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1.1. INTRODUCCION

Esta memoria se encuadra en los trabajos que realiza el Grupo de investigaciéon
en sensores de la Universidad de Valladolid, cuya principal linea de
investigacion es el desarrollo de métodos sensoriales electrénicos (sistemas
olfativos, y gustativos electrénicos) para la valoraciéon organoléptica y
caracterizacion de alimentos, y en particular, vinos.

El anélisis de vinos mediante sistemas olfativos electrénicos, tiene un alto grado
de complicacion debido a la alta complejidad de la composiciéon de los vinos, en
la que participan cientos de compuestos. En relacién con esta evaluaciéon es
importante considerar que las diferencias sutiles (pero importantes) existentes en
las propiedades organolépticas entre distintos vinos, segin su calidad,
denominacién de origen D.O., cosecha, tipo de uva, etc. son consecuencia de
variaciones en la composiciéon de una serie de compuestos que se encuentran en
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una proporcion minoritaria. Por otra parte el vino debe de ser considerado como
un producto “vivo”, ya que su composicion quimica y por tanto sus
caracteristicas organolépticas varian con el tiempo.

Tradicionalmente se utilizan dos métodos para conocer la evoluciéon y
caracteristicas del vino: el analisis sensorial (panel de expertos) y el anélisis fisico-
quimico convencional. Estos procedimientos, aunque de un valor evidente,
tienen ciertas limitaciones. Por ejemplo, no es obvio que una caracterizaciéon
quimica, por rigurosa que sea, facilite informacién que pueda ser correlacionada
con la apreciacion sensorial humana; tampoco es facil disponer de un comité de
cata que continuamente pueda valorar el proceso de elaboracién de un vino.
Estos problemas, junto con la necesidad de la industria de disponer de métodos
de control de calidad rapidos, baratos, objetivos, precisos y de facil interpretacion,
ha animado el desarrollo de sistemas de andlisis sensorial electrénico.

El grupo de Sensores de la Universidad de Valladolid es pionero en este campo,
y en el momento de mi incorporacién al grupo, habia desarrollado un primer
instrumento especifico para el andlisis de aromas de vinos. En el caso concreto de
la “nariz electrénica” se habia disefado un sistema basado en una red de
sensores resistivos, sensibles a la composiciéon aromaética del vino y capaz de
eliminar las interferencias causadas por el agua y el etanol. Respecto a la “lengua
electrénica” se estaba disefiando una red de sensores modificados con diversos
materiales electroactivos, que permite discriminar vinos y obtener datos
relacionados con la composicién fendlica. Con la nariz electrénica en aquel
momento habia sido posible diferenciar vinos monovarietales elaborados con
uvas provenientes de diferentes Denominaciones de Origen (D.O.) espafiolas y
envejecidos bajo idénticas condiciones (en barrica de roble americano con tostado
medio); también habia sido posible discriminar vinos elaborados en diferentes
tipos de barricas, asi como seguir la elaboracién y evolucién de los vinos.

Es este estado de cosas, se me encomendaron dos tareas fundamentales. Por una
parte, hacerme cargo de la linea de investigacion en el campo de la nariz
electrénica y colaborar en las investigaciones del grupo en el campo del analisis
organoléptico de vinos. En esta linea, se me atribuy6 la tarea avanzar en los
métodos quimiométricos de tratamiento de datos que permitieran mejorar la
discriminacion y clasificacion de muestras asi como tratar datos provenientes de
redes hibridas de nariz electrénica, lengua electrénica y ojo electrénico.

Es obligado decir que las investigaciones llevadas a cabo en esta Tesis Doctoral
han sido financiadas a través de dos proyectos del Plan Nacional del Ministerio
de Educacion y Ciencia relacionados con la evaluacion de sistemas alternativos a
la barrica de roble (AGL2006-05501/ALI) y el analisis de la capacidad
antioxidante de los vinos (AGL2009-12600/ ALI). Ademas, hemos contado con la
colaboracién de las Estaciones Enolégicas de la Rioja (Haro) y de Castilla y Leén
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(Rueda) que han realizando los analisis quimicos a las muestras de vino y han
participando en la asesoria enoldgica. Citar también las facilidades y muestras
aportadas por la industria Nomacorc y el laboratorio investigacién enoldgica de
la E.T.S. Ingenierias Agrarias de Palencia y por la cooperativa Agricola la Castella
(Rueda).

Es conveniente especificar que el nimero de muestras que dispondremos para
este estudio no es el mejor desde el punto de vista estadistico. Contar con un
amplio ntimero de vinos elaborados especialmente para una investigacién es
muy complicado y mds adn si tenemos en cuenta que el vino es un material en
constante evolucién. Para compensar esta dificultad decir que, las muestras que
manejamos son representativas de cantidades relativamente importantes de vino
y ademas dentro de cada estudio se aplicardn diferentes métodos para establecer
comparaciones entre modelos resultantes. En todo momento se ha intentado
tener un error experimental minimo, realizar un amplio nimero de repeticiones y
ser cauteloso con las conclusiones que se puedan alcanzar con este estudio.

1.2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis doctoral es profundizar en el conocimiento de
los sistemas olfativos electrénicos y su aplicacion al anélisis de vinos. Con este fin
general, se han llevado a cabo investigaciones con dos enfoques complementarios.
El primero de ellos se basa en establecer la capacidad de nuestra nariz electrénica
(de forma aislada o de forma conjunta con nuestro panel de cata electrénico)
para discriminar y clasificar vinos de interés industrial. Por otra parte, como
hemos dicho anteriormente otro de nuestros objetivos ha sido desarrollar
tratamientos quimiométricos que nos permitieran validar nuestras medidas
electronicas y aumentar la capacidad de discriminacién y clasificacién de los
sistemas electronicos desarrollados en nuestro grupo.

Este objetivo general, se alcanza a través de los siguientes objetivos especificos:

Evaluacion de la capacidad de discriminacion de los sistemas electrénicos
frente a tres conjuntos de muestras de interés industrial.

v En primer lugar, se analizara la capacidad de una nariz electrénica y de
un panel de cata electrénico para evaluar el estado de oxidacién y
contenido fenodlico de vinos tintos, preparados mediante diferentes
métodos que incluyen variaciones en la maceracion, en la
microoxigenaciéon durante su elaboracién, y en la nanooxigenacion

7 Natalia Prieto (Castafieda
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controlada mediante el uso de tapones con diferentes capacidades de
transmision del oxigeno durante su envejecimiento en botella.

En esta fase, los datos seran tratados mediante técnicas convencionales: la
evaluacion de la capacidad de diferenciacién entre un conjunto muestras
del panel de cata electrénico se realizaran mediante el método de andlisis
exploratorio PCA (andlisis de componentes principales). Un anélisis
supervisado PLS-DA (andlisis discriminante basado en la técnica de
regresiéon por minimos cuadrados) valorard la capacidad del sistema para
clasificar los vinos de acuerdo con las diferentes problemaéticas planteadas
en esta investigacion. Finalmente la aplicacion del método PLS2
establecerd correlaciones con los métodos analiticos tradicionales y datos
quimicos relacionadas con el nivel de polifenoles y los niveles de oxigeno.

v En segundo lugar, se evaluara la capacidad de una nariz electrénica para
discriminar vinos envejecidos mediante el método tradicional en barricas
de roble de vinos y por métodos alternativos (en depdsitos de acero a los
que se ahaden trozos de madera a la vez que se microoxigenan para
simular la difusion de oxigenos a través de las poros). Ademas de la
aplicacién del panel de cata electrénico, para esta valoracion se utilizaran
técnicas de cromatografia de gases y olfatometria para cuantificar los
compuestos volatiles significativos en los vinos y su evolucién durante su
elaboracion.

v' Estudiar el efecto de la fermentacién de vinos blancos en barricas de roble
y realizar una comparaciéon de los resultados obtenidos con la nariz
electrénica con aquellos provenientes de los métodos analiticos
tradicionales. Finalmente, mediante los diferentes algoritmos de
reconocimiento de patrones, evaluar la capacidad de discriminaciéon de
nuestro sistema de andlisis sensorial. Incidiendo en la valoracién asociada
a las variaciones del color (“ojo electronico”) tan interesantes en los vinos
blancos.

Implementacion de nuevas herramientas para el tratamiento de datos

v' Establecer correlaciones entre los datos proporcionados por los
sistemas olfativos electrénicos y los resultados que proporcionan las
técnicas convencionales de andlisis como la cromatografia de gases y
la olfatometria. Para ello se aplicardn nuevos métodos como el multi-
way (Tucker3) y ANOVA-PLS cuya funcién sera evaluar los efectos de
determinados parametros experimentales y al mismo tiempo la
capacidad del sistema electrénico para seguir las variables
significativas en el marco de cada experimento.

8 Natalia Prieto (Castafieda
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v Aplicar el método de los algoritmos genéticos (PLS-GA) para reducir
el alto numero de variables derivadas que hacen parte de las sefales
electroquimicas provenientes de medidas efectuadas con una lengua
electronica, para asi facilitar el modelamiento de los datos que arroja
el sistema y mejorar su capacidad de clasificacion.

Establecidos concisamente los puntos importantes del trabajo, los diferentes
capitulos del mismo tratan de dar respuestas a todos los objetivos expuestos. Se
ha creido conveniente estructurar la exposicién del trabajo en cinco capitulos de
acuerdo con el siguiente esquema:

Capitulo 1. Introducciéon. Esta primera parte comienza con una presentacion de
los problemas enolégicos que plantea la caracterizacién organoléptica de vinos y
en particular, nos centraremos en los retos que supone la utilizacién de nuevas
tecnologias durante su elaboracién y envejecimiento. A continuacién se
describirdn  las caracteristicas generales de un panel de cata electrénico,
presentando el estado actual del arte, incidiendo en los problemas particulares
que presenta el anélisis de vinos. Ademads se incluye un resumen general de los
diferentes modelos y trabajos que se han publicado en el drea de la quimiometria
y reconocimiento de patrones, especialmente aquellos adaptables a los tres
sistemas nariz, lengua y ojo electrénico.

Capitulo II. Desarrollo experimental. En este segundo Capitulo se describen los
materiales y métodos utilizados en esta Tesis. Se dedica un espacio a resumir la
metodologia de nariz, lengua y ojo electrénicos, y las herramientas estadisticas,
utilizadas para el andlisis de vinos. La descripcion particular de las muestras de
vino analizadas en nuestra investigacion se realizara en los capitulos siguientes.

Capitulo III. Evaluacion de la influencia del oxigeno en las caracteristicas
organolépticas de un vino tinto mediante un panel de cata electrénico. Este
capitulo contempla la aplicacién de un panel de cata electrénico (nariz, lengua y
0jos) en el proceso de microoxigenacién del vino, en muestras elaborados con la
misma variedad de uva pero vinificados con distintas técnicas de extracciéon
(distinto contenido en polifenoles), diferentes grados de microoxigenacion, y
envejecidos en botella con corchos sintéticos de diferente porosidad.

Capitulo IV. Evaluacién, caracterizacién y andlisis comparativo de vinos tintos
tratados con sistemas alternativos a la barrica de roble. En esta parte de la
memoria se refieren las investigaciones que venimos realizando comparando las

9 Natalia Prieto (Castafieda
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caracteristicas organolépticas de vinos tratados con virutas de roble con las de
otros vinos equivalentes envejecidos en barrica convencional, en muestras
extraidas durante etapas significativas en ambos tipos de procesos. En la
valoraciéon organoléptica el elemento principal de analisis ha sido la nariz
electronica. Asi mismo, se han utilizado medidas fisico-quimicas estandar y
valoraciones de la fase volatili mediante olfatometria que han permitido
profundizar en los mecanismos de elaboracion y percepcién sensorial.

Capitulo V. Estudio de los efectos de la fermentacion en barrica en la
composicion volitil de vinos blancos. Constituye una investigacion adicional
que tiene por objeto confirmar el potencial de nuestro sistema de andlisis
sensorial electronico para la caracterizaciéon de vinos en general y en particular
para evaluar las caracteristicas y evolucion de vinos blancos fermentados en
barricas nuevas y utilizadas. En el caso de las barricas usadas también se
valorard el efecto de la adicién de chips de roble, las cuales han sido incorporadas
con la idea de paliar el agotamiento de la barrica por su uso precedente. La
evaluacion de estos procedimientos se realizd a través de caracterizaciones
organolépticas (aroma y color) en muestras extraidas durante las primeras etapas
de la fermentacion. En esta estimacion el elemento principal de anélisis han sido
medidas de la evaluacién de la composicion volatil utilizando una nariz
electronica, cromatografia de gases-masas, olfatometria, asi como medida
colorimétricas complementarias. Asi mismo, se han utilizado medidas fisico-
quimicas estandar y la espectroscopia UV-Visible, técnicas que nos han permitido
profundizar en los mecanismos de elaboracién y en la percepcién sensorial final
de esta variedad de vinos.

Capitulo VI. Conclusiones. En este capitulo se recogen las conclusiones mas
relevantes alcanzadas en esta investigacion.

1.3. EL VINO

Al ser objetivo de esta investigacion desarrollar y validar nuevas herramientas para
el andlisis de vinos, consideramos importante dedicar un apartado a describir
algunos aspectos interesantes de esta muestra, extraordinariamente compleja con
notorias dificultades de manejo, y de gran interés en nuestro pais, y
especificamente en la regiéon de Castilla y Leén. Por otra parte, esta descripcion
nos va a permitir matizar conceptos vinculados al tipo de muestras en nuestra
investigacion.

10 Natalia Prieto (Castafieda
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Segun el Ministerio de Industria, Turismo y Comercio, en la ley 24/2003 de 10 de
julio, de la Vifia y del Vino, el vino puede definirse como el producto obtenido
exclusivamente por fermentacion alcohélica parcial o total de uva fresca, estrujada o no, o
de mostos de uva. En otras palabras, esta definiciéon presenta al vino como el
producto alcohdlico derivado del zumo de uva tras sufrir una transformacién
enzimatica. La fermentacién es un proceso bioquimico natural y aparentemente
sencillo en el que estan implicados diferentes microorganismos, levaduras,
bacterias y enzimas. A lo largo de su desarrollo, este proceso sigue los principios
y leyes de la Termodindmica y Cinética Quimicas, y, como suele suceder en la
gran mayoria de los procesos de la Naturaleza, su aparente sencillez intrinseca va
acompafiada de un elevado grado de complejidad.

Es a partir de aqui cuando, ese mosto fermentado, junto con su posterior y
formidable protocolo de maduracién y envejecimiento, pasa a ser un casi
inagotable reservorio de conceptos cientificos, técnicos, sociales y comerciales,
que da lugar a numerosas vias de aproximacién, todas ellas suficientemente
auténomas. Asi, un buen “observador” con una copa de vino en la mano, tratard
de hallar una respuesta fria, calculada y contrastada acerca de la naturaleza,
composicion, utilidad, estado sanitario o conveniencia del consumo del caldo. En
cambio, un “degustador” afiadira aspectos relacionados al placer de su consumo,
asumiéndolo a un cierto entorno social. Por otra parte, un “catador”
experimentado pretenderd dar respuestas segin diversos descriptores
organolépticos bien definidos, emitiendo una opinién en la que destacara las
caracteristicas favorables y negativas que exaltan las virtudes y defectos del vino,
respectivamente. Por dltimo, un “investigador” desarrollard su capacidad de
observacion y medida, aplicando conocimientos quimicos, fisicos y biolégicos
con rigor, que apoyen y justifiquen sus apreciaciones acerca de las propiedades
del vino.

Las técnicas vitivinicolas y enolodgicas persiguen mejorar las caracteristicas
organolépticas de los vinos, que estan estrechamente ligadas a su composiciéon y
calidad. Algunas de estas técnicas son ampliamente aceptadas y han sido
reguladas por organismos internacionales, mientras que otras son objeto de
constante controversia.

Describir estas técnicas y estrategias esta fuera del &mbito de esta Tesis Doctoral.
En esta memoria, nos hemos centrado en dos aspectos.

1. El uso de técnicas de control del oxigeno (microoxigenacién o
utilizacién de tapones sintéticos) para mejorar la capacidad
antioxidante de vinos y valorar su estado de oxidacién durante
su elaboracion.

[ Natalia Prieto (Castafieda
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2. La aplicaciéon de técnicas de envejecimiento alternativas a la
tradicional barrica de roble, utilizando tanques de acero a los
que se afiaden trozos de madera con un adecuado grado de
tostado.

1.3.1. Gestion del oxigeno y capacidad antioxidante de los
vinos

Durante los ultimos afios se ha estudiado en profundidad la acciéon de los
radicales libres en los organismos vivos. Su accién destructora puede ser
contrarrestada por sustancias antioxidantes, un amplio grupo de sustancias
bioldgicamente activas que se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza [1]. El consumo habitual y moderado de vino, especialmente de vino
tinto, puede producir efectos beneficiosos para la salud debido a su contenido en
polifenoles,  particularmente en quercitina y resveratrol. Estudios
epidemioldgicos relacionan la ingestiéon de polifenoles y la disminucién del
riesgo de cancer y cardiopatia coronaria en humanos. Los polifenoles también
modifican la calidad y caracteristicas organolépticas de los vinos tintos afectan
también a su capacidad antioxidante. La contribucién de cada componente
depende de su poder antioxidante, concentracién e interaccién con su
microambiente [2].

Con el fin de conocer dicha capacidad antioxidante de los vinos se han empleado
distintos métodos [3], sin embargo, no existe un método tnico y los indices
obtenidos para una muestra dependen del procedimiento utilizado para
evaluarla. Es necesario indicar que la capacidad antioxidante de una mezcla, no
estd dada solo por la suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus
componentes; también depende del microambiente en que se encuentra el
compuesto, ya que los compuestos interactan entre si pudiendo producirse
efectos sinérgicos o inhibitorios. Los métodos de determinacién de la actividad
antioxidante se basan en comprobar cémo un agente oxidante induce dafio
oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia
de un antioxidante. Las caracteristicas esenciales de cualquier prueba de
evaluacion de la capacidad antioxidante son un sustrato adecuado para
monitorear la inhibicién de la oxidacion, un iniciador de la oxidacion (radical
libre) y una adecuada medida del punto final de la oxidacion, que puede llevarse
a cabo por métodos quimicos, instrumentales o sensoriales. A la hora de abordar
el estudio de la actividad antioxidante del vino es aconsejable emplear varios
métodos, ya que cada uno ofrece informaciéon diferente. Hay compuestos
antioxidantes que no reaccionan con determinadas especies oxidantes y si con
otras, pudiéndose obtener asi valores dispares entre los distintos métodos. La
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actividad antioxidante puede ser evaluada mediante la medida de la capacidad
de absorbancia del radical oxigeno ORAC (oxygen radical absorbance capacity) y la
capacidad antioxidante equivalentes trolox TEAC (trolox equivalent antioxidant
capacity) [3]. Por otro lado, la medida de fenoles mediante el metodo de Folin-
Ciocalteu, basada en una reaccion de oxido-reduccion, también es considerada
una forma de medir actividad antioxidante en funcién del contenido de fenoles
[4-7]. Los primeros (ORAC y TEAC) son adecuados para medir capacidad
antioxidante en alimentos y fluidos biolégicos, mientras que Folin es un
indicador de la capacidad antioxidante en funcién del contenido de polifenoles
totales en el alimento, por ello teniendo en cuenta que la actividad antioxidante
de los vinos viene dada fundamentalemnte por la composicién fenolica, algunos
autores emplean esta evaluaciéon como indicadora de la actividad antioxidante de
los vinos. Sin embargo, en trabajos recientes se estima que el perfil antioxidante
completo de los vinos tintos podria ser establecido por evaluacion del ABTS y
por algtn tipo de método con bioindicador del estrés oxidativo, preferentemente
la inhibicién de la peroxidaciéon de lipidos. La evaluacion del contenido en
polifenoles totales (PT) es también recomendable, porque este método evalda el
poder reductor de los vinos [8]. El conocimiento del perfil fendlico de los vinos
(fenoles sencillos, flavonoides, proantocianidinas, catequinas, taninos, antocianos,
etc. y su relacion con la capacidad antioxidante es de gran interés para evaluar las
modificaciones que sufrird en el vino a lo largo de su vida.

Por otra parte, la evoluciéon del vino es extremadamente dependiente de la
cantidad de oxigeno que se le aporte durante su proceso de elaboracién [9].
Dentro del proceso de asimilaciéon del oxigeno existen dos etapas claramente
diferenciadas. La primera de ellas es cuando se producen las operaciones de
transferencia de oxigeno durante la fermentacion y envejecimiento del vino; la
segunda etapa se produce cuando el vino es almacenado en botellas, el vino se
encuentra en un medio reductor y la cantidad de oxigeno que recibe y necesita,
depende de la eficacia de sellado que pueden llegar a propiciar los tapones.

1.3.2. Los métodos alternativos

La crianza de los vinos en barrica persigue varios objetivos que permiten
potenciar sus caracteristicas organolépticas favoreciendo un posterior
envejecimiento en botella [10, 11]. Este proceso redunda en beneficio de una
complejidad en su composicion quimica que da lugar a vinos mas armoniosos y
equilibrados [12-14]. En efecto, durante el envejecimiento de los vinos en barrica,
el paso de oxigeno a través de las duelas produce reacciones quimicas que
lentamente confieren a los vinos estabilidad y una mejora en sus caracteristicas
sensoriales. La duracién de esta etapa, el origen de la madera de roble y el
volumen de la barrica de envejecimiento, asi como su grado de secado y tostado,
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son factores que deberan adaptarse a la personalidad y caracteristicas intrinsecas
de cada vino. Esto implica que la crianza de los vinos debe regularse
adecuadamente y por esto es necesario entender en profundidad los numerosos
factores que intervienen, desde un punto de vista tecnolégico, para el
conocimiento de la composiciéon del vino destinado al envejecimiento, las
caracteristicas de acuerdo con las barricas de roble (tipo de madera, espesor,
edad y tamafo, quemado, etc.), las condiciones ambientales de la bodega,
periodicidad de los trasiegos, etc., y también desde un punto de vista académico
la valoracion de los componentes quimicos fundamentales y el seguimiento de su
evolucion durante el proceso de envejecimiento [15, 16].

Como ya hemos indicado, en la crianza de los vinos en barrica se producen una
serie de fendémenos o transformaciones de caracter fisico, quimico o incluso
biolégico. Todos estos sucesos se producen de una manera simultdnea, por lo que
pueden influir unos sobre otros; en términos generales estos procesos deben ser
modificados y controlados continuamente por el endlogo de la bodega, para asi
mejorar las prestaciones buscadas con la crianza.

Los fenémenos que suceden durante la crianza en barrica tradicional pueden
resumirse en los siguientes:

- Entrada de aire u oxigeno a través de la madera (duelas) o durante los
trasiegos.

- Pérdida de vino a través de la madera o de los trasiegos.

- Precipitacién de diversas sustancias del vino en la barrica.
- Cesion de sustancias contenidas en la madera.

- Formacién de esteres y transformacion de los polifenoles.

Es evidente que toda la etapa de envejecimiento en barrica da lugar al aumento
del coste del producto, y en consecuencia un incremento en su precio final en el
mercado. Ademds es un proceso complicado desde el punto de vista de la
organizacion de la bodega y siempre conlleva la inmovilizaciéon de un capital.
Por estas razones, solamente un porcentaje de su produccion suele ser destinado
a este tipo de elaboraciéon. De hecho en Francia, pais de gran tradicion en la
crianza de vino, se considera que tan sélo entre el 20 y 25% de los VCPRD es
criado en barricas de roble. También se tiene referencia de otros porcentajes mas
elevados como en la D.O. Ribera del Duero de esta comunidad en el afio 2009,
fueron alrededor de un 50% de la produccién total de vino [17]. Un porcentaje
mayor de vino reservado para el envejecimiento en barrica es cuestionable y tiene
que condicionarse a balances econémicos en cada bodega.
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Por esta razon, los productores siempre han buscado alternativas a la crianza del
vino en barricas de roble, que fuesen mas sencillas y sobre todo mds baratas. Las
iniciativas en este sentido han sido multiples y han partido tanto de los paises
tradicionalmente elaboradores como de aquellos que recientemente han entrado
en el mercado vitivinicola con productos de buena calidad. No obstante, la
tradicion existente en Europa ha supuesto un cierto freno a su implementacion,
mientras que en los nuevos paises productores el empleo de estos métodos
alternativos ha sido més agil. Atun asi, se puede afirmar que en la actualidad, la
utilizacién de estas técnicas es amplia en todo orbe, si bien en muchas ocasiones,
y como salvaguarda de la imagen tradicional, su practica permanece oculta al
consumidor.

Basicamente las alternativas a la crianza del vino en barricas tienen como
condicién la necesidad de cubrir dos aspectos. En primer lugar es preciso lograr
la estabilizacién de la materia colorante y la suavizacioén de la astringencia, y en
segundo lugar es necesario aportar al vino aromas y los taninos elagicos que
complementen sensorialmente al vino. Por esta razén las técnicas alternativas a la
crianza en barrica tienen que contemplar dos aspectos fundamentales y
complementarios: la microoxigenacién y la aromatizacién con fragmentos de
madera de roble [18]. Otras opciones estan relacionadas con la fermentacién de
vinos en barricas viejas a las que se afiaden pequefios trozos de madera de roble
con un adecuado grado de tostado. Estos procesos un algunos casos implican
también una especifica dosis de microoxigenacion.

La practica del envejecimiento con técnicas alternativas hoy dia en Espafa se
considera fraudulenta, principalmente para los vinos acogidos a D.O., tal y como
se recogen en sus reglamentos, por lo que es de gran interés para los Consejos
Reguladores poder diferenciar a los vinos tratados con virutas o travesafios de
los envejecidos bajo el sistema tradicional.

La posibilidad de que estos métodos alternativos sean aprobados hace necesario
investigar en este tipo de elaboraciones [19, 20]. Es de gran interés abordar el
estudio de la influencia de parametros como son las caracteristicas de los chips
(origen, tamafio, tostado, origen), tiempos de contacto, estabilidad de los vinos
obtenidos, etc. Es también necesario destacar nuevamente que en la crianza en
barricas, otro factor importante es la entrada de oxigeno por las duelas, paredes
de madera, o a través del tapon de la barrica [21]. Por esta razén, se debe incluir
como variable adicional la utilizacién de una microoxigenacién controlada
durante el uso de chips en depositos de acero inoxidable.

En este capitulo se realizara una valoracion de las caracteristicas del vino durante
su permanencia en contacto con la madera de las barricas, asi como en el caso de
utilizar trozos de madera de roble de diferente tamafio (chips, staves). Igualmente
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significativo, es el estudio posterior de su estabilidad y el seguimiento de la
evolucién en botella.

El anélisis sensorial y el andlisis fisico-quimico convencional, son esenciales para
conocer la evolucién del vino. Estos métodos, aunque de un valor evidente,
tienen ciertas limitaciones. Por ejemplo, no es obvio que una caracterizaciéon
quimica, por rigurosa que sea, facilite informacién que pueda ser correlacionada
con la apreciacion sensorial humana [22]; tampoco es facil disponer de un comité
de cata que continuamente valore la bondad de la elaboracién de un vino. Los
problemas de los métodos tradicionales, junto con la necesidad creciente por
parte de la industria de disponer de métodos rapidos y objetivos para el control
de calidad exigen pensar en la posibilidad de disefiar un nuevo tipo de
instrumento que sea capaz de evaluar con maximo rigor las principales
caracteristicas organolépticas de los vinos.

Dados los buenos resultados obtenidos hasta el momento con nuestro sistema de
analisis sensorial electrénico, parecia interesante evaluar su potencial aplicacion
en el andlisis de otras caracteristicas de los vinos asociadas a su envejecimiento.
Ademas, existe un gran interés por correlacionar los resultados obtenidos con
este instrumento, con los alcanzados mediante el andlisis quimico y técnicas
como la olfatometria.

Resumiendo,

i) Estamos ante un movimiento de cambio en la elaboraciéon de vinos en
diversos paises, importante sobre todo por el volumen de sus
producciones y por sus precios competitivos.

ii) La defensa a ultranza de unos métodos de produccion tradicionales,
puede generar falta de competitividad, especialmente en las gamas
medias, frente a los que nuestras bodegas deben de estar prevenidas.
En los proximos afios cada bodega y para cada gama de vinos tendra
que adoptar una estrategia de produccién frente a esta competencia
(combatiéndola o adecuédndose al nuevo sistema).

iif) El conocimiento profundo de los mecanismos que rigen estas
elaboraciones alternativas asi como la puesta a punto de nuevos
sistemas, rdpidos y objetivos, que permitan diferenciar los
tratamientos que han seguido estos vinos han de ser importantes
herramientas en la valoracién de estos caldos.
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1.4. EL PANEL DE CATA ELECTRONICO

Constituye un equipo desarrollado en los altimos 5-10 afios por nuestro grupo de
investigacion que ha venido siendo aplicado a la caracterizacion organoléptica de
varias bebidas y alimentos [23-25] Esta formado por conjuncién de tres partes
complementarias (nariz, lengua y 0jo) cuyas valoraciones independientes son
mezcladas sinérgicamente a través de los tratamientos de datos quimiométricos.
Finalmente, citar también diferentes trabajos realizados por otros grupos de
investigacion. Estos esfuerzos estdn encaminados a combinar la nariz y lengua
electronica entorno al analisis de agua, zumos y leche [26, 27], control de calidad
y produccién alimentos [28, 29].

