para evitar
posteriores problemas de espuma, ademads una clarificaci6n muy intensa tampoco
es necesaria, ya que durante el tiraje el vino adquiere nuevamente turbidez debido
a la segunda fermentaciéon y al licor de tiraje (Bosch-Fusté, ]., Riu-Aumatell,
M.,Guadayol, ].M., Caixach, ]..Lopez-Tamames, E.,.Buxaderas, 2007).

Para determinar la influencia del filtrado, la bentonita y del tiempo de
contacto de los vinos espumantes de naranja con sus borras se aplicé un disefio de

cribado (2k).

V.2 Objetivos

V.2.1 Objetivos Generales

-Desarrollar el vino espumante de naranja utilizando diferentes condiciones
de proceso.
-Caracterizar el vino base y los vinos espumantes de naranja obtenidos en

las condiciones de trabajo seleccionadas.
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V.2.2 Objetivos especificos:

-Analizar el disefio de clarificaciéon propuesto para la obtencién de los vinos
espumantes de naranja y su influencia en el perfil fisico-quimico y sensorial de los
mismos.

-Estudiar las caracteristicas fisico-quimicas del vino base y de los vinos

espumantes de naranja.

V.3 Materiales y Métodos

Los materiales y materias primas utilizados para la elaboracién del

espumante de naranja son los que se describen a continuaciéon (Tabla V.1):

Tabla V-1 Cantidades de materia prima e insumos utilizados para la obtencion del vino
base y los espumantes.

1. Vino Base:

-195 kg de fruta (100 L de jugo de Naranja var Valencia Late)

- 15 kg de azticar comercial
- 2 ml ROHAPECT (200 ppm)

- 150 ppm de Metabisulfito de Sodio
1.1Preparacion del inoculo:

- 200 mL de jugo

- 10 g de levadura comercial ALG 804)

- 2 gde KH,P0O4

-7,2gdeurea

-0,12 g de CINa

-0,06 g de SO4Mg.7H20

-1,2 g de extracto de levadura

- 0,12 g de Fe.Cl3.6H20

2. Espumante:

- 70 L de vino base

- 1,680 Kg de azicar

- 150 mL de lechada (0,2 g/L de bentonita)
- 150 mL de lechada (0,5 g/L de bentonita)
- Codayuvante de filtracién ( Fibroxcel-AEB)
- 7 glevadura ALG 804
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V.3.1 Descripcion del Proceso de Elaboracion

V.3.1.1 12 Etapa-Obtencion del Vino Base

El proceso de vinificacion (Figura V-9) comenzd con la preseleccion de la
naranja en la planta industrial ECA S.A; inicialmente se tomdé una muestra
representativa de los lotes para determinar su aptitud para la vinificacion. Los
parametros fisico-quimicos inicialmente analizados en la fruta fueron; rendimiento
en jugo, pH, acidez, 2Bx y ratio.

Una vez finalizada esta etapa se procedi6 a transportarla en cajones a la
Planta Piloto de la Facultad de Ciencias de la Alimentacion, inmediatamente se
paso al lavado de la fruta y extraccién del jugo en extractora FMC modelo FS BR 1,
el cual se recogi6 en tanque de acero inoxidable, se aplic6 una enzima comercial
pectinolitica (ROHAPECT) en una concentraciéon 20 ppm a una temperatura de
26,52C, luego de 24hrs se separo6 el sobrenadante, se calculé el azicar necesario
para alcanzar 20°Bx y se ajusto la concentracién de la misma con sacarosa; la que
se agregd en varias etapas: al preparar el mosto, a las 24 horas y luego del primer
trasiego, para asegurar asi un contenido de azicar mas constante a lo largo de todo
el proceso de fermentacion. Se sulfit6 con 150 ppm de KHSO3, para evitar el
desarrollo de levaduras non Saccharomyces.

El jugo se distribuyd en damajuanas de vidrio oscuro de 25 litros, donde se
inocularon con pre cultivo de cepas de Saccharomyces cerevisiae preparado 24
horas antes en jugo de naranja enriquecido. Se taparon las damajuanas con
torundas de algodon, y se mantuvieron durante 24 horas a 15 * 1°C. Se agregd
nuevamente sacarosa y se colocaron los tapones hidraulicos, dando comienzo a la
etapa de fermentacion tumultuosa, manteniendo la temperatura de la camara a 15
+ 1°C durante todo el proceso.

Transcurridos 10 dias desde el comienzo de la fermentacion se realizd el
primer trasiego, por decantacion natural. Se realiz6é un nuevo agregado de azicar y
nuevamente se sellaron las damajuanas con los tapones hidraulicos. El proceso
fermentativo continué manteniendo la cAmara a temperatura controlada 15 * 1 °C.
El segundo trasiego se realizé a los 45 dias por un proceso de decantacién natural,

el vino que se obtuvo se lo llamo “vino base”.
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V.3.1.2 22 Etapa- Obtencion del Espumante de Naranja

La segunda fermentaciéon adaptando el método Champenoise, (Figura V-1)
comenzo6 con la separacion del vino base en dos lotes, uno que fue filtrado y luego
adicionado del licor de tirage y otro no filtrado al que solamente se le agreg6 el
licor de tirage con las concentraciones de bentonitas correspondientes.

La preparacion del licor de tiraje se realiz6 de la siguiente manera: con vino
base, adicionado de un cultivo de levaduras del género Saccharomyces (ALG 804
DSM Food Specialties Oenology) con una poblacién no inferior a 4 x 106 células
viables /mL, mas una cantidad necesaria de azucar calculada para previamente
para obtener una presion de COz entorno las 6 atm a 15 ©C, ya que se conoce que la
cantidad necesaria de la misma para producir 1 atm a 10°C es de 4,0-4,3 g/L, este
licor también fue adicionado de nutrientes y coadyuvantes de clarificacién. Se
ensayaron dos concentraciones de bentonita: 0,2g/L y 0,5 g/L, las que
permanecieron en contacto con sus borras por un periodo de 6 y 9 meses, se
llenaron las botellas resistentes a la presion, con agitacion para favorecer la
presencia de oxigeno en la mezcla, dejando aproximadamente 2,5 cm de espacio de
cabeza; se taparon con opérculos y tapa corona.

Las botellas se dispusieron en rima para la toma de espuma, en cdmara a
una temperatura de 15 2C + 1 2C, al resguardo de la luz. Es fundamental que la
fermentacion se realice a estas temperaturas porque conduce a una mejor toma de
espuma, es decir, una mejor integracion del anhidrido carbodnico (su solubilidad
disminuye al aumentar la temperatura) en el liquido en el que se desprende, y, por
lo tanto, una mejora del «perlaje» por finura de la burbuja y por superior
persistencia del fenémeno, ya que de formarse burbujas mas gruesas en la copa,
como es mas inestable la unién del CO2 con el vino seran efimeras, por otra parte
los aromas estan muy influenciados por la temperatura a la que se realiza la
fermentacion.

Para asegurar el contacto de las levaduras con la masa del liquido durante
esta etapa de fermentacion, se aplic6 movimiento de “clavas” a las botellas, que
consiste en una agitacion manual vigorosa, hacia atras y adelante, tomando la
botella del cuello, y girando su posicién una media vuelta cada dia. Una vez

finalizada la segunda fermentacion, comenzd la crianza del espumante. Las

41



levaduras inactivadas por el gas acumulado y el agotamiento del azucar, se
depositaron en el fondo, produciéndose la lisis celular, liberando al medio
compuestos del citoplasma que contribuyeron al desarrollo del bouquet
caracteristico de los espumantes.

Al cabo de 6 y 9 meses (tiempos minimos propuestos de envejecimiento
para la obtenciéon de un espumante de calidad) las botellas se dispusieron en
pupitres de madera para efectuar la remocion de las borras hacia el cuello de las
mismas.

La apertura a inclinacién de las botellas se fue incrementando
periodicamente, y diariamente se les aplic6 un movimiento giratorio de 1/8 de
vuelta en sentido horario hasta completar dos vueltas y luego en sentido anti
horario % de vuelta cada dia hasta completar dos giros. El pupitre se desplaz6
paulatinamente de manera que las botellas finalmente quedan en punta (de
cabeza).

Cuando el liquido se observé limpido se enfriaron las botellas y se procedid
al degtielle de las mismas, al destapar, la diferencia de presion expulsa el tapén
formado arrastrando las borras acumuladas; esta etapa se realizé en instalaciones
de una bodega comercial. Las botellas, previamente enfriadas en heladera, se
sumergieron en un bafio de solucion incongelable (etilenglicol al 45%- ALCOHOL
AGUA) a una temperatura de -25 2C por un tiempo aproximado de 2 minutos. Al
quitar la tapa corona, se expulsaron los opérculos con las borras, inmediatamente
se completd el volumen de algunas de las botellas con el denominado licor de
expedicion, preparado en este caso con una botella de espumante previamente
limpio y adicionado en una parte del mismo con azucar. La cantidad de azucar
utilizada fue para lograr una concentracion de 25 g/L en botella, y asi obtener
espumantes en la categoria demisec y también nature en las botellas que el licor de
expedicion no poseia azucar.

Por ultimo se procedi6 al cierre definitivo de las botellas con tapén de
corcho y mordazas de metal. En la (Figura V-2) se muestra el esquema de
vinificacion seguido.

Debido a que la segunda fermentacion se realiza en botellas individuales,

para los ensayos fisico-quimicos fueron muestreadas dos botellas por tratamiento.
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VING BASE

FILTRADO SIN FILTRAR

Licar de tiraje Licor de tiraje Licor de Hraje Licor de tiraje
con 0,50 g/L con LZ2D g/l wcon 0,50 gL con 0,20 g/L
Baanbcsrita Bentonita Bentanita bentormita

| l | J
e EEEEE Eeddd  EeEeEM

| EF0s-6 | [ EF05-9 | | EF0E-6 || EF02-9 | [ EBUS-6 |[ EBOS-9 | [ EB0Z-6 | [ EBOZ-U |

Figura V-2 Disefio experimental propuesto para la obtencién de vino espumante de
naranja

V.3.2 Analisis fisico-quimicos realizados a la materia prima, vino
base y espumantes de naranja

-pH: potenciométricamente (pHmetro BOECO BT- 500).

-Acidez Titulable: Se determind por titulacion potenciométrica con solucién
valorada de NaOH, expresando los resultados como porcentaje de acido citrico
(AOAC, 1984)

- So6lidos solubles totales: Se usé un refractometro tipo Abbe ATAGO modelo
DTM y los resultados se expresaron en °Brix (se corrigié por temperatura y acidez
usando tabla de Ting and Rouseff, 1986)

- Rendimiento en Jugo: Expresado como % referido al peso de la fruta.

- Azucares reductores directos y totales: Método de Lane-Eynon. Consiste en
determinar la cantidad de equivalentes de azucar reductor necesarios para reducir
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un numero determinado de equivalentes de Cu a OCu contenidos en un volumen de
una disolucién alcalina en presencia de un indicador interno. Para valorar la
sacarosa es necesaria su hidrolisis acida (inversion) previa a la valoracién. Los
resultados se expresan como azucares reductores (directos o totales) en g/100 mL
de jugo utilizando glucosa como patrén (Ting, S.V. and Rouseff, 1986).

- Acido Ascérbico (vitamina C): Consiste en determinar la accién reductora del
acido ascorbico sobre un colorante azul (2,6-diclorofenolindofenol). El jugo se
diluye previamente con solucién de H3POs para inactivar la enzima oxidasa
ascorbica. Los resultados se expresan como vitamina C en mg/100 mL de jugo
(AOAC 43.064,1984).

- Nitrogeno Aminico: Método del nimero de Formol. Basado en la neutralizacién
del jugo citrico por la adicién de formaldehido neutralizado por lo cual se libera un
protén por cada molécula de aminodcido. La cantidad de aminoacido presente en
la muestra se cuantifica por titulaciéon de los protones liberados. Expresando el
resultado en mg de Nitrogeno Aminico por 100 mL de jugo (Ting and Rouseff,
1986).

- Flavonoides: Método espectrofotométrico de Davis. Se basa en la reacciéon de los
flavonoides con dietilenglicol en solucién alcalina para dar la correspondiente
chalcona de color amarillo y posterior lectura de la AA420. Se expresa como
Hesperidina (sustancia patrén) en mg/100 mL jugo (Ting and Rouseff, 1986).

- Aceites esenciales: Método de Scott-Veldhuis. Se fundamenta en la titulacién del
destilado alcoholico acidificado de la muestra de jugo con una soluciéon de KBr-
KBrO3 para formar Br2, el cual reacciona con el doble enlace del
limonenolimoneno. Se expresa en uL/100 mL jugo (Kimball, 1991).

- Carotenoides totales: Método colorimétrico descrito por (Casas, A., Mallent, D. &
Montoro, 1976). Se extraen los carotenoides del jugo con una mezcla de alcohol
isopropilico y n-hexano y se determina la AA450 (el maximo de absorcion del (3-
caroteno) en el extracto alcohdlico, con espectrofotometro. Los resultados se
expresaron en mg de (3-caroteno por 100 mL de jugo.

- Acidos organicos. Citrico, malico y quinico determinada por HPLC (cromatégrafo
Hewlett Packard series 1100, con fase reversa y detector UV. Fase movil KH2P04
2%, pH: 2,4. Velocidad de flujo: 0,5 mL/min. Temperatura: 252C. Volumen de

inyeccion: 20 pL. A =214nm.Columna Hipersil (fase estacionaria): HewlettPackard,
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Hypersil BDS C 18 3 pm, 100 x 4.0 mm. (25 cm x 4, 5 cm). Guarda columna:
Hewlett Packard, ODS-Hypersil C 18, 5 um, 20 x 2.1 m. Las muestras fueron
diluidas pesando 1,5 g y llevando a 30 g con H20 calidad HPLC. Se centrifugé a
4000 rpm durante 15 min. y se filtré con filtro de 0,45 um. de acetato de celulosa.
-Graduacion alcohdlica: por aerometria (segin técnica MA-E.AS312-01-ALVOL,
0.1.v, 2009).

-SO: libre y SO: total: segiin (Aleixandre Benavent, ].L. y Garcia Esparza, 1996).
Método iodimétrico. Expresados en mg/L.

-Proteinas totales: aplicando método colorimétrico de Bradford, (Ref) determina
proteinas junto con péptidos de peso molecular mayor a 3,0 KDa (Moreno Arribas
et al., 2002) se basa en la unién especifica del reactivo coloreado Comassie Blue
Brillante a las cadenas de tirosina formando un complejo que absorbe a 595 nm.
Se construy6 curva de calibraciéon usando seroalbimina bovina como estandar
-Densidad: Por picnometria, segin Compendium of Internacional Methods of
wine and must Analisys (OIV, 2009) en g/mL

-Glicerol: método enzimatico (Boehringer Mannheim/Biopharm). expresado en
g/L.

- indice de amarronado: Medida de Az en espectrofotémetro (Shimadzu UV
1603), paso de luz 10 mm.

- Color: Se realiz6 el andlisis de color sobre muestras centrifugadas 5 min. a 4000
rpm, mediante la medida de las absorbancias a 420, 450, 520, 570 y 630 nm en
espectrofotometro (Shimadzu UV 1603), paso de luz 10 mm tal como lo propuesto
por la (OIV, 2009).

Para obtencion los parametros del CIELab (L*, a*, b*) el analisis se realizé
con el programa MSCV (Grupo de color. Universidad de La Rioja -Universidad de
Zaragoza. Ayala, et al, 2001). Se determinaron ademas los parametros psico-
fisicos ha*b* y C* mediante férmula (Meléndez, M.E.Sanchez, M.S, liiguez, M.,
Sarabia & M.C,, 2001).

e Matiz ha*b*= (tan! b*/a*)
e Croma o intensidad de color C*= (a*2 +b*2)1/,y
« Diferencia total de color AE*= (AL*2 + Aa*2+Ab*2)1/,

- Entrenamiento del panel sensorial
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Los ensayos sensoriales para el re-entrenamiento del panel se llevaron a
cabo, segun las normas IRAM 20002 (1995) e ISO 6658 (1985) (Anzaldta Morales,
1994) ya que las personas convocadas para la evaluacion sensorial, habian sido
entrenadas con anterioridad en la evaluacion de este producto, pero debido al
lapso de tiempo transcurrido desde la ultima evaluacidn se vio la necesidad de
reentrenarlos.

En el reentrenamiento de los panelistas, se repitieron las pruebas de Gustos
Basicos asi como también la prueba de identificacién y ordenamiento de color y
aspecto de acuerdo a el procedimiento usado por Schvab, (2006)

Para la obtencion del perfil sensorial del vino base se aplicé un ensayo
descriptivo cuantitativo (QDA). Los descriptores utilizados fueron los mismos que
ya habian sido seleccionado por Schvab, (2006) para la caracterizaciéon de vino de

naranja Anexo I (Planilla de evaluacién)

V.3.3 Analisis de los datos

La evaluacidon del tratamiento de clarificacién y del tiempo de contacto con
las borras se realizd mediante un disefio experimental completamente
aleatorizado. En la Tabla V-2 se muestra el disefio factorial (23), con 3 factores:
bentonita, filtracién y tiempo en dos niveles cada uno: 0,20 g.L-.1 y 0,50 g.L1
bentonita; con y sin filtracién y con 6 y 9 meses de contacto con las borras, con dos
repeticiones por tratamiento.

Los resultados fueron procesados con el programa STAGRAPHICS Centurion

Tabla V-2 Factores y niveles del disefio experimental propuesto para el desarrollo del

producto.
Muestra Tratamiento de clarificaciéon | Tiempo de contacto con las lias
EB02-6 0,20 g/L bentonita 6 meses
EF02-6 filtrado + 0,20 g/L bentonita 6 meses
EB05-6 0,50 g/L bentonita 6 meses
EF05-6 filtrado + 0,50 g/L bentonita 6 meses
EB02-9 0,20 g/L bentonita 9 meses
EF02-9 filtrado + 0,20 g/L bentonita 9 meses
EB05-9 0,50 g/L bentonita 9 meses
EF05-9 filtrado + 0,50 g/L bentonita 9 meses
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V.4 Resultados y discusion

V.4.1 Caracterizacion de la materia prima

La composicion del jugo de naranjas (var. Valencia Late) utilizado para la
elaboracion del vino base y posterior transformaciéon en espumante, se muestra en
la (Tabla V-3).

El rendimiento en jugo alcanzado en el proceso de extraccion de 195 kg de
fruta, fue del 51,3%, obteniéndose 100 L de jugo con las siguientes caracteristicas,
pH: 3,28, sélidos solubles: 10,4; acidez: 1,028 (g ac. citrico/100mL de jugo), ratio:
10,12; Fan et al,, (2009) reporta valores de 102Bx, pH:4,24; acidez total de 0,51% y
ratio de 19,61 para naranjas de la variedad Qixue cheng con la que elabor6 vino de
naranja, el rendimiento en jugo reportado por estos autores fue inferior al
obtenido por nosotros (41,56%) y similar al obtenido en naranjas de la variedad
Kozan (40%) de Turquia (Selli et al., 2004), siendo por lo tanto la variedad
Valencia Late alrededor de un 10% superior en rendimiento a los dos casos
reportados.

En la elaboracion de vinos espumosos las propiedades caracteristicas de la
materia prima con la que se elabora el vino base ejercen una gran influencia en el
producto final; en el caso del jugo de naranjas la valoracion de su calidad se puede
llevar a cabo mediante la utilizacion de indices estadisticos definidos a partir de
muestras genuinas de producto (Schottler, 2012). Asi se puede decir que el jugo de
naranjas presenta caracteristicas sapido - aromaticas agradables cuando la acidez
alcanza valores del 1% y el pH 3,5 (Lombard en Ashurst, P.R., 1999); en nuestro
jugo el pH resulto inferior y la acidez superdé levemente este valor.

La proporcién y perfil especifico de azicares ha sido sugerida como un
indicador determinante de la autenticidad del jugo (Lee, H.S. and Castell, 2001) la
relacion azucares reductores directos / azdcares totales fue aproximadamente de
%; la concentracién de acido ascorbico, nitrogeno aminico, pectina y flavonoides
que se encontraron estan dentro de lo esperado para valores estandar en un jugo

de naranja (Schottler et al.2012).
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Tabla V-3 Propiedades fisicoquimica del jugo de naranja var Valencia (valores medios y
desviacion estandar)

pH 3,280,001
Sélidos solubles (2Brix) 10,40+0,054
Acidez total (% 4cido citrico anhidro) 1,028+0,026
Aztcares reductores directos (g/100 mL jugo) 4,10+0,072
Aztcares totales (g/100 mL jugo) 7,77+0,05
Acido Ascérbico (mg/100 mL jugo) 56,74+0,07
Nitrégeno Aminico (mg/100 mL jugo) 16,05+0,06
Flavonoides (hesperidina) (mg/100 mL jugo) 53,65+0,03
Carotenoides( 8 caroteno) (mg/100mL de jugo) 0,08+0,01
Aceites esenciales (uL/100 mL jugo) 7,85+0,02
Pectina (mg/L) 136,2+0,8

V.4.2 Caracterizacion fisico quimica del Vino Base

Los principales pardmetros del vino base son los indicados en la (Tabla V-
4). La concentracion de etanol al final de la primera etapa del proceso de
vinificacion fue de 11,2%v/v, con un remanente de 0,14 g/100 mL de azlcares
totales; la evolucion del contenido de etanol durante la fermentacién fue
proporcional al consumo de azucar. En trabajos realizados por (Corazza M.L.,
Rodrigues D.G.& Nozaki, 2001), Fan et al., (2009), la graduacidén alcohdlica estuvo
comprendida entre 10,4 y 10,6 % v/v, en ambos casos las densidades fueron
inferiores a 1,000 g.cm3 en concordancia (Vogt, 1986) con que la densidad es una
respuesta a inversa al tenor de alcohol por lo que en vinos completamente
fermentados suele ser menor a 1,00 g.cm3

El valor final de sélidos solubles se situd entre valores encontrados en otros
estudios relativos a vinos de naranjay fermentados de fruta. Si bien el grado Brix
no es un parametro de referencia en la elaboracién de vinos, el conocimiento de
este valor nos permite comprender en forma directa la evolucién de proceso
fermentativo (Ferreyra, 2006)

La acidez total de un vino debe estar comprendida entre 3 y 7 g.L-1 para
lograr un buen equilibrio gustativo, cuando el vino presenta excesiva acidez, es
agresivo, y por el contrario, si el vino es insuficientemente acido, se presenta fragil

y con sabor pastoso; el contenido de acidez total del vino base presenté una
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disminucién en relacion a la inicial del mosto, esta disminucion probablemente se
deba a reacciones quimicas redox de degradacion de los acidos organicos
(Amerine, M. A. Berg, H. W. Kunkee & C. S. Singleton, V. L. and Webb, 1980). Esta
misma tendencia se presentd entre el mosto y el vino de naranja de la variedad
Kozan elaborado por (Kelebek et al., 2009).