1.4.1. La nariz electronica

El sentido del olfato es quizds el menos apreciado de los cinco sentidos, y sin
embargo, es de gran utilidad en numerosas dreas de la industria, entre ellas en
perfumeria, automocién, mineria, diagnéstico clinico, o en la monitorizacién
medioambiental. El anélisis de olores es de particular importancia en la industria
de la alimentacién, donde junto al sabor y color son los atributos organolépticos
que definen la calidad de un producto.

Tradicionalmente, el andlisis de las caracteristicas de un alimento se realiza bien
mediante un panel de cata formado por expertos (analisis sensorial) o bien a
través del andlisis quimico estdndar. La practica tradicional que se lleva a cabo
para realizar una evaluacién sensorial consiste en recurrir a un grupo de
personas entrenadas capaces de percibir y distinguir olores (incluso a bajas
concentraciones), de caracterizar su intensidad y ademads, de describir y
cuantificar con ambas sensaciones. Disponer de un panel de expertos requiere
reunir una serie de 6-15 personas cualificadas y bien entrenadas, lo que resulta
caro y ademads, a pesar de su profesionalidad, puede que en algunos casos se de
lugar a un cierto nivel de subjetividad debido al estado fisico del experto, o a sus
gustos personales [22].

Por otra parte, el andlisis quimico también tiene un alto grado de dificultad, ya
que la composicion quimica de los alimentos es compleja y ademads, no existe una
relacion inmediata entre la composicién quimica y las percepciones humanas.
Mientras que existen compuestos que no tienen olor o sabor y tienen altas
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concentraciones dentro de una determinada matriz, existen otros que dan lugar a
sensaciones intensas aunque estén en bajas concentraciones.

Ademas, el sentido del olfato es extremadamente sensible, y asi, el umbral de
detecciéon para muchas sustancias esta por debajo de cantidades en unidades de
pg/L. Ademads, para mayor complejidad, la percepcién humana depende de
interacciones mutuas entre estos compuestos (sinérgicas, aditivas, antagénicas o
compensatorias), lo que hace muy complejo correlacionar los resultados de un
analisis quimico con las percepciones humanas [30].

Como se menciond en la introduccién de esta memoria, los problemas de los
métodos tradicionales, junto con la necesidad creciente por parte de la industria
de disponer de métodos para el control de calidad rapidos, baratos y objetivos,
llevaron a pensar en la posibilidad de disefiar un nuevo tipo de instrumento que
fuese capaz de emular al sistema olfativo humano. Para lograrlo, estos sistemas
deben cumplir dos requisitos: en primer lugar el aroma debe analizarse de forma
conjunta sin tener que ser separado en sus componentes (como ocurre en la
cromatografia), y ademads, el sistema tiene que ser capaz de detectar, discriminar
y cuantificar olores, de forma rapida y objetiva.

Figura 1.1. Esquema comparativo de una nariz electronica

El primer sistema capaz de analizar aromas de forma artificial se disefi¢ en la
Universidad de Warwick en 1982 y recibi6 el nombre de nariz electrénica [31].
Desde entonces numerosos grupos de investigacion industriales y académicos
trabajan en este campo. Se han desarrollado cientos de narices electrénicas
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diferentes que se han aplicado a campos muy diversos. Estos trabajos se han
recogido en diferentes libros y revisiones que se han publicado recientemente
[32-40].

Una nariz electrénica consta de una red de sensores, con especificidad parcial
(realizan una funcién similar a los receptores olfativos inespecificos de la
pituitaria), que reaccionan con los olores y producen una sefal que pueda ser
amplificada y medida; las sefiales producidas por los sensores son procesadas
por un software de reconocimiento de patrones, capaz de reconocer y clasificar
los olores (de forma andloga a como lo hace el cerebro). Ademds, una nariz
electronica necesita de un hardware que permita exponer los sensores a los
aromas de forma controlada y reproducible, asi como registrar las sefiales
producidas por los sensores [41, 42]. En la Figura 1.1. se muestra un esquema
general de una nariz electronica.

En este sentido, podemos afirmar que el uso que cominmente se hace para el
rotulo “nariz electrénica” se hace con el fin de explicar mas facilmente la mayoria
de las propiedades que tienes este dispositivo. Este apelativo no deberia ser
entendido como una reproduccién exacta de la nariz humana; significa mas bien
que existe una analogia en el funcionamiento de ambos sistemas.

Muchos autores sugieren utilizar el término “nariz electrénica” cuando se quiera
hacer una referencia a la primera denominacién histérica que le fue asignada a
este dispositivo. Sin embargo, estos autores argumentan que actualmente es mas
conveniente hablar de una red de sensores de gases o de aroma, que ademas es
un titulo que describe, desde un enfoque mas cientifico, las propiedades de este
sistema. Por simplificacién textual nosotros abundaremos en la denominacién
histérica atin entendiendo la mayor precisién del término “red de sensores” [43].

Hoy dia, el disefio cldsico de una nariz electrénica con una red de sensores
quimicos, se ha extendido también a nuevas tecnologias como la espectrometria
de masas (MS) y la espectrometria de movilidad de iones (IMS).

1.4.1.1. Los sensores

Los sensores son dispositivos fabricados con un material activo que se deposita
en forma de pelicula sobre un sustrato. Cuando el material sensible entra en
contacto con los volétiles responsables de los olores, se produce una interacciéon
fisica/quimica que da lugar a un cambio en alguna de sus propiedades. Asi,
pueden registrase cambios en las propiedades 6pticas (sensores Opticos), en las
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propiedades electroquimicas (sensores electroquimicos), en la masa (sensores
masicos), etc. [40-46].

Uno de los tipos de sensores mas utilizados en narices electrénicas son aquellos
en los que la interaccién gas-sensor produce un cambio en la resistividad del
material sensible [47-51]. También se han usado extensamente sensores masicos,
basados en resonadores de cuarzo o cantilevers micromecanizados [52-55] o
sensores Opticos en diferentes narices electronicas [34, 56, 57].

Otra subdivisién dentro de los sistemas de deteccidn, consiste en los dispositivos
basados en biosensores. En este caso, se incorpora un elemento biolégico sensible
posicionado cerca del transductor para aumentar la sensibilidad y especificidad
del sistema hacia un analito objetivo [58, 59].

En el campo de los sensores basados en resonadores de cristal de cuarzo
podemos nombrar aquellos del tipo SAW (onda actstica de superficie), y BAW
(onda acustica de volumen) dentro de la cual se encuentra la QCM
(Microbalanza de cristal de cuarzo). Este tipo de sensores han sido utilizados
especialmente para detectar explosivos, hidrocarburos y alcoholes. Con este tipo
de sensores se han conseguido resoluciones en el cambio de la sefial caracteristica
en pico gramos, lo que ha motivado a extender cada vez mas su aplicacion a la
evaluacion de diversas caracteristicas de alimentos [60-63].

Respecto a los sensores Opticos sensores, se ha desarrollado hasta el momento
dispositivos colorimétricos con aplicaciones en la identificacién de gases nocivos,
y verificaciéon de pureza de un amplio tipo de gases en industrias quimicas.
Hasta el momento este tipo de sensores han demostrado buena selectividad en la
deteccion de monéxido de carbono, sulfuro de hidrogeno, amoniaco y gases
similares, sin embargo son sensores que dependen bastante de las condiciones
del entorno como la temperatura y la humedad [64, 65]. Dentro de esta categoria
se hace cada vez mas referencia a los sensores infrarrojos y basados en fibras
Opticas. Habitualmente este tipo de tecnologia estaba relacionada con un
instrumento como tal, sin embargo la miniaturizacion y el disefio de dispositivos
micromecanizados consigue que sean considerados también como sensores [66].

Como hemos comentado, los sensores mas utilizados en narices electrénicas,
estdn basados en sensores resistivos y dentro de esta categoria los mas utilizados
son los sensores basados en Oxidos Metélicos Semiconductores (MOX) [67-71],
aunque existen numerosos trabajos que utilizan otros materiales como nanotubos
de carbono [72-78], polimeros conductores [79-82] o ftalocianinas [83, 84].

Centrandonos en los sensores basados en MOX, decir que estos materiales se
usan desde 1960 como sensores de gases en las alarmas de incendios [85].
Consisten en un sustrato ceramico cubierto de una pelicula del 6xido
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semiconductor. Este 6xido se puede depositar mediante diversas técnicas como la
evaporacion, la técnica CVD (Chemical Vapor Deposition), las técnicas de spray, etc.
El 6xido metélico puede ser de tipo n (6xido de zinc, de estafio, diéxido de titanio
u 6xido de hierro) y responde a compuestos oxidantes, o de tipo p (6xido de
niquel o de cobalto) y a gases reductores. También se han utilizado otros 6xidos
como el 6xido de wolframio y perovsquitas. Ademas, los sensores estan
provistos de un sistema de calentamiento, ya que su temperatura 6ptima de
funcionamiento estd entre 200 y 650 °C [47, 86].

Para conseguir sensores con diferente selectividad hacia distintos compuestos
quimicos, la pelicula de 6xido metélico se dopa con metales nobles cataliticos
como platino o paladio. También es posible variar su selectividad modificando el
tamarfio de grano del semiconductor policristalino.

La Figura 1.2. ilustra la estructura bésica de un sensor MOX de la serie TGS2600.
Como se aprecian en esta figura la estructura del sensor consiste en la base sobre
la cual se encuentra el elemento de deteccién que contiene material de sensible,
con una resistencia calefactora que regula automdaticamente su temperatura
Optima de funcionamiento; todo el dispositivo esta protegido por una capsula
que permite el paso de los gases al interior de sensor y previene su
contaminacion.

Principio de operacién de los sensores MOS

Figura 1.2. Estructura del sensor

Los detalles en profundidad sobre los sensores quimicosy su principio de
funcionamiento pueden ser consultados en las referencias que se citan a
continuaciéon [34, 87-89]. A manera de resumen, el principio de deteccién de
gases de estos sensores se basa en una reaccion mediada por el 6xido dela
superficie y el oxigeno ionizado adsorbido con las moléculas oxidantes o
reductoras de la muestra que esté siendo detectada. La respuesta de los sensores
es la medida del cambio en la resistencia entre dos electrodos como un resultado
de las reacciones quimicas en la superficie del semiconductor de 6xido metélico.
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Este mecanismo de detecciéon se representa en la Figura 1.3.

Modelo del sensor en ausencia de gases Modelo del sensor en un gas reductor
Figura 1.3. Interaccion del sensor con la atmosfera. Tomada de [85].

En wuna atmoésfera oxidante los atomos de oxigeno (resultantes de la
descomposicion de las moléculas de oxigeno en el ambiente) u otros aceptores de
electrones se adsorben en la region superficial y atrapan los electrones libres de la
banda de conduccién del material semiconductor; por lo tanto, la resistencia del
dispositivo se incrementa. En el caso contrario, en una atmésfera reductora, los
atomos de oxigeno adsorbidos reaccionan con las moléculas reductoras presentes
en el medio, liberando los electrones atrapados en el material y de esta manera la
resistencia disminuye. La sefial de salidase obtiene porun cambio en la
conductividad del 6xido causado por la reaccién entre el oxigeno adsorbido y las
moléculas entrantes en la capa sensible.

La relacion entre la resistencia del sensor y la concentracién del gas reductor
puede ser descrita para ciertos niveles de concentraciones en gases, a través de la
siguiente ecuacion:

Donde R, resistencia eléctrica del sensor
A, constante
[C] concentracion del gas
a constante experimental obtenida en funcién del gas
evaluado

Hemos de notar que el valor de a depende de la naturaleza del gas de entrada
para cada material sensorial. Cuando se utilizan semiconductores tipo n como
51020 WO;, el factor a determinado empiricamente para el Oz es 1/2, 1 para el
NO:; al igual que para el Os y alrededor de -1/2 para gases reductores como el H»
y CO [87-91].
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10, +(sn0, )" > 0ad(sno, )
CO+07ad(Sn0, ) - CO, + (SN0, )"

-electron libre

Figura 1.4. Esquema de la reaccion entre el CO y el oxigeno adsorbido en la superficie del
material sensible

Los sensores MOX dominan el mercado de las aplicaciones por su bajo coste y su
uso en un amplio rango de posibilidades. Desde hace ya varias décadas existen
un namero importante de compafias que se encargan de la comercializacién de
este tipo de sensores; entre ellas podemos nombrar: Figaro Inc. (Japén), Capteur
and Analyser (UK), Sinostone Inc (China), Fis Inc (Japén), Nemoto (Japén),
Microsens (Suiza), Micromechemical SA (Suiza), etc.

Si bien estos sensores estdin muy desarrollados (existen muchos tipos diferentes
con diferentes sensibilidades), presentan el inconveniente de que, al trabajar a
altas temperaturas, requieren un gasto adicional de energia. Por otra parte, estos
sensores son altamente sensibles a compuestos como el etanol, lo que supone un
problema por ejemplo en el caso del anélisis de aromas de vinos donde el etanol
enmascara la respuesta de los sensores [92].

Las investigaciones actuales entorno a los sensores MOX van dirigidas a la
configuracién de su estructura en nanogranos, nanocintas, o nanohilos. Este tipo
de nanoestructuras tienen como ventaja principal poseer una relacion
superficie/volumen que permite aumentar el nimero de sitios activos de la
superficie sensible. En relacién a los sensores andlogos microestructurados, la
sensibilidad de este tipo de sensores puede aumentar incluso en varios 6érdenes
de magnitud. Este tipo de estructuras ademds se pueden obtener mediante
diferentes técnicas, entre ellas por ejemplo electrospinning o sol-gel [94, 95, 96,
97].

Como resultado de los nuevos avances alcanzados, estas estructuras se
consideran una plataforma para la proxima generacion de los sistemas de
evaluaciéon sensorial electrénica: las nano-narices. Uno de los esfuerzos con
mejores resultados hasta el momento es la microrred de sensores KAMINA
(KArlsruhe Micro NAse) basada en nanohilos distribuidos al azar con contacto
entre si y que forman multiples caminos para la deteccion del analito [93]. Un
esquema de las propiedades estructurales y funcionales de esta nueva red es
reportado en la Figura 1.5. Sin embargo, a pesar de lo motivante que resultan
estas mejoras en las estructuras de 6xido de metal nanométricas, todavia existe
una brecha tecnoldgica entre la elaboracién en un laboratorio de estas piezas, y
su fabricacion a gran escala, al igual que su capacidad de operar en un
determinado entorno.
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Figura 1.5. a. Microred KAMINA con nanhilos de SnO>. b. Imagen IR a una
temperatura de 520 K. c. Imagen SEM de los nanohilos de SnO>. d. Sefial respuesta de 38
sensores (nanohilos) a la inyeccion de 2-propanol. e. Andlisis LDA para los patrones
obtenidos con la red de 38 nanohilos de SnO,. Tomada de [93].

Ahora bien, otros instrumentos de anélisis sensorial electrénico como los basados
en la deteccion de iones en funcién de su relacion masa/carga (MS) mediante
aplicaciéon de un campo magnético también han demostrado buenos resultados.
Sin embargo las redes de sensores de gases clasicas siguen siendo el método més
comdn en la literatura, posiblemente debido a las diferencias en costo y manejo
de ambos sistemas. Las narices electrénicas basados en MS presentan como
principales ventajas: (i) la capacidad de adaptacion, mediante la selecciéon de un
conjunto 6ptimo de iones, (ii) la sensibilidad, al rechazar los iones de los
componentes potencialmente interferentes, y (iii) la versatilidad, ya que se puede
aplicar a una amplia gama de muestras de alimentos. De igual forma, los
sensores de gas tienen varias ventajas demostradas: (i) son mas facil de utilizar en
comparacién con los complejos dispositivos de MS, (ii) tienen un precio mas bajo
tanto en coste como en mantenimiento, y (iii) la posibilidad de su utilizacién en
linea de produccién, debido a su portabilidad [39].
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1.4.1.2. Los sistemas de inyeccion

La exposicion de los sensores a los aromas es un punto clave en el disefio de una
nariz electrénica, ya que la sensibilidad de los sensores es muy alta y su
respuesta es muy rapida, de modo que el correcto funcionamiento del
instrumento requiere disponer de un sistema de inyeccion de gases reproducible
y de gran precision. Ademads, es necesario utilizar sistemas que permitan recoger
muestras representativas de los volatiles que producen los aromas.

Los sensores se colocan en una cdmara de reacciéon de pequefio volumen, donde
se inyectan los aromas mediante sistemas que son andlogos a los utilizados en
cromatografia de gases.

A continuacién describiremos las principales caracteristicas los métodos de
muestreo de los compuestos volatiles.

1. Espacio de cabeza estético (SHS), esta técnica consiste en colocar la muestra en
un vial herméticamente cerrado y, a continuacién, una vez se ha establecido el
equilibrio entre la matriz y la fase gaseosa, se toma la muestra del espacio en
cabeza. Mediante este método es posible inyectar pequefios voliimenes de
muestra con gran precisiéon y posibilitan la concentracién de los aromas de
manera previa a la inyeccion en la camara de reaccion. En este caso la
temperatura de la muestra, tiempo de equilibrio, el tamafio del vial y la cantidad
de la muestra son los principales parametros que han de ser optimizados. Debido
a la baja repetibilidad de la inyeccion manual del espacio en cabeza, se
recomienda utilizar un muestreador automatico HS [63, 98, 99].

2. Purga y trampa (P & T) y técnicas de espacio de cabeza dindmicas (DHS), este
tipo de técnicas se han disefiado para aumentar la sensibilidad, ya que
proporcionan una preconcentraciéon de compuestos volatiles. En estos sistemas,
los componentes volétiles se purgan con una corriente de gas inerte y se atrapan
con un materia adsorbente. En el caso de P & T, el flujo de gas se inyecta a través
de la muestra, mientras que, en el caso de DHS, solo el espacio en cabeza se
purga con el gas. Por ejemplo, cuando el material a evaluar es el vino estas
trampas retienen los VOCs, pero no el etanol y el agua. La etapa posterior de
desorciéon térmica, permite inyectar en la camara de reacciéon los volatiles
aromaticos practicamente libres de agua y etanol, evitindose asi el
enmascaramiento de la sefial de los sensores [100, 101].

Aparte de la eleccién de trampa, los principales parametros para optimizar son la
temperatura de la muestra, el tiempo de equilibrio, la velocidad de flujo del gas
de extractor y el tiempo de purga del espacio en cabeza.

25 Natalia Prieto (Castafieda



]mp!ementacic’m de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

3. Microextraccion en fase sélida (SPME) es una de las técnicas maés recientes y
con mayores perspectivas para la extracciéon y concentracién de los analitos que
estdn contenidos en la matriz de una determinada muestra, como puede ser el
vino. Su funcionamiento se basa en el empleo de una fibra de silice fundida que
estd recubierta de un adsorbente, en la mayoria de los casos es un polimero, que
designaremos como la fase estacionaria de este dispositivo [102]. Este proceso
estd seguido por la desorcion de los compuestos volédtiles mediante un
incremento en la temperatura o mediante extraccion en un disolvente orgénico
[103, 104]. Aparte de la naturaleza del adsorbente depositado sobre la fibra, los
principales pardmetros para optimizar el tiempo de equilibrio son, la
temperatura de la muestra y la duracién de la extraccién.

La seleccion del tipo de fibra adsorbente depende de las caracteristicas de los
analitos de interés, y ello es debido a que su funcionamiento se basa en el
principio de la similitud quimica; es decir, en la semejanza existente entre los
compuestos medidos y el material adsorbente con respecto a cualquiera de las
caracteristicas que puedan favorecer la interaccion entre ellos. Es por ello que las
fibras apolares retienen preferiblemente compuestos apolares; mientras que los
compuestos polares son retenidos selectivamente por fibras polares. En el caso de
las fibras bipolares (mezcla de las anteriores) retienen compuestos no polares y
también extraen eficientemente compuestos polares. La selectividad, también se
puede modificar cambiando el espesor del recubrimiento; esto significa que los
compuestos con mayor volatilidad requieren una capa en la fase estacionaria
mucho mas gruesa que los compuestos semi-volatiles [105].

Actualmente, se dispone de fibras con diferentes recubrimientos de manera que
la SPME pueda usarse para determinar un amplio grupo de compuestos. Es
comun que los recubrimientos polares como el poliacrilato (PA) o carbowax (CW)
sean usados para retener analitos polares como fenoles y los recubrimientos
apolares como PDMS para analitos apolares como PAHs o BTEX (benceno,
tolueno, xileno y etilbenceno) [106].

4. Extraccién sobre barras magnéticas (SBSE) esta técnica ha sido desarrollada
recientemente, y consiste en una barra magnética recubierta con polimeros, la
cual retiene los compuestos volatiles y utiliza también la técnica del espacio en
cabeza para concentrar estos compuestos. Su capacidad de adsorcién es mucho
mayor que la de SPME [107, 108]. Sin embargo, técnicas como el espacio de
cabeza dinamico (DHS) y la barra magnética de agitacién para adsorcion (SBSE),
han sido pocas veces reportadas para aplicaciones en el ambito de las narices
electronicas, en parte debido al incremento en el costo y tiempo necesarios para
realizar una determinada medida.
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5. Preconcentracion dinamica (INDEX). En este caso se utilizan unas agujas que
contienen una fase de polimero que absorbe los compuestos, los cuales son
forzados a pasar través de la aguja por movimientos repetidos de aspiracion y
expulsién debido al movimiento del émbolo de la jeringa. La ventaja potencial de
este sistema es su robustez mecanica y la posibilidad de aumentar la cantidad de
polimero absorbente, asi como el &rea superficial disponible para adsorber los
compuestos volatiles [109].

La eleccion del método para la concentracién de volatiles para narices
electrénicas, depende en buena medida del tipo de aplicacién al cual serd
destinado este sistema. En el caso del anélisis de bebidas alcohdlicas, técnicas
tales como el DHS y la SPME han demostrado que son capaces de concentrar
compuestos volatiles de una manera eficiente y de eliminar parte del contenido
de agua y etanol; ademas ofrecen la posibilidad de un control automatico para la
inyeccién de los compuestos volatiles.

1.4.1.3. Tratamiento de los datos

En principio, el andlisis de los patrones de las respuestas de una red de sensores,
en primera aproximacion, debe realizarse visualmente, comparando las graficas
obtenidas en cada caso. Comparar dos graficas es relativamente sencillo, a pesar
de que hay que tener en cuenta numerosos pardmetros (intensidad de la
respuesta, forma de la curva, cinética de desorciéon reversibilidad, etc.). Sin
embargo, en una red de 16-32 sensores, el nimero de variables a estudiar es
demasiado alto, por lo que es necesario recurrir finalmente a métodos de analisis
de datos quimiométricos, que contemplen las diferencias entre series de datos
como un todo, en lugar de comparar las respuestas individuales de cada sensor
[110, 111].

Por otra parte, la evolucion de los sistemas electronicos para analisis sensorial ha
estado sujeta al avance alcanzado por las distintas técnicas de tratamiento de
datos multivariantes, ya que es necesario aprovechar al méximo la informacién
que pueda llegar aportar cualquier tipo de sensor. En palabras de Haswell y
Walmsley [112], la quimiometria puede ser considerada clave en Ila
perfeccionamiento de las redes de sensores.

La quimiometria, de acuerdo D.L. Massart [113], uno de los fundadores de esta
disciplina, es el area de la quimica que utiliza la matematica, la estadistica y la
légica formal y ello implica: a. disefiar o seleccionar procedimientos
experimentales 6ptimos, b. proporcionar la méxima informacién quimica
relevante a partir del andlisis de datos quimicos, c. y obtener conocimientos de
sistemas quimicos.
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Parte de la quimiometria se dedica al desarrollo y estudio de técnicas
multivariantes, las cuales son capaces de detectar las relaciones ocultas existentes
en los datos y eliminar la informacién redundante. Por lo tanto, disminuyen la
dimensionalidad de la matriz de datos y facilitan la interpretacion de los
resultados [114, 115].

Podemos definir tres etapas importantes en el tratamiento de datos, y aplicaciéon
de las técnicas multivariantes como se ilustra en el diagrama de bloques de la
Figura 1.6. El bloque inicial indica que una vez las sefales son adquiridas y
guardadas es necesario realizar un analisis estadistico tradicional calculando la
desviacion estdndar para el conjunto de medidas, para que sea posible una
primera aproximacién que nos permita valorar la calidad de las muestras
medidas y ademas detectar cualquier tipo de error sistemdtico a nivel
experimental. A continuacién se efectua el preprocesamiento de la sefial, que
tiene varios propdsitos, los cuales incluyen las compensaciones de la deriva en
las lineas bases, la selecciéon de parametros descriptivos y la preparaciéon de la
matriz de datos para la reduccién de dimensionalidad. La matriz resultante es
utilizada para representar analisis tipo clustering, discriminacion, clasificacion,
regresion o prediccion en funcién de la problematica seguida[116].
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Figura 1.6. Procedimiento para el andlisis de datos

Técnicas de preprocesamiento de datos

El propésito principal de esta etapa es la selecciéon de un nimero de parametros
que describan todas las caracteristicas de la sefiales bajo estudio. Dentro del
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preprocesado de la sefal, algunos autores diferencian tres fases [117], cada una
de las cuales repercute en los resultados que posteriormente serdn obtenidos tras
la aplicacién de los oportunos algoritmos quimiométricos. Tales fases son:

I. Acondicionamiento de los resultados conseguidos en la fase previa:
procesos relacionados con el centrado y normalizaciéon de datos,
correccion de linea base, etc.

II. Disminucién y extracciéon de determinados pardmetros de las sefales
originales registradas.

III. Cuando sea necesario, establecer criterios de seleccién de variables en
funcién de la informacién o ruido que aportan.

La importancia de esta fase es primordial para el éxito de una aplicacién
particular. En esencia, este paso permite garantizar la calidad de los datos y
hacerlos més representativos. Como una consecuencia de la dependencia que
tiene esta etapa en funcion del tipo de datos a tratar, los detalles de cada una de
las técnicas de preprocesamiento serdn discutidos en las secciones
especificamente dedicadas al tratamiento de datos para narices y lenguas
electronicas.

Pretratamiento de las sefiales de la nariz electrénica

Como se ha indicado anteriormente, el propdsito principal de la etapa de
preprocesamiento de la sefial es manipular la linea base y seleccionar
cuidadosamente un ndmero de paradmetros que sean representativos de la
respuesta de la red de sensores.

a. b.

Figura 1.7. Respuesta genérica, en un sistema dindmico, de un sensor de gas a un cambio
en la concentracion del aroma: (a) concentracion de aroma sobre el sensor, (b) respuesta
resistiva.
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En el caso de los sensores MOS, cuando el aroma interacciona con la red de
sensores, la resistividad eléctrica del sensor se modifica y esta variaciéon puede
ser medida. A su vez, esta sefial es implementada en la electrénica asociada al
sensor para convertirla en una sefial eléctrica amplificada [118] (Figura 1.7).

Posteriormente, mediante una etapa de post-procesado, la sefial analdgica, se
convierte en una digital para adecuarla al microprocesador y asi tener una
elevada velocidad de célculo.

En estas condiciones, cuando todos los sensores tienen valores de resistencia
parecidos, se podria hacer comparaciones entre ellos sin mas que superponer las
diferentes gréficas; pero en la mayoria, sus valores difieren en varios érdenes de
magnitud lo que dificulta la interpretaciéon de los resultados. Por este motivo,
después de que las sefiales de los sensores han sido registradas y almacenadas en
el ordenador, normalmente se realiza una correccion de la linea base. Mediante
esta operaciéon se transforma la respuesta de los sensores utilizando como
referencia su linea base (respuesta de los sensores al gas portador). Los
algoritmos utilizados para la manipulacién de la linea base pueden ser diversos:
resistencia relativa [119], conductancia relativa [68, 120, 121], porcentaje de
resistencia relativa [122], el cociente entre la resistencia al aroma y en
condiciones normales [123, 124], etc.

Andlisis multivariante

Actualmente se cuenta con un importante nimero de herramientas estadisticas,
que confieran la posibilidad de alcanzar diferentes resultados cuando se realiza el
andlisis de un conjunto de datos. Podemos decir que estds técnicas tienen las
siguientes caracteristicas principales [115]:

v" Identificacion de estructuras (clusters, correlaciones) entre los objetos y/o
variables estudiadas.

v" Modelamiento de respuestas cualitativas.
v Procesamiento de datos para la prediccion de respuestas cuantitativas.

En lo concerniente al tratamiento de datos para sistemas de analisis sensorial
electrénico, las técnicas disponibles se pueden dividir en dos grupos basicos:

v Analisis multivariante: Andlisis de componentes principales (PCA),
andlisis de cluster (CA), anélisis discriminante (CDA), modelado suave
independiente por analogia de clases (SIMCA), regresiones lineales por
minimos cuadrados (PLS), analisis muti-way.

30 Natalia Prieto (Castafieda



Capitulo |. ]ntroduccic’m

v' Herramientas basadas en algoritmos de inteligencia artificial: Redes
neuronales (ANN), algoritmos genéticos (GA), funciones de base radial
(RBF), algoritmos basados en légica difusa, perceptrones multicapas
(MLP), mapas de autoorganizados (SOM) y maquinas de soporte
vectorial (SVM).

Estos tipos de técnicas multivariantes existentes, se pueden clasificar también en
técnicas supervisadas y no supervisadas [115]. Las técnicas no supervisadas,
también denominadas técnicas de analisis exploratorio de los datos (AED),
identifican distintas clases o categorias sin indicar a priori informacién de la
naturaleza de las muestras [42]. En el caso de las técnicas supervisadas es
necesario adicionar a la matriz de datos una variable categérica. Esta variable
categorica contiene tantas categorias como sean necesarias para describir los
objetos utilizados en la clasificacion [125]. Ademas, las técnicas supervisadas a
diferencia de las técnicas no supervisadas, requieren un aprendizaje previo del
sistema (una base de datos) con conjuntos de muestras de calibracién que
definiran cada clase o grupo de muestras. Por tanto, una muestra desconocida
puede compararse con el modelo y ser clasificada en una de las clases o grupo de
muestra del entrenamiento [126]. El objetivo es, por tanto, la clasificacion de
muestras desconocidas, en otras bien conocidas que han sido caracterizadas
anteriormente durante un proceso de entrenamiento. Dentro de este tipo de
técnicas estan los minimos cuadrados parciales (PLS) y el andlisis discriminante-
PLS (PLS-DA).

A continuacion describiremos las principales caracteristicas de algunos de los
métodos de anélisis de datos multivariantes citados hasta el momento.

Analisis de componente principales (PCA). El uso de esta técnica permite la
visualizacién de la estructura latente de datos mediante graficas, cuyas
interpretaciones permiten un entendimiento més profundo del que es posible
obtener cuando se evaltian las variables en solitario, ya que permite analizar
varias variables simultdneamente. E1 PCA como anadlisis exploratorio es el punto
de partida conveniente dentro de los métodos de datos multivariantes [127].

Simultaneamente al proceso de reduccién de variables, el PCA permite encontrar
tendencias de agrupamiento entre los objetos (muestras problema) bajo anlisis,
ya que las nuevas variables reducidas hacen referencia a las direcciones de
méxima varianza entre objetos. Es decir, el PCA explica la varianza existente
entre los datos originales, y es por ello que suele emplearse en la obtencién de
patrones de clasificacién entre muestras.

Algoritmos de clustering (CA). El proceso de clustering consiste en la divisién de
los datos en grupos de objetos similares. Para medir la similitud entre objetos se
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suelen utilizar diferentes formas de distancia: distancia euclidea, de Manhatan,
de Mahalanobis, etc. La representaciéon de los datos por una serie de clusters,
conlleva la pérdida de detalles, pero consigue la simplificacién de los mismos
[128].

Analisis discriminante (CDA). Hay dos tipos de funciones, las lineales y
cuadraticas, para ambos casos se supone que la distribuciéon de los datos es
normal. El Andlisis Discriminante normalmente es usado para: i. Determinar si
existen diferencias significativas entre los “perfiles” de un conjunto de variables
de dos o mas grupos definidos a priori. ii. Determinar cual de las variables
independientes cuantifica mejor las diferencias entre un grupo u otro. iii.
Establecer un procedimiento para clasificar una muestra con base a los valores de
un conjunto de variables independientes [129, 130].

Modelado suave independiente por analogia de clases (SIMCA). El nombre se
debe a la adaptacién al castellano de las siglas SIMCA (“Soft Independent
Modelling of Class Analogy”). Se trata de un método de clasificacion o
discriminacién basado en la construccién de modelos independientes para cada
una de las clases existentes mediante PCA. Es un método supervisado porque se
conocen a priori las clases adjuntas en la matriz de datos experimental. Ya que el
PCA busca las variables latentes o PCs de las clases, si éstas son realmente
diferentes, los modelos matematicos que definen cada una de ellas serdn
necesariamente distintos. Los nuevos objetos (muestras) se asignharan a las clases
cuyos modelos se ajusten mejor a sus caracteristicas [131, 132].

Regresion por minimos cuadrados (PLS). Esta es otra de las técnicas
supervisadas, la cual utiliza un método de proyecciéon basado en la reduccién de
variables por medio del PCA. Este método estd fundamentado en algoritmos
multivariantes lineales que, a partir de conjuntos de variables independientes X,
construyen modelos de prediccién de otras variables Y, que son conocidas. En
este caso, no se utilizan las componentes principales para crear un modelo de
regresiéon sino que se emplean una serie de variables latentes que capturan la
maxima varianza posible relacionando las variables predictivas y las variables
respuesta (o variables a predecir). Es decir, la informacién de los datos originales
se proyecta sobre un pequefio y manejable namero de variables latentes (VLs)
[116]. Los puntos proyectados sobre las nuevas latentes se conocen como grafico
de puntuaciones o “scores”, equivalente al PCA. Esta representacion permite
establecer asociaciones o agrupamientos entre muestras, en este caso, en funcion
de los datos originales y los conocidos a estimar.

Otra herramienta visual de gran utilidad para evaluar los resultados del PLS es el
gréafico de valor real en funcién del valor predicho, representacién que permite
establecer y comparar con qué variables y métodos se obtienen los mejores
ajustes o estimaciones.
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Esta técnica no estd restringida a un namero de variables determinado a modelar
con respecto al nimero de objetos o muestras, pudiendo ademas establecerse
predicciones o correlaciones entre una o varias variables dependientes
simultdineamente. En esta investigacion se ha utilizado esta técnica para el
establecimiento de correlaciones entre la respuesta de los sensores y diversos
pardmetros fisicoquimicos y organolépticos de las muestras de vino.

Analisis Multi-way. Un anélisis multi-way es una extension natural del andlisis
multivariado, s6lo que en este caso los datos estan dispuestos en matrices de méas
de dos dimensiones. Los fundamentos para el desarrollo y uso de los métodos
multi-way se debe principalmente a: i. El desarrollo de nuevos técnicas
instrumentales que obtienen informacién atn mas descriptiva del fenémeno a
evaluar pero al mismo tiempo atin mas informacién multivariada y compleja, ii.
La necesidad de un método que facilite modelos parsimoniosos (principio segtn
el cual cuando dos teorfas en igualdad de condiciones tienen las mismas
consecuencias, la teoria més simple tiene méas probabilidades de ser correcta que
la compleja), robustos e interpretables, y que por lo tanto entreguen mejores
predicciones y mejores posibilidades para explorar los datos [133-136].

Redes neuronales (ANN). Es un tipo de algoritmos inspirado en las redes
neuronales biol6gicas, ajustan sus modelos de forma experimental, sin necesitar
un conocimiento previo de las caracteristicas de los datos que debe procesar ni de
los mecanismos que lo producen. Este método ofrece una valiosa capacidad de
mapeo no-lineal, muchos tipos de redes neuronales se han empleado hasta el
momento para realizar andlisis de clasificacion con los datos de la nariz
electronica, incluidas las redes de Kohonen, el vector de aprendizaje (LVQ) y sus
variaciones de backpropagation (BP) y el algoritmo ART [131-142].

Una red neuronal puede considerarse como un sistema de computacién
compuesto por una serie de elementos mds simples (neuronas) que se
interconectan entre si. La sefial de una neurona sirve de sefial de entrada a todas
las neuronas de la columna inmediatamente a su derecha, existiendo unos pesos
que ponderan esa sefial [143].

Algoritmos genéticos (GA). Esta tipo de algoritmo opera sobre una poblacién de
posibles soluciones que aplican el principio de la supervivencia del mas apto, y
de esta manera producir sucesivas aproximaciones a una soluciéon mejor. Esta
técnica puede proporcionar y asegurar la seleccion de nimero 6ptimo de
caracteristicas que permitan una mejor discriminaciéon entre muestras evaluadas
[138, 144-146].

Mapas de autoorganizados (SOM). Es un algoritmo de tipo de agrupamiento y
se utiliza para el andlisis exploratorio de datos. Con esta técnica se elige un
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amplio nimero de clusters y se colocan en forma de una red bidimensional. La
idea es que los representantes de cada grupo (o pesos, segiin la notacién de
Kohonen) estén correlacionados espacialmente, de modo que los puntos mas
proximos ven la rejilla sean mdas parecidos entre si que los que estén muy
separados

Maquinas de soporte vectorial (SVM). Conforman una familia de algoritmos de
clasificacion y regresién desarrollados por Vapnik y colaboradores. Los SVM se
comenzaron a usar como método para el tratamiento de datos de redes de
sensores desde el afio 2003 [147, 148]. Entre las caracteristicas interesantes de
estos métodos para su aplicacién en este campos figuran que es un algoritmo no
paramétrico, permite una separacion no lineal, aunque en principio son métodos
para resolver problemas de clasificaciéon también pueden ser aplicados como
técnicas de regresion.

La decision sobre el tipo de método que debe ser usado depende de si se desea
hacer un andlisis descriptivo o cuantitativo de las muestras evaluadas [149]. A
modo general el tratamiento de datos dentro del entorno de los sensores tiene la
misma funcién: extraer informacion y buscar correlaciones con otros sistemas,
existe una diferencia importante entorno a su aplicacién, y esta radica
precisamente en el pretratamiento de la sefial. No es lo mismo tratar una sefal
propia de una lengua electrénica basada en sensores electroquimicos, como lo es
un voltamograma, que tratar una sefial caracteristica de una nariz electrénica
basada en sensores MOS, la cual es algo mas sencilla pues se trata del registro del
cambio de la resistencia en funcién del tiempo.

Tabla 1.1 Andlisis de datos para las sefiales provenientes de una nariz electronica.
Método de Autores

analisis de datos

PCA para el andlisis de mezclas de gases U. Weimar et al. 1990 [150]
Redes neuronales J. Gardner et al. 1991 [151]
PCA y analisis de Clusters J. Gardner et al. 1991 [128]
Mapas de auto-organizacion (SOM) Di Natale et al. 1997 [152]
SOM+ drbol de expansion minima A. Ortega et al. 2000 [153]
ANOVA-PLS M. G. Sullivan et al. 2003 [154]
Miquinas de vectores de soporte (SVM) M. Pardo et al. 2005 [155]
Modelos para el procesamiento de datos | Skov et al. 2005 [156]
PLS J. Lozano et al. 2008 [157]
Reduccion y seleccién de variables D. Ballabio et al. 2008 [158]
PCA, bi-plot R. Jonsdoéttir et al. 2008 [159]
Preprocesamiento de datos M. Padilla et al. 2009 [160]
Aniilisis three-way C. Burian 2010 [161]
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Respecto a la tercera etapa del tratamiento de datos (Figura 1.6.). La Tabla 1.1.
presenta un resumen sobre como se han ido incorporando diferentes métodos del
analisis multivariante al area de los sensores de gases. Una de las mayores
tendencias en el tratamiento de datos para estos sistemas de andlisis sensorial
electronico radica en el desarrollo de métodos capaces de realizar
reconocimientos de olores, es decir que el reto no esta tnicamente en distinguir y
clasificar entre un determinado grupo de muestras sino ademas en la descripciéon
de sus principales caracteristicas organolépticas.

Ryman [162] report6 las mejoras en la identificaciéon de un olor a través de una
nariz electrénica, utilizando redes neuronales para el procesamiento de las
sefiales. Wang [163] combiné una red neuronal de base radial con el algoritmo
“fuzzy c-means” para mejorar la clasificacién de patrones de olor con el empleo de
narices electrénicas. La utilizacion combinada de redes neuronales y la l6gica
fuzzy ha demostrado ser més eficiente en el proceso de reconocimiento del olor
que las técnicas convencionales, usando narices electrénicas [164]. Una red
neuronal hibrida para la clasificaciéon de olores que aprovecha los beneficios de
los mapas auto organizativo de variables fue desarrollada por Di Natale con
resultados satisfactorios [152].

La utilizacién de las técnicas de reconocimiento de patrones se ha puesto también
de manifiesto en la selecciéon o comprobacion del funcionamiento del complejo de
sensores. Polikar compar¢ la eficiencia de un algoritmo basado en &rboles de
decision versus el algoritmo conocido como escalamiento de montafia para la
seleccion de los componentes de una red de sensores destinada a la identificaciéon
de componentes volatiles organicos [165].

La figura 1.8 explica como se ha venido generando algunas de las nociones del
tratamiento de datos, los cuales en los ultimos afios han sido un aporte
significativo en el avance del desarrollo de narices y lenguas electronicas.
Recientemente Skov, [156] ha conseguido aplicar este concepto del analisis
multiway en el manejo de datos provenientes de narices electronicas.
Generalmente los datos generados por las narices electrénicas tienen la
posibilidad de ser arreglados en mas de 2 dimensiones (muestra x tiempo x
sensores), pero sin embargo en su procesamiento y especificamente en el caso de
la extraccion de variables, generalmente se simplifica el ordenamiento de los
datos en una matriz de 2 dimensiones, y ello es debido a las limitaciones que
presentan muchos software comerciales integrados en los equipos narices
electrénicas. El aporte de Skov en su trabajo consisti6 en investigar la posibilidad
de la utilizacién de los modelos de procesamiento de datos multiway como los del
modelo PARAFAC-2 que permite modelar los datos de narices electrénicas en
una manera mas adecuada que el convencional tratamiento con un arreglo de
dos dimensiones.
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Minimos Cuadrados

(Gauss, 1795)

Algebra Vectorial

(Sylvester, Hamilton &
Cayley, 1855)

PCA
(Adcock, 1878)

Tucker PARAFAC-CANDECOMP

(Tucker, 1963) (Harshman, 1970; Carrol &
Chang 1970)

PARAFAC 2
(Harshman 1972; Bro et al. 1999)

Figura 1.8. Desarrollo historico de las herramientas matemdticas para el tratamiento de
datos aplicados a los sistemas de andlisis sensorial electronico.

La aplicacion de este tipo de modelo demostr6 ser capaz de brindar una nueva e
interesante parametrizacion de datos provenientes de narices electrénicas,
lograndose rescatar una mayor informacion de significacion para el proceso de
clasificacion que se perdia con la utilizacién de los arreglos bidimensionales.

1.4.1.4. Narices electréonicas comerciales

Actualmente existen varias narices electronicas comerciales cuyo funcionamiento
general se basa en las caracteristicas que acabamos de describir, y que se estan
utilizando en una gran variedad de aplicaciones (alimentacién, seguridad,
aplicaciones militares, medioambiente, industria farmaceutica, medicina,
diagnostico, etc.).

En la Tabla 1.2. se recoge una descripcién de las narices electronicas mas
destacadas hasta el momento incluyendo, el fabricante, tipo de sensores
(resistivos, opticos, mésicos, etc) y composiciéon basica. El uso de las narices
electronicas ha aumentado conforme se han ido comprobando sus posibilidades
en diferentes campos. El nimero de unidades vendidas de este sistema por
diferentes fabricantes ha dependido en gran medida del tipo de tecnologia
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aplicada a cada instrumento, el costo por unidad, y su aplicaciéon de acuerdo a
necesidades especificas [40, 166].

Tabla 1.2. Diferentes modelos Comerciales de narices electréonicas. Tomada de [35].

Tipo de Fabricante Modelos producidos Composicién
instrumento
Airsense Analytics i-Pen, PEN2, PEN3 Sensores MOX
Alpha MOS FOX 2000, 3000, 4000 | Sensores MOX
Applied sensor Air quality module Sensores MOX
Bloodhound Sensors BH114 Polimeros conductores
Chemosensing ChemSensing Sensores colorimétricos
CogniScent Inc ScanTrak Polimeros conductores
CSIRO Cybernose Biosensores
Cyrano Sciences Cyranose 320 Polimeros conductores
Daimler Chrysler Sistema SAM QCM, SAW, MOX
Aerospace
Dr. Fodisch AG OMD 98, 1.10 Sensores MOX
Electronic Sensor zNose SAW
Technology
Element Frésense Sensores MOX
Forschungszentrum SAGAS SAW
Nariz Karlsruche
electréonica | Gerstel GMBH Co. QSsC Sensores MOX
GSG Mess-und MOSES 11 QCM, MOS, sensores
Analysengerite electroquimicos
[Mlumina Inc. ONose Sensores 6pticos
basados fluorescencia
Marconi Applied e-Nose 5000 CP, MOS, QCM
Technologies
Microsensor Hazmatcad SAW
Osmetech Plc Aromascan A32S Polimeros conductores
Quartz Technology QTs-1 QCM
Sacmi EOS 835 Sensores de gases
Scensive Technol. Bloodhound ST214 Polimeros conductores
Smiths Group plc Cyranose 320 Polimeros conductores
Sysca AG Artinose Sensores MOX
Systems Inc. MiniCAD mk II SAW
Technobiochip LibraNose 2.1 Sensores QMB
Airsense Analytics GDA?2 MOX, EC, IMS, PID
Alpha MOS RQ BOX, MOX, EC, PID, MS
Prometheus
Tecnologia | HKR Sensorsysteme QMB6 QCM, MS
combinada | Electronic Sensor Znose 4200, 4300, SAW, GC
(nariz technology 7100
electrénica + | Environics Industry MGD-1 IMCELL
otros Microsensor System Hazmatcad Plus CW | SAW, EC
sistemas) Sentry 3G
Rse Systems RAE monitor CB, O,, EC, PID
RST Rostock FF2, GFD1 MOS, QMB, SAW
SMart Nose Smartnose 300 MS
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En los altimos afios, la compafia Applied Sensor ha vendido la mayor cantidad
de unidades, una cantidad mayor a 100.000 unidades de su dispositivo “Air
Quality Module electronic nose”. Desde finales de la década de los 90, la
investigacion relacionada con estos sistemas se ha centrado en evaluar y
comparar las capacidades de detecciéon y su potencial dentro de las distintas
aplicaciones posibles. Las caracteristicas de los sistemas disefiados en los dltimos
afos se discuten a continuacién.

La nariz electrénica Fox de Alpha-MOS (Toulouse, Francia) fue disefiada en
colaboracién con las Universidades de Warwich y Southampton. El modelo Fox
2000 emplea seis sensores de 6xido metalico, 12 en el caso del Fox 3000, y 18
para el Fox 4000. Todos estos dispositivos tienen la posibilidad de ser utilizados
con un sistema de inyeccién flujo conectado a un gas portador externo, o a un
controlador de flujo mésico.

El modelo Aromascan A32S (Osmetech Plc, Reino Unido) se basa en un detector
con una red de 32 sensores desarrollados con polimeros conductores, y tiene
como punto de partida un disefio realizado en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de la Universidad de Manchester. Los polimeros conductores
utilizados para la fabricacién de los sensores que constituyen la matriz fueron
producidos por electropolimerizacién de polipirrol, polianilina o derivados
politiofeno.

Este instrumento ya no estd comercialmente disponible debido a que la compafiia
encargada de su comercializacion Osmetech Plc interrumpié la produccién y
reorient6 su negocio hacia el desarrollo y produccién de instrumentos para
aplicaciones en el sector biomédico.

El nuevo énfasis de este sistema estd orientado a la deteccion de diferentes
metabolitos que se producen durante una infeccién urinaria, o la deteccién
temprana de la neumonia, por ejemplo. El nuevo sistema ha sido llamado
Osmetech Microbial Analyser (OMA), y su sistema de deteccién contiene 48
sensores situados en un substrato circular con un controlador de la temperatura.

GSG Mess- und Analysengerdte. Sistema disefiado en una comparia fundada
por un par de investigadores del proyecto MOSES II de la Universidad de
Tubingen. Entre los diferentes dispositivos desarrollados se incluye un sistema
portable basado en una matriz de sensores Tagushi y sensores masicos.

Cyrano Science, Inc. Este sistema lleva el nombre de la empresa Cyrano Science,
la cual fue fundada en 1997 utilizando el disefio elaborado por Nathan Lewis et
al. en el Instituto de Tecnologia de California. El dispositivo Cyranose 320
comprende una matriz de 32 sensores fabricados con polimeros conductores.
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1.4.1.5. Combinacion de sistemas

La tabla 1.2. incluye un amplio ntiimero de ejemplos de dispositivos formados por
redes de sensores con un determinado tipo de tecnologia y sistemas combinados
con instrumentos de analiticos tradicionales u otro tipo de sistemas de evaluaciéon
sensorial electrénica que trabajan de manera paralela a una nariz electrénica.

La necesidad adicional de identificar compuestos volatiles de manera individual
o componentes dentro de una mezcla, y al mismo tiempo evaluar las
caracteristicas globales de una determinada muestra, recientemente ha causado
una fusién de las tecnologias de la nariz electrénica con instrumentos analiticos.

Este tipo tecnolégicas combinadas han dado lugar a un nuevo tipo de
instrumentacion para las cuales no es facil determinar si hacen parte de la
clasificacion de las narices electrénicas y/o de los instrumentos analiticos
convencionales.

En otro sentido, la mayoria de las narices electrénicas tienen un namero limitado
de sensores, mientras que el sistema biolégico utiliza un gran ntmero de
sensores con diversos tipos receptores sensibles. Con esta idea se ha trabajado en
un sistema artificial que consigue imitar el sistema biolégico como lo hace el
sistema portatil e-mucosa (PeM). Este sistema se basa en tres redes con un
importante ntmero de sensores, cada una con 200 sensores resistivos
combinados con dos columnas recubiertas con diferentes materiales adsorbentes
encargados de retener compuestos polares y no polares. De esta manera ha sido
posible mejorar el poder de discriminacién en comparacion con las narices
electrénicas tradicionales [167].

Otra innovacién en este campo es la denominada “Deferential e-nose (Den-
nose)” con dos redes de sensores para discriminar olores [168].

La diferencia entre las sefiales entregadas por dos conjuntos de sensores
independientes e idénticos se somete a una deconvolucién en dos dimensiones.
Este método mejora la sensibilidad, y la capacidad de reconocer diferencias entre
olores similares. Optimizacién del sensor también es importante y se incorporan
a veces en el software de e-nariz, el analisis de datos

1.4.1.6. Aplicaciones de las narices electrénicas

Las narices electronicas son utilizadas actualmente en una gran variedad de
aplicaciones de determinacién de olores y compuestos volatiles. Las mas
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comunes estan operativas en los sectores industria alimenticia y control de
calidad, diagnéstico médico, monitoreo del medio ambiente, control de procesos
industriales, desarrollo de fragancias y cosméticos, seguridad y toxicologia,
deteccion de narcéticos, sistemas de acondicionamiento de aire, etc [32, 35, 36, 39,
169].

Las narices electrénicas son particularmente ttiles en el control de calidad de los
productos alimenticios. Su inclusiéon en este sector de aplicaciones estd siendo
impulsada por su confiabilidad, objetividad, costo y respuesta casi instantdnea
(real time). En principio, podrian ser utilizadas para analizar los aromas de
productos muy diferentes, desde vinos a quesos, pasando por aceites, perfumes,
etc. Sin embargo, los nuevos avances en este campo han demostrado que para
obtener buenos resultados, tanto los instrumentos como los sensores, deben ser
disefiados especificamente para una aplicaciéon concreta. No es lo mismo detectar
los aromas de un aceite de oliva que el aroma de un vino, donde los volatiles
responsables del olor estdn acompafados de agua y etanol en proporciones muy
altas [40, 71].

Entre las aplicaciones especificas dentro de la industria de la alimentacion estd la
determinaciéon de la calidad materias primas [170-175], evoluciéon durante la
produccién, control de procesos de coccién [46], monitoreo de procesos de
fermentacion [176], control del calidad de pescados [177-181], valoracion de
ranciedad [182], deterioro por envejecimiento [183], verificacién de ingredientes y
evaluacion de zumos [184, 185] monitoreo de bebidas [186, 187], graduacién
alcoholica de licores , inspeccién de olores en contenedores y “packaging” de
alimentos y determinacion del tiempo en que se produce la pérdida de cierto tipo
de aroma en productos conservados [70, 188-190]. Un drea emergente es en el
desarrollo de productos incorporando nuevos aromas, buscando un buen ajuste
entre los aromas sintéticos y los aromas naturales, o bien desarrollando nuevos
aromas estudiando la relacién con los existentes [191]. Reiteramos que los
mayores éxitos se han logrado utilizando sistemas especificamente disefiados
para una aplicaciéon concreta por ejemplo en el caso de la valoraciéon del agua
mineral, la cerveza y el café, en algunos casos incluso existen productores que ya
utilizan las narices electrénicas como sistema para el control de la calidad de sus
bebidas [31, 141, 176, 192-195]. También se utilizan para separacion de aromas de
aceites de oliva extra virgen, normal y de baja calidad y la identificaciéon de su
denominacién de origen [60, 82, 139, 196- 200].

En el sector enoldgico, la principal aplicacién de una nariz electrénica esta
orientada hacia el control de calidad de los caldos a diferentes niveles. La tabla
1.3. resume las algunas de estas aplicaciones.

Todas estas aplicaciones tienen un gran interés para poder controlar y garantizar
la autenticidad de los vinos. En estos casos la fiabilidad de los resultados
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obtenidos depende fundamentalmente del desarrollo de un disefio especifico y
de la representatividad de los vinos seleccionados para el estudio, por lo que es
necesario disponer de un gran ndmero de muestras. Los estudios efectuados con
un numero reducido de vinos tienen especialmente un interés cientifico-

académico.

Tabla 1.3. Principales aplicaciones de las narices electronicas en la evaluacion de vinos.

Muestras Tipo de estudio Pre- Sistema de | Tratamien | Ref.
concentracion deteccion to de
datos
Vinos italianos Reconocimiento de | SHS 4 peliculas PCA, BP- [137]
adulteracion delgadas ANN
MOS
Vinos esparioles Clasificacion de SHS, P&T, 16 sensores PCA, [201]
variedades de SPME MOS PNN
vinos
Vinos esparioles Clasificacion de SHS 8 sensores PCA, [202]
variedades de MOS PNN
vinos
Vinos esparioles Clasificacion de SHS sensores PCA, [62]
variedades de SAW ZnO PNN
vinos
Vinos esparioles Clasificacién de SHS MS PCA, [203]
variedades de SIMCA
vinos
Vinos tintos Prediccion de DHS PEN 2: 10 GA [204]
italianos descriptores sensores
sensoriales MOS
Vinos Evaluacion del SHS 16 peliculas | PLS [157]
envejecimiento de delgadas de
un vino tinto 6xido de
estafo
Vinos italianos Clasificacion de HS Sensores ANN [24]
variedades de QMB
vinos
Vinos australianos | Clasificaciéon de SPME Sensores LDA [205]
sauvignon blanc MOS- MS
por regiones
Vinos espafioles Evaluacion del SPME 16 Sensores PCA, PLS | [206]
envejecimiento de MOS
un vino tinto

Los ultimos retos trazados en este sentido estdn entorno a la deteccion de

defectos aromaticos. La nariz electrénica ha mostrado su potencial en la
deteccion del TCA y en la deteccion del defectos aromatico causado por las
Brettanomyces [207].
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1.4.2. Lalengua electronica

Las lenguas electronicas trabajan bajo los mismos principios selectivos que las
narices electrénicas, usando una red de sensores no especificos, que esta vez se
sumergen en la disolucién a analizar, acoplada a un software de reconocimiento
de patrones, que permite reconocer disoluciones simples o complejas.
Recientemente, se han publicado numerosas revisiones sobre el tema [208-
214].Los sensores mds utilizados en las lenguas electrénicas son los
electroquimicos (potenciométricos, amperométricos o impedimétricos) [215-217].

También se han desarrollado lenguas electronicas que utilizan otros sistemas de
transduccién, incluyendo redes basadas en ISFETS [218-220] o transduccién
Optica [66]. Aunque como ya hemos comentado, los sistemas mas comunes
trabajan con sensores electroquimicos. La mayor parte de estos instrumentos
utilizan sensores potenciométricos, en los que se mide el potencial creado por la
difusién de iones a través de una membrana sensible. Estas membranas pueden
prepararse con diferentes materiales, y ello permite obtener sensores con distinta
selectividad. Por esta existe una investigacién muy activa en la bisqueda de
nuevos ionéforos capaces de detectar iones de manera especifica [213, 221].

Otro sistema bastante utilizado, es el basado en medidas de impedancia
electroquimica, con la que se puede detectar la adsorciéon de sustancias a la
superficie del electrodo a diferentes potenciales. Las lenguas electrénicas basadas
en espectroscopia de impedancias (en las que el grupo de los profesores. O.N.
Oliveira, A. Riul y CJ.L. Constantino son lideres mundiales) constan de una red
de electrodos recubiertos de diferentes materiales sensibles (polimeros
conductores, nanotubos de carbono o ftalocianinas entre otros). Este grupo ha
prestado una especial atencién al andlisis de vinos [222-225]

Un tercer tipo de sensores electroquimicos son los amperométricos. En este
grupo de sensores se valora la oxidacién/reduccién de especies electroactivas
presentes en la disolucién, cuando se aplica un cierto potencial; la corriente
registrada (pA) es una medida directa de la concentracién del analito presente en
la disolucién. La modificacion de los electrodos permite obtener redes de
sensores con diferente selectividad [215, 226]

Finalmente, en los sensores voltamétricos, se realiza un barrido de voltaje y
mientras se mide la intensidad de corriente en cada punto. Cuando se alcanza el
valor de voltaje adecuado, las especies redox presentes en la disolucién se
oxidan/reducen, dando lugar a wuna variacion de la corriente. Asi, los
voltamogramas muestran picos asociados a los procesos redox de las especies
electroactivas disueltas en la muestra. La intensidad y la posicién de los picos
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dependen de las condiciones experimentales (pH, fuerza idénica) y de la
naturaleza del electrodo de trabajo, de modo que electrodos de distinta
naturaleza han de proporcionar respuestas diferentes. Ademas, es posible aplicar
el voltaje siguiendo diferentes funciones (por ejemplo, voltametria ciclica,
voltametria de onda cuadrada o voltametria de pulsos). Segtin la técnica utilizada,
la informacién obtenida es diferente [209, 227]. Teniendo en cuenta estas ideas
generales, se han disefiado y construido lenguas electrénicas voltamétricas
utilizando redes de electrodos fabricados con una importante cantidad de
materiales (platino, oro, acero inoxidable, grafito materiales carbonosos, etc.),
utilizando diferentes técnicas voltamétricos (voltametria ciclica, onda cuadrada o
de pulsos) o combinando la voltametria con la potenciometria [228] o adaptando
sistemas de inyeccion de flujo (FIA) [229, 230].