Por otra parte en la fabricacién de vinos espumosos el papel que juega la
acidez del vino base es la de aportar estructura y estabilidad, contribuyendo
notablemente al equilibrio gustativo, para este tipo de vinos obtenidos a partir de
uva el valor de acidez total expresada en g H2SO4/L debe ser como minimo de 5,5
en tartarico

La acidez volatil también constituye un pardmetro fisico-quimico
importante y su seguimiento analitico se realiza durante toda la elaboracion del
vino; desde el punto de vista cualitativo su valor esta ligado a la calidad del mismo,
ya que un valor elevado evidencia un vino mal elaborado o mal conservado, es un
factor muy negativo tanto para la nariz como para la boca, en Francia un vino de
apelacion de origen controlada es “comercial” si su acidez volatil no supera
1,1 g.L'1 en acido acético, en el vino base de naranja de la variedad Valencia este

valor fue de 0,17 g.L-1.

Tabla V-4 Parametros fisico-quimicos del vino base
(Valores medios y desviacién estandar).

pH 3,4+0,02
Densidad (g/L) 1,008+ 0,002
Acidez Total(% ac. citrico) 0,83+0,06
Acidez Volatil (g/L) 0,17+ 0,03
Etanol (g/100ml) 11,2+ 0,2
Glicerol ( g/L) 5,74+ 0,78
Sélidos Solubles (° Brix) 7,00+ 0,3
Az.reduct (g/100mL) 0,12+0,03
Az. totales (g/100mL) 0,14+0,07
SO2 libre (mg/L) 28,61+ 1,6
S02 total(mg/L) 73,6+1,2

Ac. Citrico (mg/100mL) 103,17+ 6,58
Ac. Malico (mg/100mL) 18,21+ 4,17
Ac. Quinico (mg/100mL) 87,92+ 2,77
Vit. C (mg/100 mL) 42,7+ 1,58
Hesperidina (mg/100 mL) 43,12+ 4,98
Extracto seco (g/L) 24+ 1,9
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El pH no tiene una relacion directa con la acidez total pero es un factor de
estabilidad, para los vinos Cava la recomendacion de la norma
(BOE189278:37587-93, 1991) es de 2,8 a 3,3 ya que un pH bajo contribuye a
dificultar la fermentaciéon malolactica.

El SO; total y libre también es un parametro reglamentario a tener en
cuenta en la elaboracion de este tipo de vinos, su importancia esta relacionada a la
estabilidad quimica (antioxidante) y microbioldgica, un exceso puede impedir la
fermentacion y producir olores y sabores extrafios y por el contrario por debajo
del nivel recomendado puede comprometer la estabilidad del color. La
reglamentaciéon en relacion a este parametro es amplia, la norma BOE,1991
especifica valores inferiores a 140 mg.L-1, (Kolb, 2002) recomiendan para vinos de
frutas valores entre 25 y 40 mg.L-1. Su connotacién negativa para el aroma del vino
se debe a su bajo umbral de deteccién (= 30 mg/L).

Cuando se conduce la fermentacion en presencia de SOz se produce un
incremento en el contenido de acetaldehido y de otros compuestos, con los que se
combina, lo cual empobrece el aroma del vino. En cambio, al combinarse con el
acetaldehido, enmascara la sensacion de sequedad que comunica este aldehido, lo
cual es beneficioso. Con el empleo de SO se obtienen mostos mas transparentes y
brillantes debido a que se facilita la sedimentaciéon de las micelas y pectinas
insolubles de la pulpa de uva (Herraiz, 1989).

Otro grupo de compuestos que tiene una amplia participacion en la
constitucidn, estabilidad y cualidades organolépticas de los vinos son los acidos
organicos, que provienen de la fruta: como el citrico, ascorbico y malico y del
proceso de fermentacion (ac. piruvico, ac. acido lactico, ac. succinico, ac. acético
entre otros) estos acidos estan presentes en los vinos en cantidades inferiores al
del jugo de la fruta, donde su disminucion se debe precisamente al proceso de
fermentacion (Kelebek et al,, 2009); en la Figura V-3 se muestra un cromatograma
tipico de los acidos organicos presentes en el vino base.

El acido citrico fue el mas abundante (1,03g. L-1), su tenor en los mostos y vinos
antes de la fermentaciéon malolactica va de 0,5 a 1,0 g.L-1 (Ribéreu-Gayon, P.,
Glories, Y., Maujean, A., 2003) seguido del acido quinico (0,87 g. L'1) y el malico
(0,182 g. L'1), estos acidos han sido de interés también por otros autores (Kelebek

etal., 2009; Schvab, 2006) debido a la estrecha relacion con el sabor.
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Figura V-3 Cromatograma representativo de los &cidos organicos del vino base obtenidos
por HPLC

Otro parametro de calidad sumamente importante es el color; el mismo fue
estudiado tanto para el vino base como para los espumantes en el espacio Cie Lab.

Los valores obtenidos de L* a* y b* para el vino base se muestran en la
Tabla V-5; el valor del parametro L* (luminosidad) es superior a los reportados por
(Fan et al, 2009) en ensayos de vinificacion de jugo de naranja var Quixue
realizados mediante fermentaciéon espontanea (L* = 74,11+ 0,15) y fermentacién
controlada (inoculacién con levaduras activas deshidratadas) (L*=76,52+0,27), en
la que no describen la utilizacion de agentes clarificantes en la elaboracidn,
pudiendo ser este el factor responsable de la menor luminosidad en el producto
final obtenido por ellos, sin embargo en el trabajo realizado por Cano Yuste, L y
Garcia Esparza, M,] (2013) de elaboraciéon de vino de naranja var Valencia y
mandarina var Clementina para estudiar la influencia de distintas operaciones
finales, los valores de L* obtenidos en los vinos clarificados con bentonita a razéon
de 0,5g/L fue superior (L*=98,735+0,109) al obtenido por nosotros, esto podria
explicarse por la utilizacién de la operacién de filtrado con tamafio de poro de 4-5
um para el abrillantamiento del vino. Otros trabajos de elaboracién de vino de
naranja de la variedad W.Navel (Schvab, et al., 2004) indican para este parametro
valores medios comprendidos entre 95,5 y 98,0 para vinos obtenidos de mosto
natural.

Los valores medios de los parametro a* y b* obtenidos para el vino base son
inferiores a los obtenidos por (Fan et al., 2009) y similares a los de (Schvab, et al.,
2001) indicando que el color del mismo es amarillo verdoso (h a*b*=86,25), de

acuerdo con la escala establecida para el tono (h*) que define al rojo= 0, rojo-
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naranja= 45, amarillo= 90, verde= 180 y azul= 270 (Heredia et al., 2004); el
parametro de color C* (croma), que representa la intensidad de color fue superior
a la de los espumantes en cada uno de los niveles de tratamiento; en términos de
absorbancia, valores orientativos sugeridos por (Viader, 2012) para la medicién
instrumental del vino base con la que se fabrica el Cava son Abs.120 <0,20 y Abs. 520
< 0,10 los valores medios obtenidos por nosotros en estas longitudes de onda
fueron Abs. 420 = 0,32 Abs. 520 = 0,049

De las absorbancias Abs.s2o (Figura V-4) se puede decir que hubo una
evolucién en la intensidad del color amarillo a los 9 meses de contacto con las
borras ya que este valor aumento en ese periodo de tiempo; indicando que el color
evoluciona en el periodo de crianza. Un comportamiento similar fue reportado por
(Martinez Lapuente, 2013) en espumantes de 6 meses de contacto sobre las lias
donde se produjeron pérdidas de todos los compuestos fenolicos analizados
debido a su alta reactividad y a fenémenos de adsorcién por las levaduras,
reportando ademas que los compuestos fenolicos adsorbidos al final de la fase de
tiraje fueron liberados durante los ultimos tres meses de envejecimiento debido al

proceso autolitico de las levaduras.
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Figura V-4 Variacién en el Indice de Amorronado (Axsz0) para el Vino base y los Vinos
espumantes de naranja

Esto mismo se puede analizar desde el punto de vista de las diferencias de
color (AE) en la que para que exista un diferencia visual notable en la percepcién
de color entre dos situaciones cualesquiera, el AE* (diferencia total de color)

debera ser igual o mayor que 2 (Francis, F.G. and Clydesdale, 1975).
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En la (Tabla V-5) se puede observar que el Gnico par de muestras que no
exhibié diferencia de color en el tiempo fue EF02-6 - EF02-9 probablemente
debido a la operacion de filtrado elimina en mayor medida compuestos causantes

de oxidacion.

V.4.1 Evaluacion Sensorial del Vino Base

Los ensayos sensoriales se llevaron a cabo por un panel previamente
seleccionado y entrenado, segiin normas IRAM 20002 (1995) e ISO 6658 (1985)
(Anzaldda Morales, 1994).

Se aplicé un ensayo sensorial descriptivo cuantitativo. Las muestras fueron
presentadas a cada panelista en copas de vidrio tipo Afnor para vinos blancos (ISO
3591, 1977) en un volumen de 30 mL, a temperatura de 12+1°C, con la instruccién
de evaluar los atributos en el siguiente orden: en primer lugar figuran las
apreciaciones o0 sensaciones visuales que permiten valorar atributos muy
importantes como son el color y el aspecto ya que el color puede tener efectos
significativos sobre otras caracteristicas sensoriales, especialmente el gusto
(Carpenter, R.P., Lyon, D.H. & Hasdell, 2002).

La segunda fase es la olfativa; el olfato es el sentido mas comprometido en
la degustaciéon y es el Unico sentido capaz de captar un espectro infinito de
sensaciones. La fase gustativa es la que proporciona la informacién definitiva.

Se defini6 a los panelistas los descriptores usados: la astringencia como una
combinacién de sensacién de sequedad y aspereza en la boca (Zamora, M.C. and
Guirao, 2002), al regusto como la sensacién gustativa y gustativo-olfativo que el
vino deja después de la persistencia gustativa-olfativa y que a veces puede ser
menos agradable y a la sensacion global como la armonia entre las sensaciones
visuales, olfativas y gustativas (Aleixandre Benavent, 1997).

En base a escala cuantitativa desarrollada para los atributos sensoriales
analizados, se procesaron los resultados de las evaluaciones sensoriales, y se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura V-5.

El panel estuvo conformado por jueces previamente entrenados y

seleccionados en analisis de “vinos de naranja” (Schvab, 2006).
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Tabla V-5 Caracteristicas cromaticas del vino base y los vinos espumantes de naranja

V. Base EB02-6 EB02-9 EB05-6 EB05-9 EF02-6 EF02-9 EF05-6 EF05-9

L* 89,3+0,35  85,20+0,45 90,04+0,56 91,64+0,92  96,3+0,14 94,2+0,88 95,5+0,66 93,2+0,34  97,01+0,70
a* -1,6+0,08 -1,05£0,09 -1,86+0,12  -1,95%0,14 -1,6+0,13 -0,79+0,03  -0,86x0,06  -2,02+0,03 -1,4+0,32
b*  24,11+0,25 16,82+0,47 17,02x0,21 15,1+0,60  13,12x0,24  19,18+0,9 18,9+0,20 13,2+0,54 13,4+0,15
C*ab 24,16+0,26 16,85+0,21 17,12+0,17 15,23+0,08 13,22+0,21 19,20+0,34 18,92+0,19 13,35%x0,41 13,47+0,15
h*  86,203+0,15 86,427+0,98 83,763+1,23 82,641+0,78 83,047+0,52 87,641+1,03 87,394+1,58 81,299+0,23 84,035+0,96

AE 4911 5,075 1,332 3,865

(Valores medios y desviacion estandar)
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El sabor afrutado y el aroma son predominantes, el color es el apropiado
para un vino base. Cabe destacar que la sensacion del sabor acido da un nivel
intermedio, que resulta muy favorable para iniciar una segunda fermentacidn;
dulzor y acidez estan equilibrados. La ausencia practicamente de sabor amargo y
sabores extrafios son aspectos positivos a destacar. El atributo sensorial
astringencia presenta un valor intermedio, en realidad mayor al esperado, pero se
espera que en la segunda fermentacién este valor sea suavizado. El aspecto es

bueno. En el conjunto de las apreciaciones, la sensacion global resulta aceptable.

Sensacion global

Regusto Aroma Afrutado

Astringencia AromaFloral

Sabor Extrafio Aroma Citrico

Sabor Amargo Aroma Defectuoso

Sabor frutado Sabor Dulce

Sabor Acido

Figura V-5 Perfil sensorial del Vino Base de la var. Valencia

V.4.2 Caracterizacion fisico- quimica de los Espumantes

Asi como estan determinadas las caracteristicas analiticas con los valores
recomendados para la obtencion de un buen vino base, también estan
cuantificados los parametros que debe poseer el espumante o producto final de
acuerdo a las diferentes reglamentaciones; su grado alcohdlico, acidez total, acidez
volatil, anhidrido sulfuroso, pH y azuicares totales entre otros son los parametros
mas importantes y determinantes en el establecimiento de la calidad e identidad
de los mismos.

Los resultados de estos parametros en las ocho (8) muestras de vinos

espumantes de naranja se muestran en la (Tabla  V-6).
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Tabla V-6 Composicidn fisico-quimica de los Vino espumantes de naranja (valores medios y desviacion estandar)

Acidez

Muestras Alcohol Glicerol pH Ac. T(ztall (% ac. volatil Az.Totales Az. Reductores SO2 total S02 libre Extr. Seco
(% v/v) (e/L) citrico) (2/100) (/100) (8/100) (mg/L) (mg/L) (/L)
EB02-6 12,86£0,05a  7,21*0,61a  3,45+0,01a 0,91+0,032  0,41£0,022 0,35:0,016  0,303%0,002c  26,56£0,19  146:06f  2,93+0,02bc
EB02-9 12,924#0,012  7,17+0,94a  3,50%0,01¢ 0,9240,012  0,39%0,0252 0,36%0,02>  0,303+0,008c  2586%0,1¢  159+08s  2,66+0,022
EB05-6 12,66£0,02¢ 6960472  342:0,01d  086£003¢c 0,390,072 030+0,012 0,218+0,002> 27,93%¥0,1° 1708+ 09c 271+0,22
EB05-9 12,71+0,01¢ 7,150,512  3,52+0,01b 0,75£0,01b>  0,36+0,02¢ 0,320,012  0,203+0,001a  26,360,14  1773+0,6b  2,84+0,04abc
EF02-6 13,39+0,02b 6,560,972 3,440,012 0,91£0,01a  0,39+0,01a 0,52+0,02¢  0,483%0,013¢  2471*0,1>  159+09s  3,03+0,03¢
EF02-9 13,48+0,11b  7,41%0,33a  3,47x0,01¢ 0,910,012  0,40+0,032 0,49+0,02¢ 0,463+ 0,003¢  24260,1*  1386+0,4c  3,05+0,19¢
EF05-6 13,33+0,21b  6,49+0,172  3,42%0,01f 0,91£0,012  0,396+0,022 0,34+0,03® 0,326x0,011d  2580%0,1¢  129+07d¢ 2,630,072
EF05-9 13,40+0,03>  6,68+0,252  3,51+0,01b 0,890,024  0,32+0,03= 0,330,022  0,306+0,003c 26,400,141 961074  2,72+0,15%
p-valor <0,05 >0,05 <0,05 <0,05 >0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Muestras con la misma letra en la columna no difieren estadisticamente por el test de LSD de Fisher (p<0,05)
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Al comprar los vinos espumantes de naranja con los parametros de
referencia establecidos para un vino Cava vemos que no todos los vinos
espumantes de naranja presentaron valores en los parametros analizados dentro
de los limites pre-establecidos de acuerdo a la norma BOE189278:37587-93, 1991,
el contenido de etanol es el mas llamativo de todos, ya que en todos los casos los
valores fueron superiores a 12,5%v/v, valor aproximado esperado para el
producto final teniendo en cuenta que para producir 1 atm de presion se necesitan
entre 4 a 4,3 g de sacarosa (Torresi et al., 2011), lo que provocaria un aumento de
entre 1,0 a 1,5 %v/v; observandose ademdas que en el caso de los espumantes
sometidos al tratamiento de filtracién que la concentracion de alcohol fue superior
a los 13%v/v, pero por otra parte la levadura utilizada para la segunda
fermentacion (ALG 804-DSM) produce hasta 152GL a 202C, con lo que la levadura
utilizada para la segunda fermentacién en las condiciones de trabajo mostré una
muy buena adaptacién y produccién de alcohol.

Este resultado concuerda al obtenido por (Puig-Deu, M., Léez-Tamames, S.
Buxaderas, M.C., 1999) en espumantes elaborados con uvas de las variedades
Macabeo y Parellada donde el uso de tratamientos combinados de clarificacion
(microcelulosa cristalina y caseinato) dio fermentaciones mas completas, con
menos contenido de azucar residual, probablemente por la absorcién de sustancias
inhibidoras por parte de estos agentes de clarificacion, tal como lo indican los
proveedores.

El pH, resultante en todos los espumantes presentd valores cercanos a los
sugeridos para el Cava (2,8-3,3) (BOE189278:37587-93, 1991) el contenido de SO2

total fue muy inferior al limite superior establecido para este producto.

V.4.3 Influencia del proceso de clarificacion en las caracteristicas de
calidad mas relevantes en los Espumantes de naranja.

La etapa de clarificacion es de fundamental importancia tanto del punto de
vista tecnolégico como sensorial, un disefio factorial de tipo screening nos
permitird comprender el impacto de dos o mas factores categoéricos, determinando,

si hay o no interaccion entre los mismos, asi como también si existen o no
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diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los diferentes
niveles de los factores.

Los factores evaluados y los niveles seleccionados se presentaron en la
(Tabla V.2). Como variables de respuesta se eligieron dos grupos de datos:
-Variables relacionadas con la calidad sensorial:

- Aspecto visual: Luminosidad (L*), saturacion (C*) y tonalidad (h*) de los
espumantes.

- Sabor: Contenido de Azucares totales, acidez total, principales acidos organicos,
etanol y glicerol.

-Variables relacionadas con la calidad tecnolégica:

-Contenido de proteinas

- Principales grupos de compuestos que aportan al aroma

Para determinar qué factores tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre cada una de las variables de respuesta los resultados experimentales se
analizaron mediante un andlisis de ANOVA multifactorial (con un a=0,05). En las
Tabla V-5y Tabla V-6 se presentan los valores de las respuestas relacionadas con
el tratamiento aplicado a los Vinos espumantes de naranja para cada uno de los
niveles y factores ensayados.

El analisis estadistico revela que de los tres factores evaluados (bentonita,
filtracion y tiempo), dos (filtracién y tiempo) influyen positiva y significativamente
en el parametro (L*) con un nivel de confianza del 95% y que la bentonita aunque
no significativamente mostr6 el mismo efecto en la luminosidad de los
espumantes; no existiendo interacciones estadisticamente significativas entre
ninguno de los factores; para el parametro (C*), ningin p-valor es menor que 0,05.

Para el ultimo atributo de color (h*), el resultado ANOVA muestra que dos
de los factores principales (bentonita y filtrado) y el total de sus interacciones
presentan efecto significativo en la tonalidad del color. El tono esta relacionado a
los parametros a* y b* por medio de la ecuacidon: h*=arc tg (b*/a*); estos
parametros hacen referencia al color verde cuando la medicién de “a” es negativa
y rojo cuando es positiva. Para la variable “b” el color es amarillo cuando la
medicién proporciona un dato positivo y azul cuando es negativo.

De los graficos de interaccién (Figura V-6) podemos observar que cuando

los espumantes fueron obtenidos a partir de un vino base filtrado, a los 6 meses en
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contacto con las borras el angulo de la tonalidad aumenta hacia el color amarillo;
por otro lado la menor diferencia de matiz se dio en vinos espumantes no filtrados
que fueron tratados con la mayor concentracién de bentonita, por lo que entorno
al nivel de 0,5 g/L de bentonita se obtendrian espumantes con menores

diferencias de tonalidad.

(a) Interaccion bentonita- filtrado (b) interaccion bentonita-tiempo

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Figura V-6 Grafico de las interacciones para la respuesta (h) tono.

Podemos decir ademdas que las coordenadas de color de los ocho vinos
espumantes de naranja han dado un producto de caracteristicas similares a las que
se esperan para un vino tipo Cava, definido en el Pliego de condiciones
Denominacién de Origen Protegida “Cava” que hace referencia a las caracteristicas
organolépticas que deben presentar estos vinos, definiendo al mismo como: limpio,
brillante y sin particulas en suspension y que presentara color amarillo, de
tonalidades diversas, del amarillo palido al amarillo paja, pudiendo tener algun
matiz verdoso.

Los azucares totales, la acidez total y los principales acidos organicos
también fueron estudiados mediante un analisis ANOVA multifactorial, no
presentaron diferencias estadisticamente significativas («=0,05) en ninguno de los
factores y niveles estudiados.

El etanol y el glicerol también son pardmetros importantes directamente

relacionados a la calidad y percepcidn global de los vinos (Mandeep Kaur et al.
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2013). Dos de los factores principales estudiados (bentonita y filtrado) exhibieron
p-valor < 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
el alcohol con un 95% de nivel de confianza, el tiempo no es un factor que incide en
el contenido de alcohol, esto estaria de acuerdo con lo reportado por (Alexandre,
H., & Guilloux-Benatier, 2006; Torresi et al., 2011) de que la segunda fermentacién
ocurre entre 0,5 y 1,5 meses; la sobrepresion alcanzada en los espumantes estuvo
en un rango de 7,7 y 7,9 atm la medicion de la misma se realizé por afrOmetro y en
una botella por tratamiento. En los graficos de la Figura V-7 podemos ver el efecto

de las variables principales en sus diferentes niveles.

(a) Interaccién bentonita-tiempo (b) interaccion bentonita-filtrado

. Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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Alcohol
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Figura V-7 Grafico de las interacciones para la respuesta alcohol

El glicerol es probablemente el constituyente quimico del vino mas
importante después del agua y del etanol, su tenor minimo en vinos es igual a 5
g/L, pero puede alcanzar en funcion de las condiciones de fermentacion valores de
15 a 20 g/L (Ribérau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A., 2003) en vino de naranja
fueron informados por Ferreira y Schvab, (2006) valores medios del orden de 5,5
g/L, muchos trabajos y desde hace mucho tiempo reportan sobre la importancia de
este compuesto en el vino (Vogt, 1972, 1986; Rankine and Bidson, 1971; Noble and
Bursick (1984); Noble and Bursick (1984); Nurgel and Pickering, 2005; Gawel et
al. (2007); Mandeep Kau et al., 2013), su interés radica en la contribucion a las
sensaciones en boca que produce, en el caso de los vinos secos su sabor azucarado
se agrega al del alcohol etilico; contribuye a la suavidad y al efecto de

aterciopelado.
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Se ha indicado que las cantidades de glicerol necesarias para producir un
incremento detectable sensorialmente en el dulzor es de 5,2 g/L (Lubbers, S,
Verret, C. and Voilley, 2001) los espumantes de naranja produjeron este
compuesto en un rango de 6,49-7,21. No presentando diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de sus medias.

El contenido de etanol y su relacidn con el contenido de proteinas también
es interesante de analizar ya que de acuerdo a los trabajos realizados por (Vanrell,
Guillem., Canals, R., Esteruelas, M., Fort, F., Canals,].M, Zamora, 2007), en el vino
base y su correspondiente Cava se produce una pequefia disminucién del conjunto
de proteinas y esta disminucion puede ser atribuida al incremento de la
concentracion de etanol que tiene lugar durante la toma de espuma y que puede
desnaturalizar parte de las proteinas presentes, en el caso de los espumantes de
naranja el contenido de proteinas a los nueve (9) meses de contacto con sus borras
y del vino base que les dio origen no present6 diferencia estadisticamente
significativa entre los valores de sus medias. (Tabla V-7).

Sin embargo los espumantes que solamente fueron tratados con bentonita
presentaron valores de proteina levemente mas bajos. Si bien las proteinas son
constituyentes minoritarios del vino, son grandes contribuyentes a la calidad del
mismo; de hecho son responsables por la sensacion de “cuerpo”, actian reteniendo
compuestos volatiles y tienen un efecto positivo en la estabilidad de la espuma
(Torresi et al., 2011), en los espumantes de naranja el contenido detectado en los
mismos fue muy superior a los reportados en otros trabajos de vinos espumosos
elaborados a partir de variedades tradicional y no tradicionales; (Caliari et al,,
2014) con uvas Moscato Embrapa y Niagara informo 42-40 mg.L-! respectivamente
mientras que en espumantes de obtenidos de Sauvignon Blanc el contenido fue del

orden de 20,3 mg.L-1

Tabla V-7 Valores medios y desviacion estandar del contenido de proteina en (ppm)

Muestras Proteina (ppm) Muestra Proteina (ppm)
EB02-6 169,98 + 2,91 EB02-9 161,65+ 3,962
EB05-6 158,99+ 4,322 EB05-9 158,04+4,752
EF02-6 166,42+ 3,972 EF02-9 165,66+7,84
EF05-6 163,20+ 4,992 EF05-9 164,00+3,222
p-valor >0,05 >0,05

Muestras con la misma letra en la columna no difieren estadisticamente por el test de LSD de Fisher (p<0,05)
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Una de las desventajas percibidas por el uso de bentonita como agente de
afinamiento es que se piensa que la misma reduce el flavor y aroma en el vino. Esta
percepcion no esta soportada por evidencias fuertes en los rangos operacionales
normales de adicién de bentonita durante la fabricacion (Waters,E.]., & Colby,
2009)

La caracterizacion de la composicion quimica del vino (sustancias volatiles
y no volatiles) distinguen su sabor y aroma y por lo tanto su calidad e identidad
(Villena et al., 2006). Los compuestos volatiles determinan la calidad de cada vino,
especialmente ésteres y alcoholes superiores producidos durante la fermentacién
alcohdlica (Valero, E., Moyano, M., Millan, M., Medina, M., Ortega, 2002), estos
compuestos usualmente por las altas concentraciones en las que estan presentes
son denominados productos de fermentacién (Lambrechts, M. G. y Pretorius,
2000). La Tabla V-8 muestra los principales grupos de compuestos volatiles libres

encontrados en los vinos espumantes de naranja.

Tabla V-8 Concentracion en (pg/L) de los principales grupos aromaticos de los Vinos
espumantes de Naranja.

MUESTRAS ESTERES ALCOHOLES ACIDOS TERPENOS
EB02-6 56165+ 7512 151446+ 16609 13764+ 2287 1320+108
EF02-6 59905+ 29797 71600+ 32804 8997+ 1694 11194148
EB05-6 26180+ 9916 97931+ 44934 4747+ 1805 827+169
EF05-6 62489+ 38537 83444+ 9915 4757+ 898 11874261
EB02-9 37595+ 16537 80674+ 15552 11137+ 5280 1160+8,50
EB05-9 57643+ 1320 103109+ 2233 49971907 1472+73
EF02-9 60750+ 31673 71922+ 33259 1234046275 836+178
EF05-9 47031+ 1912 99874+ 49265 8577+269 111671
p-valor >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Los resultados del ANOVA Multifactorial para las variables de respuesta
ésteres, alcoholes, acidos y terpenos muestran que no existen diferencias
estadisticamente significativas para cada uno de factores principales ensayados y
sus niveles, asi como tampoco en sus interacciones a un nivel de confianza
(a=0,05).

Al analizar los graficos de los efectos principales (Figura V-8) para cada una
de las variable de respuesta podemos decir que para la variable de respuesta
ésteres, la mayor concentracion se da en espumantes que fueron filtrados tratados

con la menor concentracién de bentonita, que y permanecieron nueve meses en
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contacto con sus borras; la variable de respuesta alcoholes presento
concentraciones mas altas en los espumantes mas jovenes (6 meses de contacto
con las borras) no filtrados y tratados con la mayor concentraciéon de bentonita
(0,5gL1).

Los acidos disminuyen con la mayor concentracion de bentonita (0,5 g.L1) y
con el tiempo de contacto con las lias (9 meses), mientras que la operaciéon de
filtrado no parece tener mucha influencia en la respuesta de esta variable.

Los terpenos también fueron estudiados mediante este andlisis, dentro de
esta familia los monoterpenos y sesquiterpenos son susceptibles de ser odoriferos,
sus umbrales de percepciéon son bastante bajos, van desde algunas decenas a
algunas centenas con descripciones olfativas de Rosa para el Linalol y de lirio para
el a-terpineol (Riberau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A., 2003)como el origen de
estos compuestos en los vinos es varietal podemos decir que los niveles de
tratamiento que menos influencia tiene sobre este grupo de compuestos son 0,2 g.
L1 de bentonita, filtrado y 6 meses de contacto con las borras. El estudio de estos

grupos de compuestos aromaticos sera ampliado en el capitulo VI.
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V.5 Conclusiones

Comparando los resultados de los parametros enoldgicos basicos para el
control de la calidad de un vino base, que serda sometido a segunda fermentacién
podemos decir que:

- El vino base de naranja presenté un adecuado grado alcohdlico, acidez
elevada y bajo pH indicando que esta materia prima posee un buen potencial para
la elaboracion de vino espumoso.

-De los resultados de la evaluacién sensorial del vino base el sabor y el
aroma afrutado fueron dos de los atributos predominantes, la intensidad del color
también result6 apropiado, ubicidndose mas cercano al extremo definido como
amarillo palido

De la evaluacion de los parametros enoldgicos bdasicos para los vinos
espumantes de naranja podemos decir que:

-Las ocho muestras estudiadas presentaron valores en sus parametros
fisicoquimicos similares a los esperados para vinos tipo espumosos. Nuevamente
la acidez total se manifesté por encima de lo recomendado, debido a que la misma
es un rasgo inherente de la materia prima.

- La luminosidad y el grado alcohélico fue superior en los Vinos espumantes
de naranja clarificados por filtracién, con valores de L* por encima de los 94 y
tenor de alcohol con encima de los 13,33 2GL.

- Durante el proceso de vinificacién y envejecimiento se observé que a los 6
meses de contacto con las borras, la absorbancia (Az420) de los Vinos espumantes
de naranja disminuy0, para luego, en los 3 meses siguientes, hasta completar los 9
meses de contacto con las borras, volver a aumentar, debido probablemente a una
absorcion y posterior liberacion de los compuestos fenolicos durante este proceso
(aumento del indice de Amarronado).

- Otro aspecto a destacar es que ni las proteinas, ni los principales grupos
aromaticos se vieron significativamente afectados en las condiciones de disefio
estudiadas.

- La clarificacion mediante filtraciéon redujo la cantidad de borras lo que

facilité la operacion de degiielle, ocasionando menores perdidas de liquido y por lo
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tanto menor adicionado de licor de expedicion para alcanzar el volumen final en
cada botella.

- Tecnolégicamente se puede decir que tanto el filtrado como los niveles de
bentonita estudiados dieron por resultado vinos de gran limpidez, estables en el

tiempo.
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RECEPCION DE LA MATERIA PRIMA -PREPARACION DEL MOSTO- 12 ETAPA FERMENTACION

AGREGADO DEL LICOR
DE TIRAGE

ESPUMANTE SIN FILTRAR

Figura V-9 Etapas del proceso de obtencién de Vino Espumantes de Naranja
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CAPITULO VI

Estudio de la fraccion aromatica libre
en los Vinos espumantes de naranja
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VI.1 Introduccion

El estudio de los constituyentes aromaticos en alimentos ha sido un desafio
para numerosos investigadores durante las ultimas cuatro décadas; su desarrollo
unido al del analisis instrumental, concretamente la cromatografia gaseosa, ha
permitido la apertura de un nuevo campo de investigacién con numerosas
posibilidades de aplicacién en la industria alimentaria (Bueso Jordan M2 José,
1999; Carrau, F., Boido, E., Gaggero, C., Medina, K., Farifia, L., Disegna, E., Dellacassa,
2011)

Las técnicas extractivas y pre-separativas disponibles y las técnicas
cromatograficas de alta resolucién acopladas a métodos de andlisis estructural
cada vez mas sofisticados, permitieron acceder a un conocimiento mas profundo
de los constituyentes volatiles del aroma de un vino (Boido, 2002); siendo la
cromatografia gaseosa acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) el método
analitico elegido para la separacién y mejor determinacién (identificacion y
cuantificacion) de los compuestos volatiles presentes en matrices complejas
(Cerdan-Calero, Sendra, & Sentandreu, 2012), sumado a esto la eleccion de la
técnica de extraccion de los compuestos responsables del aroma que represente
cualitativa y cuantitativamente el aroma original del vino ha sido uno de los
mayores desafios en la investigacion, con objetivo el de obtener un extracto que
contenga todos los compuestos volatiles del vino original, sin tener alteracion,
degradacién o formacidén de artefactos (Boido, E. Versini, G., Dellacassa, E., Carlin, S
Fedrizzi, B., 2008)

Entre las técnicas de extraccidn utilizadas en el analisis de aromas del vino
se encuentran las extracciones liquido-liquido, técnicas de analisis de espacio de
cabeza, extraccion en fase solida (SPE) y mas actualmente microextraccion en fase
solida (SPME) (Carrau, F., Boido, E., Gaggero, C., Medina, K, Farifa, L., Disegna, E.,
Dellacassa, 2011), a continuacién se describira la extraccion en fase sdélida y sus
ventajas ya que es el método seleccionado para la caracterizacion de los

espumantes.
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VI.1.1 Extraccion en fase solida

La extraccién en fase sélida (SPE) se presenta, por sus beneficios y ventajas
sobre las técnicas tradicionales como la extraccion liquido-liquido, como la técnica
mas potente disponible para la preparacion rapida y selectiva de muestras.

A modo de ejemplo, en la Figura VI-1 se esquematizan los procedimientos
para conseguir la adsorcion y desorcion de los compuestos volatiles libres en una
muestra de vino, mediante la utilizacién de un cartucho ISOLUTE_ ENV+. Las
caracteristicas de la fase utilizada en este trabajo, Isolute_ ENV+, se describen a

continuacion:

VI.1.2 Cartucho ISOLUTE_ENV+

Es una resina polimérica del tipo estireno divinil benzeno, que se presenta
en la forma de cartuchos, es un medio adsorbente muy hidrofébico especialmente
derivatizado con la presencia de grupos fenoles (Figura VI-2), lo que le confiere
una superficie facilmente hidrofilica, eliminando la necesidad del
acondicionamiento previo en el uso con soluciones acuosas, y presentando una

gran capacidad de adsorcion (IST, 2001).
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Figura VI-1 Esquema del procedimiento de retencion y elucion de los distintos compuestos
aromaticos del vino para el caso del cartucho ISOLUTE® ENV+. (Adaptado de
International Sorbent Technology (2001)
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1 - Pretratamiento de la muestra. En el caso del vino no es necesario, se utiliza la

muestra diluida al medio.

2/3 - La fase ENV+ puede ser usada para el vino sin realizar la etapa de solvatacion
y equilibrio, sin embargo es recomendable realizar un lavado de la fase con
solventes miscibles en agua como el metanol, con lo cual se logra la
eliminacidn de interferencias, debiendo realizar un posterior lavado con agua.

4 - Pasaje de la muestra, 4-5 mL/min.

5 - Elucién de interferencias con agua.

6 - Elucién de los compuestos volatiles libres con diclorometano, recuperandose
para su analisis.

7 - Elucion de los compuestos glicosidados con metanol, recuperandose para su

analisis.
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Adaptado de E.M. Thurman, M.S. Mills. Solid-Phase Extraction Principles and Practice. John Wiley &
Sons, Inc., New York, 1998

RETENCION ELUCION
Interacciones hidrofébicas entre el Un solvente que puede interrumpir
analito y la superficie del polimero, las interacciones hidrofébicas,
retienen al analito durante la carga como el metanol, eluye al analito
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Figura VI-2 Estructura de la fase utilizada en el cartucho ISOLUTE® ENV+ formado por una
estructura basica de poliestireno derivatizado.
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VI.1.3 Compuestos responsables del Aroma en los Vinos Espumantes

En los vinos espumantes los compuestos volatiles tienen tres origenes:

-aromas primarios provenientes de la uva, generalmente presentes en productos

jovenes y aromas prefermentativos, estos pueden tener una influencia positiva en
la calidad del vino (maceracién en frio de los aromas) o efecto negativo derivado
de un almacenamiento y procesamiento inadecuado de la uva.

-aromas secundarios: originados en la primera y segunda fermentacién en botella,

principalmente afectados por el mosto y la calidad del vino base; temperatura de
fermentacion y la levadura y finalmente,

- aromas terciarios provenientes de la maduracion del vino sobre las borras y de la

lisis celular por las levaduras, después de un largo periodo de afiejamiento (Parodi,
2002; Torresi et al., 2011; Ubigli, 2004).

Aunque hay muchos factores involucrados en la composicion quimica de los
espumantes tales como las caracteristicas del vino base (Hidalgo, p. Pueyo,
E.Pozo-Bayon,M.A.,, Martinez-Rodriguez,A.].,Martinez-Alvarez,P.,&Polo, = 2004;
Torrens, J., Riu-Aumatell, M., Vichi, S., Lopez Tamames, E., Bouxaderas, 2010b),
para los espumantes producidos por el método tradicional las transformaciones en
la composicion volatil ocurren en la segunda fermentacion y el afiejamiento, ambos
son factores claves en el perfil aromatico y afectan las cualidades sensoriales de los
espumantes.

Durante el afiejamiento del vino sobre las lias, simultdaneamente la
degradacidn y sintesis de compuestos volatiles ocurre, resultando predominante
en cualquier momento cualquiera de estos dos procesos (Pozo-Bayon, Pueyo,
Martin-Alvarez, Martinez-Rodriguez, & Polo, 2003). Las enzimas liberadas durante
la autolisis de la levadura causan el incremento de algunos aromas varietales
(Francioli., Torrens,]., Riu-Aumatell, M., Lépez Tamames.,E. &Buxaderas, 2003; Riu-
Aumatell, M., Bosch-Fusté, ]., Lopez Tamames, E, Buxaderas, 2006), mientras que la
mayoria de los compuestos hidrofébicos pueden absorberse sobre lias de levadura
reduciendo su concentracion en los vinos espumantes afiejados (Pozo-Bayon et al,,
2009).

Muchos compuestos volatiles son formados durante la autolisis (Hidalgo, p.,

Pueyo, E.Pozo-BayonM.A., Martinez-RodriguezA.J.,Martinez-Alvarez,P.,&Polo,
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2004) algunos con bajos niveles de percepcion. Los ésteres son la familia de
compuestos volatiles con mayor importancia liberados durante el proceso de
autolisis. Diferentes autores describen que la calidad de los vinos espumosos se
relaciona con la concentracion de esteres tales como el caproato, caprato y
caprilato de etilo, acetato de amilo, acetato de 2-feniletilo, succinato de dietilo.
Aunque se acepta que la segunda fermentacion y al afiejamiento por
contacto con las lias altera el perfil aromatico de los vinos espumosos (Francioli.,
Torrens,]., Riu-Aumatell,M., Lopez Tamames.E.,&Buxaderas, 2003) el impacto de
estos compuestos en las propiedades sensoriales de los espumantes es

pobremente entendida y estd sujeta a mayores estudios.

VI.1.4 Aromas Varietales:

Contrariamente a la uva, que es un fruto poco aromatico, en la naranja el
aroma de la misma es uno de los atributos de calidad mas importante; se sabe que
el jugo de naranja es uno de los de mayor consumo mundial y uno de los factores
condicionantes de este hecho es la calidad de su fraccién aromatica (Shaw, P.E,,
Buslig, B.S., Moshonas, 1994).

Muchos han sido los investigadores que dedicaron sus esfuerzos a
identificar el aroma del jugo de naranjas (Baxter, Easton, Schneebeli, & Whitfield,
2005; Cerdan-Calero et al., 2012; Selli et al., 2004) ya que es bien conocido el hecho
de que sin aroma, un zumo de naranjas no es mas que una solucién azucarada y
acidulada.

Los contribuyentes importantes al flavor del jugo de naranjas incluyen
esteres, aldehidos, cetonas, terpenos y alcoholes (Nisperos-Carriedo, M.O., Shaw,
1990). El mayor contribuyente al sabor y aroma del jugo fresco es el grupo de los
terpenos, este grupo esta constituido sobre todo por compuestos volatiles
localizados en sacos en el flavedo los cuales son arrastrados parcialmente al jugo
durante la extraccion mecanica (Cerdan-Calero et al.,, 2012).

En el caso de la naranja y el vino de naranja se han identificado una gran
cantidad de compuestos terpénicos (Figura VI-3), siendo algunos de estos

compuestos los siguientes:
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a - hidrocarburos monoterpénicos (Ci0) como limoneno (i), a-terpineno (ii), -
terpineno, a-pineno y mirceno, o sesquiterpenos (C1s) como valenceno.

b - alcoholes monoterpénicos muy aromaticos como linalol (iii), a-terpineol (iv),
nerol (v), geraniol (vi), citronelol (vii) (Tabla VI-1).

¢ - aldehidos como el geranial, neral y citronelal, los cuales son muy aromaticos

pero con aromas menos florales que los alcoholes correspondientes.