Los sensores voltamétricos son inespecificos en muchos casos, lo que limita
bastante la capacidad de discriminacién de estas lenguas electrénicas.En esta
filosofia, nuestro grupo ha desarrollado en estos dltimos afios un novedoso tipo
de sensores voltamétricos, que permiten detectar especies iénicas (como hacen
los sensores potenciométricos e impedimétricos), a la vez que detectan especies
electroactivas (tal y como hacen los sensores amperométricos y voltamétricos
comunes). Estos sensores consisten en electrodos quimicamente modificados con
diversos materiales electroactivos, fundamentalmente ftalocianinas, y estan
proporcionando excelentes resultados, en particular en el andlisis de vinos ya que
como se comprendera tras la lectura de los siguientes pérrafos, son capaces de
detectar compuestos que juegan un papel fundamental en las caracteristicas
organolépticas de vinos [231, 232]. El principio de funcionamiento de estos
sensores se resume a continuacion.

Como hemos indicado, nuestra red de sensores esta formada por electrodos
recubiertos de materiales electroactivos, es decir, materiales que pueden oxidarse
y reducirse. Cuando los electrodos se sumergen en la disolucién y se realiza un
barrido de voltaje, el voltamograma presenta dos tipos de picos, aquellos
asociados a la oxidaciéon/reducciéon del electrodo y los relacionados con la
oxidaciéon/reduccion de especies redox presentes en la disolucién.

Figura 1.9. Esquema del funcionamiento de una lengua electrénica.
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Pero el aspecto més importante, es que el electrodo puede interaccionar con la
disolucién, y esto hace que el mismo electrodo produzca respuestas diferentes
cuando se sumerge en disoluciones diferentes. Estas interacciones incluyen entre
otras:

- El material del electrodo (en nuestro caso las ftalocianinas) poseen un
efecto electrocatalitico que facilita la oxidacion de ciertas especies
presentes en la disolucién.

- La coordinacién de iones al metal central de la ftalocianina puede
modificar el potencial de oxidacién del electrodo.

- Cuando el electrodo se oxida (o reduce), se produce una difusién de iones
hacia dentro (fuera) del electrodo, que es necesario para mantener la
electroneutralidad del electrodo. Por esta razén la respuesta depende de
la naturaleza de los iones presentes en la disolucién [233].

- Si en la disolucién hay disueltas especies oxidantes (o reductoras), su
presencia, facilitard (o dificultard) la oxidacion del material del electrodo.
De forma similar, el pH puede afectar al potencial de oxidaciéon del
electrodo [234].

Figura 1.10. Voltamogramas de un sensor basado en LuPc2 expuesto a 0.1 mol.L-1
(a) KCI. (b) MgCI2.

Figura 1.11. Voltametria ciclica de un electrodo LB basando en GdPc2 inmerso en
una solucion de 102 mol.L-1 KCI y 10- mol.L- de: a. dcido ascorbico, b. Catequina.
Scan rate 0.1 V.s71.

Segin lo anteriormente expuesto, las redes de sensores voltamétricos
modificados quimicamente, dan respuestas complejas con un alto grado de
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selectividad. Ademads, nuestra red es sensible a especies importantes en el vino,
tanto iénicas (pH, Na+, etc.) como especies con actividad antioxidante
(polifenoles, sulfuroso, etc.)

1.4.2.1. Tratamiento de los datos

Efecto aditivo

Efecto multiplicativo

Efecto de la intensidad
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Figura 1.12. Efecto de algunos preprocesamiento y normalizacion de datos de filas en un
voltamograma ejemplo cuando se presenta un desplazamiento, deriva o un efecto en la
intensidad de la curva. Tomada de referencia [115].
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Los sensores voltamperométricos proporcionan voltamogramas muy complejos
(presentan variedad de picos en diferentes posiciones y con diferentes
intensidades). La complejidad intrinseca, la riqueza y la selectividad cruzada de
las sefiales generadas por el conjunto de electrodos voltamétricos pueden
constituir una ventaja, ya que el conjunto de datos contiene una gran cantidad de
informacion sobre una muestra evaluada, si se tratan adecuadamente. Pero al
mismo tiempo el hecho de que el conjunto de datos contenga excesiva
informacion puede dificultar el tratamiento de datos. En consecuencia a este
hecho, se requiere una etapa de pretratamiento para reducir el nimero de
variables, sin que esto implique una pérdida de informacién.

Adicionalmente, como se menciond en la primera parte relacionada con la nariz
electronica, la etapa inicial del procedimiento del andlisis de datos consiste en la
valoracién de la sefial original. A titulo de ejemplo, la Figura 1.12. presenta los
efectos que puede tener en una sefial voltamétrica cualquiera la aplicacién de un
determinado preprocesamiento y normalizacién, cuando se presenten tres
problemas tipicos en sefiales electroquimicas (efecto aditivo, multiplicativo o en
la intensidad global) [115].

En un articulo publicado por Brown y Bear Jr. se hizo una revisién del uso de
métodos quimiométricos en electroquimica y se declaré, entre otras conclusiones,
que la cantidad de articulos publicados en quimica electroanalitica que reportan
alguna aplicacion de herramientas quimiométricas es mucho menor que la
observada para cualquier drea de la quimica analitica. En este trabajo también se
explica que se han dado muchos progresos en la aplicacién de quimiometria para
la resolucién de problemas electroquimicos, demostrando ademaés que es un area
con un enorme potencial de exploraxién para contribuir en el avance de la
electroquimica.

La dificultad de la aplicacion de las herramientas quimiométricas no viene
determinada por los métodos como tal, por el contrario y como se mencioné
anteriormente, se debe al tipo de sefiales que corresponde analizar y la manera
como se deberian pretratar. Comenzando por decir que en una medida
electroquimica las fuentes de ruido son atin mayores que en las medidas que se
realizan con otro tipo de sensores. El origen del ruido en estas medidas se debe a
la instrumentacion utilizada y a las corrientes parasitas. Asi por ejemplo, si la
corriente a medir es de naturaleza farddica, que es el caso mds habitual en
aplicaciones electroanaliticas, la corriente capacitiva que se presenta debido a la
carga y descarga en el espacio existente en la interfaz electrodo-solucién puede
ser considerada como ruido. La reduccién de estas corrientes capacitivas ha sido
una de las razones principales para el desarrollo de muchas técnicas
electroanaliticas relevantes. Entre las alternativas que se han propuesto existe
una que ha resultado especialmente beneficiosa, la aplicacién de técnicas
pretratamiento de las sefales para la eliminacion del ruido y de outliers. A esta
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préctica se han ido adicionando métodos como la aplicaciéon de métodos para la
sustraccion de la linea base, suavizado, transformacién y la reduccién o seleccién
de los datos.

En esta misma direccion, se han implementado diversos métodos conocidos en el
tratamiento digital de sefiales para obtener un conjunto de datos analogo a la
sefial electroquimica, y de esta manera hacer més sencillo el posterior andlisis de
los datos. Para realizar estas operaciones se cuentan con métodos clasicos, como
los filtros Savitzky-Golay o Kalman (KF) [235], la transformada rapida de Fourier
(FFT) [236].

Entre los métodos recientemente desarrollados podemos nombrar Ia
transformaciéon Wavelet (WT), técnica que permite la eliminacién de los efectos
de linea de base, disminuyendo el ruido y reduciendo el ntmero total de
variables. Con este método es posible ademas analizar también el ancho de los
picos, el grado de suavidad de la curva, si existe alguna discontinuidad y otros
aspectos referentes a la forma del voltamograma [209].

Finalmente citar un procedimiento que hemos adecuado a nuestro tratamiento de
datos que consiste en el preprocesamiento de los voltamogramas por la
adaptacion de una técnica de reduccién basada en una respuesta predefinida
bellshaped-windowing de curvas definidas como “kernels” [231].

Figura 1.13. Voltametria de onda cuadrada y los “kernels” para obtener 10 pardmetros
por curova.

Aplicando este método, hemos recurrido a la voltamperometria de onda
cuadrada (SWV) en lugar de la voltametria ciclica, ya que los voltamogramas
ciclicos son curvas bievaluadas muy dificiles de procesar. La curva de SWV (i vs
E) se multiplica por un ndmero de 10 funciones bellshaped-windowing, y se
integran con respecto al potencial. La idea detras de esta técnica de pre-
procesamiento es capturar la informacién sobre la respuesta global y obtener 10
pardmetros estraidos de toda curva (Figura 1.13).
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Respecto a la seleccion de variables de una sefial voltamomeétricas, decir que este
es un tema relativamente menos estudiado en comparacién con otras areas del
analisis fisico-quimico como es la espectroscopia, de ahi el gran potencial que
tiene la aplicacion y la experiencia existente, en el campo de la electroquimica de
métodos como el fuzzy artmap, redes neuronales, forward selection, backward
elimination y stepwise selection y los algoritmos genéticos.

Figura 1.14. Ilustracion de una lengua electrénica basada en ftalocianinas y su
tratamiento de datos.

Una vez que los voltamogramas han sido preprocesados y el ntimero de
variables reducidas, estas se utilizan como entrada para el andlisis estadistico
como la PCA, PLS-DA o cualquier otro tipo de herramientas analisis
multivariante. Es posible decir que sin importar el tipo de técnica electroquimica
o el analito evaluado, los métodos electroquimicos analizados béasicamente son
los mismos durante los dltimos afios. En el caso especifico de las lenguas
electronicas alrededor del 40% de las investigaciones publicadas utilizan como
técnica de reconocimiento de patrones una PCA [237]. Esto significa que atin hay
un tema abierto a todo tipo de posibilidades, y a una exploracién que permita
estudiar las ventajas y desventajas de implementar nuevos métodos disefiados
para otras areas e incluso, por que no, al disefio de nuevos métodos especificos.

1.4.2.2. Aplicaciones de la lengua electrénica

El desarrollo de las lenguas electrénicas es muy actual, es posterior al de las
narices electrénicas; es por ello que sus aplicaciones son minimas. En este
apartado se citan exclusivamente nuestras investigaciones en este campo.

Nuestra lengua electrénica ha permitido discriminar vinos tintos con diferentes
caracteristicas organolépticas [238] y de discriminar vinos tintos con diferente
capacidad de oxidaciéon [239].

En manera intensiva se ha estudiado, desde hace afios el papel de diversas
ftalocianinas como material sensible. También se han utilizado otros materiales
como perilenos o polimeros conductores y hemos construido redes hibridas
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combinando electrodos de diversos materiales. Con estos sistemas ha sido
posible discriminar vinos elaborados con diferentes variedades de uvas [231],
detector adulteraciones [240] o realizar un seguimiento del envejecimiento de
vinos tintos [241].

Figura 1.15. PCA de un conjunto de sefiales derivado de la aplicacion de una lengua
electronica para el andlisis de vinos tintos.

También en el sector alimentacién las redes de sensores basados en ftalocianinas
se han sido utilizadas con éxito para discriminar entre diferentes tipos de aceites
de oliva [242], control de calidad en la produccién de cervezas [243] o en
evaluacion de la frescura del pescado a través de los niveles de aminas bi6genas
[244].

1.4.3. El ojo electronico

En este apartado se ilustra a un breve desarrollo conceptual de las diferentes
expresiones asociadas al concepto de color en general y en particular al color de
los vinos.

En el campo de la fisica se vincula el color de un material a las variaciones en las
distribuciones espectrales que medimos al observarlo, tanto si son emitidas
directamente por fuentes como si lo son indirectamente reflejadas o transmitidas.
En un lenguaje mas quimico el color se asocia a las diferencias espectrales
debidas a variaciones en la composicion molecular y configuraciones electronicas
de los compuestos quimicos constituyentes de la muestra [245]. En sociologia el
color es un aspecto de la respuesta de un observador humano, una percepciéon
cultural que tiene lugar en el cerebro del observador como resultado de la
estimulacion visual [246]. No es trivial compatibilizar estas definiciones.

En nuestro estudio nos centraremos en dos nociones de estudio diferentes, por
una parte explicaremos la percepcion del color, que estard centrada en los
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elementos que son necesarios para la definiciéon de un color, y que nos llevara al
segundo conceptos presentado: la medida del color. Es decir, que llegados a este
punto seamos capaces de relacionar una condicién sicolégica (perceptiva) con un
fenémeno fisico-quimico, a través de una serie de funciones matemaéticas
denominados valores triestimulos [247].

1.4.3.1. Percepcion del color

En la definicion del color de un determinado objeto, después de fijar un
observador, es necesario precisar la combinacién espectral de la fuente de luz con
la cual se ilumina; es decir que este factor actda como el punto de referencia de
nuestro problema.

La fuente de luz en este caso se refiere a una fuente fisica de luz visible, es decir
que solo cubre la parte del espectro electromagnético que comprende las
longitudes onda entre 300 y 900 nm. La Figura 1a. muestra la energia relativa de
la luz solar para cada longitud de onda; es una forma representativa que permite
cuantificar las caracteristicas espectrales de una determinada fuente de la luz, en
este caso es el sol.

a. Distribucion espectral de la energia de luz solar

Iluminante para tres fuentes diferentes

Fuente luz solar Fuente de tungsteno Fuente fluorescente

Figura 1.16. Fuentes de Luz frente a Iluminante

50 Natalia Prieto (Castafieda



Capitulo |. ]ntroduccic’m

En el laboratorio, para efectos de la cuantificacién y estandarizaciéon de la
observacién visual se han establecido ciertas fuentes de luz como iluminantes,
esto significa que se han establecido por acuerdo internacional unos iluminantes
patrén denominados A, B, C, Des, y E. En la (Figura 1.16) hemos recogido algunos
de estos factores.

Iluminante A. Es la luz de una lampara de incandescencia de filamento de
wolframio, alimentada a una tensién tal que adquiere una temperatura de
color 2856 K.

Iluminante B. Representa en promedio la luz del sol directo al medio dia
con un cielo claro. Puede obtenerse esta luz haciendo pasar el iluminante
A utilizando dos disoluciones estdndar. Su temperatura de color es de
4874 K.

Iluminante C. Representa la luz de cielo norte sin sol directo en un dia
claro. Su temperatura de color es de 6774 K

Iluminante Dss. Iluminaciéon con una composicion espectral tipo luz de
dia, correspondiente a una temperatura de color 6504 K. Pretende emular
un promedio de luz diurna.

Iluminante E. Representa un espectro equienergético teérico y puede
obtenerse aproximadamente filtrando la luz A por disoluciones estandar.
Temperatura de color 5500K.

Respecto a otra de las partes que constituye este proceso, como lo es el objeto, se
sabe que este absorbe y refleja selectivamente ciertas longitudes de onda de la luz
incidente y transmite sus complementarias, como un efecto de su composiciéon
atémica y propiedades estructurales. Un objeto entonces quedaré perfectamente
definido por su espectro de reflectancia -en el caso de sdlidos-, y de
transmitancia -en el caso de liquidos- a lo largo de todo el espectro visible.
Utilizando un espectrémetro UV-Visible con lectura entre 380 y 780 nm con una
iluminacion estandar se puede definir el espectro visible del objeto, y de esta
manera seremos capaces de cuantificar el segundo elemento de la observacion
visual.

Por altimo, aunque no menos significativa esta la intervencién del observador, la
cual se cuantifica valorando la distinta sensibilidad relativa del ojo humano a
cada longitud de onda de la luz. Esta sensacion es también referenciada como
una medida de la sensibilidad del ojo a la luminosidad. Los valores de la
sensibilidad del ojo para todas las longitudes de onda fueron determinadas a
nivel experimental por la Comision Internationale de 1'Eclairage (CIE). Los
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resultados de estos modelos patrén establecido pueden observarse en la Figura
1.17 [247].

Figura 1.17. Sensibilidad de Ojo Humano a los colores espectrales

Ahora bien en 1931, apoyandonos en los conocimientos fisiolégicos sobre la
sensibilidad de los conos del ojo a los colores rojo, verde y azul del observador
humano promedio, fueron desarrolladas experimentalmente las funciones X, Y, Z
por la CIE para cuantificar la habilidad del ojo humano de percibir el color rojo,
verde y azul, bajo una iluminacién Des; estos colores fueron definidos como
primarios. Cuando se llevaron a cabo los experimentos en 1931 del observador
patrén bajo un angulo de 2°, se pens6 que los conos se concentraban solamente
en una pequefia region del ojo, sin embargo mas tarde cuando se demostré que
esta region era mas extensa se volvieron a repetir los experimentos resultando de
estos el observador patrén CIE 10° tipico en la mayoria de las aplicaciones en
investigacion y también a nivel industrial (Figura 1.18.).

Figura 1.18. Observador colorimétrico patron CIE a 10°
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1.4.3.2. Medicién del color

Resumiendo los valores triestimulos pueden describirse considerando los siguientes

pardmetros:
Espectro Componente Percepcion de
distribucion X | ftricomatico X la muestra = VALORES
energeética TRIESTIMULO
(Iluminante) (Objeto) (Observador)

Figura 1.18. Parametros X, Y, Z CIE triestimulo de cualquier color

Para disefiar una técnica capaz de modelar la percepcién humana del color, cada
elemento constituyente del proceso de la observacion visual deberia
representarse como una relacién matematica. Hasta el momento se han descrito
los espectros caracteristicos asociados a cada una de las partes; a manera de
resumen podemos destacar lo siguiente: la fuente que se cuantifica de acuerdo
con el espectro generado iluminante seleccionado por el usuario, el objeto se
cuantifica midiendo su reflectancia o transmisién y el observador se cuantifica
segin la sensibilidad del observador patrén CIE para cada uno de los colores
basicos [248].

Asi pues, el producto de los valores para el iluminante, la reflectancia o
transmisiéon del objeto y las funciones del observador patrén integrados al
espectro visible permiten describir los valores triestimulo del color, definidos
como valores X, Y, Z CIE. Para conseguir especificar con un dnico valor cada
color bésico, se suma el producto de los tres espectros para cada longitud de
onda en el rango visible. La Figura 4 describe las caracteristicas generales de los
valores triestimulos X, Y, Z CIE [247, 249].
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En términos matematicos los valores triestimulos estdn definidos por las
siguientes relaciones:

780 780

X =k [s(1)x(0) T ¥ =kZB@yD) TD] 2 2k3 [s(2)-2(2) - 1(2)]
100

Siendo k= 780

> [s()-y()]

380

En estas expresiones, S(1), es la distribucion energética espectral del iluminante;
X(1),¥(2),2(A) , son los valores obtenidos de la sensibilidad que tiene un
observador a los colores primarios de acuerdo a la valoraciéon realizada por la
CIE; T(L), esta definida por los valores experimentales medidos en transmitancia
de un determinado objeto; y finalmente k, es el factor de normalizacion
suponiendo que Y=100, es decir para el caso de un difusor ideal [246].

No obstante, este sistema conceptualmente importante no es cémodo en la
préctica ya que no consigue reflejar totalmente la sensacién visual percibida por
el observador, caracteristica que en nuestro caso es importante porque
necesitamos definir cualidades usuales de los vinos. Es por ello que se recurre a
una nueva representaciéon de estos valores en el denominado sistema CIELab,
propuesto como una alternativa mdas completa a la descripcion de una
observacién visual [250].

Meétodo CIELab

La revision de los conceptos realizada hasta el momento, es un punto de partida
para la descripcion de uno de los métodos mas utilizados para evaluar el color de
los vinos, simplemente porque es el mejor modelo capaz de expresar la sensaciéon
psicolégica percibida. Los parametros denominados CIELab [251], basan su
ejercicio en la teoria de la percepcion de los colores opuestos; es decir por
ejemplo que un color no puede ser verde y rojo al mismo tiempo, ni tampoco
azul y amarillo a la vez. Todo el proceso necesario para obtener una descripcion
del color mediante parametros CIELab se esquematiza en la Figura 1.19.

Las nuevas coordenadas a* b* L* C, H y S se obtienen a partir de las
coordenadas X, Y, Z y relaciones mostradas en la primera parte de la Tabla 1.4.
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Etapa 1. Etapa 2. Espectro
Medida del color caracteristico

Figura 1.19. Procedimiento experimental para el andlisis del color

Tabla 1.4. Ecuaciones matemdticas para la obtencion de la coordenada CIELab

— *2 *2
a*=5000 s X —5 " C=+va* +b
Xn Yn
Y z H = arct b*
b*=200/ 3/ — —3/ — —acg(;)
Yn Zn
L*:116£3\F —0.1379} S = c*
Y, L

En este nuevo espacio el eje vertical L* es una medida de la luminosidad, y tiene
una variacién desde la opacidad total (valor 0) hasta la transparencia total (valor
100). Para los circulos de tonalidad, a* es una medida de la intensidad de color
rojo (y -a* de color verde), y el b* de la intensidad de color amarillo (y -b* de
color azul). La tonalidad (H) y la saturacién o croma (C) se obtienen a partir de
las coordenadas L*, a* y b* por sustituciéon en las ecuaciones matematicas
indicadas en la tabla anterior [251-252].

El pardmetro H esta asociado especialmente a pigmentos amarillos que absorben
la luz a longitudes de onda cercanas 420 nm 253. La saturaciéon o croma (C),
indica la contribucién de a* (color rojo) y b* (color amarillo) al color total del vino.

Todos los resultados referentes al color de los vinos publicados en esta tesis serdn
descritos en términos de estas coordenadas CIELab. La Figura 1.20 resume la
funcion de cada uno de los pardmetros que conforman este método.
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Figura 1.20. Coordenadas CIELab
Indices colorimétricos del vino

A lo largo de esta memoria también seran expuestos otros métodos que no tienen
relacion con los métodos oficiales de determinacion de color de la CIE, pero que
los endlogos utilizan por su rapidez y sencillez de calculo al verificar la evolucién
de la materia colorante durante la crianza o envejecimiento del vino.

Estos métodos simplificados se fundamentan en indices que evaltian la medida
de la absorbancia de las muestras a longitudes de onda especificas de 520 nm y
420 nm. Sudraud sugiere que se calcule la densidad de color (definida como la
suma de las absorbancias a 520 nm y 420 nm) como indice "intensidad de color",
y el indice "tonalidad" (definida como la razén entre las absorbancias a 420 nm y
520 nm) que expresa el matiz de color [254].

Por otra parte Glories propone una nueva "intensidad colorante" correspondiente
a la suma de las absorbancias a 420 nm, 520 nm y 620 nm, es decir:

IC = A420 + A520 + Aezo

Otro indice que se corresponde aproximadamente con el color rojo, lo define
Glories, a partir de

dA(%) — [A520 _ A420 _|2_ A620 j* 1 *100%
20

Si el vino presenta un color rojo vivo, dA(%) es elevado, entre 60 y 80%, mientras
que si el vino presenta un color rojo teja dA(%) es inferior a 40%.

Dentro de los indices utilizados para evaluar la evolucion de los vinos también se
evalta el porcentaje de amarillos, el porcentaje de rojos y el porcentaje de azules,
como lo expresan las siguientes ecuaciones [255].
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Indices del color:

A %rojos = Aszo %azules = A
A420+A520+A A420+A520+A6 A420+A520+A\3

%amarillos =

Los porcentajes elevados de rojos reflejan juventud en el vino; mientras que
porcentajes elevados de amarillos implican pérdida de juventud.
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En este capitulo se describen los materiales, instrumentacién, programas,
métodos y sistemas electrénicos que pretenden dar soluciones a las diferentes
probleméticas mencionadas en el capitulo anterior entorno al control de calidad
en vinos. El contenido que se va a desarrollar a continuacién explicara todas las
condiciones experimentales y los procedimientos de optimizacién llevados a cabo
con cada una de las técnicas utilizadas en nuestra investigacion.

Cada procedimiento experimental puede ser objeto de una discusién entorno a
sus caracteristicas, pero en este capitulo nos hemos limitado a una descripcién
general que estard conectada con citas bibliograficas que conducen al
conocimiento en profundidad de cada tema.

Para comenzar, repasaremos las técnicas analiticas convencionales utilizadas en
esta investigacién y continuaremos con la descripcion de las técnicas electrénicas
especificas de analisis sensorial desarrolladas por el Grupo de Investigacién de
Sensores de la Universidad de Valladolid.

Una vez mencionadas las caracteristicas de estos sistemas, pasaremos a hacer una
revision de los métodos quimiométricos utilizados para el analisis de datos.
Todos los procesos analiticos y estadisticos del desarrollo experimental estan
totalmente conectados entre si, ya que un apropiado aprovechamiento de la
instrumentacion experimental depende de un certero andlisis de datos; de igual
manera, esta pauta funciona en el sentido contrario, de nada nos serviria tener las
adecuadas herramientas computacionales sin tener una herramienta
experimental perfectamente validada.

En este sentido, serdn explicadas las técnicas quimiométricas que han sido
aprovechadas para obtener mayor la informacién de los resultados provenientes
de la nariz y lengua electrénica, ademas de la basqueda de correlaciones con las
demas sistemas empleados en esta tesis. Técnicas como el modelo Tucker3, el
Anova-PLS y los GA-PLS, desarrolladas recientemente estdn ya consolidadas en
varios tipos de aplicaciones concernientes a métodos analiticos y son objetos de
constante discusion dentro del campo de la quimiometria.
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2.1. ANALISIS FISICOS-QUIMICOS DEL VINO

Las técnicas y procedimientos convencionales para el analisis quimico del vino
tienen un carécter rutinario, pero no por ello menos significativo. Estas medidas
son suficientes en bodega para identificar y cuantificar aspectos generales de la
composicion quimica del vino, a la vez que permiten verificar el cumplimiento de
las exigencias comerciales marcadas por la legislacion y el mercado.

En esta linea, todas las muestras de vinos preparadas para esta investigacion
fueron previamente evaluadas mediante andlisis quimico tradicional en las
estaciones enolégicas de Castilla y Leén y/o de la Rioja, con la colaboracién de la
E.T.S. de Ingenierias Agrarias de Palencia. Las valoraciones realizadas incluyen
acidez total, acidez volatil, extracto seco, anhidrido sulfuroso total, grado
alcoholico, glicerol, acido tartarico, acido malico, antocianos totales, polifenoles
totales, pH, polifenoles poco polimerizados, polifenoles muy polimerizados,
catequinas, taninos, etc. Cada uno de estos parametros se determinaron
aplicando métodos estandares descritos por la O.LV [1]. Se citan a continuacién
algunas de las caracteristicas de estos ensayos y sus autores de referencia.

2.1.1. Parametros Estandar

La densidad es un valor que nos proporciona la riqueza en azucares del grano de
uva expresada en grados Brix (o grado probable de alcohol, mediante la oportuna
conversién). Se determina a partir de una medida de la densidad obtenida de la
lectura en un aerémetro que flota de manera que es diferenciado al ser
introducido en el vino [2].

La acidez total es el conjunto de todos los acidos contenidos en el mosto, se mide
con una valoracién acido-base. El sulfuroso libre y total se evalta utilizando un
método potenciométrico, mediante una hidrélisis basica seguida de una
iodometria [3]. Tanto la acidez total, como el sulfuroso libre, sulfuroso total y pH
se determinaron directamente en el sistema automatico Metler Toledo Tritator
DL77.

La acidez volatil y los azticares reductores se evalian por métodos enzimaticos,
midiendo el cambio en la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de
365 nm cuando se propicia un reacciéon enzimatica NADH. El equipo utilizado
para la determinacién de estos pardmetros es un espectrémetro UV-Vis [4].
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El acido hidroxicinaAmico, mondémeros flavonoides y pigmentos totales se
analizaron mediante un sistema de HPLC Waters Alliance 2690 equipado con un
sistema de inyecciéon automética, un detector con una red de fotodiodos Waters
996 y el software Millenium 32 (Waters, Milford, MA). La separacién se consigue
en una columna Atlantida DC18 (250 x 2,1 mm, 5 um) protegida con una
columna de seguridad del mismo material (20 x 2,1 mm, 3um) (Waters, Milford,
MA). Las condiciones de elucién fueron las siguientes: flujo de 0,250 ml/min;
temperatura del horno 30 ° C; disolvente A, agua/acido férmico (95:5 v/v);
disolvente B, acetonitrilo/agua/acido férmico (80:15:5 v/v/v) [5]. Otros
compuestos evaluados mediante las cromatografia de liquidos fueron el
porcentaje de acido galico, porcentaje de epigalocatequina y el grado de
polimerizacion promedio.

Se realizaron diferentes rectas de calibrado con compuestos estandar comerciales
de grado analitico con su respectiva lectura de la absorcion a 520 nm
(Extrasynthese, Francia). Los compuestos utilizados fueron especificamente la
epicatequina-etil-malvidina-3-glucésido, carboxi-piruvato-malvidina-3-glucésido
(vitisin A) y Malvidin-3-O-glucésido-vinil aducto (vitisina B), para la valoracién
de los pardmetros catequina, epicatequina, malvidina-3-O-glucésido unidos
por puentes etilo y los piranoantocianos [5].

Taninos (g/1) Se realizé por el método de Lowenthal, modificado por Carpene [6],
el cual se basa en la precipitacion del tanino, disoluciéon del precipitado en un
medio 4cido y valoracién con permanganato potésico y sulfo-indigotina como
indicadores.

Indice de polifenoles totales Para su determinacion se ha utilizado el método
basado en la medida del maximo de absorcién a 275-280 nm que presentan los
polifenoles del vino, y que resulta directamente proporcional a la cantidad de
estos compuestos existente en el medio (Indice de Masquelier) [7].