Tabla VI-1 Descriptores del aroma y umbral de percepcion de los principales terpenos
reportados en vinos y otras matrices

Compuesto Descriptor Umbral (pg.L1) Medio Referencia

Linalol Floral, coriandro, lavanda, bergamota 0,006 Agua 4,7
0,01 Sim. Vino 3
0,05 Vino 6
0,08 Cerveza 1

a-terpineol  Floral, pino 0,28-0,35 Agua 4,7
0,40 Vino 6
2 Cerveza 1
Citronerol Dulce, floral 0,04 Agua 5
0,10 Sim. Vino 3
0,018 Vino 6
Nerol Lima,rosa, Jacinto 0,3 Agua 5
0,4 Vino 6
0,5 Cerveza 1
Geraniol Frutado, floral 0,075 Agua 2
0,03 Sim. Vino 3
0,13 Vino 6

1 Meilgaard (1985); 2 Pyysalo et al. (1977); 3 Guth (1997b); 4 Buttery et al. (1971); 5 Ohloff (1978b); 6
Ribereau-Gayon et al. (1998); 7 Ahmed et al. (1978); 8 Simpson (1979); 9 Terrier et al. (1972)
(Adaptado de Boido, 2001)

El limonenolimoneno es el compuesto predominante del jugo de naranja, y
es considerado uno de los mayores contribuyentes del flavor de la misma(Fan et
al., 2009; Nisperos-Carriedo, M.0O., Shaw, 1990; Selli et al., 2004; Shaw PE, 1991),su
umbral de percepcién en una matriz de jugo de naranja desodorizado es de 13,7
ppm; el Valenceno y el Mirceno fueron reportados como los compuestos mas
abundantes después del limoneno en el jugo de las variedades Qixue Cheng y en el
jugo y aceite de cascara de naranja de la variedad Kozan (Fan et al., 2009; Selli et
al,, 2004)

En relaciéon a los compuestos terpénicos en los vinos de naranja, se ha
encontrado que el linalol, citronelol, a-terpineol, nerol y geraniol son importantes

contribuyentes al aroma del vino debido a sus bajos umbrales de percepcion (Selli,
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S., Canbas, A. and Cabaroglu, 2003) y que el linalol, el terpinene-4-ol y el a-

terpineol se encuentran entre los mas abundantes.
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Figura VI-3 Principales compuestos terpénicos reportados en naranja y vinos de naranja

Por otra parte en la elaboracién de vino, también otros compuestos
presentan propiedades odoriferas interesantes y contribuyen al aroma varietal,
como ser los norisoprenoides que provienen de la degradacién quimica o
enzimatica de los carotenos; o las metoxipirazinas por su rol en el aroma herbaceo
de ciertos cepajes como el Cabernet Sauvignon (Riberau-Gayon, P., Glories, Y,
Maujean, A., 2003) o la contribucion de los precursores de origen fenolicos; en los
vinos de naranja por lo menos dos de los fenoles volatiles se han reportado en la
mayor parte de los trabajos, el 4-vinil-fenol y el 4 vinil-guyacol (Farifia,L., Boido,E.,
Carrau, F., Dellacassa, 2007)

Por ultimo existe otro grupo de compuestos caracterizados por ser
azufrados, responsable de aromas varietales aunque por mucho tiempo muchos de
ellos fueron considerados como responsables de defectos (B. Fedrizzi, F. Magno, S.

Moser, G. Nicolini, 2007)

VI.1.5 Aromas Pre- fermentativos

Para el caso de la uva, son aquellos que se originan durante los procesos a
los que se somete la misma, desde la cosecha hasta el principio de la fermentacion
alcoholica (proceso de prensado para obtener el mosto), la accion de estrujado en

presencia de oxigeno permite que comiencen a actuar complejos enzimaticos, por
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lo que las reacciones son oxidaciones enzimaticas sobre acidos grasos, siendo el
principal sustrato de estas enzimas, los acidos linoléico y linolénico.

Estos complejos enzimaticos estan formados por enzimas que actian
secuencialmente: lipasas, lipoxigenasas, enzimas de ruptura o fragmentaciéon de
cadenas, isomerasas y alcohol deshidrogenasas (Bayanove,
C..Baumes,R.,Cruzet,]. &Glinata, 2000).

El aroma prefermentativo lo forman generalmente aldehidos y alcoholes de

C, responsables de los aromas y sabores verdes, herbaceos, y en algunos casos

amargos (Riu-Aumatell, M., Bosch-Fusté, |., Lopez Tamames, E, Buxaderas, 2006;

Torrens, J., Riu-Aumatell, M., Vichi, S., Lopez Tamames, E., Bouxaderas, 2010).

VI1.1.6 Aromas Fermentativos

La fermentaciéon alcohodlica es la transformaciéon anaerobia de azucares,

principalmente glucosay fructosa, en etanol y diéxido de carbono:

(CeH1206 ---> 2CH3CH20H+ 2C03)

Este proceso que no es solamente llevado a cabo por las levaduras sino
también por algunas bacterias tales como Zymomonas mobilis; es afortunadamente
mucho mas complejo ya que al mismo tiempo que la reaccion general se lleva a
cabo un serie de otros procesos bioquimicos, quimicos y fisicoquimicos, haciendo
posible la transformacién de la uva en vino; sin la produccién de alcoholes
superiores, esteres, glicerol, acido succinico, diacetilo, acetoina y 2,3 butanodiol y
otros compuestos del jugo de uva que son transformados por el metabolismo de
las levaduras, el vino tendria poco interés organoléptico (Zamora, 2009).

El etanol es el segundo compuesto mayoritario después del agua, puede
estar presente en concentraciones que varian del 8 al 16% en vol. dependiendo del
grado de maduracién del fruto y la forma de preparacion del vino
(Ugliano,M.,Bartowsky,E.].,Mc Carthey,].,Moio,L.,.&Henschke, 2006), interviene en el
aroma en forma directa debido a que las cantidades producidas son muy
superiores a su umbral de percepcion el cual ha sido reportado con valores de 8-

200 mg.L-1 en agua (Boido, 2002); una concentracion excesiva de etanol en vino
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modifica en forma significativa la volatilidad y los umbrales de percepciéon de la
mayoria de los compuestos volatiles del vino (Z. Aturki, V. Braudi, 2004) afectando
al equilibrio y a la expresion relativa de las diferentes series aromaticas Goldner,
et al, (2009), observaron que con mayores graduaciones alcohdlicas se destacan
los aromas herbaceos, mientras que con bajos contenidos de etanol predomina la
serie frutal (Escudero etal., 2008)

Los compuestos cuantitativamente mas importantes del sabor y aroma son
los alcoholes superiores y sus ésteres y acidos volatiles asociados, formados a
partir de los aminoacidos.

Los alcoholes cuantitativamente mayoritarios procedentes del metabolismo
de la levadura son el etanol y el glicerol, seguidos por los dioles y los alcoholes
superiores alifaticos (1-propanol, 2-metil-1- propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-
1-butanol) y aromaticos (2-feniletanol). Estos ultimos se encuentran presentes en
un rango de concentracion entre 100 y 500 mg/L (Lambrechts, M. G. y Pretorius,
2000).

Por lo que se refiere a los ésteres, su produccion transcurre en paralelo a la
formacion del etanol. Aunque se producen en pequefias cantidades son los
compuestos que determinan en mayor intensidad el aroma secundario del vino. El
éster mayoritario en vinos es el acetato de etilo y tiene connotaciones aromaticas
no deseables (Lambrechts y Pretorius, 2000), pero también se forman otros
ésteres de alcoholes superiores (acetato de isobutilo, de isoamilo, de 2- feniletilo) y
de acidos grasos de cadena corta (caproato de etilo, caprilato de etilo) conocidos
como “ésteres afrutados” que son responsables del aroma frutal y floral de los
vinos.

La presencia de acetato de isoamilo y también la del acetato de 2-feniletilo
en el mosto fermentado se considera una cualidad positiva que inspira fragancias
afrutadas y por consiguiente, realza la calidad del producto.

Ademas de estos compuestos, las levaduras sintetizan también otros
compuestos aromaticos minoritarios que incluyen: i) aldehidos producidos por la
oxidacion de los alcoholes (acetaldehido), ii) cetonas y acidos organicos cuyo
impacto sensorial sobre el aroma del vino es muy débil (acetona, acetoina, 2, 3-
pentadiona y 4acido acético), iii) fenoles procedentes del metabolismo de la

microflora o bien de la hidrélisis de polifenoles presentes en la uva (4-vinilfenol, 4-
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vinilguiacol), y iv) compuestos organicos sulfurados derivados del metabolismo de

aminoacidos azufrados (SHz) (Lambrechts, M. G. y Pretorius, 2000).

VI.1.7 Aromas terciarios o post-fermentativos

El aroma terciario, post-fermentativo o bouquet aparece como consecuencia
de una serie de reacciones enzimaticas y/o fisico-quimicas que tienen lugar en el
proceso de envejecimiento y crianza del vino, y en el caso de los vinos espumosos
esta formado por todos aquellos compuestos que se originan durante la crianza
sobre las lias.

La mayoria de los estudios relacionados con los cambios en la composicién
volatil durante el envejecimiento sobre las lias son contradictorios. Algunos
autores muestran un incremento en ésteres etilicos y en alcoholes durante la
crianza sobre lias (Francioli., Torrens,]., Riu-Aumatell,M., Lopez
Tamames. E.,&Buxaderas, 2003; Hidalgo, p., Pueyo, E. Pozo-Bay6n,M.A., Martinez-
Rodriguez,A.].,Martinez-Alvarez,P.,&Polo, 2004). Otros que durante esta etapa se
produce la hidroélisis de algunos ésteres como los acetatos de alcoholes superiores,
con lo que el vino se empobrece en compuestos relacionados con notas aromaticas
mas frescas y asociadas con aromas florales y frutales (Caliari, V., Prieto Panceri,
C., Pier Rosier, ]..&Bordignon-Luis, 2015; Torrens, J., Riu-Aumatell, M., Vichi, S,,
Lopez Tamames, E. Bouxaderas, 2010a). También se ha observado una
disminucién de ésteres de acetatos y acidos grasos debido a fenémenos de
adsorciéon con las manoproteinas de las paredes celulares de las levaduras
(Torrens, J., Riu-Aumatell, M., Vichi, S., Lopez Tamames, E., Bouxaderas, 2010a).

Por lo general la evolucidon del aroma durante el envejecimiento sobre las
borras consiste en la pérdida de las notas caracteristicas varietales y de matices de
fermentacion y la aparicion de notas de crianza como tostadas y las lacticas (Styger
et al,, 2011; Torrens, J., Riu-Aumatell, M., Vichi, S., Lopez Tamames, E., Bouxaderas,
2010a).

La union de los compuestos aromaticos formados durante la elaboracién de
los vinos espumosos, tanto procedentes de la segunda fermentacién como también
de la autolisis de las levaduras, junto a los existentes en el vino base procedentes
de la variedad de la uva y la fermentacion del mosto y todos ellos arrastrados y

potenciados por el desprendimiento del gas carbdnico, consiguen el desarrollo de
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una caracteristica gama de aromas, todos ellos muy sutiles y gran complejidad que
definen el complejo perfil volatil de los vinos espumosos (Francioli., Torrens,J., Riu-
Aumatell,M., Lépez Tamames.E.,&Buxaderas, 2003; Riu-Aumatell, M., Bosch-Fusté,

J., Lopez Tamames, E, Buxaderas, 2006).

VI.2 Objetivos

1. Identificar y cuantificar los compuestos aromaticos libres en el vino base y los
espumantes de naranja.

2. Determinar el perfil caracteristico de los compuestos aromaticos libres para el
vino base y los espumantes.

3. Evaluar las modificaciones que se producen en un nimero de compuestos
volatiles como consecuencia de la primera y segunda fermentacion y del proceso

de clarificacion.

VL3 Materiales y Métodos

VI.3.1 Vinos base y Espumantes utilizados para el analisis

Para el anadlisis se utiliz6 el Vino Base (var. Valencia) y ocho (8) muestras de

espumantes, con los tratamientos y niveles descriptos en la (Tabla VI-2).

Tabla VI-2 Disefio experimental para el estudio de la fraccién volatil libre de los vinos
espumantes de naranja.

Muestra | Tratamiento de clarificacion | Tiempo de contacto con las lias
EB02-6 0,20 g/L bentonita 6 meses

EF02-6 filtrado - 0,20 g/L bentonita 6 meses

EB05-6 0,50 g/L bentonita 6 meses

EF05-6 Filtrado-0,50 g/L bentonita 6 meses

EB02-9 0,20 g/L bentonita 9 meses

EF02-9 filtrado - 0,20 g/L bentonita 9 meses

EB05-9 0,50 g/L bentonita 9 meses

EF05-9 filtrado - 0,50 g/L bentonita 9 meses
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VI.3.2 Extraccion de los Componentes Volatiles

Para la extraccion de los componentes volatiles se utilizé la técnica de
extraccion en fase sélida, la misma se realizé con cartucho ISOLUTE®ENV+ segin
el método puesto a punto por Carlin, (1998)

Se fraccionaron los aromas libres de 50 mL de vino, diluidos a 100 mL y
adicionados de 0.1 mL de n-heptanol como estandar interno (solucién
hidroalcohdlica al 50% con concentracién 0.229 g/L), con cartuchos Isolute_ (IST
Ltd, Mid Glamorgan, UK) ENV+ con 1 g de SDVB (estireno divinil benzeno)
polimero (40-140 mm, cod. n°915-0100-C). Previo al pasaje de la muestra el
cartucho se acondicion6 eluyendo 15 mL de metanol, seguido de 20 mL de agua. La
fraccion libre se eluyé con 30 mL de diclorometano, adaptando un sistema de
depresion controlada para tener un flujo de 4-5 mL/min. Se recogi6 el solvente
orgadnico con la fraccion libre, se anhidrific6 con Na;S0s4, se concentréd hasta
aproximadamente 3-4 mL en bafio termostatizado a 40°C y previo al analisis
cromatografico se concentr6 hasta aproximadamente 0.5 mL mediante corriente
de No.

La identificacién se realiz6 mediante GC-MS con un gascromatoégrafo
Shimadzu GC-17 acoplado con un detector de espectrometria de masa Shimadzu
QP 5050. Las condiciones de trabajo fueron: columna capilar de silica fundida (25
m x 0.25 mm d.i.), fase estacionaria BP 20 (film de 0,25 pm de espesor) (SGE,
Australia); programa de temperatura 40°C (6 min), 40-180°C a 3°C/min, 180-
220°C a 10°C/min, 220°C (20 min); temperatura del inyector, 250°C; modo de
inyeccion split, relacion de split 1:40, volumen inyectado, 1.0 pL. Gas portador He,
92.6 kPa (55.9 cm/seg); temperatura de interface 250°C; rango de masas 40-400
uma. La identificacion se realizé mediante bibliotecas de espectros de referencia
(Adams, 1995) y libreria propia realizada con estandares y datos reportados en la
literatura.

La identificacion de los compuestos se confirm6é por medio de la
determinacion de indices de retencidon de Kovats, obtenidos mediante la inyeccion
de un estandar del compuesto y la mezcla de n-alcanos. Cuantificacion de
compuestos aromaticos se realizd por medio de HRGC, en un cromatografo Carlo

Erba 2900, equipado con detector de ionizacion de llama (FID) y software de
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procesamiento de datos Shimadzu EZChrom. Se utilizaron las mismas condiciones
descriptas en la identificacion por GC-MS. Temperatura del inyector 250°C,
temperatura del detector 280°C; modo de inyeccidn split, relacion de split 1:30,

volumen inyectado 0.5 pL.

V1.3.3 Analisis estadistico

Las diferencias en las concentraciones de los compuestos volatiles libres se
evaluaron mediante el analisis de varianza considerando los efectos tratamiento de
clarificacion y tiempo de contacto con las borras.

Las diferencias entre las medias para las muestras con los diferentes
tratamientos, se determinaron mediante el Least Significative Diferences test (LSD
test).

Se realizaron ademads, andlisis de componentes principales (PCA). Los
calculos se realizaron con el programa STATGRAPHICS PLUS 5.0; FactoMineR (Lé,
S., Josse, J., & Husson, 2008).

V1.4 Resultados y Discusion

En las Figuras VI-4 y VI-5 se muestran los cromatogramas tipicos
obtenidos por GC-MS (TICs -corriente ionica total-) para las fracciones libre del
vino base y uno de los espumantes. En la Tablas VI-3 y Tabla VI-4 se presenta el
listado de los compuestos identificados en el perfil de compuestos aromaticos
libres respectivamente. Se indica ademas el indice de retencién lineal para cada

compuesto y el método por el cual se asigno la identificacion a cada pico.
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GCME Chromatogram
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Figura VI-4 Perfil gascromatografico de la fraccidn libre, extraccion con cartucho ISOLUTE _ ENV+, del vino de naranja, obtenido en columna capilar
de silica fundida, fase estacionaria BP 20 (SGE, Australia)
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Figura VI-5 Perfil gascromatografico de la fraccion libre, extraccion con cartucho ISOLUTE _ ENV+, de un espumante de naranja, obtenido en columna
capilar de silica fundida, fase estacionaria BP 20 (SGE, Australia)
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Tabla VI-3 Listado de los compuestos aromaticos libres identificados en vino de naranja
de la variedad Valencia Late

Pico | Compuesto IRL(X) | Identificacién (2
1 1-Propanol 1037 | A
2 Alcohol Isobutilico (isobutanol) 1099 | A
3 Acetato de isoamilo 1125 |A
4 1- Butanol 1155| A
5 3-metil-1-butanol 1221 | B
6 Lactato de etilo 1353 | A
7 Octanoato de etilo (caprilato de etilo) | 1436

8 1-Heptanol 1468 | Estandar
9 Acido isobutanoico 1584 |A
10 | Linalol 1570 |A
11 | w-butirolactona 1624 | B
12 | Terpinen-4-ol 1591 | A
13 | Acido Isovalerico 1690 | B
14 | a-terpineol 1718 | A
15 | 3-metiltio-1-propanol 1723 |B
16 | 3-hidroxibutanoato de etilo 1410 |B
17 | Alcohol B-feniletilico 1918 |A
18 | Pantolactona 2028 |B
19 | Malato de dietilo 2058 |B
20 | Acido Octanoico 2072 |A
21 | 4-vinil-guaiacol 2180 |A
22 | w-caprolactona 1745 |B
23 | Acido decanoico 2261 |A
24 | Succinato acido de dietilo 2370 |A
25 | Vomifoliol 3167 |B
26 | Vainillina 2580 |A
27 | Acido Dodecanoico 2510 |A
28 | Tirosol 2999 | B

(M indice de retencién linear
(@) identificaciones por: A, comparacion de los indices de retencién y espectro de masa con estdndares
auténticos; B, comparacion de los indices de retencién y espectro de masa de bibliografia (Adams, 1995;
Bureau et al., 2000; Marais et al, 1992; McLafferty y Stauffer, 1991; Wirth et al, 2001); C, tentativa por

espectro

de
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Tabla VI-4 Compuestos aromaticos en forma libre presentes en el Vino Base var. Valencia
valores promedio por duplicado en (pg.L1)

COMPUESTO VINO BASE
Media .L- Desv.
ESTERES 1) (hg ot
Acetato de isoamilo 281 35
Lactato de etilo 661 13
Octanoato de etilo 312 16
Acetato de propilo 1160 109
3-hidroxibutaonato de etilo 490 189
Malato de dietilo 109 12
Succinato de dietilo 216 41
Succinato acido de etilo 19146 3921
Y. Esteres 22376
ALCOHOLES
1-Propanol 346 68
Alcohol Isobutilico 1614 223
1-butanol 26 8
3-metil-1-butanol 45435 7392
3-metitio-1-propanol 213 46
Alcohol vainillinico 214 -
Alcohol - feniletilico 15317 2863
Y. Alcoholes 63165
ACIDOS
Acido isobutirico 153 10
Acldo butanoico 194 2
Acido hexanoico 1405 206
Acido isovalerico 125 67
Acido octanoico 2594 756
Acido decanoico 528 285
Acido dodecanoico 3266 985
Y Acidos 8265
TERPENOS
Linalol 237 59
Terpinen-4-ol 137 12
a- terpineol 194 31
Y. Terpenos 568
OTROS
¥- butirolactona 161 43
Pantolactona 60 39
4-vinil-guiacol 1224 576
4-vinil-fenol 611 24
¥- caprolactona 340 48
Vomifoliol 214 8
Vainillina 281 -
Tirosol 5129 2147
Total 102394
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VI1.4.1 Estudio de los Compuestos Aromaticos libres en el Vino Base

Tal como se muestra en la Tabla VI-4 un total de 33 compuestos fueron
identificados y cuantificados en el vino base de naranja (102394 pg/L). Los
compuestos mayoritarios fueron los alcoholes (61%) seguido de los ésteres (22%),
los &cidos (8 %), el grupo “otros” 8,5%y los terpenos el (0,55%) restante.

La mayor parte de los compuestos identificados en el vino base son de
origen fermentativo; entre los atribuibles a la naranja se encuentra, el linalol, el
terpinen-4-ol y el a-terpineol. La importancia de estos compuestos terpénicos
radica en la contribucién que realizan al aroma del vino, dado por su aroma floral-
frutal con notas citricas (limén) y sus bajos umbrales de percepciéon (Ribérau-
Gayon et al, 2000). De los tres terpenos identificados el linalol fue el que presentd
mayor concentracion (237 pg.L-1), su OAV calculado con un umbral de percepcién
de 25 pg.L-1 (Vilanova, Genisheva, Masa, & Maria, 2010) fue de 9,46, por lo que este
compuesto que es descripto con notas florales y de lavanda, produciria una
contribucién positiva al aroma del vino base.

Por otra parte, entre los terpenos predominantes del jugo de naranja se
encuentra al limonenolimoneno; este representa aproximadamente el 74% del
total de los compuestos volatiles en el jugo (Fan et al,, 2009), en el vino base este
compuesto no fue encontrado, sin embargo se identificd y cuantifico el terpinen-
4-o0l y el a-terpineol, este Gltimo es conocido como el principal contribuyente del
“off-flavor” en el jugo de naranjas, realizando una contribucién negativa al sabor
del mismo cuando los niveles son iguales o superiores 2ppm, su presencia se debe
a que es un producto de degradacion del limoneno o el linalol o de la hidrolisis de
los precursores glicosidicos volatiles de la naranja durante la fermentacién (Fan et
al. 2009).

Los compuestos mas abundantes en el vino base fueron los alcoholes
(62926 pg.L'1); el 3-metil-1-butanol o alcohol isoamilico y el alcohol B-feniletilico;
ambos alcoholes superiores, se presentaron en la mayor cantidad. El alcohol
isoamilico es el principal alcohol alifatico mientras que el alcohol -feniletilico es
un alcohol aromatico, posee un aroma floral y de rosas que contribuye
positivamente al aroma del vino (Selli, 2007). Estos compuestos también fueron

reportados como significativos en vinos de naranja de las variedades Moro, Kozan
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y Qixue Cheng (Fan et al,, 2009; Sellj, S., Canbas, A. and Cabaroglu, 2003). Rapp, A,
& Mandery, (1986) indican que los alcoholes superiores afectan positivamente la
calidad de un vino cuando no superan las cantidades de 400 mg.lL1, la
concentracion total de estos compuestos se situ6 muy por debajo de este valor, los
OAV calculados para ambos compuestos exhibieron valores de 0,75 y 1,53
(Goldner, 2008; Sanchez-Palomo et al2012) respectivamente, indicando la
importancia de su contribucién al aroma del vino.

Otros tres alcoholes también fueron identificados, el 1-propanol, 1-butanol
y el 3-metiltio-1-propanol. Moshonas & Shaw, (1995) cuantificaron el 1-propanol
en jugo de naranja Valencia Late exprimido manualmente y mediante maquina, la
concentracion fue del orden del obtenido en el vino base; es un alcohol simple de
origen vegetal y levaduriano (Ribérau-Gayon et al, 2000); el 3-metiltio-1-propanol
o metionol es un derivado azufrado, este tipo de compuestos se caracterizan por
los olores de reduccién y por sus umbrales de percepcion muy bajos, su
descripcion olfativa es de repollo cocido, en el vino base su OAV fue =0,18.

El tirosol o alcohol p-hidroxifeniletilico es otro compuesto de origen
levaduriano, se forma a partir de la tirosina y esta presente en todos los medios
fermentados en concentraciones de 6-25 mg.L1, en el vino base presentd una
concentracion media levemente inferior a este valor.

Tanto los ésteres como los alcoholes superiores son producidos durante la
fermentacion alcohodlica y dependiendo del tipo de compuesto y su concentraciéon
juegan un importante rol en el flavor del vino, (Valero et al.2002; Selli et al. 2004,
2007), el vino base presentd una concentracion total de ésteres de (21215 pg.L1),
el aporte mayoritario fue realizado por el succinato acido de etilo.

Entre los ésteres acéticos provenientes de los alcoholes superiores se
encontro el acetato de isoamilo, este compuesto presenta un olor que recuerda a la
banana, con un umbral de percepcion es de 1,2 mglL-! (Shinohara &Shimizu,
1981), de los ésteres de los acidos grasos se identifico al octanoato de etilo, se sabe
que estos ésteres tienen un papel muy favorable en el aroma afrutado de vinos
blancos, particularmente los ésteres de los acidos de 6 a 12 4tomos de carbono
(Bertrand, 1975), se considera que estos ésteres, y mas concretamente el
octanoato de etilo, son responsables directos de la calidad de los vinos jévenes

(Suarez-Lepe, 2002). El lactato de etilo, también afecta positivamente en el andlisis
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sensorial, se forma en concentraciones muy variables segin la cepa de levadura
(Bertrand et al., 1978).

Siete, fueron los acidos grasos volatiles encontrados en el vino base, los mas
predominantes, en orden decreciente fueron tres, dodecanoico, octanoico y
hexanoico, la contribucién al aroma del vino en los dos primeros es considerada
poco importante, por el hecho de estar presentes en concentraciones mucho mas
bajas que sus umbrales de percepcion (Etiévant, 1991; Selli, S., Canbas, A. and
Cabaroglu, 2003). Para el acido hexanoico el OAV calculado con un umbral de
percepcion de 30 (Vilanova, Genisheva, Masa, & Maria, 2010) fue de 47,66, este
compuesto es descripto con aromas de vegetal-frutal.

En general los acidos grasos contribuyen a la frescura de los vinos o al
desagrado de los mismos si se encuentran en exceso (Riberau- Gayon et al.,, 2001),
su produccién depende de factores como el mosto, el cultivo, la levadura y la
temperatura de fermentacion (Nykanen, 1986).

Entre las lactonas volatiles de origen fermentativo susceptibles de
participar en el aroma de los vinos, la mas conocida es la ¥-butirolactona, la misma
fue identificada en el vino base en una concentraciéon media de 161 pg.L-1, segin
Rocha et al, (2004) este compuesto exhibe aromas dulces, mantecosos; ha sido
identificado también en vinos de cereza.

Por ultimo dentro de los compuestos con origen fendlico se identificé al 4-
vinil-fenol y 4-vinil-guayacol, ambos con OAV >1; los compuestos fendlicos son
considerados componentes habituales del aroma del vino y dependiendo de su
concentracion pueden contribuir positiva o negativamente al mismo. Estos
compuestos que poseen aromas que recuerdan a la almendra, clavo de olor, curry
(Vilanova et al., 2010), pero también olores farmacéuticos a témpera, clavel
pigmentado (Riberau-Gayon et al,, 2001) fueron también identificados en otros
vinos de naranjas de las variedades Kozan y Moro (Selli, 2007; 2003), el impacto
olfativo de estos dos vinil-fenoles deben ser considerados mezclados en las
proporciones en las que se encuentran en los vinos; en la mayoria de los vinos
blancos se caracterizan por una relaciéon 1:1, en el vino base de naranja var.

Valencia el valor fue de 0,50.
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V1.4.2 Estudio de los compuestos aromaticos libres en los espumantes.
Modificaciones producidas por la segunda fermentacion.

Los Vinos espumantes de naranja obtenidos a partir del vino base con
diferentes tratamientos de clarificacion y tiempo de contacto con las borras
también fueron estudiados a partir de su fraccidn volatil; se identificaron un total
de 30 compuestos los cuales fueron cuantificados y separados en grupos quimicos
(Tabla VI-5); en todos los espumantes los alcoholes fueron los compuestos
mayoritarios, seguidos de los ésteres y los acidos, esta distribucién fue la misma
que presenté el vino base.

Observando la Figura VI-6 para los tres grupos mayoritarios de compuestos
se puede ver que si bien no existen diferencias estadisticamente significativas con
el vino base a un nivel de significancia de (a=0,05) los alcoholes y los ésteres
aumentaron durante la segunda fermentacién, los acidos presentaron un
comportamiento variable que podria atribuirse a variaciones minimas de
temperatura durante la fermentacién, esto esta de acuerdo con Ganss, Kirsch,
Winterhalter, Fischer, & Schmarr, (2011) que hace referencia a que uno de los
mayores efectos debido a la segunda fermentaciéon del vino base considera
cambios en el espectro de los acidos grasos y sus correspondientes ésteres etilicos.

Al estudiar los compuestos de la naranja, se observa que los terpenos son
los mismos que los identificados para el vino base, no presentando diferencias
estadisticamente significativas con el mismo para un (a=0,05), en concordancia
con lo expuesto por (Rapp, A, & Mandery, 1986; Sellj, S., Canbas, A. and Cabaroglu,
2003) de que la concentraciéon de terpenos no cambia marcadamente durante la
fermentacion alcohdlica, indicando que no son productos que se forman durante la
fabricaciéon (Fan et al, 2009); en todos los casos el linalol fue el terpeno
mayoritario, seguido del a-terpineol, ademas de que ambos presentaron un valor
por encima de su umbral de percepcion (Tabla VI-I) las concentraciones
encontradas fueron muy superiores a las reportadas por (Torchio et al., 2012) para
vinos espumantes tintos dulces de Barcheto; y también para los vinos espumantes
de Albarifio Vilanova, Genisheva, Masa, & Oliveira, (2010) donde los rangos

reportados fueron del orden de los 25-41,5 pg.L-1, esto se debe probablemente a
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las diferencias en composicion de las frutas, en nuestro caso la naranja, donde las

concentraciones reportadas de estos compuestos es diferente.
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Figura VI-6 Concentracién en (pg. L-1) de ésteres, alcoholes y acidos en el vino base y los
espumantes estudiados.

Los alcoholes fueron el grupo mayoritario; los alcoholes superiores son
formados a partir de los aminoacidos y el metabolismo del azdcar (Boulton, R.B.,
Singleton, V.1, Bisson, L.F.,&Kunkee, 1996), en las condiciones de trabajo utilizadas
no se resuelve la separacién de los alcoholes 2- y 3-metil-1-butanol, apareciendo
ambos en un mismo pico, la relacién de concentraciones es minoritaria para el 2-
metil-1-butanol, por lo tanto en todos los resultados presentados en este trabajo la
concentracion determinada para este pico se inform6 como 3-metil-1-butanol o
alcohol isoamilico.

La formaciéon de 1-propanol estd ligada al metabolismo del azufre por
accion de las levaduras Garofolo, A, Morassut, M.,& Ciolfi, (1990)demuestran que
un buen espumante presenta concentraciones en el rango de 5-27 mg.L1, su
umbral de percepcidon es de 50 mg.L-1 (Tao, Y.S and Li, 2010) y su aroma esta
relacionado a descriptores de alcohol y fruta madura (Peinado et al, 2004a), los
valores medios de este compuesto en todos los espumantes fue inferior a 1 mg.L-1
y situados en el rango de 0,153 a 0,949 mg.L-1, asi como también sus OAV se
encontraron todos por debajo de 1. El 3-metiltio-1-propanol aumento su
concentracion durante la segunda fermentacién en todas las muestras de
espumante, este alcohol encuadrado dentro de los alcoholes “pesados” proviene

siempre del metabolismo de las levaduras por fermentacioén, su concentracion se
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mantiene estable durante la conservacion, no como los compuestos “livianos” que
pueden aumentar durante la conservacion en ciertas condiciones (Ribereau-Gayon,
P., Glories, Y., Maujean, A. & Dubourdieu, 2000), en los defectos de reduccion este
compuesto es importante, la levadura lo forma a partir de la metionina del mosto
que sufre una desaminacion y luego una descarboxilacién por la llamada reaccién
de Ehrlich (Figura VI-7).

Dentro de los alcoholes superiores el 1-butanol fue identificado y
cuantificado en las muestras tratadas con 0,20 y 0,50 g.L-1 de bentonitay 6 y 9
meses de contacto con las borras; no fue identificado en ninguna de las muestras
filtradas, pero este alcohol es descripto con los términos de “alcohol y medicinal”
cuyo umbral de percepcién es de 150 mg.L-1(Back y Cadwallader, 1999; Sumitani
et al, 1994; Loira, 2014), presenté en todas las muestras un OAV <1.

Nuevamente el 3-metil-1-butanol y el alcohol B-feniletilico fueron los
compuestos mayoritarios dentro del grupo de los alcoholes, en todos los vinos
espumantes de naranja la concentracion del alcohol B-feniletilico fue superior a la
del vino base, con un 37% mas en EB02-6 y un 84% mas en EF05-9, en
concordancia con Caliri, et al, (2014) este es uno de los compuestos mas
aromaticos , presento valores superiores a los reportados por (Bordiga, M., Rinaldi,
M., Locatelli, M., Piana, G., Travaglia, F., Coisson, ].D., 2013) para espumantes
elaborados con uvas Muscat, asi como también en los espumantes elaborados con
uvas de las variedades Macabeo, Xarelo y Parellada cuyos valores no superaron los
20578ug. L1 (Torrens, ], Riu-Aumatell, M. Vichi, S, Lopez Tamames, E.,
Bouxaderas, 2010), este compuesto contribuye al aroma de los espumantes con
notas floral, dulces de rosa y miel, posee un umbral de percepcion de 10 mg.L-1
(Bakker, J. and Clarke, 2012; Koing, H., Unden, G. and Frélich, 2009), y en todos los
vinos espumantes de naranja su OAV fue >1.

El lactato de etilo y el succinato de dietilo, son considerados marcadores
dentro de los vinos espumantes, son compuestos volatiles post-fermentativos
producidos durante el afiejamiento del Cava en contacto con las levaduras durante

la segunda fermentacién (Fusté, et al,, 2007).
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Figura VI-7 Reaccion de Ehrlich de formacion de los alcoholes -feniletilico y 3-metiltio- 1-
propanol a partir de los aminodacidos fenil-alanina y metionina respectivamente.

La concentracion del succinato de dietilo se incrementa durante el
afiejamiento y es un marcador de la evolucién del Cava durante su almacenamiento
en bodega (Francioli, et al., 1999; Riu-Aumatell et al, 2006; Fusté, et al, 2007) se
forma a partir de la reaccion de esterificacion entre el etanol y el acido lactico,
aporta notas lacteas y contribuye a la suavidad en boca del vino (Tao & Li, 2009;
Lerm et al, 2010), estos dos compuestos mayormente aumentaron durante la
segunda fermentacion en todos los vinos espumantes de naranja.

El mayor compuesto fenélico fue el tirosol, con valores de 3950 pg. L1
(EB02-9) a 18358 pg. L-1(EF05-6), este compuesto es un producto de fermentacion
(desaminacidn de la tirosina), y se ha demostrado que puede comportarse también
como un potente antioxidante asociado a los efectos beneficiosos del vino
(Bruzzone, 2014)(Caliari Vinicius, et al,, 2014).

De los 29 compuestos listados cinco no fueron identificados en la primera
fermentacion, estos compuestos son: isobutirato de etilo, hexanoato de etilo,
decanoato de etilo, 3-hidroxietanoato de etilo y el 2-hidroxiglutarato de etilo, todos
pertenecientes al grupo de los ésteres; a su vez no fueron identificados en todas
las muestras de vino espumante de naranja. El isobutirato de etilo se identifico y

cuantific6 en (5) muestras (Tabla VI-5), este compuesto es descripto con notas
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dulces y frutales por Yun wei Niu, Xianom ing Zhang, Zuobig Xiao, Shiging Song,
Karangwa Eric, Chengsheng Jia, Haiyan Yu, (2011) en vinos de cereza, ademas fue
reportado como un constituyente de los mostos puros fermentados de Chardonnay
(Mamede, et al,, 2005).

El hexanoato de etilo (caproato de etilo) y el decanoato de etilo (caprato de
etilo), ambos con importancia sensorial, son descriptos, el primero como, dulce,
frutal, anand con notas verdes y el segundo como graso, frutal, manzana;
presentaron OAV >1 en todos los vinos espumantes de naranja para el caso del
hexanoato de etilo y OAV<1 para el caso del decanoato de etilo. El hexanoato de
etilo ha sido ampliamente reportado: en vino de cereza (Yun wei Niu, et al, 2011),
en Vinos Chardonnay de California (Lee, et al, 2003), en una bebida alcohdlica de
manzana “Cashew Apple” como un compuesto impacto, con alta intensidad
(Garruti, et al, 2006) y en Desertand Sparkling White Wine por su alto puntaje en
el GC-0 (Campo, et al.,, 2008).

Los ésteres acéticos son derivados de la reaccion de la acetil-CoA con los
alcoholes superiores formados por la degradacién de los aminoacidos o los
carbohidratos (Perestrelo, et al, 2006), el acetato de isoamilo con aroma frutal a
banana fue encontrado en todas las muestras de vino espumante de naranja en un
rango de 277ug. L1 a 774 pg. L1 , para las muestras su OAV >1 y en
concentraciones superiores a la del vino base, por lo que se podria suponer este

compuesto aumenta durante la segunda fermentacion.
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Tabla VI-5 Valores medios y desv. est para las concentraciones (pg/L) de los compuestos volatiles libres identificados en Vinos espumantes de naranja

EB02-6 EF02-6 EB05-6 EF05-6 EB02-9 EB05-9 EF02-9 EF05-9
ESTERES
Isobutirato de etilo 159+10¢ n.d 76+11ab n.d 6749 88+6b n.d 83+4b
Acetato de isoamilo 774+1562 227+147a 514+2462 437+602 398+672 431+5a 357+14bc 632+93de
Hexanoato de etilo 228+36 be 132443ab 235+56bc nd 303+78¢ n.d 68+52 96+9a
Lactato de etilo 1501+612ab 745+172a 8792012 897+962 2030£3920b 2208+83b 638+1402 1157+398a
Octanoato de etilo 628+142b 314454 389+57ab 321+81a 373+71ab n.d 308+472 290+73a
3-hidroxibutaonato de etilo 5294982 365+632 482+38a 609+1802 449+ 562 479+1192 459+ 119a 546+1602
Succinato de dietilo 504+1822 3754372 1724502 353+98b 962+159°b 1352+439¢ 393463 3284982
Succinato acido de dietilo 51617484502 | 57447+56352| 23527+94262 | 59831482392 | 32593+152162 | 51530+71612 | 58384+79462 | 43948+106802
3-hidroxietaonato de etilo 529+49a 415 +98a n.d 532 +64a 330 +£71a n.d 445 1082 n.d
Malato de dietilo 226+452 367196 ab 149+53a 3462220 634+47b 1004+160¢ 374+1053b 268+73b
2-hidroxiglutarato de etilo 1665+248d n.d 428+402 716+69bc 1098+189¢ 1134+176¢ 1018+213¢ 974+49b
Yesteres 58360 60387 26851 64041 39237 58226 62444 48322
ALCOHOLES
1-Propanol 769+299bc 153+45a 169+23a 200+18a 949+48¢ 428+52ab 163+592 837+69c¢
Alcohol Isobutilico 3467+337d 729+354a 11482372 12854198 2828+714bc 25924209 760+397a 3990+4624
3-metil-1-butanol 104419+16838b | 36389+43442 | 69215+27382b | 45346+6602 | 58119+69022ab | 72259+31292ab | 3673341262 | 65084+30032b
3-metiltio-1-propanol 101144372 574+1682 472+1852 602+102a 617+882 572+113a 560+1052 634+1092
Alcohol beta feniletilico 41781+1441a | 33755+2388a | 26927+25532 | 36011+21252| 18162+29152a | 27258+48982 | 33707+28682b | 29330+28632
Y.alcoholes 151447 71600 97931 83444 80674 103109 71922 99874
ACIDOS
Acido isobutirico 614+193a 173+42b 514+962 n.d 543+31a n.d 370+163a n.d
Acido butanoico 894+153a 574+179a n.d n.d 7794454 670+692 757+18a 71341364
Acido isovalerico 3934692 228+98a 324+89a 500+174a n.d n.d 214+91a 288+762
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Acido hexanoico 3283+1152 237741572 n.d 267848032 n.d n.d 240948612 232742022
Acido octanoico 700649712 5597+471a 390948562 6005+6932 299048762 4327+1230a 5524+1835a 4340+14802
Acido decanoico 1574+4572 n.d n.d 1950+2552 n.d nd 297246842 909+252
Yacidos 13764 8949 4757 4747 11133 4997 12340 8577
TERPENOS

a- terpineol 329+83a 351+95a 243+97a 416+77a 326+8a 449+73a 372+33a 3214712
terpinen-4-ol 161449 339 +116 70+23 522 102 437 +98 277 £96 334 42 n.d
Linalool 830+ 74¢ 470+ 13ab 514+78ab 534+100P 356+21a 390+602b 481 +75ab 515+89ab
Yterpenos 1320 1160 827 1472 1119 1116 1187 836
OTROS

Gamma butirolactona 1088+57¢ 3924982 5484932 517+87a 1099+78¢ 835+37a 395+102b 564+1462
4-vinil-guiacol 7054+725¢e 5170+385¢d 3767+436b 6032+381de 1615+1962 1920+182¢cd 5331+491a 4754+855bc
4-vinil-fenol 303+19 615+46 497195 203+45 592+19 n.d 738+57 n.d
Tirosol 13246+609¢ 9619+746a 524046602 18358+991d 395048072 5040+559b 9596+779a 10722+783b
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V1.4.1 Modificaciones producidas por el tratamiento de clarificacion y
el tiempo de contacto con las borras.

Las modificaciones en la fraccion volatil producidas por los tratamientos de
clarificacién aplicados a los espumantes fueron estudiadas a través de un ANOVA
multifactorial. Este procedimiento sirve para contrastar la hipdtesis acerca de los
efectos de una o mas variables (factores) sobre la media de una Unica variable
dependiente, asi como también el efecto conjunto de los factores considerado
como un factor adicional que recoge la posibilidad de que ademas del efecto de la
bentonita, el filtrado y el tiempo que se suman aparezca otro mas que también se

suma a los anteriores que es la interaccion entre ellos (Tabla VI-6).

Tabla VI-6 Compuestos con significancia estadistica (ANOVA multifactorial) para los
factores ensayados y sus interacciones.