Antocianos (mg/l) Se puede admitir que la variacion de color provocada por la
adicion de un exceso de bisulfito, es proporcional al contenido en pigmentos.
Esta variacién de intensidad colorante se mide por espectrofotometria evaluando
la absorcién de la muestra a 520 nm [8].

Indice de polimerizaciéon de polifenoles FEsta valoracion estd basada en la
absorciéon de fracciones de polifenoles de cierta polimerizaciéon a través de
polivinilpolipirrolidona, que actta sobre los polifenoles como wuna molécula
proteica [7].
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Catequinas (g/l) La determinacion de catequinas se basa en la reacciéon del anillo
floroglucinico con la vainillina, que produce un color rojo relativamente estable,
medible mediante la utilizacién de un espectrofotémetro de UV-Vis a 500 nm [4].

Edad quimica de vino se evalu6 mediante el calculo de la relacién entre
pigmentos poliméricos y el contenido de antocianos vino utilizando el método de
Somers y Evans [9].

El porcentaje de los pigmentos de color por la sulfitos (PDSO2%) se determiné
segin el método propuesto por Boulton [10]. La calculé también la relacién entre
taninos y antocianos para evaluar la estabilidad del color.

Todos los parametros fisico-quimicos fueron estudiados periédicamente para
garantizar un adecuado transcurso de todos los procesos que tienen lugar
durante la vinificaciéon. Estos datos ademas de ser una herramienta de control y
validacién de las muestres han sido utilizados para establecer correlaciones entre
los sistemas de evaluacion sensorial electronicos con las medidas del color y los
fenémenos que ocurren a nivel quimico.

2.1.2. Cromatografia de gases

Como se ha comentado, el aroma del vino es el resultado de interacciones
complejas entre muchos componentes quimicos volétiles. Sélo en algunos casos
particulares y sencillos es posible encontrar genuinos compuestos impacto
capaces de transmitir al producto sus caracteristicas aromaticas mas especificas.
En los productos mdas complejos y de mayor calidad, las notas sensoriales
aparecen como consecuencia de la accion concertada de muchas moléculas y, de
manera sorprendente, en muchos casos estas moléculas se encuentran en
concentraciones muy cercanas a su valor umbral.

Desde el primer momento la técnica de cromatografia gaseosa capilar (1956)
evidenci6 su potencial analitico para tratar de dilucidar la naturaleza quimica de
los aromas. En esa década aparecen un gran ntimero de trabajos producidos en
California, Francia, Italia, Alemania, Australia y Sudafrica, que hablan de la
composiciéon aromatica de diferentes vinos habiéndose detectado unas 600
moléculas; posteriormente en el afio 1989 el niimero ascendia a 800, aunque se
sabia muy poco sobre el papel sensorial de las moléculas identificadas. Se
conocian por ejemplo, el linalol y su papel en el aroma de los moscateles, o el
papel de los ésteres etilicos en la fermentacién en las notas frutales, asi como
algunos componentes relacionados con defectos o caracteristicas de algunas
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variedades que las hacian poco habituales o poco validas para el consumo de
vino normal, como el furanol o los mercaptanos.

De estas moléculas, unas 20 compuestos se encuentran en todos los vinos, desde
los mas simples a los mas complejos aromdticamente hablando, y sus valores de
aroma son relativamente altos!. Estos 20 compuestos constituyen la base del
aroma y se originan en la fermentacion. Aparentemente, tnicamente un
compuesto, la i-damascenona, proviene directamente de las uvas, ya que el resto
se origina como consecuencia del metabolismo de las levaduras. Estas sustancias
son alcoholes superiores (butirico, isoamilico, hexilico, feniletilico), acidos
(acético, butirico, hexanoico, octanoico, isovaleridnico), ésteres etilicos de los
acidos grasos, acetatos y sustancias como diacetilo, acetoina y acetaldehido. El
olor conjunto es el que se denomina “vinoso”, y es dificil describirlo, puesto que
estdn perfectamente integradas las notas de sus componentes: notas frutales, a
platano, pifia, manzana, alcohélicas, a polen, a dcidos o a frutas rojas.

Por otra parte también estd el etanol, componente fundamental con dos funciones
en la mezcla aromética. A nivel fisicoquimico aumenta la solubilidad de los
odorantes en agua y ayuda a evaporar otros compuestos volatiles odoriferos. Y
en el aspecto sensorial ayuda a la percepcion de compuestos como el eugenol y el
decanal (con olores a clavo o citrico, respectivamente) aunque también puede
enmascarar, e incluso llegar a anular, las notas afrutadas de los ésteres, con olor a
manzanas.

Otros compuestos, alrededor de 16 se encuentran en casi todos los vinos con
valores de aroma maés bajos. Proceden tanto del proceso fermentativo como de
las uvas y son los responsables de las notas sutiles en los vinos.

Actualmente se dispone de una amplia gama de posibilidades bien definidas
conducentes a la clasificacién quimica de los diferentes compuestos vinculados al
aroma del vino [11-13]. El amplio desarrollo del que ha sido objeto esta técnica ha
supuesto que esta parte de nuestra investigacion estuviera exclusivamente
dedicada a la definicién de los pardmetros 6ptimos de medicion, cuyo fin fue
mejorar la sensibilidad, selectividad, reproducibilidad, rapidez y automatizaciéon
de cada uno de los anélisis llevados a cabo. Bajo esta premisa, procederemos a
dar una breve descripcion conceptual de cada proceso, puntualizando las
diferentes metodologias de trabajo y optimizaciones alcanzadas para dar
solucién a la problematica de la que es objeto esta tesis.

La evaluaciéon cromatografica de los volatiles de un vino consiste en desarrollar
tres etapas sucesivas, como explica el esquema que mostramos a continuacion:

70
'
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El valor de aroma, OVA, es la relacién entre la concentracion analitica de una sustancia y su umbral de
deteccion.
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Etapa 1.
Extraccion y

Concentracion
de Volatiles

Microextraccion en fase sélida (SPME) Espacio en cabeza

Etapa 2.
Separacion de

compuestos

Cromatograma caracteristico de un vino tinto

GC-MS. Identificacion de GC-O. Identificacion de
compuestos por espectrometria de compuestos por su aroma
masas caracteristico

Figura 2.1. Principales condiciones experimentales de la cromatografia de gases (GC)
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Etapa 1. Extraccién y concentracién de los compuestos volitiles

En la Figura 2.1. es posible observar la primera etapa relacionada con la
extraccion de los compuestos voldtiles. Para dar inicio a este proceso, las
muestras de vinos han sido colocadas en viales de 10 ml (Supelco) y cerradas
herméticamente con un septum Termogreen LB-2 (Supelco) previamente perforado
y capsulas de aluminio magnéticas de 20 mm de espesor.

La seleccion del método de extraccion estd determinada por las caracteristicas
especificas de las aplicaciones requeridas. Es decir, que es necesario en nuestro
caso, un sistema que elimine parte sustancial del agua y etanol y que ademas sea
capaz de capturar y concentrar aquellos compuestos volatiles minoritarios. Entre
las diferentes opciones posibles se opté por la microextracciéon en fase soélida
(SPME) y el espacio en cabeza (HS), técnicas bien conocidas en el mundo de la
cromatografia de gases.

La técnica SPME fue optimizada especialmente para la red de sensores MOS.
Para alcanzar este objetivo fue indispensable todo un proceso de selecciéon de
pardmetros adecuados que permitieron mejorar el andlisis de compuestos
volatiles con esta instrumentacion. Este estudio se realiz6 comparando los
resultados de la nariz electrénica y la cromatografia de gases, estudiando el
efecto que tenia cada pardmetro que es requerido dentro de la aplicacién de la
SPME en la capacidad extracciéon de volétiles. Este trabajo fue parte de algunos
de los resultados de una anterior tesis doctoral realizada en nuestro grupo de
investigacion [14].

De los anteriores planteamientos y nuestra consecuente validacion experimental
se encontré que la mejor opcién y pensando principalmente en las medidas a
realizar con la nariz electrénica, se optimizé la extracciéon de los compuestos
volatiles analizados en esta investigacion mediante una fibra de Poliacrilato (PA)
[14, 15]. Todas las variables que intervienen en esta técnica fueron programadas
en un automuestreador CTC Combi PAL (CTC Analytics AG) en modo SPME. El
método definido comienza con un proceso de agitaciéon constante de 700 r.p.m. a
una temperatura de 40°C durante 10 min; son las condiciones 6ptimas para
favorecer un equilibrio entre la fase gaseosa de la muestra y la fase estacionaria
de la fibra. De esta manera se propicia la transferencia de compuestos voléatiles
durante los siguientes 5 minutos en los que la fibra permanece sostenida en el
espacio en cabeza de la muestra en el vial [16].

A continuacioén esta fibra debe ser introducida directamente en el inyector del
cromatografo, donde los analitos son desorbidos a una temperatura de 250°C y
arrastrados a la columna del cromatégrafo. La secuencia necesaria para llevar a
cabo la extraccion de volétiles con la GC-MS y GC-O se especifica en la parte
superior de la Figura 2.1.
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Ademas, la mayor parte de las medidas seguidas con la GC-MS también fueron
también realizadas con la técnica de extraccion HS, en una estancia realizada en
la estacion enoldgica de Haro. Este instrumento estd dedicado exclusivamente al
analisis de vinos y su calibracion se ha realizado segin la norma UNE EN
ISO/IEC 17025.

La preconcentraciéon de compuestos volétiles con la técnica del espacio en cabeza,
se ha llevado a cabo utilizando un equipo Perkin Elmer Turbomatrix 110 trap,
las temperaturas utilizadas fueron las siguientes: aguja 110°C, linea de
transferencia 150°C, horno 85°C; trampa, 45°C (baja), 280°C (alta). Las presiones
fueron: vial, 30 psi; en columna, 30 psi; desorcidn, 35 psi. Los tiempos estipulados
para los distintos procesos que tienen lugar en el espacio en cabeza fueron: purga
seca, 10,0 min; trampa a la maxima temperatura, 12,0 min; desorcién, 10,0 min;
termostatizacion, 45.0 min.

Etapa 2. Separacion de compuestos

Uno de los mayores inconvenientes que surgen a la hora de separar los
compuestos de los vinos usando la CG, reside en fijar las condiciones necesarias
para obtener separaciones bien definidas y por consiguiente una correcta
identificacion de los compuestos volatiles.

Existe una dificultad adicional al momento de evaluar una amplia variedad de
compuestos: los factores de retencion. Si estos factores son parecidos entre si, se
producen solapamientos y consecuentemente picos cromatogréaficos mal
definidos. En consecuencia, ha sido necesario separar el desarrollo de la medida
en tres etapas diferentes en funcién de los tiempos de retencion conocidos para el
conjunto de compuestos aromaticos de interés en este estudio.

Los estudios iniciales de esta parte de la investigaciéon se apoyaron en la
obtenciéon de cromatogramas individuales por cada uno de los compuestos
fundamentales en la conformacién del aroma. Aunque se disponia de bases de
datos y referencias bibliograficas que reportan los tiempos de retenciéon de
algunos de estos compuestos y sus respectivos espectros de masas caracteristicos,
dada la complejidad de una mezcla como el vino, era importante confirmar la
correcta identificacién de cada compuesto [17].

La Figura 2.2. especifica el programa de temperatura establecido para llevar a
cabo la separacién cromatogréfica. El procedimiento han sido realizado en un
equipo GC Perkin Elmer Clarus 500 de la estacién Enolégica de la Rioja, con una
columna capilar de cristal de silicio supelcowax de 30m x 0.25 x 0.25 um. El
programa de temperatura estandar para todas las valoraciones es el siguiente:
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Figura 2.2. Programa de temperatura miiltiple para la elucion de los compuestos voldtiles
caracteristicos del proceso de vinificacion

Etapa 1, comienza con una temperatura inicial de 40°C que debe mantenerse
constante durante 3 min, luego incrementarse a una velocidad de 2°C/min hasta
alcanzar a los 80°C, temperatura que se mantiene durante fija los siguientes 15
min, para asi conseguir la eluciéon de una parte importante de los compuestos
primarios del vino. Etapa 2, en esta parte se aplica un calentamiento a una
velocidad 3°C/min hasta llegar a los 180°C, temperatura que se mantiene durante
10 min y finalmente, la etapa 3, en la cual se efectta un calentamiento a una
velocidad de 5°C/min hasta alcanzar una temperatura de 210°C, temperatura que
se mantiene durante 5 min para asegurar la salida de todos los compuestos
inyectados al dispositivo detector. El gas portador para estos andlisis es helio.

2.1.2.1. Condiciones experimentales para la GC-MS

La deteccion por acoplamiento de GC y espectrometria de masas (MS) se basa en
la introduccién de la fase gaseosa eludida en la cdmara de ionizacién de un
espectrometro de masas. En este dispositivo, las moléculas son convertidas en
iones gaseosos mediante un bombardeo de electrones [18]. Seguidamente, los
iones son acelerados y deflectados en funcién de su relaciéon m/Z (masa/carga);
de esta manera la detecciéon consecutiva de los iones formados a partir de las
moléculas de la muestra, suponiendo que se trate de una sustancia pura,
produce el espectro de masas del compuesto, diferente para cada molécula, que
constituye una identificacion préacticamente inequivoca de los compuesto
volatiles de la muestra.

Los espectrometros de masas pueden trabajar segtin dos métodos: el método scan,
en el que se registra la intensidad de todos los iones, y el método del i6n selectivo
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(SIM), que es 1til cuando se desea explicitamente localizar la presencia de uno o
varios compuestos determinados, de espectro conocido, con la mayor rapidez o
con la maxima sensibilidad posible [19]. Para nuestro caso se ha escogido el
modo de operacion SIM para la cuantificacion de los compuestos que aparecen
sefialados en la Tabla 2.1 con sus respectivos iones caracteristicos.

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas ha sido
aplicada en esta investigacion utilizando un equipo Clarus 500 (PerkinElmer). Los
espectros de masas se obtuvieron mediante ionizacién por impacto electrénico a
70 eV. La deteccién se realiza con un intervalo de muestreo de 0.5 s a un
potencial de 1.4 KV. La temperatura de la linea de transferencia se establece en
250°C.

Para identificar los VOCs del vino es suficiente trabajar en un rango de masa
comprendido entre 55 hasta 200 m/Z. Se ha seleccionado este rango inferior a 200
m/Z ya que por encima de dicho valor no hay fragmentaciones con una
abundancia significativa. En cuanto al valor minimo de fragmentaciones se han
seleccionado la relaciéon m/Z igual a 55. Por debajo de este valor aparecen las
fragmentaciones del etanol, que pueden interferir en el analisis quimiométrico,
debido a su elevada abundancia dentro de la constitucién del vino y la escasa
informacién que aportan el modelamiento de patrones relacionados con la
maduracién del vino.

Calibraciéon

Las curvas de calibraciéon de los compuestos de interés fueron elaboradas, en
parte, para verificar si las condiciones seleccionadas para el proceso de
cromatograffa eran apropiadas. Ademas, este método proporciona las distintas
funciones para calcular la concentracion de los VOCs a partir de la medicién del
drea bajo la curva a determinado tiempo de retencién para las moléculas
identificadas en el cromatograma. El método de calibracion se realiz6 para cada
uno de estos periodos como una alternativa para definir las posibles variaciones
experimentales.

Para realizar las diferentes calibraciones se prepararon diferentes disoluciones en
etanol al 12% (valor promedio del grado alcohdlico de un vino) con 37
compuestos quimicos aromaticos mayoritarios y minoritarios de diferente
polaridad y volatilidad, adicionados en tres diferentes concentraciones [38]. A la
hora de seleccionar estos compuestos aromaticos fue crucial el apoyo de las
Estaciones Enoldgicas de Haro y de Castilla-Le6n.

La Tabla 2.1 presenta las constantes para la ecuaciéon en un ajuste lineal y los
coeficientes de correlaciéon de los compuestos de interés para este estudio. Como
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se puede observar en la Tabla 2.1, la relacion entre la concentracién de cada uno
de los VOCs y el 4rea reportada por el cromatégrafo es lineal, con coeficientes de
correlaciéon cercanos a 1. que el sistema
cromatografico y el procedimiento utilizado son idéneos para el analisis de los
VOCs. De acuerdo a lo pardmetros registrados en la Tabla 2.1. se puede concluir
que el sistema cromatografico utilizado es de alta precision, ademds la desviacién
media para cada uno de los VOCs evaluados no supera el 4%.

Puede asegurarse entonces

Tabla 2.1. Compuestos utilizados para calibracion lineal.

Compuesto Tiempo de Pendiente  Intercepcién
Retencion
Isovaleriato de etilo 11.057 8.5342*107 210480 0.99294
Acetato de isopentilo 14.055 1.7132*108 1.0300*107 0.99265
Limoneno 18.245 4.2186*10¢ 110235 0.98930
Hexanoato de etilo 21.344 5.3897*108 1.160*10¢ 0.99670
1-Pentanol 22417 8.8746*107 735824 0.99948
Acetato de hexilo 23.810 4.2458*%108 1.520*10¢ 0.99437
Piruvato de etilo 24.012 1.7567*107 -3.2430*10¢ 0.98500
Heptanoato de etilo 28.807 3.4082*108 1.0079*10¢ 0.99120
Lactato de etilo 30.494 8.2332*106 6.5918*107 0.96230
1-Hexanol 31.035 2.3503*108 1.0625*107 0.99859
E-3-hexen-1-ol 32.053 5.2805*107 24067 0.99987
Octannoato de etilo 40.864 3.9593*108 -8.8550%106 0.99803
1-heptanol 43.064 1.3350*108 -156575 0.99960
Bezaldehido 45.512 2.0026*108 904862 0.99942
Pelargonato de etilo 49.537 3.0685*106 -570387 0.99946
Linalol 50.894 3.3885*106 -276912*106 0.99869
1-Octanol 51.362 3.5154*108 -2.1614*10¢ 0.99901
Lactato de isoamilo 52.169 4.44263*107 -2.8018*106 0.99132
Acetato de fenilo 55.378 1.2377*108 -63429 0.99973
Decanoato de etilo 56.038 1.5023*108 -1.6870 *10¢ 0.99876
Acido Butirico 56.331 3.8909*106 -1.0399*10¢ 0.98496
Succinato de dietilo 58.477 2.5787%107 6.12289*106 0.99692
Citronelol 62.676 8.7749*107 1.35713*106 0.99977
Nerol 64.326 5.9710*107 435786 0.99973
Acetato de 2-feniletilo 64.931 1.0679*108 8.75295*10¢ 0.99228
Decanoato de etilo 65.821 1.3329*108 -4.76418*10¢° 0.99230
Geraniol 66.362 4.7340%107 -514855 0.99982
Guaiacol 67.068 2.4164*107 -1.2139*10¢ 0.99929
Alcohol Bencilico 67.710 7.0360*106 81476.5 0.99617
Cis-whiskylactona 68.040 9.4578*106 203518 0.99950
2-Feniletanol 69.057 1.1808*107 1.3871*107 0.995067
Acido heptanoico 70.671 8.5163*100 -1.2397%106 0.986357
Trans-whiskylactona 70.864 5.7159*10° 110987 0.999450
4-Etilguaiacol 73.724 2.7036*107 -2.67255*10¢ 0.998687
Acido octanoico 75.090 1.8738*107 2.38555*107 0.992035
2-Etilfenol 75.595 4.8992*107 347050 0.999771
Eugenol 77.493 2.4316*106 -210597 0.995374
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Los resultados provenientes de esta técnica seran utilizados dentro del desarrollo
de esta tesis con varios objetivos, el primero de ellos como medida de control y
seguimiento del proceso de vinificacion. Los siguientes enfoques estan
relacionados con las soluciones que puede generar esta técnica para identificar
las diferencias entre los compuestos aromaticos de los vinos; partiendo de este
punto se pueden buscar correlaciones entre la nariz electrénica y olfatometria.

2.1.2.2. Condiciones Experimentales para la GC-O

La deteccion olfatométrica o snifing GC-O esta disefiado para introducir la
opinién técnica de un evaluador que determine el perfil aromatico de un muestra
a partir de una previa separacion cromatogréfica de la mezcla volatil [20, 21].

La cromatografia de gases es una técnica valida para la clasificacion y
cuantificaciéon de una de una mezcla de volatiles, pero no es ttil para describir
una apreciacion sensorial de la muestra evaluada. Es por ellos que diversos
autores han recurrido a analisis paralelos de GC y olfatometria [22]. Sin embargo
debemos afiadir que este tipo de valoraciones sensoriales presentan dificultades
al momento de juzgar la relevancia de los compuestos volétiles con una
repetibilidad 6ptima. Una posible solucién a esta problemaética se ha conseguido
aplicando las técnicas de dilucién, método que explicaremos al final de este
apartado [23].

La olfatometria es un sistema dual, esto significa que conserva la caracteristicas
de la deteccion instrumental de la cromatografia convencional realizada bien sea
por FID o por MS, y ademds adiciona un segundo puerto detector para la
valoraciéon aromadtica especifica de cada componente previamente separada por
la columna cromatogrédfica. En este sentido, se ha dispuesto en nuestra
investigacion que las condiciones aplicadas con la cromatografia de gases sean
las utilizadas para realizar la olfatometria.

Las medidas de olfatometria las hemos realizado en nuestro laboratorio en un
equipo provisto de una deteccion FID y un acoplamiento para evaluar
sensorialmente los aromas separados por la correspondiente columna. Es
evidente que la solucion ideal habria sido acoplar el sistema olfatométrico en un
equipo GC-MS pero la adaptacién nos parecié viable y sobre todo nos permitié
hacer estas experiencias olfatométricas en Valladolid, bien entendiendo que el
estudio de cuantificaciéon de los compuestos se realizé en la Estacion Enologica
de Haro. Afadir que el sistema FID, atin mas imperfecto que la separacion
magnética, es una suficiente referencia complementaria para la identificacion de
los volatiles, que ademas se podran confirmar con nuestra experiencia sensorial
desarrollada previamente cuando preparamos los compuestos
independientemente para obtener las curvas de calibracién de cada uno de ellos.
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Un 6ptimo desarrollo experimental para la posterior busqueda de correlaciones
entre sistemas requiere mantener el mayor nimero de similitudes posibles. En
concreto, para la olfatometria se ha instalado una columna con las mismas
caracteristicas que la utilizada para la GC-MS (capilar de cristal de silicio
supelcowax de 30m x 0.25 x 0.25 um). Ademas se ha usado el mismo programa de
temperatura especificado en el apartado anterior.

Procederemos hacer referencia a aquellas caracteristicas para las cuales ambos
sistemas son diferentes. En este caso, se empled un equipo de cromatografia
Hewlett Packard HP 4890D, la columna cromatografica fue divida por medio de
un separador de cuarzo para obtener una respuesta simultdnea en el detector
fotométrico de llama (FID) y el puerto de deteccion olfatométrica ODO II
disefiado por SGE (Ringwood, Australia).

En los primeros estudios en los que se empled la GC-O, se evaluaba el efluente
que salia directamente del cromatégrafo. Pero éste era un gas seco y muy caliente,
lo que provocaba la deshidratacion nasal de quienes llevaban a cabo los anélisis.
Ademas de ser un procedimiento sumamente incémodo, disminuia la capacidad
olfativa de los analistas, lo que se traducia en problemas de reproducibilidad. Por
ese motivo, en 1971 se disefié el primer cromatégrafo de gases con detector
olfatométrico, en el que se mezclaba el efluente caliente que salia de la columna
con aire humidificado. Desde entonces se han introducido distintas mejoras y
actualizaciones en la instrumentacion para hacer mas cémodo y ergonémico el
andlisis. En esencia, el sistema aqui descrito es el que se utiliza actualmente en
casi todos los detectores olfatométricos.

El detector olfatométrico consiste en un tubo de aluminio (8 cm x 2,5 cm d.i.) que
se mantuvo a 250°C con un sistema de humidificacion constante. A la salida de la
columna que conduce los VOCs al detector se ubica un panelista entrenado en la
evaluacion de notas arématicas de los compuestos que eluyen de la columna.
Una vez percibido un aroma, este se indica en el cromatograma y se describe la
percepcion olfativa. Ambos detectores se mantuvieron a una temperatura de 250
°C. El FID acttio con una mezcla de hidrégeno (20 ml/min) y aire (250 ml/min) y
como gas auxiliar el nitrégeno a un flujo de 40 ml/min. La Figura 2.3.
esquematiza algunas de las caracteristicas del disefio experimental del sistema
utilizado para el analisis olfatométrico.

Una vez identificados y valorados los compuestos de acuerdo con su actividad
aromatica, se procede a estimar la importancia de cada componente en cuanto al
aporte que hace a la percepciéon global utilizando la técnica de dilucion. Esta
técnica permitié evaluar la percepcién de una aroma desde diferentes grados de
concentracion de la fraccion volatil, ademés de estimar su contribuciéon a nivel
global y la reproducibilidad respecto a los tiempos de retencién. Con relacién a la
medicion del error experimental, se realizaron un conjunto de tres repeticiones
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por cada medida. Por otra parte, el tiempo de evaluacion del panelista por cada
muestra, se decidié que no podia superar més de 20 minutos para prevenir la
fatiga del evaluador.

Figura 2.3. Sistema de andlisis cromatogrifico GC-FID-O

Los compuestos, una vez separados y eludidos de la columna, fueron
cuantificados de acuerdo a sus propiedades aromaéticas. Para distinguir entre
aromas activos e inactivos se defini6 el pardmetro “valor de actividad aromética”
(OAV), que mide la actividad aromaética de un compuesto en una matriz
determinada [24].

El uso de la olfatometria reiteramos supone tener una herramienta capaz de
relacionar el analisis cualitativo y cuantitativo que aporta la cromatografia de
gases con la percepciéon aromética humana. Hasta el momento se han
desarrollado distintas técnicas olfatométricas que recopilan y procesan los datos
obtenidos a través de la GCO, y que se clasifican en cuatro grupos en funcién del
tipo de medida que lleven a cabo: las técnicas de dilucién, las técnicas de
frecuencia de deteccion, las técnicas de tiempo-intensidad y las técnicas de
intensidad posterior [25]. A continuacién daremos explicacién a las dos primeras
técnicas antes mencionadas, las seleccionadas es esta tesis, debido a que sus
caracteristicas son las que mejor se acoplan a los objetivos marcados en este
trabajo.

Técnicas de evaluacion mediante dilucion.

Este tipo de analisis se realizé6 empleando uno de las métodos més conocidos
hasta el momento, (AEDA) disefiado por Grosch y su grupo [26, 27]. El AEDA
permiti6 la evaluacion de la actividad aromatica de compuestos oliendo una serie
de disoluciones del extracto original hasta encontrar el limite de deteccién que se
tiene para cada compuesto.
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La aplicacion del método AEDA requiere la preparacion de un grupo de
muestras cada una de ellas con diferentes concentraciones. Seguidamente, se
mezcla todo el conjunto de muestras para prevenir una sobrevaloracion de las
mismas y se siguen todas las condiciones especificadas en la separacion
cromatografica.

La segunda parte del experimento es la referente a la adquisicion de datos.
Actualmente se dispone de programas que permiten simplificar la adquisicion de
datos. Estos programas se basan en sistemas de reconocimiento de voz para
registrar la informacién que determina el evaluador. Sin embargo, en nuestro
caso la adquisicion se realiz6 manualmente; cuando el evaluador detectaba una
aroma, describia sus respectivas caracteristicas sensoriales y registraba el tiempo
inicial y final de elucién. Cada cualidad era puntuada en una escala categorica
entre 0-3; siendo 0.5 la calificaciéon para un volatil débilmente detectable, 1 poco,
2 moderado, y 3 fuerte.

Algunos de los resultado publicados en la bibliografia dividen el analisis
olfatométrico de acuerdo a la similitud de los compuestos (alcoholes, fenoles,
ésteres, dcidos) para mejor la capacidad de andlisis, en cuanto a la cantidad e
intensidad de los compuestos percibidos [28]. En vista de que el propésito era
buscar correlaciones para la valoraciéon global del vino, se ha realizado un
analisis conjunto aunque ello implicara una posible reduccién del nimero de
compuestos apreciados.

El entrenamiento del evaluador se realizo con una serie de mezclas con los
compuestos citados en la Tabla 2, y siguiendo la técnica de AEDA. Para este
desarrollo experimenta se utilizaron soluciones hidroalcohélicas mezclados con
compuestos volatiles cada vez mas diluidas, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 y 1:1024, hasta
llegar a una dilucién para la que ningtn odorante es percibido. Para asegurar la
repetibilidad de los resultados cada andlisis se realiz6 con tres observadores
diferentes y las valoraciones de los mismos fueron promediadas.

Finalmente, se ha calculado una magnitud que denominaremos factor de
percepcion, este valor depende del compuesto que haya alcanzado la mayor nota
ente el intervalo de compuestos medidos. El factor se calculé dividiendo la
evaluacion de cada compuesto por la mayor nota registrada y de esta manera se
obtiene el olfatograma con los valores caracteristicos de cada vino.

Dentro de esta investigacién, la olfatometria fue utilizada para identificar y
cuantificar solamente los compuestos que son realmente activos desde el punto
de vista de su percepcién aromatica en la matriz volatil del vino [23, 29, 30]. A
partir de esta informacién cuantitativa ha sido posible la construcciéon de un
perfil de aroma general de los vinos analizados y establecer algunas nociones de
las relaciones existentes entre odorantes.

89 Natalia Prieto (astafieda



]mplemen’cacién de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

Técnicas de evaluacién mediante frecuencia de deteccion.