COMPUESTO Bentonita  Filtrado Tiempo B-F B-T F-T

1-propanol - * * *

Alcohol isobutilico - * * * * *
3-metil-1-butanol - *

Lactato de etilo - * * - - *
¥-butirolactona - * - *

Succinato de dietilo - * * - - *
Malato de dietilo - * * - - *

(*)p_valor<0,05 B-F(bentonita-filtrado) B-T (bentonita-tiempo) F-T (filtrado tiempo)

En la Tabla VI-6 podemos ver los compuestos que presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos para el efecto filtrado y tiempo (a=0,05), el
analisis de las interacciones fue significativo en las interacciones filtrado-tiempo
para los compuestos: alcohol isobutilico, succinato de dietilo, lactato de etilo el
malato de dietilo.

El succinato y el malato de dietilo son dos ésteres polares responsables de
la textura, densidad y espesor, por lo que dan cuerpo y consistencia a los vinos
(Baumes, R., Cordonnier, R., Nitz, S. & Drawert, 1986), en ambos compuestos el
tiempo parece ser el factor que mas influye, aumentando su concentracion a los 9
meses de contacto con las borras, cuando las muestras no recibieron tratamiento

de filtrado (Figura VI-8)
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Figura VI-8 Grafico de las interacciones para las respuestas (a) succinato de dietilo y (b)
malato de dietilo

El lactato de etilo, (Figura VI-9 a), present6 el mismo comportamiento que
los compuestos antes descriptos, este compuesto fue reportado (Vilanova, et al,
2010) como el ester mas importante en concentracion en los vinos de Albarifio; en
los vinos espumantes de naranja el aumento en su concentracién nuevamente
parece estar asociado al envejecimiento del vino, la interaccion se dio entre los 9
meses de contacto con las borras y las muestras sin filtrar, pudiendo ser la
operacion de filtrado un factor negativo en la formaciéon de este compuesto
durante la segunda fermentacion.

La interaccion entre la bentonita y el filtrado fue significativa cuando la
respuesta estudiada fue la ¥-butirolactona (Figura VI-9 b), el filtrado ejerce un
efecto significativo sobre los vinos espumantes de naranja, presentando la menor

concentracion en muestras tratadas con la dosis mas baja de bentonita.

Inte i 0% de F! LSD . .
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Figura VI-9 Grafico de las interacciones para las respuestas (a) Lactato de etilo y (b) »-
butirolactona
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VI1.4.2 Identificacion de compuestos volatiles libres con impacto en el
perfil aromatico de los espumantes de naranja

El aroma de los vinos esta constituido por centenas de compuestos volatiles
presentes en concentraciones que varian desde varias centenas de mg.L-! hasta
menos de un ng.L-1; sin embargo no todos los compuestos volatiles presentes en el
vino contribuyen al aroma de la misma manera (Welke |. E., Zanus M., Lazzarotto
M., 2014), ya que esto depende por otra parte del umbral de percepcién de los
compuestos que a su vez es muy diverso, lo que determina que el impacto en el
aroma de los distintos compuestos volatiles dependa de las unidades de aroma de
los mismos (Boido, 2002).

La unidad de aroma (OAV), es la contribuciéon de un compuesto quimico al
aroma de un vino y es una medida de la importancia de un compuesto especifico al
aroma de la muestra, calculada como la relacién entre la concentracion individual
del compuesto y el umbral de percepcion [concentraciéon minima a partir de la cual
en una prueba triangular, el 50% de los degustadores reconocen la presencia de
una sustancia odorifera, sin por ello ser capaces de identificar el olor] (R].
McGorrin, 2007) encontrado en la literatura (Vilanova, et al, 2010).

Por lo tanto compuestos que estan presentes en un vino en concentraciones
de ng.L-1 pueden tener un impacto notable en el aroma del vino, mientras que
otros con concentraciones de varios de mg.L-1 pueden practicamente no intervenir
en las caracteristicas sensoriales de la muestra (Ribérau-Gayoén, 2000).

Para estimar la contribuciéon de los distintos compuestos volatiles
analizados en el perfil sensorial de los espumantes se calcularon las unidades de
aroma Tabla VI-7 y Tabla VI-8, considerando que solamente aquellos compuestos
cuyos OAV superen el valor de 1 contribuyen individualmente al aroma del vino
(Vilanova, Genisheva, Masa, & Oliveira, 2010; Caliari et al,, 2014).

Luego, para esos compuestos fue calculado el ROC (contribucion relativa),
que es el porcentaje de impacto de un compuesto aromatico particular y se calcula
como la relacion entre el OAV individual del compuesto y la suma de los OAV de
todos los compuestos que exhibieron valor mayor a 1(Welke, et al,, 2014) Tabla VI-

9.
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Tabla VI-7 Descripcién aromatica de los diferentes compuestos; umbrales de percepcion y
OAV para el vino base y OAV min y max para los Espumantes

. Umbral de 0AV OAVMin en  OAV Méx en
Compuesto Descriptor Percepcion .
i (Vino Base) Espumantes Espumantes
(mgL1)
1 1-propanol Disolvente @ 5001-75006) <1 <1 <1
2 alCOhOl.ISObutllICO Alcohol 500 < < <1
(2-metil-1-propanol)
Afrutado,
3 acetato de isoamilo platano, 0,03 @-0,163) 1,75 1,41 4,83
manzana
esmalte de
uflas );
solvente®);
alcohol; citrico
4 3-metil-1-butanol (limén, 65 @-300® 0,69-1,51 0,56 1,60
naranja)(©);
malta,
caramelo,
tostado; queso
Afrutado
’ (5:0,054);
5 hexanoato de etilo manzana verde, 0'013 0;3(?;?5 ! 4,710 21,64 )
fresa !
Afrutado:
. fresa® 14®);150M
. H : ®
6 Lactato de etilo frambuesa® 154,76) <1 0,045 0,15
manteca ()
Afrutado:
. manzana®9); 0,002();
7 Octanoato de etilo pifia; pera(267), 0,005 156,5 145 314
floral@7.10)
3-hidroxibutanoato de
8 .
etilo
9 Linalol flores, lavanda 0,0256)
10 acido isobutirico rancio, queso () 0,173 ©) 1,13 <1 3,31
11 terpinen-4-ol
_ Caramelo, 0350L12);
12 gamma butirolactona dulce (71D nata, ¢ g 0,046 1,12 a112) 3,14 (1112)
20);50212)
leche®
13 acido butanoico
Frutal,
14 decanoato de etilo manzana, 0,20
solvente )
15 4cido isovalerico Rancio, sudor, 0,033,3 0,041 0,054 0,16
queso azul
Afrutado:
(14,15)- (6)-
16 succinato de dietilo Sandia(13), 2001200’330 ! 0,00108 0,00086 0,007
melon(”)
3-hidroxietanoato de
17 .
etilo
18 alfa-terpineol
Vegetales
cocidos, col,
19 3-metiltio-1-propanol patatas(817); 0,54;1(); 1,506 0,142 0,31 0,67
Baked cabbage

)
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Geranio,
vegetal(5);ques 0,03(5;0,42(1115

20 Acido hexanoico 012 3sydor, ;3611080 0,17 0,29 0,41
rancio(151211)
R Floral, rosas
- 4 , 5)- .
21 alcohol B-feniletilico miel, dulce®) 1063;14();2000) 1,53 1,81 4,18
22 malato de dietilo
Rancio(28),
23 acido octanoico queso(%151617), 8,8(4); 103.18) 0,04 0,30 0,70
sudor(11.18)
24 4-vinil guaiacol C“"(’)’i(fﬁ;’]" de 0,010 ® 122,4 161,5 705,4
2-hidroxiglutarato de
25 .
etilo
26 acido decanoico rancio, grasa 0,09,1(,3(19 0,176 0,3 0,99
27 succinatoscidodeetilo  C2ramelo, 1000010 0,019 0,023 0,058
cafétn
28 4-vinil fenol almendra, 0,18 3,39 1,68 41
stramonio ()
29 acido dodecanoico ]abono{;o, cera 6,1 0,53 0,028 571
30 Tirosol

1 (Lambercht & Pretorius,2000);2 (Tao &Lee,2009); 3(Peinado et al., 2004a)*(Kéin, et al.,2009)5(Vilanova, et al,2010)
6 (Jiang&Shang, 2010)7(Peinado, et al., 2004b)8(Villamor,2012)°(Olivera, et al,2008)°(Selli, et al.,2004)
11(Sanchez-Palomo, et al,, 2012)2(Tao &Zhang,2010)!3(Fan&Qian,2006)*(Culleré, et al, 2004)'>(Zhang, et al.,2013)

16(Maraval, et al.,2008)'7(Selli, et al,2004)18( Mendez, et al,, 2012)19(Bakker&Clarke, 2012)

Del resultado de la Tabla VI-8 podemos ver que 12 fueron los compuestos
que presentaron unidades de aroma mayores a la unidad y por lo tanto con una
contribucién mas o menos importante en el perfil sensorial.

Sin embargo de acuerdo a los resultados de la Tabla VI-9, los compuestos
que realizan en todas las muestras la mayor contribucion al aroma global son el 4-
vinil-guayacol con descriptores de curry y clavo de olor, en un rango de 55,83-
75,75% y el octanoato de etilo con descriptores de afrutado, manzana, pifia, pera,
floral en un rango de 20,13-28,68%, el linalol seria el tercer compuesto con una
contribucién positiva entre un 2,63-5,45% y ultimo el hexanoato de etilo con una
participacion mucho menor pero que particularmente en el espumante EB02-9
contribuye con un 7,45%.

A pesar de que son dos los compuestos que realizan en todas las muestras
de espumante la mayor contribucién, en concordancia con (Benkwitz F., Nicolau L.,
Lund C., Beresford M. & M., 2012) el resto de los compuestos con OAV mayor o

cercano a 1 pueden producir de igual manera un efecto sinérgico con caracter

99



positivo sobre el aroma de los espumantes, dando por resultado el aroma final del
mismo.

Por otra parte es sabido que el OAV no proporciona una respuesta definitiva
al impacto que diferentes compuestos pueden tener en el aroma global (Esnik, Ar,
& Lisjak, 2015); ya que al tratar de investigar los compuestos responsables de los
distintos aromas encontrados en una muestra, se presenta la dificultad de obtener
los valores del umbral de percepciéon para un importante nimero de los
compuestos volatiles, estudiados en una muestra de la misma naturaleza de la que
se esta trabajando.

Ademas esta dificultad se torna mayor porque el impacto de estos
compuestos en forma individual no es el percibido sensorialmente debido a las

interacciones que aparecen en mezclas complejas como es en nuestro caso el vino.
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Tabla VI-8 Compuestos aromaticos con OVA >1 encontrados en las muestras de Vinos espumantes de naranja

MUESTRAS A.cetato. de 3-metil-1- Hexan('Jato Octan(?ato de . ACi(.iO. bufiarlg;:;:to a]C.O h(.)l.ﬁ- 4-\{inil 4-vinil fenol Acido . Linalol a-terpineol
isoamilo butanol de etilo etilo isobutirico na feniletilico guaiacol dodecanoico
EB02-6 4,84 1,61 16,29 314 3,55 3,11 4,18 705 1,68 571 33,2 1,32
EF02-6 1,73 0,56 4,71 157 1,00 1,12 3,38 517 3,41 3,27 18,78 1,40
EB05-6 3,21 1,06 16,79 195 0,00 1,56 2,69 377 0,00 0,03 20,54 0,97
EF05-6 2,73 0,70 0,00 160 0,00 1,48 3,60 603 1,13 0,16 21,36 1,66
EB02-9 2,49 0,89 21,64 81 1,63 3,14 1,82 161 0,00 0,07 14,24 1,30
EB05-9 2,69 1,11 0,00 68 0,00 2,38 2,73 192 0,00 0,20 15,58 1,79
EF02-9 2,23 0,57 4,86 154 2,14 1,13 3,37 533 4,10 0,08 19,24 1,49
EF05-9 3,95 1,00 6,82 145 0,00 1,61 2,93 475 0,00 0,05 20,58 1,28
Tabla VI-9 Porcentaje de impacto de los compuestos aromaticos con 0AV>1 en los Vinos espumantes de naranja
Acetato de 3-metil-1- | Hexanoato | Octanoato Acido Gama- alcohol - 4-vinil p .
MUESTRAS ) . . . . . butirolacton o . 4-vinil fenol |Acido dodecanoico Linalol a-terpineol
isoamilo butanol de etilo de etilo isobutirico a feniletilico guaiacol
EB02-6 0,44 0,15 1,49 28,68 0,32 0,28 0,38 64,43 0,15 0,52 3,03 0,12
EF02-6 0,24 0,08 0,66 21,98 0,14 0,16 0,47 72,50 0,48 0,46 2,63 0,20
EBO05-6 0,52 0,17 2,72 31,47 0,00 0,25 0,44 60,95 0,00 0,00 3,32 0,16
EF05-6 0,34 0,09 0,00 20,13 0,00 0,19 0,45 75,75 0,14 0,02 2,68 0,21
EB02-9 0,86 0,31 7,48 27,84 0,56 1,09 0,63 55,83 0,00 0,02 4,92 0,45
EBO05-9 0,94 0,39 0,00 23,60 0,00 0,83 0,95 67,13 0,00 0,07 5,45 0,63
EF02-9 0,31 0,08 0,67 21,21 0,29 0,16 0,46 73,40 0,56 0,01 2,65 0,20
EF05-9 0,60 0,15 1,04 21,99 0,00 0,24 0,45 72,21 0,00 0,01 3,13 0,19
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V1.4.3 Anadlisis de componentes principales para los compuestos
aromaticos libres de los vinos espumantes de naranja

Considerando la complejidad del aroma de un vino, en el cual son
numerosas las moléculas que lo componen, asi como los efectos sinérgicos y
antagonicos entre ellas, la interpretacion del aroma de un vino a partir de los datos
analiticos requiere frecuentemente del andlisis estadistico multivariante a modo
de clasificar los productos segin determinadas propiedades y conocer, en
ocasiones, si un vino corresponde al perfil esperado (Torrens, 2002), por esto,
dado el alto nimero de variables (compuestos) identificados en las muestras de
espumante y con el objetivo de analizar la influencia conjunta de las mismas se
llevo acabo un ensayo de tipo PCA (analisis de componentes principales) (Figura
VI-10)

Este analisis explic6 con las dos primeras dimensiones el 62,75% de la
varianza (Tabla VI-10), (Martinez Lapuente, 2013) explica el 80% en cinco
dimensiones para la caracterizacion aromatica de vinos espumantes de variedades
no tradicionales, (Puig-Deu, M., Loez-Tamames, S. Buxaderas, M.C., 1999) explica el
53,1% en las dos primeras dimensiones para el estudio de la calidad del vino base
y los espumantes en funcién del tipo de agente clarificante utilizado durante el

proceso.

Tabla VI-10 Porcentaje de la varianza explicada como resultado de ensayo PCA para los
compuestos de la fraccidn volatil libre de los vinos espumantes de naranja

Valores propios % varianza explicada % varianza acumulada

comp 1 10,404 35,876 35,876
comp 2 7,791 26,868 62,744
comp 3 4,581 15,798 78,542
comp 4 2,285 7,881 86,424
comp 5 1,816 6,262 92,686
comp 6 1,222 4,217 96,903
comp 7 0,897 3,096 100,00

En la primera dimension (Dim.1) los espumantes se diferencian
preferentemente por las contribuciones absolutas de las variables 3-metiltio-1-

propanol (8,70%), acido hexanoico (8,23%); linalol (7,47%); octanoato de etilo
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(6,43%); acetato de isoamilo(6,20 %); 3-metil-1-butanol (6,06 %);acido butanoico
(5,98 %) y acido dodecanoico (5,34%).

La segunda dimensién (Dim.2) viene determinanda fundamentalmente por

el lactato de etilo (10, 53 %); ¥-butirolactona (7,42%); succinato de dietilo
(7,29%); alcohol B-feniletilico (7,29%); 1- propanol (6,16%); hexanoato de etilo
(5, 89 %); acido octanoico (6,64%), 4-vinil-guaiacol (8,62%); tirosol (6,11%).

Las muestras que mas contribuyen a la primera dimension son: EB02-6
(80%); EF02-6 (6,82%); EF02-9 (6,06%) y en la segunda dimension: EB02-9
(41,9%); EB05-9 (18,11%); EF02-6 (14,5%); EF05-6 (13,3%) y EF02,9 (11,70%).

Individuals factor map (PCA)
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Figura VI-10 Analisis de PCA para los vinos espumantes de naranja. (a)-Proyeccién de
las muestras en dim.1y dim2 y cargas factoriales de los compuestos volatiles libres.
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Por lo tanto, del ensayo PCA (Figura VI-10) podemos ver como se
discriminaron los espumantes; asi en la primera dimension se encuentra EB02-6
caracterizado por un grupo diverso de compuestos, algunos relacionados a la
materia prima como el linalol y el resto de origen fermentativo; por otro lado en la
Dim.2 , las muestras EB02-9 y EB05-9 estan estrechamente relacionadas al grupo
de los ésteres a través de los compuestos lactato de etilo, malato de dietilo,
hexanoato de etilo, succinato de dietilo y la ¥-butirolactona, todos estos con notas
afrutadas y lacticas o de caramelo y dos de ellos considerados indicadores de la
evolucion o crianza de los espumantes sobre las borras (lactato y succinato de
dietilo).

En la Dim 2, en el cuadrante inferior, se ubicaron los espumantes que
recibieron previo tratamiento de filtrado (EF02-6; EF02-9 y EF05-6) estas
muestras en concordancia con (Puig-Deu, M., Loez-Tamames, S. Buxaderas, M.C,,
1999) que aplicé un tratamiento similar al vino base no quedaron representadas
por los etil ésteres y la ¥-butirolactona, por lo que esta operacién no incrementaria
la composicion aromatica de los espumantes como ha sido reportado antriormente
por (Amati, 1986) aunque esto también podria ser por la dosis de bentonita
afiadida posteriormente, que pudiese actuar absorviendo compuestos del aroma o
sus precursores, las mismas de hecho quedaron representadas principalmente por
el 4-vinil-guayacol, determinado como un compuesto impacto para los espumantes
de naranja pero también se caracterizaron por compuestos como el alcohol -
feniletilico y el acido octanoico.

Con las dos primeras dimensiones no se logro caracterizar a los espumantes
EB05-6 y EF05-6 habria que incluir el estudio de las siguientes dimensiones ya que
las Dim 1 y 2 no permiten obtener informacién de los compuestos que mas

representan al aroma de estos espumantes.
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VI.5 Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos, los alcoholes y los ésteres son los
grupos aromaticos predominantes tanto en el vino base como en los “Vinos
espumantes de naranja”, seguidos por los acidos y los terpenos.

Durante la segunda fermentacion se determind la formacién de nuevos
ésteres, entre estos el isobutirato de etilo, hexanoato de etilo, decanoato de etilo, 3-
hidroxietanoato de etilo y 2-hidroxiglutarato de etilo no identificados en el vino
base, todos ellos descriptos principalmente con notas frutales.

Los compuestos quimicos con impacto al aroma de los “Vinos espumantes
de naranja” determinados a través de su OAV y su ROC fueron 12 de los 30
compuestos cuantificados, sin embargo solo dos (4-vinil-guyacol y el octanoato de
etilo) contribuyen en mayor medida al aroma global de los mismos.

El perfil aromatico de los espumantes no solo estd estrechamente
relacionada al proceso de segunda fermentaciéon y al tiempo de contacto con las
borras, sino también pareceria estar influenciado por el proceso de clarificacion ya
que los Vinos espumantes de naranja que solo fueron tratados con bentonita se
vieron menos afectados en las concentraciones de los compuestos considerados
como marcadores de crianza en los vinos espumosos, este resultado también se vio
a través del ensayo de PCA que muestra los diferentes perfiles de aroma para los
“Vinos espumantes de naranja” y los compuestos que mejor los representan.

Por ultimo, las grandes y pequefias diferencias en las concentraciones de los
compuestos volatiles probablemente sean las responsables por las diferentes
caracteristicas aromaticas de los mismos, pero no se puede afirmar que sean

indicadores de una mejor o peor calidad.
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CAPITULO VI

Caracterizacion sensorial de los Vinos
espumantes de naranja. Ensayos con
consumidores
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VII.1 Introduccion

El desarrollo tecnolégico y cientifico de las ultimas décadas ha logrado un
crecimiento de la disponibilidad de alimentos superior a su demanda. Esto ha reducido
la importancia de la disponibilidad y el precio como determinantes de la compra de
alimentos y ha aumentado la importancia de otros factores en las elecciones de los
consumidores (Costa, A.LLA., & Jongen, 2006). Es por esto que desde hace algunas
décadas, viene prosperando un nuevo enfoque de desarrollo de productos basado en
el mercado y no en la produccién, enfoque basado en el consumidor (Costa, A.LA., &
Jongen, 2006; Stewart-Knox, B., Parr, H., Bunting, B., & Mitchell, 2003).

En Argentina desde el afio 2012 se vienen presentando nuevos “trends” en el
consumo de bebidas alcohdlicas, particularmente en el sector de vinos espumosos;
esto se debe a que crece el consumo en el mercado doméstico y a que los
consumidores lo han adoptado como un compaiiero ideal de las comidas cotidianas
(Fresco, 2012).

Ademas de esto, en estos ultimos afios, los espumantes han dejado la rigidez de
tener que ser secos y elaborados solo con cepas de champagne; entendiéndose esto
como un desprendimiento evolutivo en la elaboraciéon de vinos espumosos que dio
lugar a vinos gasificados dulces aromaticos, muy presentes en el joven consumidor al
que las variedades tradicionales no habian logrado captar masivamente, conocida
como categoria de iniciacidn.

Prestar atencion entonces al desarrollo de nuevos productos con enfoque en el
consumidor, que a su vez resulten innovadores y aporten valor sera la estrategia para
sobrevivir y lograr éxito en el mercado global de alimentos (Moskowitz, 1994;
Stewart-Knox, B., Parr, H., Bunting, B., & Mitchell, 2003).

La evaluaciéon sensorial en este sentido puede ser utilizada como un enlace
entre la investigacion y desarrollo, al enfocarse en los aspectos técnicos de los
alimentos, el comportamiento y psicologia de los consumidores y la investigacion de
mercado (Moussaoui & Varela, 2010); siendo uno de sus desafios, el proveer
informacion util acerca de las modificaciones a realizar en las formulaciones y no
Unicamente la descripcion de los productos (Moskowitz, H., & Hartmann, 2008) para
asi lograr el producto ideal.

Por otra parte, la hipétesis de que los consumidores son capaces de describir
productos con precision es cada vez mas manejada dentro de la comunidad de la

ciencia sensorial (Moussaoui & Varela, 2010; Vidal et al.,, 2014). De hecho, las nuevas
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herramientas que surgieron como herramientas complementarias a la ciencia del
consumidor y sensorial, pueden ser aplicadas para obtener descripciones de los
productos directamente del consumidor, con el beneficio adicional de obtener el
“feedback” de ellos y con su propio vocabulario (Moussaoui & Varela, 2010).

Para acompafar estas tendencias en el disefio y desarrollo de productos
basado en la “voz del consumidor” a finales de los afios 80 aparecieron nuevos
meétodos de caracterizacion sensorial, como el Perfil Libre o “Free Choice Profiling”
(FCP), el método de la grilla o Repertory Grid (RG), que oficiaron de precursores de
los métodos alternativos que han aparecido en los ultimos 5-10 afios (Thomson, D.
M. H., & McEwan, 1988; Williams, A. A., & Arnold, 1985), estos nuevos métodos de
tipo “holistico”, que evaliian al producto como un todo, asumen que el producto es un
conjunto de caracteristicas sensoriales que no pueden evaluarse por separado, y que
se pregunta ;cuando evaluamos un producto, pensamos en atributos individuales o
tenemos en cuenta la experiencia “global”? antes de abordar estas noveles
metodologias, hoy cada vez mas difundidas por la comunidad de la ciencia sensorial,
basadas en la hipotesis de que los consumidores son capaces de describir productos
con precision (Moussaoui & Varela, 2010) es interesante referir una de las
metodologias mas potentes y frecuentemente utilizadas para describir las
caracteristicas sensoriales de los productos, el Analisis Descriptivo Cuantitativo™ —
QDA™ (Stone, H., Sidel, ].L., Oliver, S., Woolsey & Singleton, 1974) que durante muchos
afios sirvié de puente entre las caracteristicas del producto y el consumidor final
(Stone, H., & Sidel, 2004); al proporcionar una descripcién sensorial completa,
teniendo en cuenta todas las sensaciones que son percibidas cuando se evalua el
producto. En esta metodologia, los jueces son entrenados en el reconocimiento de los
atributos, usando un lenguaje comun y consensuado; lograndose una descripcion
cuantitativa de los productos (ASTM, 1992). Usualmente, el panel estd compuesto por
8-12 jueces que evaliian las muestras al menos por duplicado. La informacién obtenida
de esta metodologia es un puntaje de intensidad para cada atributo y para cada
muestra, la cual es normalmente analizada generando un mapa sensorial que reduce el
numero de variables y provee una representacion grafica de las muestras de acuerdo a
sus similitudes y/o diferencias en la intensidad de los atributos sensoriales (Varela &
Ares, 2012). La alta especializacién de los paneles descriptivos permite obtener
resultados muy detallados, robustos, consistentes, estables en el tiempo y dentro de

un espacio sensorial seguro(Moussaoui & Varela, 2010), por lo que no ha podido ser
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sustituido en todos los casos por las metodologias noveles donde las mediciones del
panel entrenado han demostrado en varios casos un mejor desempefio; por ejemplo
cuando es necesario comparar muestras en diferente momento de tiempo, o cuando se
compraran diferentes set de muestras con pequefias diferencias entre las mismas, o
cuando una descripcion muy detallada es necesaria (Moussaoui & Varela, 2010), pero
que actualmente presenta algunas cuestionamientos como por ejemplo que la
importancia de los diferentes atributos en la percepcidon global de los jueces es
desconocida (Perrin et al., 2008) o que asume que la percepcion de los productos que
tienen los consumidores es igual a la de un panel de jueces entrenados. Estas, entre
otras razones hacen que crezca el interés en el desarrollo de esas nuevas metodologias
de caracterizacidn sensorial que provean de resultados certeros y confiables en corto
tiempo y con menos necesidades de recursos (Valentin, D., Chollet, S., Lelievre, M., &
Abdi, 2012; Varela & Ares, 2012).

Entre los métodos rapidos se encuentra el mapeo proyectivo (Risvik, E.,
McEwan, J.A. and Rodbotten, 1997) o Napping® (Pages, 2003, 2005), denominacién
que proviene de “nappe”, palabra francesa que significa mantel y que recibe este
nombre debido a la amplia utilizacién del método en trabajos de investigacion
franceses (Holt, 2014); ha sido reportado como una metodologia simple que puede
ser utilizada con consumidores o panel de jueces entrenados (Valentin, D., Chollet,
S., Lelievre, M., & Abdi, 2012; Varela & Ares, 2012) dltimamente ha sido aplicado a
un gran numero de productos alimenticios tales como chocolate (Risvik, E.
McEwan, ].A., Colwill, ].S., Rogers, R. and Lyon, 1994), quesos de oveja (Barcenas et
al. 2004), vino (Pages, 2005; Perrin et al, 2008; Ross, C.F., Weller, KM. and
Alldredge, 2012), manzanas (Nestrud, M.A. and Lawless, 2010), postres de leche
(Ares, G., Deliza, R., Barreiro, C., Giménez & Gambaro, 2010), nuggets de pescado
(Albert, A. Varela, P. Salvador, A, Hough & Fiszman, 2011) y bebidas
deshidratadas (Ares, G., Varela, P., Rado, G. and Gimenez, 2011) entre otros.

El mapeo proyectivo y su caso particular el Napping®, es una técnica de tipo
proyectiva que recoge mapas perceptuales bidimensionales por evaluador en una
Unica sesidn sensorial; busca generar tareas ambiguas y poco estructuradas para no
condicionar al evaluador ni condicionar su percepcion (Varela & Ares, 2012). En este
método las muestras son presentadas en simultaneo para ser posicionadas por cada
evaluador en el espacio del Napping® que con frecuencia es en una hoja en blanco A4

o A3, pero que también puede hacerse en una pantalla de computadora donde los
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evaluadores utilizan las dos dimensiones tal como en una hoja y donde un software
sensorial permite registrar y medir los datos inmediatamente de generados por el
consumidor desde la cabina de evaluacion en un entorno totalmente controlado (Holt,
2014).

Este ensayo consiste en que los evaluadores ordenen las muestras de acuerdo a
las similitudes o diferencias entre las mismas, de modo que dos muestras similares se
encontraran mas proximas en la hoja del Napping® (Perrin et al., 2008), el criterio de
posicionamiento y su importancia es elegido por cada evaluador, lo que lo vuelve un
procedimiento espontdneo y flexible (Varela & Ares, 2012). Los evaluadores reciben
las diferentes muestras codificadas y en forma aleatorizada como en cualquier
otro ensayo sensorial, disminuyendo de esta forma el sesgo o efecto del orden de
gustacion (Hopfer, H. and Heymann, 2013), una vez posicionadas las muestras
muchas veces se les pide a los participantes que escriban comentarios
describiendo las muestras o los grupos de muestras, las razones de su agrado, este
método generalmente se conoce como Perfil Ultra Flash (Pages, 2003; Perrin et al,,
2008); otra forma de enriquecer el ensayo del Napping ® es con informacién
descriptiva suplementaria obtenida mediante la utilizacién de por ejemplo una
Pregunta Abierta, esta metodologia es menos conocida pero persigue el mismo
objetivo, el de entender cuales son las principales caracteristicas responsables de
las similitudes o diferencias entre los productos (Bécue-Bertaut, 2008.; Pages,
2005) en esta metodologia los evaluadores son preguntados para que provean una
descripcion de las caracteristicas sensoriales de un set de productos con el objetivo
de entender cuales son las principales caracteristicas que determinan Ia
percepcion del consumidor sobre el producto y especialmente motivan el puntaje
de aceptacion. La descripcion de los productos puede realizarse utilizando
principalmente tres enfoques: la aplicacién original de esta metodologia por ten
Kleij and Musters (2003) que permite a los consumidores que voluntariamente
escriban un comentario luego de la puntuacion de la pregunta hedoénica; la
alternativa de (Ares, G., Deliza, R., Barreiro, C., Giménez & Gambaro, 2010) que
preguntan a los consumidores para que describan en no mas de cuatro palabras las
muestras luego de haber realizado la evaluacion global como una parte de la tarea
que deben completar y mas recientemente Symoneaux, R., Galmarini, M.V. and

Mehinagic, (2012) que le dan a los consumidores la opcion de una etapa libre en la
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que pueden evaluar los productos de acuerdo a su agrado o desagrado (liked
and/or disliked) (Varela & Ares, 2012)

Considerando que esta es una metodologia aplicable en estudios con
consumidores el nimero de evaluadores necesarios para el buen desempefio de la
misma se encuentra en un rango de 50-100 consumidores (Ares, G., Barreiro, C.,
Deliza, R., Giménez, A., & Gambaro, 2010); esta prueba que no tiene restricciones
por parte de los investigadores hace que se genere informacién muy rica que
algunas veces puede bajar la puntuacién y otras complementar cuantitativamente
lo determinado por un panel de jueces entrenados (ten Kleij and Musters 2003);
sin embargo la complejidad inherente a los datos textuales dificulta con frecuencia
el andlisis de los mismos con lo que la tarea se vuelve intensiva e insume bastante
tiempo (Varela & Ares, 2012). Entre los productos alimenticios que se ha aplicado
esta metodologia se encuentran la mayonesa (ten Kleij and Musters 2003); postres
lacteos (Ares, G. Giménez, A., Barreiro, C. and Gambaro, 2010) y manzanas
(Symoneaux, R., Galmarini, M.V. and Mehinagic, 2012), lo interesante de esta
metodologia y de estos estudios es que junto con el mapa de las muestras dieron
resultados similares a los obtenidos con el clasico andlisis descriptivo (QDA)
obtenido con un panel de jueces entrenados (Varela & Ares, 2012).

Otra de las metodologias que en los ultimos afios ha ganado popularidad en las
investigaciones sensoriales es el ensayo CATA (check-all-that-apply) o pregunta
marque todo lo que corresponda, introducida por (Adams, J., Williams, A., Lancaster,
B., & Foley, 2007). Esta metodologia se ha reportado como un método rapido y simple
para obtener informacion precisa acerca de la percepcion de los consumidores sobre
las caracteristicas sensoriales de los productos, teniendo menos influencia sobre la
aceptabilidad que las escalas de adecuacién o de intensidad (Adams, et al, 2007) y
brindando resultados confiables y estables (Jaeger et al., 2013).

La pregunta marque todo lo que corresponda (CATA) es una pregunta multiple
opcioén que consiste en una lista de palabras o frases de la cual los encuestados deben
seleccionar todas las palabras que consideren adecuadas para describir el producto o
muestra evaluada (Adams, ]., Williams, A., Lancaster, B., & Foley, 2007). La principal
ventaja de este tipo de pregunta es que le permite a los consumidores elegir o
seleccionar caracteristicas entre una multiplicidad de opciones en vez de forzarlo a
prestar atencion en atributos especificos para su evaluacion (Smith, Dillman, Christian

&Stern, 2006; Varela & Ares, 2012). Los términos incluidos pueden estar
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exclusivamente vinculados con las caracteristicas sensoriales de las muestras o
pueden incluir términos acerca de caracteristicas no sensoriales como ocasiones
de uso, posicionamiento del producto o emociones (Varela & Ares, 2012). Los
términos a incluir pueden corresponder a los descriptores utilizados por el panel
de jueces entrenados o pueden ser seleccionados en base a estudios previos con
consumidores (Dooley, L., Lee, Y.S., & Meullenet, 2010).

Algo que es importante a tener en cuenta cuando se aplica esta prueba es
que debido a su sencillez los consumidores tienden a dar respuestas rapidas sin un
procesamiento profundo de lo que estan respondiendo y seleccionando, que por lo
general son los primeros términos que aparecen en la lista o los que llaman mas su
atencion (Krosnick, 1999). Por esta razon, se recomienda aleatorizar los términos
en las boletas entre los consumidores (cada consumidor utiliza una pregunta CATA
con los términos en diferente orden) y entre las muestras (cada muestra se
presenta con los términos en un orden diferente)(Jaeger et al., 2013). Este tipo de
aleatorizacion compromete a un nivel de procesamiento de la informacion mas
profundo, ya que los consumidores tienen que prestar atencion a toda la lista de
términos cada vez que evalllan una muestra (Jaeger et al,, 2014).

El ensayo CATA ha sido ampliamente utilizado por diferentes
investigadores para la caracterizacion sensorial de productos alimenticios: en
cerveza (Reinbach, Giacalone, Ribeiro, Bredie, & Frgst, 2014); frutas frescas (Jaeger
et al., 2013); postres de chocolate (Ares, et al, 2010); helado de vainilla (Dooley, L.,
Lee, Y.S.,, & Meullenet, 2010); postres lacteos (Bruzzone, 2014); vino tinto del Valle
de Loire (Perrin et al., 2008; Perrin Lucie., Symoneauxa Ronan, Maitre Isabelle.,

Asselin Christian., Jourjon Frédérique., 2013) entre otros.

VIL.2 Objetivos

El objetivo de este capitulo es caracterizar sensorialmente a los
espumantes de naranja utilizando técnicas con consumidores.

1- Caracterizar a espumantes de naranja “jévenes”: de 6 meses de contacto
con sus borras y clarificados en diferentes condiciones, utilizando el mapeo

proyectivo (Napping®) acompafiado de una fase descriptiva.
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2- Realizar una segunda caracterizacion en funcién de los resultados
obtenidos, empleando en esta oportunidad la metodologia CATA (check all aply
that) o pregunta marque todo lo que corresponda.

3- Conocer las preferencias de los consumidores mediante la utilizacién de

ensayos hedonicos.

VIL.3 Materiales y Métodos

VIL.3.1 Primera etapa

En esta etapa fueron estudiados seis espumantes de naranja Tabla VII.1 que
permanecieron en contacto con sus borras por un periodo de seis (6) meses. De
estos, cuatro (4) espumantes fueron tratados para su clarificacion con dos
concentraciones de bentonita, 0,20g/L y 0,50g/L y con y sin filtrar. Los dos
espumantes restantes fueron adicionados con 25g/L de azlcar en el licor de
expedicidon para evaluar el impacto del agregado de la misma en la aceptabilidad y

percepcion global del producto.

Tabla VII-1 Disefio experimental para los ensayos Napping® y Pregunta Abierta

Muestra Tratamiento de clarificacién Agregado de azicar
EB05-6 0,50 g/L bentonita s/a
EF02-6 filtrado - 0,20 g/L bentonita s/a
EB02-6 0,20 g/L bentonita s/a
EF05-6 filtrado - 0,50 g/L bentonita s/a
EBA02-6 0,20 g/L bentonita c/25 g/L
EFA02-6 filtrado - 0,20 g/L bentonita c/25g/L

VII.3.1.1 Estudio con consumidores

Cincuenta consumidores de edades comprendidas entre 20 y 55 afios,
egresados de la Escuela de Sommeliers de la UDELAR en la cuidad de Montevideo
Uruguay fueron convocados para la evaluacidon de las muestras, la seleccion de
estos panelistas se debio6 a que al ser el espumantes de naranja un producto nuevo

se crey0 conveniente que la generacion de los primeros descriptores fuera
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realizada por personas con un mayor conocimiento sobre la degustacién de

bebidas alcohdlicas.

VIL.3.1.2 Condiciones de los ensayos

Las seis muestras fueron presentadas en copas de vidrio ISO 3591 (1977)
con aproximadamente 50 mL cada una a una temperatura de 7-82C (del Castillo
Garcia, 1993); cada muestra fue codificada con un nimero de tres digitos elegidos
al azar. El orden de presentacion de las muestras a cada evaluador se hizo
siguiendo un ordenamiento balanceado y unico para cada participante de modo de
disminuir la probabilidad de sesgo en la evaluacion por parte de los panelistas.

La evaluacion fue llevada a cabo en el laboratorio de evaluacién sensorial
disefiado en concordancia con la ISO 8589 (ISO 1988), equipado con luz artificial
del tipo luz dia, con temperatura controlada(entre 22 y 242C) y circulacién de aire,
el ensayo consistié en pedirle a cada consumidor que sobre una escala de nueve
puntos marque cuanto le gusta o le disgusta el producto, luego mediante una
pregunta abierta que lo describa en no mas de cuatro o cincos términos y por
ultimo sobre una hoja en blanco tamafio A3 (60 x 40 cm) que coloquen las
muestras teniendo en cuenta que la distancia entre ellas es una medida de su

similitud o diferencia (Ensayo Napping®).

VIL.3.1.3 Analisis de Datos

Para determinar si existen diferencias significativas en la aceptabilidad
(overall liking) de los consumidores se realizé un analisis de la varianza (ANOVA)
sobre las puntuaciones globales considerando a los consumidores y las muestras
como una fuente fija de variacién. Se calcularon las medias y las diferencias
significativas mediante el test LSD de Fisher (a«=0,05).

El ensayo pregunta abierta se analiz6 en forma cualitativa agrupando los
términos en categorias afines, considerando validos aquellos términos cuya

frecuencia de aparicion fue igual o superior al 10%.
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El ensayo Napping® se analiz6 mediante analisis multifactorial (MFA)
utilizando las coordenadas del mapa de cada uno de los evaluadores para cada

muestra y los términos resultantes del ensayo pregunta abierta.

VIL.3.2 Segunda etapa

En esta segunda etapa se trabajo sobre cuatro muestras de espumante
Tabla VIL.2 que permanecieron durante un periodo de 9 meses en contacto con sus
borras seleccionadas a partir del resultado del ensayo de preferencia aplicado en la
primera etapa; las mismas fueron evaluadas sensorialmente por medio de los
siguientes ensayos, aceptabilidad global por medio de escala estructurada de
nueve puntos donde debian marcar cuanto le gusta o le disgusta el producto, luego
mediante preguntas marque todo lo que corresponda (ensayo CATA) debian

indicar los términos que mejor caracterizaran al producto.

Tabla VII-2 Disefio experimental para el ensayo CATA

Muestra Tratamiento de clarificacion Agregado de azucar
EB02-9 0,2 g/L bentonita s/a

EB05-9 0,5g/L bentonita s/a
EBA02-9 0,2g/L bentonita c/25g/L
EBA05-9 0,5g/L bentonita c/25g/L

En esta oportunidad 100 consumidores fueron convocados para la
evaluacion de las muestras, los mismos debian marcar la aceptacion global del
producto utilizando una escala heddnica de nueve puntos y una pregunta CATA
(check-all-that-apply) que consistié en una lista de 27 términos, compuesta por
atributos heddnicos y sensoriales; los evaluadores debian marcar cuales términos
eran los mas apropiados para describir cada uno de los espumantes. Los términos
considerados fueron los siguientes: seco, dulce, amargo, citrico, suave, tostado,
agradable, aromatico, frutal, floral, alcohodlico, especiado, acido, madera, tabaco,
fruta tropical, caramelo, frutos secos, vegetal, olor extrafio, aroma a levadura y
términos relacionados con la espuma y las burbujas como burbuja rapidas,

burbujas medias, burbujas lentas, espuma baja, espuma media, espuma abundante.
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De estos términos, dieciséis (16) se obtuvieron como resultado del ensayo
pregunta abierta aplicado en la etapa 1, los once (11) restantes fueron

seleccionados a criterio e interés del equipo de trabajo.

VIL.3.3 Analisis de Datos

Para el estudio CATA en primer lugar se determiné el numero de
consumidores que eligié cada término para cada una de las muestras evaluadas.
Para encontrar diferencias globales entre las muestras se utilizé el test Chi-
cuadrado y para evaluar diferencias en cada uno de los términos el test Q de
Cochran (Manoukian, 1986). El mapa sensorial de las muestras y las relaciones
entre términos se determiné utilizando un Analisis Multiple de Correspondencia
(MCA) Meyners, Castura, & Carr,(2013).

Todos los datos fueron analizados con el programa estadistico FactoMineR

(Lé and Husson 2008; Lé et al. 2008) y SPSS Statistics 17.0.

VIl.4 Resultados y Discusion

VIl.4.1 Ensayo Napping®

En la FiguraVIl-1 se observan los valores medios correspondientes a la
aceptabilidad global evaluada en las seis muestras y por los 50 consumidores, el
rango quedd definido por los valores medios de las muestras entre 4,6 y 5,2,
indicando esto que la aceptacion de los consumidores en relaciéon a las muestras
fue cercana al punto de indiferencia.