En estas técnicas un panel de analistas analiza un mismo extracto aromatico
mediante GCO. Para cada individuo se registran los tiempos de retencién en los
que se detectan olores y la descripciéon y duraciéon de los mismos. Tras los andlisis,
se determina el nimero de analistas que perciben cada olor, de manera que los
olores detectados con mayor frecuencia son los presentan una mayor importancia
relativa. Esto se relaciona a su vez con una mayor intensidad aromatica. Asi se
puede dibujar un “aromagrama”, un perfil aromatico del producto analizado en
el que se relaciona la frecuencia de detecciéon con los tiempos de retencion.

Los resultados de los diferentes analisis realizados con esta técnica serdn
utilizados para la btsqueda de correlaciones con las sefiales resultantes de la
evolucién realizada con la nariz electrénica al mismo grupo de vinos.

Limitaciones de la GCO

Todas las técnicas olfatométricas desarrolladas al dia de hoy presentan ventajas e
inconvenientes, por otra parte cada una de ellas basa su funcionamiento en
principios diferentes. De este manera, serd mas adecuado emplear una técnica u
otra de acuerdo con los requerimientos que se impongan para seleccionar y
clasificar los odorantes de acuerdo con su potencia y/o su intensidad aromatica
[31].

De forma general, las técnicas mds rapidas son las de frecuencia de deteccion,
mientras que las de dilucién requieren tiempos de andlisis considerablemente
mas largos.

En las técnicas de diluciéon, un analista puede no percibir un odorante en una
dilucién, pero si detectarlo en diluciones superiores [32], motivo por el cual, en
opinién de diversos autores, las técnicas de frecuencia de deteccién son mas
adecuadas a la hora de comparar muestras diferentes o realizar anélisis
cuantitativos [33-35].

Ademads de las limitaciones propias que presenta cada una de las distintas
técnicas olfatométricas, es necesario considerar aquéllas que aparecen por el
hecho de emplear la nariz humana como detector cromatogréafico y que
principalmente influyen sobre la reproducibilidad del analisis [36, 37], como son
el cansancio y la saturacion sensorial que puede sufrir el analista y que afectan
negativamente a la calidad de los datos obtenidos.
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2.2. PANEL DE CATA ELECTRONICO

2.2.1. Nariz electronica

La seleccion del sistema
de concentracion de

VOCs es muy importante

Etapa 1. en el caso de los vinos, ya
Pre- que los sensores son muy
concentracion sensibles al agua y el
Volatiles etanol presentes en el
vino dificultando la
capacidad de
discriminacion del
Procedimiento para el método SPME sistena.
Prototipo de la Nariz
Ftapa 2. electronica
Desorcion de desarrollado por
VOCs en el nuestro grupo de
sistema de investigacion. Sistema
medida formado por una red de
sensores MOS.
Sistema de medida
Adgquisicién y procesamiento Identificacion de las
de datos principales caracteristicas de
las muestras medidas

Etapa 3. 0
Tratamiento g Ll
de datos € | —_—
% -60
0% 7%
Tiempo [s]
Respuesta tipica de los Analisis multivariante para la
sensores MOS clasificacion de muestras

Figura 2.4. Proceso de medida con una nariz electronica
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La Figura 2.4 resume los tres bloques principales que constituyen una nariz
electronica: Sistema de inyeccion, sistema de deteccion, y sistema de
reconocimiento de patrones. Podemos decir de esta manera que es un equipo que
sirve para la caracterizaciéon de VOCs en un conjunto de muestras determinado;
las valoraciones finales pueden obtenerse a través de técnicas de reconocimiento
de patrones.

Ya hemos hecho mencién a una conclusién importante después de afios de
investigacion en el area de las narices electrénicas, la necesidad de disefios
especificos, o al menos de protocolos de medidas que se acomoden a los
requerimientos del tipo de productos que van a ser analizados.

En esta secciéon daremos explicacion a las caracteristicas principales y
metodologia de trabajo llevada a cabo con una nariz electrénica disefiada por este
grupo de investigacién para la valoraciéon de vinos.

Etapa 1. Sistemas de inyeccion

Para transferir los compuestos volétiles de la muestra evaluada arrastradas por
una corriente de N> y aire hacia el sistema de deteccion, se requiere la préactica de
dos procedimientos simultdneamente: el control del flujo de gases y la
preconcentracion de VOCs. La primera de las demandas implica el disefio de una
linea de gases que era capaz de mantener un flujo constante (gases de arrastre
mas volatiles) y la prevenciéon de humedad; en nuestro caso hemos seguido las
caracteristicas sefialadas en la Figura 2.5. Con esta linea de gases se ha
garantizado la estabilidad de las sefiales provenientes de la red de sensores,
ademads una favorecer el arrastre de todos los volatiles durante la desorcion
térmica hasta la camara de sensores; también en estas condiciones podemos
asegurar que no existe contaminaciéon alguna entre una medida y la siguiente
(minimizar el efecto memoria) [39].

Linea de gases

La Figura 2.5. como se mencioné anteriormente, especifica el disefio de la linea de
gases. Esta instalacion estd compuesta de tres bombonas que transfiere los gases
por medio de una red de tuberia de acero inoxidable y cobre (segin sea
requerido) de 1/8 de pulgada hasta llegar a un puerto de inyeccién. De esta
manera se conducen los VOCs a la cdmara de sensores que tiene en su salida un
rotdmetro para la lectura del flujo del gas presente en el sistema.

Concretamente el transporte de los VOCs -desde el sistema de muestro a la
camara de sensores- tiene lugar gracias a un flujo dindmico de un gas portador
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de elevada pureza (Aire, N> de la compafifa Air Liquide). Salvo que se
especifiquen otros requerimientos, en las condiciones experimentales de este
estudio se han utilizado una mezcla de 100 mL.min? de gas inerte (nitrégeno) y
50 mLmin?! de aire. Se mantiene el flujo constante de gases durante toda la
jornada de trabajo en la que se estdn realizando las diferentes medidas.

Diseiio de la linea de
gases

Sistema de medida

Figura 2.5. Linea de gases y sistema de medida

A continuacion se da comienzo con el proceso de transporte de los compuestos
volatiles desorbidos. Una de las particularidades a destacar de nuestro sistema es
el uso el puerto de inyecciéon de un GC (HP4890D) que permite asegurar el
control de temperatura y la repetibilidad del experimento; con este fin la
columna cromatogréfica propia del GC situada en el interior del equipo, ha sido
remplazada por la red de sensores, como se ilustra en la Figura 2.5. La conexion
se realiza utilizando un adaptador de 1/16 a 1/8 de pulgada de didmetro y una
tuberfa de acero inoxidable de 5 cm de longitud (1/16 pulgadas) que une el
puerto de inyeccién del GC con la caAmara donde se encuentra la red de sensores.

Cabe incluir en esta explicaciéon que cuando se utiliza la técnica SPME para la
desorciéon de VOCs se necesita la aplicacion de temperaturas altas bajo una
atmosfera inerte, para asi prevenir la combustion de la materia orgénica,
mientras que el proceso de adsorcion caracteristico de los sensores MOS requiere
para su funcionamiento la presencia de aire. Atendiendo a este requerimiento, el
sistema se disefi6 de manera que el flujo de aire (gas auxiliar) se incorporara en el
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sistema después de la desorcion de los volatiles a elevada temperatura. En este
caso, la conexién consiste simplemente en un tubo de acero inoxidable de 1 cm de
longitud (1/16 pulgadas &) con tres salidas [40, 41].

Preconcentracion de VOCs
Microextraccién en fase sélida (SPME)

Una vez establecidas todas las condiciones concernientes a la linea de gases
podemos continuar con la descripcién de la técnica usada para la extraccion,
concentracion y desorciéon de los volétiles que seran valorados con la nariz
electronica. En este punto hemos de recordar el contenido relacionado con el
método SPME descrito en apartado 2.1.2, donde se especificaron los parametros
programados en un automuestrador para la inyecciéon de la fase gaseosa de una
muestra de vino con un equipo de cromatografia. A diferencia de la GC, tenemos
que este dispositivo sensorial requiere una preconcentracién manual, y por tanto,
es muy importante el adecuado control de todas las condiciones de trabajo para
alcanzar una reproducibilidad aceptable.

Aun asi, el procedimiento experimental es practicamente el mismo para ambos
casos. Es necesario entonces comenzar con acondicionamiento de la fibra,
seguido por la extraccion de los VOCs de interés y finalizar con la desorcién e
inyeccion de los compuestos quimicos en la cdmara de sensores de la nariz
electrénica.

El acondicionamiento de la fibra se realiza para prevenir contaminaciéon en el
analisis, esta limpieza consiste en dejar la fase estacionaria del sistema a una
temperatura de 280°C durante una 1 hora.

A continuacién, para la extracciéon de volatiles se utiliza un vial para una
capacidad de 10 ml colocando una cantidad de 3ml de vino en un bafio
termostatizado a 40°C durante 10 minutos. Durante este intervalo de tiempo, la
disolucién permanece en agitacion homogénea a 700 r.p.m, para facilitar la
transferencia de los analitos desde la matriz hasta la fase estacionaria de la fibra
[42]. El control de temperatura y agitacién se efecttia con un agitador magnético
(RCT Basic IKA WERKE) y una barra imantada. Los periodos de tiempo y
temperatura determinados para propiciar la adsorcion de volatiles son iguales a
aquellos especificados en la cromatografia de gases.

Una vez han sido extraidos los VOCs, se procede a su desorcién térmica en el
puerto de inyecciéon del CG. Esta etapa consta de dos fases, la primera de ellas,
denominada en esta investigacion como fase de secado, en la cual los restos de
agua y etanol débilmente adsorbidos en este tipo de fibra se eliminan colocando
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la fibra en el puerto de desorcién secundario de GC, durante un minuto con un
flujo de 33 mLmin a 50°C (los compuestos desorbidos en esta fase se descartan).
A continuacién, en la segunda fase de desorcion, los volétiles se desorben a una
temperatura de 300 °C (si no se especifica otra temperatura) durante 10 minutos.
El septum utilizado en el portal de inyeccién estd previamente perforado para
evitar la ruptura de la fibra (Termogreen LB-2, Supelco). Seguidamente, los
VOCS son arrastrados, mediante un flujo controlado de 100 ml.min? de
nitrégeno, hasta la cAmara de sensores; en una fase intermedia, a la corriente de
compuestos quimicos y nitrégeno, se inyecta un flujo de 50 mLmin? de aire.
Finalmente, esta mezcla de gases es conducida hasta la cAmara de sensores, lugar
donde se produce la interacciéon entre los sensores y la fase volatil del vino. Este
mecanismo serd comentado a continuacién.

Etapa 2. Sistema de deteccion

Figura 2.6. Diserfio del sensor.

N &
Sensores de la serie Sensores de la serie Sensores de la serie Sensores de la serie
SB fis SP fis TGS-2600 TGS-800

Figura 2.7. Vista desde arriba del elemento activo captado con un SEM Jeol JSM820 una vez
eliminado el sistema de proteccion del sensor.

El segundo bloque del sistema es el relacionado con la red de sensores quimicos
inespecificos, lo cuales son capaces de suministrar sefales caracteristicas para
cada aroma. El término quimico se usa para dar a entender que el dispositivo es
capaz de cambiar algunas de sus propiedades quimicas y consecuente
modificacion de su resistividad eléctrica cuando se expone a la interaccién con
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compuestos volatiles. La Figura 2.6. y 2.7. esbozan el disefio habitual para un
sensor MOS vy las caracteristicas del material sensible por cada tipo de sensor.

Descripcion de la red de sensores.

Tabla 2.2. Relacion de sensores utilizados para la caracterizacion de vinos.

. . Elemento | Caracteristicas 1.Resistencia
Referencia Compaiiia o
mayoritario elemento calefactora/
activo 2.Hilo Conductor
SP-31
P Sustrato 1. pelicula gruesa
SP-15 delgado de | de 6xido de
SP-MWO0 dimensiones 2 | rutenio o platino.
mm X 2 mm
SP53 de A1203
SP-19
SP-12A
fis Sn0O;
SP-MW1
SB-AQ4A
0.5 mm x 0.3 Platino
5B-95 mm en forma
SB-11A de ovillo
SB-50
SB-AQIA
TGS-2600 Sustrato de A1203 que tiene
embebido en su interior la
TGS-2610 Me/zglas de resistencia calefactora. Tiene una
TGS-2611 oxidos geometria en forma de cruz de 300
TGS-2620 Figaro um para cada brazo.
TGS-880 - Un sustrato de A1203 de geometria
cilindrica 10 mm. resistencia
TGS-822 5n0; calefactora en el interior
TGS-826 WO3

En resumen, esta tabla 2.2. especifica los cuatro diferentes tipos de sensores

clasificados de acuerdo a su disefio de fabricacién: Figaro y Fis. Dentro del grupo
de los sensores Figaro se tienen dos categorias, la serie 8 y 2000. Para el grupo de
los sensores Fis se dispone de las series SP y SB. Las principales diferencias entre
los sensores se deben el espesor del material sensible, el posicionamiento y la
forma de la resistencia calefactora.
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Camara de sensores

Respecto a otras condiciones técnicas, en esta investigacion y para alojar los
sensores se ha disefiado una cdmara termostatizada de acero inoxidable con una
capacidad de 75 cc. Como se puede observar en la Figura 2.8. esta cAmara consta
de sendas tapas donde se colocan los sensores. El cierre hermético de ambas
partes se consigue gracias a una junta toérica de 3 mm . Ademads, la tapa posee
conectores eléctricos y un circuito impreso (donde se posicionan los sensores)
que permite la transmision de datos desde la cdmara hasta el ordenador.

Figura 2.8. Disefio de la cdmara de sensores: Tapa superior con el circuito impreso en el
parte exterior; Junta torica; Caja de acero inoxidable; Sensores; Tapa inferior.

La camara de sensores se ha colocado en el interior del cromatégrafo para evitar
las oscilaciones de su resistencia eléctrica con la temperatura ambiental. La
camara se ha mantenido durante todas las experiencias a 50°C, temperatura
aconsejada por los fabricantes de este tipo de sensores

Etapa 3. Adquisicion de datos.
Como se ha indicado en los parrafos anteriores, ha sido disefiado un circuito

eléctrico para el registro de los datos y para garantizar la temperatura de trabajo
de los sensores. En esta investigacion, ha sido necesario disefiar dos circuitos
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eléctricos diferentes en funcién de las especificaciones de los fabricantes de los
sensores, Figaro y Fis.

Figura 2.9. Adquisicion de datos. Registro del cambio en la resistencia en funcion del
tiempo

El circuito electrénico necesario para la medida entre los extremos de los sensores
Fis se muestra en la Figura 2.10. Como se observa en esta figura, la diferencia de
potencial en la resistencia del sensor es directamente proporcional a la variacién
relativa de la diferencia de potencial de la resistencia auxiliar. En efecto:

- ~V,)-(5-V —(V, -V v v
AVS:wxlOO:1 G-Va)=(6-Vio) x100 =, MxlOOxiz—AVA AO
Vso 5V, Vi 5V, 5.V,

(1) Vi=Va+Vs=5V=Vs=5-V,
(2) Multiplicando y dividiendo por Vao

siendo, V1, la diferencia de potencial total del sistema (5V); Vso, la d.d.p. del
sensor en el instante inicial; Vs, la d.d.p. del sensor en el instante t; Vao, la d.d.p
de la resistencia auxiliar inicial; V4, la d.d.p de la resistencia auxiliar en t y AVs, la
variacion relativa del potencial registrado por el sensor; AV, la variacion relativa
del potencial de la resistencia auxiliar.

Rg: resistencia del sensor
Ra: resistencia auxiliar
V: Tension total

v: Tension de salida

Figura 2.10. Circuito eléctrico de los sensores de la compaiiia FIS.

En el caso de los sensores Figaro, y también de acuerdo con las especificaciones
del fabricante, requieren un sistema electrénico no muy diferente al de los
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sensores de la companfa FIS Inc. (Figura 2.11). Repitiendo el mismo
procedimiento que en el caso de los sensores FIS, se tiene que la diferencia de
potencial existente en la resistencia del sensor es proporcional a la diferencia de
potencial de la resistencia auxiliar Ra. Aunque, como se puede observar, el
término de proporcionalidad ha de modificarse debido a las diferencias en el
circuito electrénico, resultando:

5-V,o
Vo

1
SVI
?

Figura 2.11. Circuito eléctrico de los sensores de la compariia Figaro.

En todos los casos, con ayuda de una fuente de alimentacién estabilizada en una
disposicién como la indicada en las figuras 2.10 y 2.11, se aplica una diferencia de
potencial de 5 V entre los extremos del circuito. Ademas, esta fuente alimenta el
sistema de calefaccion del sensor que hace que se mantenga a su temperatura
6ptima de funcionamiento. Reiteramos que la diferencia de potencial en los
extremos de los sensores se mide indirectamente en ambos casos a través de una
resistencia auxiliar o resistencia de polarizaciéon (Ra) en serie con la resistencia
del sensor (Rs).

En este trabajo se ha procurado en todo momento que el valor de cada una de las
resistencias auxiliares fueran lo més parecidas a la resistencia inicial que presenta
el sensor, de esta forma, la diferencia de potencial inicial de la resistencia auxiliar
es en torno a 2.5v y las curvas registradas estardn tan sélo invertidas respecto de
la forma habitual que tienen -debido al coeficiente de correccién que multiplica a
AVa para obtener AVs-. Ademads, se ha comprobado que con resistencias por
debajo de este valor se obtienen sefiales algo mas intensas, pero con un peor
grado de reproducibilidad; por el contrario, resistencias més elevadas conducen a
seflales mucho mas pequefas con menor grado de reproductividad [14].

El procedimiento experimental, desde que los sensores se conectan a la fuente de
alimentacion hasta la toma de los datos, consta de las siguientes etapas:

I. Estabilizacion del sistema de medida durante 48 horas que se alcanzan
con una mezcla de nitrégeno (100 mL.min-1), aire (50 mL.min-1) y la
fuente de alimentacién conectada.
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Figura 2.12. Diserio adquisicion de datos

II. Adquisiciéon de los datos un minuto antes de la inyeccién de los volatiles.
En esta etapa, la medida de la diferencia de potencial en los extremos de
los sensores se realiza a través de la tarjeta de adquisicion de datos de
Nacional Instrument (PCI-6013) insertada en la placa base de un
ordenador, de acuerdo con el disefio que aparece en la Figura 2.12.

III. Mediante el software “NARIZ”, programado por nuestro grupo en Visual
C++, y gracias a las funciones de biblioteca de “National Instrument”, se
registra y visualiza en tiempo real la diferencia de potencial de los
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distintos sensores (Figura 2.13). El intervalo de muestreo utilizado es de
0.5 s durante 15 minutos, salvo que se especifiquen otros intervalos.

Este software a su vez transforma los valores de la diferencia de potencial
de los sensores en porcentaje de resistencia relativa -en formato
compatible de EXCEL- [43]. Las ecuaciones que se aplican para dicha
coversion de los datos son las siguientes:

5(AV —
5(AV,) 1 AR, = (AV,) 1
ARs ==y 75 5-V,, (1+(aV,)
o | 2 (AV,) -1
VAO /
SENSORES FIS SENSORES FIGARO
R-Ro
AR, =
Ro

Donde AR esta definido como la resistencia relativa de los sensores, expresada en
términos de la resistencia basal R, (en ausencia de aromas); Vao, la d.d.p. de la
resistencia auxiliar inicial y AV, la variacion relativa del potencial medido en la
resistencia auxiliar.

7+ Sin titulo - nariz -2 x|
Archivo Editar Ver Ayuda Configuracidn Datos

SR

° : | | | : : | | : —tgsB880
: i : ' i o —thZGOO
tgs822
tgs2610
tgs2611
—tgs825
—tgs2620
—tgsB826
—sp31
—sbaqgla
—spl19
—sh50
—sb85
: spi15a
B ] ——sbiia
3 —spmwi

0 900

Preparan R
M nicio |J & 5o H BAsin titulo - nariz BN 1423

Figura 2.13. Representacion tipica de la adquisicion de datos. Cambio de la resistencia
de la red de sensores en funcion del tiempo.

IV. A partir de los valores de la resistencia relativa en funcién del tiempo,
mediante una hoja Excel, calculamos la resistencia méxima (altura de pico)
y los pardmetros dindmicos de cada sensor [44]. Una vez realizados las
medidas y calculos pertinentes, un segundo programa extrae las
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caracteristicas importantes y aplica algoritmos de reconocimientos de
patrones, métodos que seran detallados en el apartado 2.3.

2.2.2. Lengua electrénica

Sistema de deteccion

La lengua electrénica empleada para el desarrollo de esta investigacion tiene
como electrodos de trabajo, sensores basados en una nueva familia de elementos,
conocidos como electrodos modificados quimicamente (CME) [45].
Especificamente la red ha sido formada con sensores con base de pasta de
carbono, que denominaremos CPEs, elaborados de manera manual y con las
caracteristicas que se expondran a continuacion.

Electrodos de Pasta de Carbono (CPE)

Respecto a la fabricacion de los sensores utilizados durante esta investigacion, se
ha trabajado esencialmente con un formato de sensor basado en CPEs
macroscopicos o “de jeringa” (Figura 2.14). El material sensible esta formado por
un solido que generalmente es grafito, un liquido orgdnico mas o menos viscoso
de caracter no electrolitico y el correspondientes modificador o dopante [45-47].

Figura 2.14. Micrografias de un CPE sin modificar de jeringa; aspecto
macroscopico; micrografias opticas de la superficie del electrodo.

El grafito es el material conductor por excelencia en la fabricacién de pastas de
carbono, comercialmente se expide en forma de polvo con un tamafio de
particula micrométrico (entre 5 y 20 pm), uniformemente distribuido. Numerosas
empresas de productos quimicos disponen de diversas variedades de grafito en
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polvo, por lo que la posibilidad de adquisicién es sencilla. Las propiedades
ofrecidas por las mezclas de grafito de calidad espectroscépica y aceites
parafinicos (Nujol®) han resultado ser suficientemente satisfactorias en infinidad
de aplicaciones. La presencia del agente conglomerante como el nujol, ralentiza el
proceso de transferencia electrénica en comparacién con el uso de electrodos de
constitucion homogénea [48, 49]. Con respecto a las partes constituyentes, la
Tabla 4 relaciona los elementos utilizados en la elaboracién de los CPEs.

En cuanto a los compuestos organicos electroactivos, han sido incluidos una
variedad de moléculas sensitivas, incluyendo ftalocianina, ferrocenos y perilenos
debido a sus propiedades electroactivas complementarias. Concretamente, se han
empleado bisftalocianina de lutecio (LuPcz) un compuesto analogo sustitucién de
la anterior con 8 grupos tercbutilo (LuPcx) y una monoftalocianina, la
ftalocianina de cobalto (CoPc). En el caso de los perilenos, se han seleccionado el
N,N’-bis (piperidinometil)-3,4,9,10-perilenobis (dicarboximido)(BpPTCD), el N-
octil-3,4,9,10-perylenobis  (dicarboximida)(OcPTCMI) y el N-butil-3,4,9,10-
perylenobis(dicarboximida)(BuPTCMI). Se han incluido ademas en la red, dos
sensores sin modificar; CPE y un electrodo de Platino [50].

Tabla 4. Productos utilizados como componentes de las pastas de carbono utilizadas

Elemento Producto empleado
constituyente

Matriz Grafito (Ultra Carbon Corp. USA); grado espectroscépico)

conductora del | Nanotubos de carbono (Nanoledge [12]; SWNT 40%:
electrodo MWNT 95%)

Tinta de carbono C2000802D12 (Gwent Electronic

Materials) [13]

Aceite Nujol® (Aldrich; densidad=0.862) Aceite de silicona: DC
conglomerante | 200 polidimetilsiloxano (Fluka; densidad=0.965)
Disoluciones EPDM2/ ciclohexano y EPDM/ o xileno
Modificador | - Sélidos en polvo de los compuestos organicos
electroactivos seleccionados.

- Modelos redox clasicos: ferroceno (Fluka), hidroquinona
(Aldrich), ferrocianuro potasico (Aldrich), etc.
- Muestras de vino en si

La mezcla de los materiales fue llevada a cabo mediante molienda de los sélidos
en un mortero de agata, ya que los materiales suministrados o bien sintetizados
en nuestro laboratorio eran polvos o cristales de tamafio reducido. De esta
manera se obtuvo un tamafio de particula lo mas reducido posible y una pasta
convenientemente homogénea. El proceso de modificacion electroactiva de la
pasta comienza con la mezcla del compuesto organico en la menor cantidad de
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disolvente necesario, adicion controlada, y agitacién constante (manual o en bafio
de ultrasonidos), sobre la cantidad apropiada de pasta de carbono.

Instrumentacién electroquimica.

Para llevar a termino las medidas con el conjunto de sensores preparados de
acuerdo a las anteriores condiciones, se ha empleado una celda electroquimica
voltamétrica, configurada por un recepticulo que contiene la disolucién o
muestra bajo estudio y tres electrodos (referencia, auxiliar o contraelectrodo y
trabajo). Todos los experimentos de caracterizacion, puesta a punto y medidas
con los sensores se han llevado a cabo empleando un potenciostato/galvanostato
de la empresa EG&G Princeton Applied Research [51], modelos 263A, controlado
por el software M270, que opera dentro del entorno MS-DOS.

Electrodos de referencia.

Esta constituido por un hilo de Ag recubierto por una fina capa de AgCl
depositada electroquimicamente o bien por inmersiéon del hilo en la sal de plata
fundida. Este es el electrodo méas empleado para experimentos electroquimicos
en medio acuoso, entre ellos lenguas electrénicas [52, 53] debido a su simpleza,
relativo bajo coste, estabilidad, robustez y nula toxicidad.

Electrodos auxiliares.

Se han utilizado distintos tipos de electrodos de Pt como contraelectrodos, en
funcién del tipo de electrodo de trabajo a emplear. Se utiliza este material debido
a su buena estabilidad e inercia quimica y electroquimica. Cuando se emplearon
los sensores CPE, al igual que en el caso de las celdas, el contraelectrodo
acompafiante dependia del drea del formato de CPE empleado, bien un hilo de Pt
de 1 mm de didmetro y 6 cm de longitud, recubierto por una disolucién 0.1 M de
KCly separado de la muestra por una placa de vidrio poroso, o bien una placa de
Pt de dimensiones relativamente elevadas (70x50 mm?2).

La influencia ejercida por el electrodo de trabajo en la elecciéon de la dimensién
del electrodo auxiliar se debe a la naturaleza del experimento voltamétrico, en el
cual se generan flujos de corriente que han de pasar por ambos electrodos, de
manera que la densidad de dicha corriente ha de ser la misma en ambos casos,
para asi evitar problemas experimentales asociados a procesos electroquimicos
no controlados (burbujeo de gases generados por electrélisis del disolvente, etc).
Esto se consigue empleando un contraelectrodo de dimensiones comparables o
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superiores al de trabajo, descartando asi contribuciones a la corriente tnica
propia del circuito eléctrico en serie de la celda.

Electrodos de trabajo

Los electrodos de trabajo, son los responsables de evaluar las caracteristicas
electroquimicas del medio bajo estudio. Como se ha venido citando a lo largo de
este apartado son sensores construidos utilizando como soporte una jeringuilla
de PVC de 1 mL de capacidad donde se ha depositado la pasta de carbono, lo que
le confiere unas buenas propiedades como electrodo de trabajo, ya que los
procesos electroquimicos tienen lugar en la interfase creada entre superficie
electrédica y disolucion. En este sentido, esta superficie favorece la acumulacién
de analitos para su deteccién, aunque consecuentemente se necesita una
renovacion de dicha superficie activa.

Potenciostato/galvanostato.

En un experimento voltamétrico, un potenciostato es un dispositivo electrénico
que controla la diferencia de potencial existente entre el electrodo de trabajo y el
electrodo de referencia, siendo la variable controlada el potencial de la celda y la
variable medida, la corriente generada tras el paso de dicho potencial como
consecuencia de los procesos redox que sean o no producidos. El sistema se
encarga de efectuar este control por inyeccién de corriente eléctrica en la celda
electroquimica a través del electrodo auxiliar.

Para mantener el electrodo de trabajo a un potencial constante, debe evitarse que
circule corriente por el electrodo de referencia, ya que cambiaria su potencial, por
lo que se incluye el electrodo auxiliar como tercera unidad, que hara las
funciones de generador o sumidero de electrones en funcién del potencial
oxidante o reductor que se esté aplicando al electrodo de trabajo, el cual es
programado por el potenciostato en forma de barrido respecto del tiempo. Este
puede ser implementado de diversas formas (barrido lineal ciclico, pulsado, en
onda cuadrada, etc.).

Potenciostato/galvanostato EG&G PAR 263A. Se trata de uno de los equipos
mas empleados en los ultimos afios, tanto en electroandlisis como en otros
muchos estudios afines (corrosién, etc.), permitiendo trabajar ademas en modos
potenciostato o galvanostato. Entre sus especificaciones experimentales maés
importantes, podemos resaltar las siguientes:

- Potencial de salida: 20 V.
- Corriente de salida: 20 mA.
- Rango de barrido de potencial: 16 V.
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- Rapida y notable capacidad de adquisicién de datos: 30 s.

Tales potenciales y corrientes de salida otorgan al EG&G 263A gran capacidad de
aplicacion. Este equipo permite trabajar en el rango de 100 nA (en escala total), lo
que indica sensibilidad al nivel de nanoamperios. Ademads, bajo control via
software, es posible acceder a rangos de intensidad de 1 y 10 nA, con
resoluciones de hasta 2 pA.

2.2.3. Ojo electrénico

Espectrometria UV-Visible. Condiciones experimentales

En nuestra investigacion, el color de un vinos se midi6 mediante técnicas de
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS), a partir de los evaluaciones
recogidas en la zona espectral de 380nm a 780 nm [54]. La informacién derivada
de los espectros UV-Vis fue posteriormente procesada a través de las ecuaciones
CIE hasta obtener las correspondientes coordenadas colorimétricas. Las medidas
se realizaron en un equipo Shimadzu UV-Vis 2101. Para evitar problemas de
saturacion de la sefal, se utilizaron cubetas de cuarzo de Imm de espesor.

Pardmetros CIELab. Software de Andlisis

Una vez registrados los espectros, se aplicé un software de transformacién de las
sefiales espectrales en las coordenadas CIELab (L, a*, b*, C, H, S) utilizando un
programa disefiado por nuestro grupo de investigaciéon en un software Matlab
version 7.2.0.232 [14]. Todos estos pardmetros fueron importantes para analizar
cada etapa de los procesos de vinificacién y dar una explicaciéon a los diferentes
fenémenos vinculados a las modificaciones colorimétricas que se presentan
durante su elaboracién. Ademads, han servido para obtener una consideracién
global de las muestras estudiadas usando correlaciones hechas con andlisis
mutivariantes.

2.3. ANALISIS DE LOS DATOS

Durante el desarrollo de este capitulo han sido explicadas las técnicas
experimentales disefiadas por nuestro Grupo de investigacion en Sensores y
utilizadas para conseguir la caracterizacién organoléptica de los diferentes vinos.
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Llegados a este punto hemos de explicar las posibilidades y limitaciones de los
métodos quimiométricos necesarios para aprovechar toda la informacién
proveniente de cada uno de los sistemas. Ademds pretendemos contribuir a
demostrar que estos métodos de trabajo podrian ser un soporte para el
conocimiento y comprension de los diferentes procesos en la elaboracién de
vinos.

Por lo tanto, comenzaremos por definir cada uno de los pasos del andlisis
exploratorio, para asi tener la oportunidad de especificar como se realiz6 la
seleccion de pardmetros y el ajuste de los métodos para las aplicaciones
particulares que son requeridas. El avance més importante que hemos propuesto
en este punto de la investigacion ha consistido en aplicacion de métodos
estadisticos que permitan retener mayor cantidad de informacién y conseguir
que nuestros sistemas de caracterizacion sensorial electrénicos asocien
informacién cualitativa y cuantitativa acerca del caracter gustativo de nuestras
muestras.
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Figura 2.15. Esquema general de los resultados obtenidos para la caracterizacion de vinos

La Figura 2.15 ejemplariza el tipo de sefiales generales que hemos obtenido en
nuestra investigacion al realizar una valoraciéon mediante espectroscopia,
cromatografia, olfatometria o una red de sensores. Observando estos conjuntos
de variables es posible hacernos a una idea de los retos marcados, desde los
relacionados con el pretratamiento y seleccion de variables hasta la parte
concerniente con el andlisis clasificatorio, para el cual en primer lugar es
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necesario asegurar que no existe ninguna sobrevaloraciéon de pardmetros
obtenidos en cada evaluacién. Especialmente cuando intentamos realizar un
analisis global de las muestras de vino, donde debemos precisar que cualquiera
de las técnicas tenga el adecuado peso e influencia en la diferenciacion de las
muestras respecto a la problemaética evaluada.

Es necesario resaltar una vez mas la complejidad que tiene el tipo de muestra que
se estd evaluando en esta investigacion, como es el vino. Una matriz de esta
naturaleza, en la cual s6lo alrededor del 2% de su composicion es la encargada de
marcar las diferencias entre variedades [35], necesita de métodos capaces de
valorar la influencia que causa el cambio de un pardmetro cualquiera durante su
proceso de produccién en las sensaciones perceptibles, en que consisten dichos
cambios y el impacto que podrian tener en la percepcion del consumidor sobre la
calidad del vino.

2.3.1. Pretratamiento de las senales de la nariz electrénica

En nuestra investigacion se ha seleccionado como algoritmo la variacion relativa
a la resistencia de cada sensor. Mediante esta medida relativa de la sefial se
consigue que todas las sefales provenientes de los sensores presenten el mismo
origen, y de esta manera se puede realizar facilmente un estudio comparativo
entre los diferentes sensores ante una muestra de aroma. Ademds, es un
pardmetro facil de implementar y es adimensional. Una vez que se conoce la
respuesta de los sensores se procede a extraer los pardmetros mas representativos
de la misma. La eleccién de estos parametros es clave, ya que si no son elegidos
adecuadamente, el tratamiento de datos nos proporcionaria una informacién no
apropiada, o lo que es lo mismo, tendriamos serios problemas en la etapa de
clasificacion de las muestras.

Como ya se sabe, la sensibilidad o resistencia relativa de un sensor estd
intimamente relacionada con los procesos cinéticos que tienen lugar en su
superficie, es decir, con la velocidad de adsorcion y desorciéon y de las
consecuentes reacciones entre las especies activas de la superficie del sensor y un
determinado aroma (propiedad especifica de los sensores). En esta investigacion
se han seleccionado como variables més representativas de la respuesta de la red
de sensores la altura de pico y los pardmetros dindmicos: tiempo de adsorcién
(To9) y de desorcion (to1) [44].

Existen otros parametros que se pueden extraer de la respuesta del sensor; sin
embargo, la practica comin en nuestro grupo es la utilizacion de un solo
pardmetro de esta curva para dar una informacién suficiente sobre el
comportamiento de los sensores frente a un determinado aroma [55].
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A partir de los datos de resistencia relativa, mediante una hoja de EXCEL, se
calcula el valor del maximo del pico y los parametros dindmicos (to9 y to1). De
todos estos parametros, inicamente el valor maximo de la altura de pico (por
sencillez) es la que se ha utilizado en el tratamiento multivariante.

Casi todos los sensores de aromas requieren un periodo de estabilizacién inicial
antes de ser utilizados para realizar medidas. En este periodo, el sensor equilibra
sus condiciones de funcionamiento (p.e. temperatura, humedad y gas portador).
Pero a pesar de esta etapa de acondicionamiento, los sensores de gases presentan
variacion de la linea base en el tiempo (drifts) [56, 57]. Estos cambios en el valor
de la resistencia de la linea base a lo largo del tiempo estdn frecuentemente
asociados con la contaminacién o envejecimiento de los sensores.

La variacién de la linea base en el tiempo debida a la contaminacién, puede ser
evitada en gran parte mediante una seleccion cuidadosa de los materiales
sensores, controlando la temperatura [58], recurriendo a métodos multivariantes
[59-61] o mediante la no utilizaciéon en la linea de arrastre de los gases de
contaminantes conocidos para los Oxidos semiconductores (siliconas y
compuestos sulfurosos)[44].

Previamente al tratamiento de datos, y con el objetivo de tener estudios
comparativos en el tiempo, se ha considerado importante calibrar el valor
méximo del cambio de resistencia de los sensores cuando se inyecta un vino
sintético, el cual puede ser preparado y valorado todos los dias durante el
trascurso de una serie de experimentos. Se emplean dos métodos; el primero de
ellos se denomina método multiplicativo [62]. Este método estd basado en el
empleo de una muestra de referencia (en nuestro caso el vino artificial) que se
utiliza para recalibrar la respuesta de los sensores MOS frente a muestras
desconocidas utilizando la ecuacién:

AR max
altura = ———2 x ARm,, (4.4)

Rmax,,

siendo, ARmax;1, el valor de la resistencia relativa del sensor 1 al patrén el dia 2;
ARmax1i, el valor de la resistencia relativa del sensor 1 al patrén el dia 1; ARmzy, el
valor de la resistencia relativa del sensor 1 a una muestra problema medida el dia
2. Cuando el cambio en resistencia relativa de los sensores superaba el 10%, el
sensor era reemplazado por uno nuevo.

En segundo lugar, se utiliza un método multivariante [63], que asume que la
deriva es la misma para todas las medidas. Luego, conociendo la direcciéon de la
deriva en unas muestras de calibracién (vino artificial) es posible minimizar la
deriva de las muestras problema aplicando la ecuacion:
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T
cal

X compensacion.deriva =X- (X * Vcal )V
Aun existe otro factor que modifica la respuesta de los sensores a un mismo
aroma en un periodo corto de tiempo: el agotamiento del material adsorbente
empleado en el sistema de preconcentracion (ya sea la fibra en SPME o la trampa
en el sistema PT). Ello obliga a calibrar el sistema siempre que se quieran efectuar
estudios comparativos en tiempos largos (como es el caso que nos ocupa). En
nuestro caso, existe un protocolo de limpieza de la fibra, anteriormente
mencionado, el que también especifica que la fibra no puede ser utilizada para un
nimero mayor a 100 extracciones. Por otra parte cuando todos los sensores
presentan un cambio significativo a la inyeccion del vino artificial, la fibra es
reemplazada por una nueva.

Una vez seleccionadas las variables, minimizado la deriva de la linea base y
calibrada la sefial de los sensores se construye la matriz de datos correspondiente.
Cada columna de la matriz de datos estd constituida por las variables (V)
seleccionadas. Y, en las filas se representa los objetos o muestras utilizadas (M).
Como consecuencia, cada fila de la matriz de datos estd constituida por las
respuestas de las distintas variables a las diferentes muestras. En nuestro caso, el
ntmero de variables y objetos empleados en el tratamiento estadistico es elevado,
lo que implica un tratamiento estadistico con matrices n-dimensionales (Vvariables X
Mmuestras)«

Vj. Vi Vk
Ml —> Xll X12 Xl3 Xlk
Cada xnk representa el valor que toma
M2 —» X21 X22 X23 X2k nk p q
la variable k-ésima para la muestra n-
Mn = [Xp1 X2 Xpz .o Xk ésima.

Previamente a la aplicacién de técnicas estadisticas multivariantes se recomienda
la normalizacién de los datos por diferentes razones, tales como la simplificacién
de los resultados y la correccién matemaética de los problemas inherentes a las
sefiales. El pretratamiento dirigido hacia la dltima de estas ideas se puede dividir
en preprocesamiento de fila y de columna.

El pretratamiento de fila opera exclusivamente en cada linea de sefiales (las filas
de la matriz de datos), independientemente de las demaés. El preprocesamiento
de columnas, en cambio, actda individualmente en cada una de las variables de
la medida (columnas de la matriz de datos). Dos procedimientos globales han
sido aplicados a los datos de la nariz electrénica entre los distintos métodos de
normalizacién existentes (sustraccion de sefal de fondo, centrado de datos,
autoescalado, promediado de la sefial, etc.). En esta investigaciéon se ha
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seleccionado como pretratamiento de fila la transformacién por medio de una
variable aleatoria normal estandar (SNV) y como pretatamiento de columna el
método de autoescalado.

Pretratamiento de fila: Variable aleatoria normal estdndar (SNV)

Una discusién mas profunda de cada tipo de pretratamiento tendré lugar cuando
comencemos a estudiar las sefiales resultantes de la lengua electrénica (apartado
23.2), para las cuales el efecto de las diferentes combinaciones entre
pretratamiento de fila y columna es mas significativo [64]. Sin embargo, entrando
en consideraciones generales este preprocesamiento corrige las variaciones
sistematicas y efectos globales en la intensidad de una sefial.

La transformacion por medio del método de la variable aleatoria normal estandar
también es conocida como autoscaling de filas, la aplicaciéon de este método es
bastante comun en espectroscopia [65]. Con esta técnica cada sefial y; es centrada
dividiendo sus valores por la desviaciéon estandar (s;). Los valores de la
transformaciéon SNV son obtenidos por medio de la siguiente ecuacion:

Yi—Yi
z; =———
S.

Donde z;; es la variable normalizada; V, , es la medida de la variable y.

Pretratamiento de columna: Autoscaling
En este caso el preprocesamiento de los datos de una variable se realiza restando

la media de la variable y dividiendo por su desviacion tipica, de acuerdo a la
expresion [66]:

donde zj, es la variable normalizada; xj, es la variable sin normalizar; X;, es la

media de la variable x, s; es la desviacion tipica de la variable.

2.3.2. Pretratamiento de las sefiales de la lengua electrénica

En este punto pretendemos explicar métodos quimiométricos que permiten
mejorar las aplicaciones de la lengua electronica en la industria enoldgica, esto
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nos obliga un poco a profundizar en las descripciones tanto a nivel
electroquimico como desde el punto de vista quimiométricos.

A diferencia de lo que ha ocurrido con la nariz electrénica, las sefales
electroquimicas son mas complejas desde el punto de vista de tratamiento de
datos, es por ello que nos extenderemos un poco mas en la discusion relacionada
con el preprocesamiento de la curva, y una posterior seleccion de variables
capaces de describir las caracteristicas generales del voltamograma [67].

Pretratamiento de filas.

Nos volvemos a referir en primer término al tratamiento de fila, que para este
caso ademas del método SNV, se han estudiado otras posibilidades como los son
el centrado de datos, suavizado de datos usando la primera y segunda derivada
y diferenciacién entre el barrido anddico y catédico.

Pretratamiento de columna

En lo que respecta al pretratamiento de columnas, en el caso de la lengua
electronica estos métodos son principalmente utilizados para corregir las
diferencias entre las intensidades registradas por cada sensor. Se realizado un
estudio para conocer cual es combinacién optima entre pretratamiento de fila y
columna, ya que desafortunadamente no se existen reglas que determinen qué
operaciéon de transformaciéon deber emplearse segtun el tipo de problema a
resolver. En este acaso ademds de la técnica de autoscaling aplicada para los
sensores de la nariz electrénica se ha utilizado la técnica del centrado de datos.

En el método de centrado de datos a cada variable se le sustrae el promedio de
cada columna, los valores del centrado de columnas se obtienen mediante la
siguiente ecuacion:

Ziy = X% =X
donde zj;, es la variable normalizada; x;j, es la variable sin normalizar; X;, es la

media de la variable x.

El paso previo al ejercicio de las técnicas de reconocimiento de patrones, tras la
aplicacion del escalado es la seleccion de variables. Los voltamogramas
seleccionados estan constituidos por un total de 920 puntos cada uno,
correspondientes a pares de valores intensidad-potencial. Como es de suponer, este
elevado nimero de variables registrado, incluido en una tnica medida, daré
lugar a un inconmensurable conjunto de variables, més atin si se colectan sefiales
de n muestras diferentes con una red de p sensores. Este hecho implica
necesariamente la reducciéon de la informacion contenida en las sefiales para
facilitar y/o incluso posibilitar la ejecucién del tratamiento de datos.
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2.3.2.1. Seleccion de variables para la lengua electrénica

En esta investigacion se ha escogido como método de reduccion de variables los
algoritmos genéticos, herramienta que permite hacer una revisiéon de la sefial de
manera global por medio de una evaluacién que combina algunas de las
variables al mismo tiempo y no por pasos separados, como sucede en algunos de
los métodos clésicos anteriormente mencionados [68 , 69].

Cualquier procedimiento para la seleccion de las variables basa su
funcionamiento en dos aspectos fundamentales: un criterio de selecciéon y un
procedimiento de bisqueda. Para los algoritmos genéticos, ambos criterios estan
basados en los principios de la seleccion y la evolucién natural, razén por la cual
las posibles soluciones a un problema son codificadas en forma de cadenas
binarias y la btsqueda se inicia con una poblacién de posibles soluciones
generada aleatoriamente; dentro de estas posibles soluciones se toman aquellas
que son calificadas como las mejores de acuerdo con un criterio previo
establecido [70-73].

En vista de que los GA-PLS son un método supervisado, también podemos decir
que abren una posibilidad interesante en la bisqueda de correlaciones entre las
sefiales electroquimicas con otras medidas analiticas, porque de cierta manera las
variables seleccionadas pueden ser utilizadas en analisis posteriores y cumplir
con tendencias paramétricas. Sin embargo el que sea un método supervisado
también podria suponer una sobrestimacién de la habilidad de predicciéon del
sistema, por lo cual es necesario aplicar un cuidadoso proceso de validacion, para
estimar correctamente su capacidad de clasificacion.

En esta investigacion se han tenido en cuenta dos puntos importantes dentro de
la aplicacién de los algoritmos genéticos para encontrar un nuevo subconjunto de
datos: no sobreestimar la capacidad de clasificaciéon de la lengua electrénica, y
que ademas el subconjunto encontrado sea interpretable desde el punto de vista
electroquimico.

Algoritimos genéticos

En el problema de la reduccién de variables utilizando algoritmos genéticos, cada
posible combinacién puede ser codificada con una cadena binaria tan larga como
pardmetros se consideraron para encontrar la combinaciéon 6ptima de variables.
En dicha cadena, cada variable tiene asignada una posicion o bit, de manera que
una posible solucién venia descrita por una sucesion de unos y ceros indicando
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la presencia (con un 1) o la ausencia (con un cero) de cada una de las variables en
esa combinacién particular.

En este tipo de algoritmos, cada miembro de la poblacién, que representa una
posible solucion, es evaluado con algtn criterio objetivo, de manera que cada uno
de los miembros de la poblacion se valora en funcion de su “fitness” (valor del
criterio). Este valor puede ser, como en nuestro caso, el error de predicciéon en
cross-validation [74].

A las soluciones mejor valoradas se les permite permanecer y pasar a la siguiente
iteracion (“generacion”), mientras que las soluciones con el peor fitness
desaparecen para las sucesivas generaciones. El algoritmo genético continta
hasta que se cumpla un namero predefinido de generaciones (Figura 2.16).

Para llegar a la soluciéon 6ptima es necesario disefiar una estrategia de busqueda.
Las técnicas cldsicas se caracterizan por tener estrategias con alta explotaciéon y
baja exploracién; esto significa que desde un punto de partida, son capaces de
encontrar el maximo local mas cercano, pero una vez que lo han encontrado es
probable que se queden anclados en ese punto. Por el contrario, técnicas como los
algoritmos genéticos se basan sobre un compromiso entre exploraciéon y
explotacion: esto significa que son capaces de detectar varios “méximos” locales,

pero no es muy facil que alcancen la cumbre de cada “méaximo”. Por tanto, es
mas bien intuitivo admitir que el acoplamiento con una técnica clasica puede
producir una nueva estrategia que mejore tanto la exploracion como la
explotacion [75].

Seleccion de una

generaciéon
Remover Entrec.uza'r o Almacenar
individuos con nuevos individuos individuos con
el peor fitness l el mejor fitness
Mutar
individuos

Generacion final ? |

Figura 2.16. Esquema de la iteracion de un algoritmo genético.
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La mayoria de las técnicas clasicas usan la seleccién progresiva, bien sea
adicionando o eliminando variables, una a la vez. Este procedimiento continua
iterando hasta encontrar que un paso donde los resultados de n+1 no sean
mejores que los resultados del paso n Ambas formas de estos métodos de
btsqueda pueden ser muy ttiles cuando se combinan con un GA.

Comenzando con algunos de los cromosomas de la poblacion, el procedimiento
de reduccién permite limpiar el modelo eliminando aquellas variables que no
dan informacion relevante pero que habian sido seleccionadas por azar. Por otro
lado, el procedimiento de adicién permite agregar aquellas variables que
entregan informacién relevante pero que no habian sido seleccionadas. Un GA
hibrido alterna generaciones de GA con ciclos de seleccién paso a paso, bien sea
en su forma de reduccion o adicion de variables.

Una vez més debemos recordar que el principal riesgo respecto a la aplicacién de
este método es la sobreestimaciéon de pardmetros; la seleccion paso a paso
contribuye demasiado al mejor ajuste del modelo, pero también puede permitir
perdida de certeza al realizar una prediccién. Para limitar este riesgo, s6lo se
aceptan los modelos para los cuales se produce una reduccién importante del
error de prediccion (con respecto al error que genera el modelo parental). Otra
manera de prevenir la sobreestimaciéon del modelo es usar un conjunto de datos
para el cual el ntmero de muestras sea significativamente grande en
comparacién con el namero de variables. Ademas es importante asegurar un bajo
nivel de ruido en cada una de las medidas.

Puesto que las variables presentes en un cromosoma son generalmente un
pequeno conjunto del total de variables, es evidente que el procedimiento de
reduccién se ejecuta con mayor frecuencia que el proceso de adicion. Para
describir el algoritmo definimos b como la frecuencia de reduccién de variables
paso a paso y f como la frecuencia de adicién de variables [76].

La estructura general del algoritmo es la siguiente:

1. Comenzar con el GA

2. Después de la evaluaciéon de b cromosomas se realiza la eliminacion
progresiva de variables.

3. Si b = f se realiza una seleccién de variables adicionando una variable
por paso.

4. Se ejecuta el paso 1. (procedimiento del GA).
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Otra parte importante en el desarrollo de este GA hibrido es decidir cuando debe
parar la adicion de variables. El algoritmo general que se ha utilizado para un
subconjunto de s variables, es el siguiente:

1. Evaluar el modelo con s variables

2. Repetir t veces ( donde t=s cuando se realiza el proceso de eliminacion,
t=v-s cuando se realiza la adicién). Evaluar los modelos con p variables
( p= s-1 cuando se eliminan variables, p= s+1 cuando se adicionan
variables).

3. Si el modelo evaluado en el paso 2 es mejor que el evaluado en el paso 1
(produciendo una reduccién en el error de prediccién méas grande que el
valor predefinido), volvemos al paso 1, con el correspondiente
subconjunto de variables para recomenzar con el modelo.

2.3.3. Pretratamiento de datos para la espectroscopia UV-
Visible, cromatografia, y olfatometria.

En el caso de las sefales resultantes de estas tres técnicas se escogieron como
variables las coordenadas CIELab (UV-Vis), los valores de los compuestos
cuantificados (GC-MS), y los valores de intensidad de aroma (GC-O). Al igual
que el preprocesamiento escogido para la nariz electrénica, con estas matrices de
datos se ha realizado un pretratamiento de autoscaling para las filas, y el método
SNV para las variables de cada columna perteneciente a las diferentes matrices
que serian objeto del andlisis multivariante.

2.3.4 Analisis Exploratorio

Una vez que los vectores respuesta de todas las variables estan normalizados,
dada la cantidad y complejidad de los datos obtenidos mediante redes de
sensores, se requieren comunmente métodos de analisis multivariantes para
extraer con éxito la méxima informacién contenida en las sefiales resultantes de
los diferentes analisis [77].

Andlisis de componente principales PCA. Algoritmo

Para aplicar el PCA, es necesario una matriz de datos donde cada fila
corresponde a la descripciéon completa de una medida, y cada columna a una
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variable indicadora concreta de cada experimento. En términos algebraicos, las
filas hacen referencia a vectores pertenecientes a un espacio vectorial de
dimensién p, en base candnica, en la que cada una de sus coordenadas se asocia a
la respectiva variable descriptiva. El algoritmo PCA supone por lo tanto realizar
un endomorfismo o cambio de base, desde la original canénica a otra generada
por los vectores propios resultantes de la matriz de covarianzas de los datos. La
expresion matematica se puede definir de manera esquematica como:

E, (X)—>E,(Y)
X=tp, +t,p, +..+t,p,
Y =[tt,..t,]

Donde X es la matriz experimental (dimension nxp).

- tx es el vector de coordenadas de las medidas sobre la componente principal k-
ésima (denominado “score” o puntuacién).

- px es el vector de la componente principal k (denominado “loading” o peso),
que es el vector propio de la matriz de covarianzas de X y ortogonal al resto de
vectores.

- 'Y es la matriz de coordenadas de las p medidas en funcién de la nueva base de
variables, constituida por las componentes principales [78].

Muestra con elevada
o« . o influencia

Variak e 3

VR;: e A
~e 2 Nare

Figura 2.17. Ejemplo grafico de un PCA. Se observa como se proyectan las medidas sobre
un eje.

De forma resumida, el PCA realiza proyecciones de los vastos datos originales
sobre un nuevo espacio de reducidas dimensiones que recoge la maxima
varianza entre los objetos (Figura 2.17). Los diferentes porcentajes de varianza
descritos dependen de los valores propios que acompafien a sus respectivos
vectores, estando definidos en orden descendente de peso, por lo que la mayor
cantidad de varianza explicada es ofrecida por el primer vector o eje, que se
denomina primera componente principal (PC); la segunda PC describe la mayor
cantidad de varianza en una direccion ortogonal a la primera, y asi
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sucesivamente hasta que el algoritmo encuentre el nimero necesario de PCs para
explicar la matriz de datos [79].

Regresién por minimos cuadrados (PLS). Algoritino

Este es un método que intenta maximizar la covarianza. Para alcanzar este
objetivo, se vale de las VLs que extraen la maxima varianza, escogiendo aquéllas
cuya covarianza con las variables a estimar o predecir sea maxima. La Figura 34
representa graficamente el procedimiento seguido por PLS.

PLS es un método bi-lineal, al igual que PCA, en el cual la informacién de los
datos originales X se proyecta sobre un pequefio y manejable nimero de VLs, en
ocasiones denominadas componentes PLS. La informaciéon de las variables
dependientes Y se tiene constantemente en cuenta para estimar el namero y la
calidad de dichas VLs, y asi asegurar que las primeras componentes sean las mas
relevantes para la prediccion de las variables Y (basandose en la méxima
covarianza).

En la Figura 2.18., la interrelacién de las puntuaciones o “scores” de las VLs t y u
resumen la relacién existente entre X e Y a lo largo de una componente especifica
del modelo, dando lugar al conocido grafico de puntuaciones, equivalente al de
PCA. Esta representaciéon permite establecer asociaciones o agrupamientos entre
muestras, en este caso, en funcién de los datos originales y los conocidos a
estimar. Ademads, como en PCA, se pueden obtener representaciones respecto de
las primeras VLs (o PCs) de las variables predictivas (“loadings”) y su relaciéon
con las variables a predecir, estableciéndose posibles correlaciones visuales entre
ellas [80].

Figura 2.18. Ejemplo genérico de visualizacion de la regresion por MLR, PCR o PLS.
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Otra herramienta visual de gran utilidad para evaluar los resultados, empleada
por los métodos de regresién comentados es el gréfico valor real vs. valor
predicho, representacion que permite esclarecer y comparar con qué variables y
métodos se obtienen los mejores ajustes o estimaciones.

El eje horizontal de un tipo de andlisis PLS representa el valor real (en este caso,
en unidades arbitrarias) de la variable a estimar, mientras que el eje vertical, el
valor predicho. La diagonal representa la linea de correlacién lineal perfecta
(pendiente 1, ordenada en el origen 0 y coeficiente de correlacion 1).

La determinacién de la validez del proceso de modelizacién (o calibracién) y de
prediccion, se realiza mediante el andlisis de los errores en la regresién, como
sera expuesto posteriormente

Dada la complejidad esencial de los problemas llevados a cabo en esta
investigacion, se recurrirdn a unas u otras herramientas entre las citadas con el
fin de evaluar de la forma mds ajustada las caracteristicas y la capacidad de
resolucion de nuestros sensores en la valoracion de las muestras seleccionadas.

2.3.5. Validacion cruzada

Un dltimo paso en el tratamiento de las sefales es la validacién de los métodos
quimiométricos aplicados, etapa esencial cuando se pretende establecer modelos
de clasificaciéon o de prediccion con los datos analizados. La validacion es la via
de demostracion de la capacidad de un modelo para ser generalizado en futuras
aplicaciones con nuevas muestras “desconocidas”. Para validar un método de
reconocimiento de patrones se precisan normalmente dos tipos de informacion,
unos datos de calibracion (X; entrenamiento o modelizacién) y otros de
prediccion o validacién (Y; “test data”) del modelo. Con el fin de obtener
modelos fiables y ttiles, es necesario que ambos conjuntos sean representativos
del problema a analizar [81].

Entre los principales métodos de validacién, mencionar especialmente dos tipos:

i) Validacion por un conjunto de prueba separado: es el mejor procedimiento de
validaciéon de un modelo. Se emplean medidas separadas que no han sido
utilizadas para construir el modelo y que comparten caracteristicas muy
similares al conjunto de datos de entrenamiento. Posee un inconveniente, en
ocasiones insalvable: precisa un elevado ntimero de datos de validacién, por lo
que puede ser inviable si se esta tratando con muestras de elevado coste o de
dificil adquisicién.

119 Natalia Prieto (astafieda



]mplementacién de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

ii) Validaciéon cruzada: para solventar el problema de las muestras, pueden
utilizarse todas las medidas empleadas en la calibracion. El fundamento de este
proceso de validacion es ir construyendo sub-modelos con diferentes secciones
de los datos no utilizadas en cada uno de ellos. En la validacién cruzada total, o
validacién “dejando uno fuera”, frecuentemente aplicada, cada sub-modelo esta
definido por la totalidad de las medidas excepto una, hasta que todas queden en
algin momento fuera. Asi pues, se construyen tantos sub-modelos como
medidas existen. Este procedimiento aproximado es extensamente aceptado y
efectivo principalmente en aplicaciones en las que el nimero de medidas no es
excesivamente elevado (Figura 2.19.).

g ? k || (2 Prediccion
A
ik = Xprb

1
™ X, B (3)Error cuadratico 4)
PLS,, | !

ra
» Ei’ = V1 = Y3 - [

(5)

fiis
: @+
\ ]

Figura 2.19. Esquema general de la validacion cruzada. A la izquierda, modelos PLS con
entre 1y k variables latentes y sus correspondientes coeficientes. A la derecha, la
prediccion de la muestra que no hacia parte de la calibracion, el cdlculo de los residuos
cuadrados.

Errores de validacion y/o prediccion.