El ensayo de comparacién de medias (LSD de Fisher) no indico diferencias
estadisticamente significativas (a=0,05) entre las 6 muestras evaluadas, sin
embargo la mayor aceptabilidad se presentd en muestras de espumante
adicionadas de azucar en el licor de expedicidon; Mamede, et al,(2012) trabajando
con 8 muestras de mosto de dos variedades de uva para la elaboracion de
espumante obtuvo puntuaciones del orden de 3,37 a 5,50, considerando que los
valores por encima de 5 corresponden a moderadamente gustosos, categoria a la

que corresponderian tres de nuestros espumantes si se aplicara el mismo criterio.
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EFA02-6
EBA02-6
EB02-6
EF05-6
EB05-6
EF02-6

Figura VII-1 Valores medios para la aceptabilidad global en las 6 muestras ensayadas

(@Letras iguales significa que no existen diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)

Por otra parte en concordancia con lo propuesto en el ensayo Pregunta
Abierta y posterior Napping®, primero se procede al andlisis cualitativo;
clasificacion manual por dos investigadores y en dos instancias, en forma
individual y luego conjunta para unificar criterios en relacién a los términos
sugeridos por los cincuenta consumidores como respuesta a la Pregunta Abierta;
de la misma surgieron 35 descriptores de los cuales se descartaron los que
presentaron una frecuencia de aparicion inferior al 10% (Ares et al, 2010) y no
exhibieron similitud en ninguna categoria, los términos con significado similar
fueron agrupados en 16 categorias finales en cada una de las muestras, tal como se
muestra en la Tabla VII-3. Vannier, et al, (1999) en su trabajo de aplicaciéon del
analisis sensorial a Champagnes para su caracterizacion y discriminacion obtuvo
en la etapa de generacion de términos mediante una lista cerrada 64 atributos al
final de 18 sesiones de entrenamiento, que luego por consenso fue reducida 19
atributos.

Al comparar el resultado de la Pregunta Abierta con la lista cerrada de
Vannier et al, 1999 encontramos que cinco términos presentan coincidencia, tres
gustativos: acido, amargo y dulce, un término olfativo: tostado y otro que
corresponde a fermentado para ellos y lo podriamos asociar a levadura en nuestro

trabajo, representando 31% de coincidencia entre ambos trabajos.

117



Tabla VII-3 Términos utilizados por los consumidores para describir los espumantes antes
del mapeo proyectivo y su nimero de menciones

Categoria Niimero de Mediciones
Acido 89
Frutal 60
Burbujeante 47
Amargo 47
Dulce 45
Aromatico 41
Amarillo Oro 26
Madera+ Tabaco 26
Tostado (ahumado, quemado, panceta) 24
Agradable 23
Fuerte 20
Seco 18
Suave 16
Alcoholico 14
Levadura 12
Frutos Secos 6

Para la comprension del ensayo del Napping®, con las coordenadas X e Y de
cada uno de los consumidores se realizo un analisis multifactorial (MFA), las
coordenadas fueron consideradas como variables activas y los descriptores de los
consumidores como variables suplementarias, tal como lo sugerido por Pages
(2005). Este ensayo ubica las muestras en funciéon de los resultados del mapeo
proyectivo, tal como se muestra en la Figura x, y relaciona las dimensiones con
cada uno de los atributos a los efectos de encontrar cuales fueron los responsables
de las diferencias o similitudes entre muestras.

El ensayo factorial explicé con las dos primeras dimensiones el 52,487% de
la varianza Tabla VII-4, en trabajos similares realizados por Leanie Louw et al,
(2013) en brandy se logré explicar el 62,98% de la varianza y en trabajos
realizados por Lucie Perrin et al, (2008; 2013) sobre 10 vinos tintos del Valle de
Loire el analisis del Napping® combinado con el UFP explico el 59,77% de la
varianza con las dos primeras dimensiones.

El espacio sensorial resultante quedo construido de la siguiente manera
(Figura VII-2): en la primera dimension las muestras que mas contribuyen son
EB02-6 (33,31%) y EFA02-6 (40,41%) y en la segunda dimensién EF05-6
(32,55%) y EBA02-6 (57,44%), las muestras EB06-6 (62,40%) y EF02-6 (58,37%)

quedaron mejor explicadas en las dimensiones 3 y 4 respectivamente.

118



Tabla VII-4 Valores propios y porcentaje de la varianza del MFA para el ensayo Napping®

Valor propio % varianza % acumulado
Dim.1 19,347 27,983 27,983
Dim.2 16,941 24,503 52,487
Dim.3 13,316 19,261 71,747
Dim.4 11,101 16,057 87,804
Dim.5 8,432 12,196 100,000

Al observar la posicién de las muestras en el mapa vemos que hay dos
grupos bien diferenciados, en el cuadrante superior derecho los espumantes EF02-
6 y EFA02-6, caracterizados por términos hedénicos como “agradable” y “fuerte”,
por atributos de color como “amarillo oro”, por sensaciones tactiles “burbujeante”
asi como también por notas aromaticas “madera, tabaco”, este grupo de muestras
comparten la caracteristica de ser filtrados, pudiendo esta operaciéon ser la
responsable de las diferencias con los espumantes clarificados por el método
tradicional que independientemente de la concentracidén de bentonita con la que

fueron tratados quedaron caracterizados por los términos “levadura” y “suave”. De

las dos muestras restantes, EF05-6 fue caracterizada como “amarga” “acida” y
“seca” todas sensaciones sapido gustativas y la muestra EBA02-6 quedo
representada con el término “suave” probablemente esta caracteristica haya sido

impartida por el aztcar agregado en el licor de expedicidn.

A) MAPA CONCENSO DE LAS MUESTRAS B) REPRESENTACION DE LOS DESCRIPTORES
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Figura VII-2 Mapa perceptual del ensayo Napping® y sus correspondientes descriptores
para los Vinos espumantes de naranja.
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De este primer ensayo podemos ver que independientemente del
tratamiento aplicado a los diferentes espumantes para su obtencidn y al ser este un
producto nuevo sin antecedentes los términos utilizados por los consumidores
para su caracterizaron sensorial representan bien al tipo de producto; de los 16
descriptores generados en esta primera etapa podriamos decir que ninguno posee
connotacién negativa que pueda asociarse a defectos en los mismos.

Dado que los espumantes de naranja son vinos jovenes y siguiendo la
comparacién con la caracterizaciéon a Champagnes hecha por Vannier, et al, 1999
en el que considera que uno de los descriptores tipico de los vinos espumantes
jovenes es el término “herbaceo” podemos decir que en ninguno de nuestros
espumantes el mismo fue sugerido o identificado, asi como tampoco otros
descriptores (“polvo”, “hongo”, “goma”) propuesto por este autor como
caracteristicos en Champagnes afiejados.

Por ultimo resulta interesante prestar atencién a la caracterizacion
resultante de los espumantes EF02-6 y EFA02-6 estrechamente relacionados a los
términos “fuerte” y “amarillo oro” ya que al observar los valores analiticos de estos
espumantes resulté que su graduacidon alcohoélica fue las mas elevada (13,48%
v/v), asi como también sus caracteristicas cromaticas C*ab= 19,20+0,34 y h*=
87,64+1,03 e indice de amarronado (Axsz20) serian coincidentes con la descripcion

realizada por los consumidores.

VIil.4.2 Ensayo CATA

Cuarenta y cuatro (44) consumidores de sexo femenino y cincuenta y seis
(56) de sexo masculino, de edades comprendidas entre 19 y 69 afios realizaron el
ensayo CATA (marque todo lo que corresponda), primeramente respondieron la
pregunta hedoénica, el resultado de la misma se observa en la Figura VII-3, el
analisis de la varianza (test LSD de Fisher) indicé que existen diferencias
estadisticamente significativas (a=0,05), siendo preferidos por los consumidores

los espumantes adicionadas de azucar en el licor de expedicién o tipo Demisec.
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EBSA02-9 5,582

EBSA05-9 5,762
EBCA05-9 6,44
EBCA02-9 6,5

Figura VII-3 Valores promedios para la aceptabilidad global en 4 muestras de espumantes
tratados con bentonita y con 9 meses de contacto con sus borras

(ab)Letras iguales significa que no existen diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)

La Tabla VII-5 muestra la frecuencia de aparicion de cada uno de los
atributos en cada una de las muestras de la lista propuesta en el ensayo CATA; los
términos de mayor apariciéon fueron: Seco, agradable, burbujas medias, espuma
media y acido.

Para comprender si existen diferencias globales en la distribucién de
frecuencia de todos los términos de la pregunta CATA se aplico el test chi-
cuadrado, en este caso y? = 116,67; p = 0.0015, por lo que de acuerdo a la
percepcion de los consumidores, existen diferencias significativas entre las
muestras evaluadas, por otra parte para evaluar diferencias en cada uno de los
términos se aplico el test Q de Cochran’s (Parente, M. E., Manzoni, A. V., & Ares,
2011) donde el (*) al lado de cada termino indica que existen diferencias
significativas en ese término, por dltimo para obtener un mapa sensorial de las
muestras y determinar relaciones entre términos y muestra se realizé un Analisis

de Correspondencia (CA).
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Tabla VII-5 Resultado del ensayo CATA y frecuencia para cada atributo y muestra evaluada

Muestras
Atributos EBSA05-9 EBCA02-9 EBCA05-9 EBSA02-9
Seco* 43 27 23 48
Dulce* 12 32 36 8
Amargo* 33 16 23 34
Suave 22 34 27 24
Citrico 10 12 11 13
Tostado 6 7 8 6
Burbujas Rapidas 35 29 28 39
Burbujas Medias 33 37 39 30
Burbujas Lentas 13 16 19 18
Agradable* 25 40 40 22
Aromatico 15 18 22 20
Floral 8 10 5 5
Alcohdlico 35 31 28 23
Floral 9 5 6 8
Espuma Abundante 18 11 16 22
Espuma Media 35 39 36 27
Espuma Baja 24 27 25 22
Acido* 44 19 24 45
Madera 17 20 9 17
Fruta Tropical 5 3 5 6
Tabaco 3 9 9 5
Caramelo 5 12 7 5
Olor Extrano 9 12 7 11
Aroma Levadura 12 6 10 8
Vegetal 2 5 3 3
Frutos Secos 5 5 5

(*)Indica diferencia significativa para un p vaior< 0,05

Los autovalores de la Tabla VII-6 muestran el porcentaje de varianza de los

ejes. El primer eje explico el 74,60% de la varianza y el segundo 15,98%, por lo que

se consideraran para el analisis solo las dos primeras dimensiones.

Tabla VII-6 Autovalores y porcentaje de varianza de los tres primeros ejes

;/?é;ﬁz % varianza % acumulado
Dim.1 10,04 74,60 74,60
Dim.2 20,00 15,98 90,58
Dim.3 30,00 9,42 100,00

La Figura VII-4 muestra que en el extremo derecho del primer eje esta el

dulce junto al tabaco el caramelo y el agradable, en el extremo izquierdo del primer

eje estan asociados el acido, el amargo y el seco. El segundo eje viene asociado a los
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frutos secos y el aroma a levadura, mientras que en el inferior esta el término
madera.

El peso que cada variable tiene en la formacion de cada uno de los ejes es
analizado a través de las contribuciones absolutas, asi por ejemplo en el primer eje
los espumantes se diferencian preferentemente en funcién del dulce (21,68%),
amargo (14,13%), agradable (11,48%), acido (18,40%), seco (9,90%) y en la
segunda dimensidon por los términos madera (33,69%), dulce (8,69%), amargo
(8,00%), floral y alcohdlico (6,60 y 6,16%), el término aromatico (5,62%), el resto
de los descriptores todos en menor porcentaje.

Por lo tanto para seleccionar los atributos que mejor caracterizan a los
espumantes nos basamos en las variables que mas influian en el primer y segundo
eje, asi como en las coordenadas de las muestras y las contribuciones de las
muestras a la formacion de los ejes, con lo que los términos dulce, tabaco, caramelo
y agradable caracterizan mejor a EBCA05-9 y a EBCA02-9 la caracterizan mejor
los términos vegetal, floral y madera, ambas muestras adicionadas de azuicar en el
licor de expedicion. En las otras dos muestras EBSA02-9 y EBSA05-9 sobresalieron
las caracteristicas de acido, amargo y seco, pero también aunque en menor medida
dos caracteristicas muy importantes de este tipo de productos como son la espuma
y las burbujas, que en fueron asociadas a estos espumantes con los descriptores de

“Espuma Abundante” y “Burbujas Rapidas”.
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Figura VII-4 Mapa perceptual bidimensional obtenido como respuesta a la pregunta
(CATA)
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VIL.5 Conclusiones

La aplicacion de metodologias basadas en la percepcion del consumidor nos
permiti6 lograr una primera caracterizaciéon sensorial del producto “Vino
espumante de naranja” en funcién de los tratamientos seleccionados para su
elaboracion.

La pregunta abierta por su parte gener6 un numero importante de
descriptores, altamente coincidentes con los términos empleados por otros
autores para la caracterizacion sensorial de este tipo de vinos, siendo este aspecto
muy favorable atendiendo a las profundas diferencias entre las materias primas.

La aplicacion del mapeo proyectivo permitié identificar diferencias y
similitudes entre los espumantes y junto con la pregunta abierta comprender a que
se debieron las mismas.

Con el ensayo CATA se logr6 una segunda descripcion de los vinos
espumantes, los resultados fueron concordantes con los del Napping®; la seleccién
de los términos empleados para la caracterizacion fue similar, siendo que los
consumidores podian elegir los descriptores de una lista mas amplia que se habia
generado por consenso entre los investigadores para obtener mayor informacion
del producto.

En ambos ensayos se vio que los espumantes mas dulces recibieron mayor
puntaje en la prueba de aceptabilidad mostrando esto una posible tendencia en el
gusto del consumidor, por otra parte los espumantes que fueron evaluados
después de los nueve meses de contacto con sus borras también recibieron una
puntuacion en la aceptabilidad global mas alta que los que fueron evaluados a los
seis meses, mostrando que el tiempo mejora la aceptabilidad del producto por
parte de los consumidores.

Los espumantes evaluados mediante el ensayo Napping® se discriminaron
en funcién del tratamiento aplicado para su clarificacién, las muestras filtradas
fueron descriptas con el término “fuerte” pudiendo asociarse al contenido
alcohdlico de las mismas que fue cuantificado como superior al de las muestras sin
filtrar.

Las muestras adicionadas de azucar en el ensayo CATA se relacionaron

mejor con el término dulce, agradable, caramelo y en menor medida con los
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términos aromaticos, floral, vegetal, todos descriptores con connotacién positiva
en el producto y probablemente responsables de la mayor aceptabilidad por parte
de los consumidores; en cambio en las muestras sin azucar resaltan las
caracteristicas de acido, amargo y se relacionan mejor con los descriptores de
especiado, frutos secos y aroma de levadura, cualquiera de estos términos, de toda
formas, se condicen con descriptores utilizado por otros autores para la

caracterizacion de este tipo de vinos.
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CAPITULO VIII

Conclusiones generales
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-Es posible desarrollar un Vino espumante de naranja de calidad a partir de
una materia prima diferente como es en este caso la Naranja var. Valencia Late.

- El vino base present6 valores en los pardmetros enolégicos y atributos
sensoriales adecuados para ser sometido a una segunda fermentacion.

-Los vinos espumantes de naranja presentaron valores en sus parametros
fisicoquimicos similares a los recomendados para este tipo de productos, no
obstante la acidez total mostré concentraciones superiores ya que esta es una
caracteristica propia de la materia prima.

- Los diferentes tratamientos aplicados al vino base para la obtencién de los
espumantes tienen efecto significativo sobre los pardmetros enologicos
estudiados, tal es el caso del etanol y la luminosidad (L*) que fueron superiores en
espumantes obtenidos a partir de un vino base filtrado.

- Desde el punto de vista tecnoldgico, el empleo de menores tiempos de
contacto con las borras (6 meses), podria tener ventajas para la obtencién de vinos
espumantes con menor intensidad de color, ya que a mayor tiempo de contacto
(9meses) los vinos espumantes exhibieron un aumento en el Indice de
Amarronado.

- Tecnolégicamente se puede decir que tanto el filtrado y la bentonita como
unicas operaciones de clarificacion, dieron por resultado vinos de gran limpidez,
estables en el tiempo.

-Del estudio de los composicion de la fraccion volatil libre de los vinos
espumantes de naranja se desprende que los alcoholes y los ésteres son los grupos
aromaticos predominantes al igual que en el vino base, seguidos por los acidos y
los terpenos.

-Se identificaron y cuantificaron treinta compuestos volatiles en los vinos
espumantes de naranja, de los cuales doce presentaron un OAV superior a 1 y dos
el 4-vinil-guyacol y el octanoato de etilo, puesto de manifiesto a través su
contribucién relativa (ROC) aportaron en mayor medida al aroma global.

Desde el punto de vista de la composicién aromadtica los espumantes que
permanecieron mas tiempo en contacto con las borras y fueron tratados con

bentonita como unico agente clarificante, mostraron una mayor correlacion con
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los ésteres indicando probables diferencias en los perfiles aromaticos de los Vinos
espumantes de naranja.

-La aplicacion de metodologias basadas en la percepcion del consumidor
permiti6 lograr una primera caracterizacion sensorial del producto “Vino
espumante de naranja” en funcién de los tratamientos seleccionados para su
elaboracion.

- Los ensayos Pregunta Abierta, Napping® y CATA permitieron obtener una
descripcion de los Vinos espumantes de naranja en términos de consumidores e
identificar similitudes y diferencias entre los productos en funcién del tratamiento
seleccionado para su elaboracién.

-Desde el punto de vista sensorial, un mayor tiempo de contacto con las
borras da por resultado una mayor aceptabilidad por parte de los consumidores,
los que su vez mostraron una marcada preferencia por los espumantes de la
categoria demisec (adicionados de azucar en el licor de expedicion).

-Es importante destacar que este trabajo de tesis es una primera
caracterizacion hecha al vino base y los vinos espumante de naranja obtenidos por
biotransformacién del jugo de naranja de la variedad Valencia Late.

-Por otra parte el conjunto de resultados obtenidos nos impulsan a
continuar investigando sobre el tema para lograr una comprensién mas acabada
del perfil quimico-sensorial de este novedoso producto, asi como también de las

variables que mas influyen para su obtencidn.
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Anexo I- Boleta de Evaluacion del Vino Base

COLOR A e g I.. Awbamme
ASPECTO. MM T s ... Cretie
AROMAS

Afrutado TS FUPSOIRUSR I, Bt
Floral TS SRR I, Friemadanente
Citrico RSN SO I, Frtemedements
Defectuosos ™ 1. e, 1., Fresues

* degcribir ...

SABOR

Dulzor Bade L I.. Exemadament:
Acidez Y A T.. Extemadamen
Afrutado Mot T, I.. Ertematamente
Amargo S SRR STRRP ., Frtemadament
Extrafio B L e s I st

* describir

ASTRINGENCIA

Aspero RS ST I, Extenadunet

REGUSTO Ho

sabiefactono I I Excelente
* degcribir
S. GLOBAL Deseguilihrado I I Lyyran wiosn
enalto grado
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Anexo II- Boleta de Evaluacion utilizada para los Ensayos (a)
Napping® y (b) CATA

(a) Ensayo Napping

BOLETA DE EVALUACION Masculino
Femenino___
Edlad
INSTRUCCIOMNES:

b Ud. recihird una 6 muestras de espumante,
P Porfavor, pruebe las muestras y responda a la pregunta

dCuanto le gusta este espumante?

fe disgusta MMees e gusta
mucho indife rente Mucha

Describa en no masde cinco palabras este espumante

2-Usted deberd probar una serie de seis muestras de espumantes codificados con ndmeros de
tres cifras y ewaluar sus similitudes y diferencias.

p Ud. debe ubicar cada uno de los espumantes en la hoja de acuerdo a sus similitudes vy
diferencias de forma tal que dos espumantes que estén cerca en la hoja corresponden a
espurmnantes gue son muy parecidos entre si, vy dos espumantes gue estén lejos
corresponden & espumantes que son muy distintos.

Utilice el criterio que crea conveniente para ubicar los espumantes. Mo hay respuestas

carrectas oincorrectas.
Recuerde que cada galleta debe ocupar una dnica posicidn en la hoja.
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b- Ensayo CATA

BOLETA DE EVALUACION

INSTRUCCIONES:
» Ud. recibird cuatro muestras de ESPUMANTE.
» Por favor, pruebe las muestras en el orden que Ud. desee y responda a la pregunta

utilizando la lista de palabras gue se presenta.

EDAD:

SEXO:

» Enjudguese la boca con un poco de agua entre muestra y muestra.

Muestra M°,

éCudnto le gusta este espumante?

e disgusta

I\jhuchrc:
arque todas las palabras que considera adecuadas para describir este espumante:

OO0 oooodod

Seco

Dulce
Amargo
Suave

Citrico
Tostado
Burbuias rapidas

Burbujas media

Burbujas lentas

O 00OoooogOo

e es
indiferente

Agradable
Aromidtico
Frutal

Floral
Alcohodlico

Especiado
Espuma abundante

Espuma media

Espuma baja
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O O0OooOooOogoOo

Acido
Madera

Fruta Tropical
Tabaco

Caramelo
Olor Extrafo

Aroma Levadura

Vegetal

Frutossecos

Me gusta
Mucho