La medida de la capacidad de prediccion de un modelo suele venir dada por el
denominado RMSEP [81], cuyas siglas traducidas son Ila raiz cuadrada de la media
de los cuadrados del error de prediccion, estando éste definido por la diferencia en
valor absoluto del valor predicho para la variable Y, respecto del conocido donde
Ji es el valor predicho para la medida i del conjunto de datos de prueba del
modelo, es decir, la pésima fila de la matriz X correspondiente a los datos de
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validacion. y; es el respectivo valor verdadero, y n es el nimero de medidas. El
RMSEP es un valor medio, por lo que si el nimero de medidas es pequefio,
puede obtenerse un resultado algo engafioso, con una varianza sensible. En estos
casos, es de utilidad revisar el valor absoluto del error de prediccién (PE), que es
calculado para el conjunto de datos de prueba, y proporciona un valor individual
para cada medida.

Previa estimacion del error de prediccion, debe tenerse en cuenta el error
originado durante el proceso de modelizacién o calibracién. Asi, de manera
similar, se define el RMSEC, como la raiz cuadrada de la media de los cuadrados
del error de calibracién [81]. Esta medida informa sobre como de bien modelada
es la variable a estimar por el conjunto de datos de calibraciéon. E1 RMSEC, sin
embargo, no aporta informacién acerca del funcionamiento del modelo para
datos futuros desconocidos. Esta caracteristica es determinada por el RMSEP. El
calculo del RMSEC es andlogo al correspondiente a la ecuaciéon anterior con la
diferencia de que las variables y pertenecen a los datos de calibracion en lugar
del conjunto de prueba. Al igual que para la prediccion, es posible calcular el
error absoluto de calibracion (CE), utilizando la misma expresion para PE, pero
en esta caso con los datos de modelizacion.

Niimero de variables latentes éptimas

La calibraciéon multivariante es una herramienta matematica para determinar las
muestras que generan problemética cuando se pretende entrenar un sistema de
medida para predecir alguna de las caracteristicas evaluadas. En este caso
cuando hablamos de problematica, nos referimos aquellos casos donde los
valores de seleccion estdn por debajo de los calculados con un modelo de
predicciéon ideal. Ahora bien, la cuestién es como desarrollar un criterio que
permita evaluar el grado de selectividad de un modelo. La préctica mas comtn
dentro del andlisis multivariante es utilizar la informacién derivada de una
gréfica que relaciona RMSEC en funcién del ntimero del variables latentes VLs.
El RMSECy el CE siempre decrecen conforme lo hace la complejidad del modelo.

Cuando el nimero de VLs es excesivamente elevado, el modelo se sobreajusta a
los datos de calibracion, lo que significa que el modelo funciona adecuadamente
para el conjunto de datos sobre el cual ha sido construido, pero carecera de
validez y aplicacion cuando se introduzcan nuevos datos. El sobreajuste del
modelo se debe a que se incorporan incorrectamente los residuales existentes en
el conjunto de datos de modelizacion, ocasionando una pérdida en la capacidad
futura de prediccion de dicho modelo, el cual se basa en informacién no
correspondiente a la estructura real de los objetos bajo estudio. Por otro lado, si la
complejidad del modelo no es lo suficientemente alta, el modelo se infraajusta a
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los datos de modelizacion, con la consecuente pérdida de capacidad de
prediccion [78].

Por ello, para decidir el nimero 6éptimo (y correcto) de VLs o PCs que se ajusten
al modelo en cuestion, suelen emplearse los valores de RMSEP, aunque el uso de
los PE es equivalente. El minimo de la curva RMSEP vs. complejidad del modelo,
brinda su ntiimero de componentes correctos. Es decir, si se pretende construir un
modelo PLS para predecir el valor de una cierta variable y, deben emplearse el
numero de VLs que correspondan al menor RMSEP (al primer minimo local de la
curva, en el supuesto que existan mas posteriormente).

2.3.6. Analisis de datos a través del modelo tucker3

Estructura del modelo

Figura 2.20. Representacion de una matriz ~ Figura 2.21. Representacion del modelo
de datos en tres vias Tucker 3.

Con el fin de realizar un estudio exploratorio, se efecttio un analisis de datos tipo
multi-way que indicaron los patrones interpretables fundamentales en el
fenémeno de la maduraciéon del vino, en funcién del tiempo y del tipo de
envejecimiento, que ademds especificé que variables son significativas y que
impacto tienen a lo largo del proceso. En términos generales, el objetivo de
aplicar este tipo de herramientas desarrolladas recientemente, era conseguir el
modelamiento de la informacién proveniente de tres técnicas analiticas
complementarias para encontrar las diferencias de matices existentes entre los
vinos.

Tucker3 es uno de los métodos mas conocidos del analisis multi-way, y puede ser
considerado una extensién del anélisis bilineal de componentes principales PCA.
Hasta el momento, el andlisis multi-way ha sido exitosamente aplicado en
diferentes técnicas instrumentales, principalmente las espectroscépicas [82, 83],
pero son escasas las aplicaciones que han sido reportadas en cromatografia y atin
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menos los trabajos que se pueden referenciar en la linea de las narices
electronicas [84]. Estos trabajos han implementado correlaciones entre la
composicion quimica y las propiedades sensoriales de productos alimenticios
[85], la influencia y evolucién de compuestos volatiles para la discriminaciéon
entre distintos tipos de vinagre [86], la correspondencia entre atributos y jueces
para la valoracion de diferentes muestras de pan blanco [87] y la clasificacién de
aceites de oliva utilizando una nariz electrénica basada en espectroscopia de
masas [88].

En nuestro caso el modelo Tucker3 permitié el estudio de informacién expresada
con tres indices diferentes: uno que identific6 las muestrasi (i =1, ..., I), otro las
variablesj (j =1, ..., ]) y un tercero que correspondia a la condiciones k (k =1, ...,K);
de esta manera se consiguié un arreglo tridimensional: individuos, variables y
condiciones (Figura 2.20). Para la solucion especifica de nuestro problema la
matriz estd arreglada en términos de las muestras de vinos tratadas con
diferentes métodos, v variables (nariz electrénica, cromatografia y coordenadas
CIELab) y los periodos de muestreo.

El método Tucker3 es una generalizacién del modelo de componentes dos vias al
modelo de componentes tres vias. La generalizacion se puede representar con el
siguiente modelo:

En este modelo, se realiza una descomposicion completa del conjunto
tridimensional X en tres matrices ortonormales: una matriz A de dimensién I xP
que implica a los coeficientes para los componentes del modo individuos, una
matriz B de tamafo ] x Q que contiene los coeficientes para los componentes del
modo variables, una matriz C de tamafio K xR que agrupa los coeficientes para
los componentes del modo condiciones, y un arreglo central G de dimension P x
Q x R (Figura 2.21).

[Ecuacién 1]
Donde ajp, bj;, cir denotan los elementos de A, B y C respectivamente y gy
corresponde a los elementos de la matriz central G.

Analizando el modelo entorno a A la ecuacion toma la forma:

[Ecuacion 2]
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Donde X, es una matriz de dimensién I x JK obtenida por el modelo entorno a A
del arreglo X, G. es una matriz de dimensién P x QR obtenida por matriciacién
por el modo A del arreglo central y E, es la matriz de residuales de dimensién I x
JK (Tucker 1966)

Analogamente, utilizando la matriciacién del modo B, el modelo tiene la forma:

[Ecuacioén 3]

Donde X}, es una matriz de dimension I x JK obtenida por el modelo entorno a B
del arreglo X, Gy es una matriz de dimensién Q x PR obtenida por matriciacién
por el modo B del arreglo central y E; es la matriz de residuales de dimensién ] x
IK

Utilizando la matriciacién del modo C, el modelo es:

[Ecuacion 4]

Donde X, es una matriz de dimensién K x IJ obtenida por el modelo entorno a C
del arreglo X, G¢ es una matriz de dimensién R x PQ obtenida por matriciacién
por el modo C del arreglo central y E. es la matriz de residuales de dimensién K x

1.

Utilizando los calculos anteriores se obtiene la ponderacion para las
combinaciones de las componentes.

P, Q, y R son el nimero de factores que se extraen por cada modo; el arreglo
central G estd compuesto por valores singulares y representa los valores por el
cual la componente individual es pesada. El cuadrado de los elementos de este
arreglo central es proporcional a la varianza explicada por la combinacién de los
factores correspondientes a cada indice.

Preprocesamiento de los datos para el Tucker3

Para este procedimiento se consideraron los conceptos previamente definidos en
el apartado 2.5.2., especialmente los relacionados con el centrado y escalado de
datos. La principal diferencia que se presenta entre los métodos bidimensionales
y lo métodos multi-way, es que estos ultimos requieren una etapa previa de
matriciacién, que corresponda con el modo para el cual se desea realizar el
centrado. En la mayoria de los casos corresponde al modo A, generando la matriz
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Xa de dimensién I x JK. El Tucker3 puede realizar centrado de cualquiera de las
matrices X, X» 0 Xc. Sobre la matriz centrada el método realiza la matriciacion
por el modo variables (matriz de dimensién JxIK) y escala dividiendo cada fila
por la desviacién estandar correspondiente. Si por ejemplo se comienza con la
matriz X,, el método de centrado se aplica a las muestras y el escalado para las
variables.

2.3.7. ANOVA-PLS

El andlisis de la varianza ANOVA permite evaluar la existencia de diferencias
significativas entre grupos de muestras evaluados en funcién de los distintos
niveles que se puedan presentar para uno o mds factores. En el analisis
univariado, lo que significa que se realiza el analisis de una variable a la vez,
utilizando una hipoétesis (hipotesis nula) para verificar que las diferencias
significativas entre los diferentes grupos de muestras no se presentan tinicamente
por cuestion de azar. Para decidir sobre la aceptaciéon de la hipodtesis nula se
realiza una prueba de Fisher. En el caso de que el valor de F calculado sea menor
que el valor critico, el resultado no es significativo, y por lo tanto se concluye que
los grupos no son diferentes.

En el caso multivariado, otros métodos como el ANOVA-PCA o el ANOVA-PLS,
se propusieron para comparar las variaciones de los factores en relaciéon con la
varianza residual. El procedimiento se divide en dos pasos:

- Separacion de la matriz de datos en un conjunto de matrices que
representan los factores, como parte del disefio de experimentos, y una

matriz de residuos.

- Un analisis de componentes principales en cada una de las matrices de los
factores afiadidos de la matriz de residuos.

Meétodo

Las observaciones, de un experimento factorial de dos factores, pueden
describirse con el modelo estadistico lineal.

i=12,...,a
Y = 1+ +B; +(@B); +&;31=12...b [Ecuacion 1]
r=12,.,n
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donde p es el efecto promedio global, 7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor A,
p; es el efecto del j-ésimo nivel del factor B, (z)); es el efecto de la interaccién entre
A y By & es un componente de error aleatorio que tiene una distribucién normal
con media cero y varianza o2 Ademads, cada factor A y B tiene a y b niveles,
respectivamente.

Otro posible disefio de experimentos se obtiene al tener en cuenta tres factores y
se puede describir el modelo subyacente como sigue

i=12,...,a
j=12,..,b
Y =u+7,+ 0, +7 +(T,3)ij +(77)ic +(ﬂ7)jk +(Tﬁ7)ijk + &, K=12 ¢
r=12,..,n

[Ecuacion 2]
donde los efectos y;, fj, y yx corresponden a los efectos principales y (f)ii , (ty)ix,
(By)ix y (xPy)ijk corresponden a la interaccion entre los diferentes efectos.

La prueba de hipétesis consiste en probar que no existen efectos del factor A, del
factor B y del factor C sobre la respuesta y ademés de que no existe interacciéon
entre los factores A, By C, por parejas o en conjunto. Esta hipétesis es probada
haciendo uso del anélisis de varianza (ANOVA) de dos factores y tres factores.
Antes de iniciar el ANOVA para estos disefios de experimentos es importante
determinar si los factores son de tipo fijo o aleatorio.

Un factor es fijo cuando los niveles de cierto factor, son seleccionados de manera
especifica por el experimentador, de tal forma que las inferencias estan limitadas
Unicamente a estos niveles. En lo que se refiere a factores aleatorios, éstos
corresponden a situaciones donde existen una gran cantidad de niveles posibles
para el factor de interés, y el experimentador debe escoger al azar de toda la
poblaciéon un subconjunto de estos niveles, tal que, a partir de este subconjunto,
se puedan obtener conclusiones para todos los posibles niveles del factor [89].

El propésito de ANOVA es probar significancia estadistica de las diferencias
entre las medias de los grupos o niveles de un factor. Esto se logra analizando la
varianza, es decir, diviendiendo la varianza total en la componente que se debe a
un error aleatorio de la medida y la componente que se debe a las diferencias
entre las medias de los niveles del factor.

Finalmente, estas varianzas son comparadas para probar la hipétesis nula de que
no hay diferencia entre las medias, y en caso de que resulten significativamente
diferentes, se rechaza dicha hipodtesis. Si hablamos por ejemplo, de los datos
medidos para un disefio de experimentos de dos factores se definen y; como la
suma total de las observaciones tomadas en el i-ésimo nivel del factor A; y;, la
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suma total de observaciones tomadas en el j-ésimo nivel del factor B; y;;, la suma
total de las observaciones en la ij-ésima observacién, y como el total de todas las
observaciones.

Para probar la diferencia estadistica entre los niveles de un factor se pueden tener
en cuenta tres casos, se prueba el efecto de los factores individualmente, se
prueba el efecto de la interaccién entre los pares de factores posibles y se prueba
el efecto de la interaccién entre los tres factores presentes en el estudio

Para el primer caso, cada factor individual debe ser evaluado para probar su
efecto sobre la medicién Yij (ver ecuacién 2). En particular, para el factor t la
hipétesis nula, denotada como Ho, consiste en que todos los a niveles del factor
son iguales a 0. Es decir, que no hay diferencias significativas entre dichos niveles.
Mientras que si al menos para un nivel i no se cumple esta igualdad, se rechaza la
hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa H;. Una descripciéon similar
puede hacerse para los demaés factores tenidos en cuenta. A continuacion se
presenta la notacién habitual de las hipétesis a probar para cada uno los factores
principales T, 3, y:

Para el segundo caso, se prueba el efecto de la interaccion entre cada par de
factores sobre la medicién Yii. Los posibles pares entre los factores 7, f y y
corresponden a 7ff con ij niveles, Ty con ik niveles y fy con jk niveles. En particular,
para el factor de interaccién 1, la hipdtesis nula Hy expresa que no hay
diferencias entre los ab niveles de interaccién entre los factores 7y f. Si alguno de
los niveles no cumple esta hipotesis se rechaza la hipotesis nula y se acepta la
hipétesis alternativa H;. Las hipétesis de los demds factores de interaccién se
describen de forma similar. A continuacion se presentan las pruebas hipétesis de
interaccion que se tienen en cuenta en un disefio de experimentos con tres
factores.
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El tercer caso consiste en probar la interaccién entre los tres factores. La hipotesis
nula Hy consiste en probar que no hay diferencias entre los abc niveles de
interaccién. Si no se cumple dicha hipotesis se acepta la hipétesis alternativa H;
de que el efecto para al menos una combinacién de niveles ijk no es igual a los
demas efectos.

La variabilidad total se mide con la suma total de cuadrados de las observaciones
asi

[Ecuacion 3]

mientras que la descomposiciéon de la variabilidad estd definida de la siguiente
manera para un andlisis de varianza de dos factores

[Ecuacion 4]

Esta suma de cuadrados puede ser facilmente extendida al caso de tres factores.
Es asi como la suma total de cuadrados queda dividida en una suma de
cuadrados debida al factor A (5S4), una suma de cuadrados debida al factor B
(5S8), una suma de cuadrados debida a la interaccién entre A y B (SS4s) y una
suma de cuadrados debida al error (SSg).

Un anélisis tipo regresion lineal es generalmente usado para determinar las
relaciones entre los tipos de datos obtenidos de las muestras objeto del estudio.
En estos trabajos, el objetivo principal de la regresion no es predecir el valor de
algin pardmetro, en realidad este método se utiliza para obtener relaciones
confiables y validadas que pueden ser estudiados mas a la interpretacion de las
diferencias entre muestras respectos a las variables evaluadas.

128 Natalia Prieto (Castafieda



Caps’tulo I Desarro”o Experimenta|

La identidad de la suma de cuadrados de la ecuacién 4 puede escribirse de
manera simbolica como

SS; =SS, +SS, +SS 5 +SS¢ [Ecuacion 5]

Existen en total abn — 1 grados de libertad. Los efectos principales A y B tienen a
-1y b -1 grados de libertad, mientras que el efecto de interaccién AB tiene (a —
1)(b — 1) grados de libertad. Para cada una de los valores ab celdas, existen n — 1
grados de libertad entre las n réplicas, y las observaciones en la misma celda sélo
pueden diferir debido al error aleatorio. Por consiguiente, existen ab(n - 1) grados
de libertad para el error. En consecuencia, los grados de libertad estan divididos
de acuerdo con

abn-1=(a-1)+(b-1)+(a-1)(b-1)+ab(n-1) [Ecuacion 6]

Si se divide cada una de las sumas de los cuadrados del lado derecho de la
ecuacion 5 entre el nimero de grados de libertad correspondiente, se obtienen las
medias de los cuadrados de A, B, la interaccién y el error:

[Ecuacién 7]

La variabilidad (SSE) dentro del grupo se conoce como la varianza del error. La
variabilidad SSA, SSB, SSAB se deben a las diferencias en las medias entre los
grupos. Para probar que los efectos de los niveles para cierto factor son todos
iguales a cero (HO : ti = 0), se emplea el cociente

MS,

7 MS ] [Ecuacion 8]

el cual tiene una distribucién F con a -1 y ab(n — 1) grados de libertad si

HO : 1i= 0 es verdadera.

Esta hipotesis nula se rechaza con un nivel de significancia a si f0 > fo,a—1,ab(n-1).
De manera similar se define el cociente, la prueba de hipétesis y los grados de
libertad para los demas efectos e interacciones.

Las pruebas de hipotesis se basan en la comparacion de las varianzas debido a la
variabilidad dentro de los grupos (MSA) con respecto a la variabilidad entre
grupos (MSE). Bajo la hip6tesis nula, de que no hay diferencias en la media entre
grupos para cierta poblacion, atin se esperaria alguna fluctuacién aleatoria en las
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medias para los dos grupos cuando se toma una muestra pequefia. Por lo tanto,
bajo la hipétesis nula, la varianza estimada con base en la variabilidad dentro de
los grupos debe ser la misma que la varianza debido a la variabilidad entre
grupos. Se puede comparar esos dos estimadores de varianza usando la prueba F,
que prueba en qué casos esa relacion de las dos estimaciones de varianza es
significativamente mas grande que 1.

Andlisis de componentes simultdneo (ASCA): PCA-ANOVA y PLS-ANOVA

Se trata de un método supervisado, donde los objetos son representados de
diferentes niveles de cada uno de los factores que se definen en un disefio
experimental. En una primera fase, se utiliza la varianza para evaluar las
contribuciones de los factores y sus interacciones se evaltian en una segunda fase,
estas contribuciones son comparadas con la varianza residual del PCA.

El modelo propuesto por [90] consiste en usar un PCA sobre una matriz de datos
Y de dimensiones a * b *n x p (catadores*productos*réplicasxatributos), es decir
el nimero de columnas corresponden al niimero de atributos y el namero de filas
corresponden a todas las combinaciones de catadores, productos y réplicas. Estos
datos se pueden expresar usando un modelo MANOVA (analisis multivariante
de varianza) de la siguiente forma:

Y=1u'+t+p+1f+¢ [Ecuacion 9]

Lo anterior implica que PCA produce unos componentes que son combinaciones
de todos los efectos del modelo anova multivariado, ver (9). Cuando se calculan
los factores de PCA, pueden ser interpretados con el uso del grafico de los scores
y ademas relacionarlos con la matriz del disefio de los efectos usando ANOVA
de dos factores.

El modelo ANOVA de la ecuaciéon (9) puede ser reescrito reemplazando Y en la
ecuacion de una PCA del tipo: T=YP, donde T es la matriz de componentes
principales, Y es la matriz de datos estandarizada y P es la matriz de
transformacién formada por los vectores propios correspondientes a cada valor
propio Aj de la matriz de covarianza )Y.

T=YP=Qu' +7+p+18+¢)P

Se puede trabajar sobre esta matriz empleando ANOVA regularmente, es decir,
se obtienen todos los cédlculos de los efectos y pruebas de hipotesis sobre la
matriz T. Debido a que los factores T de PCA son ortogonales, se justifica el
empleo de ANOVA separado para cada factor [91].

130 Natalia Prieto (Castafieda



Caps’tulo I Desarro”o Experimenta|

Procedimiento A-PCA.

APCA calcula sucesivamente una serie de matrices correspondientes al
promedio de las variables para cada nivel de cada factor y, a continuacioén se
resta este promedio a cada variable de la matriz original para obtener el error
residual de muestra.

En la fase de "anélisis de varianza", se calculan los promedios para cada nivel del
factor y se crea una matriz donde cada objeto contiene la media correspondiente
a su nivel. Restando esta matriz (Factor 1) en la matriz anterior (en este caso, T) se
obtienen los residuos. El procedimiento es el mismo para todos los demas
factores e interacciones, hasta obtener la matriz representante de la varianza
residual € [92]. Cada matriz de los residuos se anade a cada matriz de factores e
interacciones para dar una matriz “factor + residuos."

Figura 2.22. fase azul: ANOVA, se obtiene una matriz de residuos. Después de agregar
la matriz de los residuos en cada factor se calcula la matriz en una segunda fase (fase
roja PCA), un PCA para cada matriz individual resultante..

La PCA se aplica a cada matriz de "factor + residuos." Después de la inspeccién
de proyecciones graficas de coordenadas factoriales 1y 2, es posible llegar a una
conclusién sobre la significancia de cada factor con respecto al ruido (residuos).
Las contribuciones factoriales correspondientes son ttiles para determinar qué
variables son responsables del comportamiento de los objetos del factor en
cuestion. La representacion de este procedimiento puede ser observada en la
Figura 2.22.

Similar al procedimiento ANOVA-PCA, el método ANOVA-PLS funciona como
una combinacién de la descomposicion de la varianza para extraer diferentes
efectos y un posterior anélisis estadistico.
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2.3.8. Implementacion

Todos los algoritmos aplicados en esta tesis para la interpretaciéon de los datos
resultantes de cada uno de los sistemas utilizados para el control de calidad de
vinos ha sido implementado en el entorno de programacién que ofrece el
software Matlab 7.9. Las subrutinas bésicas del andlisis de datos se llevaron a
cabo utilizando un paquete multivariante denominado PLS-Toolbox 4.2
desarrollado por Eigenvector Research Inc. Sin embargo, en vista de los objetivos
de esta tesis fue necesario programar una serie de funciones de adicionales para
facilitar la integracion de los diferentes sistemas y para obtener la valoracién final
desde el punto de vista sensorial.

Con respecto a la aplicacion de los algoritmos genéticos y el modelo tucker3
fueron muy importantes las rutinas facilitadas por el profesor R. Leardi del
Departamento de Quimica y Tecnologia Farmaceutica y Alimentaria de la
Universidad de Genova. Finalmente, en el caso de los estudios realizados con el
método ANOVA-PLS se ha utilizado el software Unscrambler® X.

Andlisis de datos

Como conclusion de este Capitulo, creemos conveniente constatar que en estos
parrafos se han descrito de forma general las pautas necesarias que deben
adoptarse cuando nos enfrentemos a matrices de datos de compleja naturaleza,
como son claro ejemplo las puestas en juego en esta investigacion. La selecciéon de
una u otra técnica de pre-tratamiento y analisis de datos multivariantes para la
resoluciéon de los problemas y objetivos (discriminaciones, correlaciones, etc.)
implementados en esta Tesis, asi como las cuestiones relacionadas con la
validaciéon de modelos seran detalladamente justificados y discutidos de forma
especifica en secciones posteriores de la presente Memoria.
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3.1. GENERALIDADES

Toda practica enoldgica deber cumplir con una serie de normativas, algunas de
caracter sanitario, otras de proteccién legal del consumidor y otras referidas a las
caracteristicas del producto elaborado. En este punto se asume que el uso
técnicas alternativas no deben implicar un cambio inaceptable en la composicién
del producto tratado y deben asegurar la preservaciéon de las caracteristicas
naturales del vino, permitiendo mejorar a la vez la calidad.

En este sentido las nuevas practicas son siempre susceptibles de enfrentar
opiniones entre los productores. En primer lugar, porque inciden en el perfil
organoléptico y, en segunda instancia porque aceleran el tiempo de produccién,
variando significativamente la obtencién de beneficios econémicos del producto
resultante. Entre las précticas que estan en uso cada vez mads, se encuentran el
envejecimiento con métodos alternativos, la microoxigenaciéon, la aplicacion de
organismos orientados genéticamente, y otras técnicas algo mas complejas como
las resinas de intercambio i6nico o el spinning cone column.

Al mismo tiempo que aparecen nuevas opciones para la elaboracién del vino, se
han ido desarrollando nuevos métodos analiticos, dentro de los cuales podemos
nombrar especificamente las narices y lenguas electrénicas que como hemos
indicado anteriormente ofrecen la posibilidad de evaluar las caracteristicas
organolépticas del vino de una manera rapida y objetiva. Dos de los principales
intereses en nuestra investigacion dentro este campo, han sido la validacién de la
capacidad que presentan estos sistemas para distinguir los matices
diferenciadores de vinos elaborados con técnicas estdndar y alternativas, y por
otra parte, la evaluacién de las correlaciones existentes entre los resultados que se
obtienen por medio de estos sistemas electrénicos y los que entregan los analisis
quimicos y organolépticos tradicionales.

Las investigaciones que se describen en este capitulo se centran en el estudio de
algunos de los efectos de la microoxigenacion en la calidad del vino. En un
capitulo posterior se abundara en el tema del uso de los métodos alternativos al
envejecimiento en barrica.
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Durante el desarrollo de este capitulo se dara especial atencién al estudio de la
influencia que tiene el oxigeno en el vino, antes y durante el tiempo de su
almacenamiento en botella. Debido a la relacién existente entre oxigeno y
polifenoles se han disefiado una serie de experimentos que abarcan un conjunto
de muestras caracterizadas por que presentar dos niveles diferentes de contenido
fenolico [1, 2]. Para obtener estos niveles se utilizara el mismo tipo de uvas para
todas las muestras a embotellar, pero con dos técnicas de extraccion del mosto:
termovinificaciéon o Flash release (FR) que consigue un producto con un alto
contenido en polifenoles y la técnica de maceracion tradicional (Trad) [3]. Estas
dos series de muestras, a su vez fueron divididas en grupos de vinos con y sin
microoxigenacién. Respecto a la velocidad del paso del oxigeno cuando el vino
estd almacenado en botella, este parametro se ha controlado mediante la
combinacién de tapones sintéticos con diferente porosidad y consecuentemente
distinta velocidad de transferencia del oxigeno (OTR).

Concretamente, los objetivos que planteamos en esta parte de nuestra
investigacion basicamente fueron:

1. Disefiar un método de control objetivo y rapido que potencialmente permita
determinar el oxigeno presente en el vino y sus efectos, en cualquiera de las
etapas de su elaboracion.

2. Evaluar el potencial de la nariz, lengua y ojo electrénico para distinguir,
apoyandose en un andlisis PCA, vinos con diferente capacidad antioxidante y
niveles de oxigeno, consecuencia de la etapa de microoxigenaciéon y del uso de
distintos tipos de tapones sintéticos con diferente porosidad.

3. Emplear los métodos multivariantes PLS-DA para construir modelos de
clasificaciéon con los sistema de andlisis sensorial electrénicos de acuerdo a los
tres factores basicos determinados para este investigacion: (a) contenido
polifendlico (b) contribuciéon de la microoxigenacién e (c) influencia de la
porosidad del tapon.

4. Establecer correlaciones mediante el método multivariante PLS2 entre los
resultados obtenidos con los sistemas de andlisis sensorial electrénico y
resultados de las valoraciones respecto al contenido polifenélico y a los niveles
de oxigeno durante el envejecimiento en botella.

5. Combinar los aportes que realiza cada uno de los tres sistemas empleados en
este trabajo: nariz, lengua y ojo electrénicos para obtener una valoraciéon conjunta
de los efectos que tiene el vino el cambio en el contenido polifendlico y el nivel de
oxigeno.
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A continuacién citaremos algunas de las conclusiones alcanzadas hasta el
momento por los diferentes grupos de investigacion en torno a la influencia del
oxigeno durante el proceso de elaboracion del vino.

3.1.1. Revision tedrica

3.1.1.1. Efectos del oxigeno en el color del vino

Las modificaciones que tienen lugar en el color del vino estan en funcién, entre
otras, de las caracteristicas de las uvas, del grado de extraccién de antocianos y
taninos, de las condiciones del medio y de las posteriores modificaciones de estas
moléculas durante el envejecimiento. En otros términos los matices cromaticos
del vino siempre tienen una significacion relacionada con su origen, la edad del
vino o con su estado de elaboracién y conservacion.

La maceraciéon y la ubicacion de los compuestos fenélicos dentro de la uva dan
origen a una extracciéon de compuestos fraccionada, que ademéas depende de la
distinta solubilidad y capacidad de difusién de los compuestos y ello es funcién
fundamental del grado alcohdlico del medio.

En términos generales, la extracciéon de los compuestos fendlicos durante la
maceracién presenta un crecimiento continuo seguido por un proceso de
saturacion para el caso de los taninos y un decrecimiento en la concentracion de
los antocianos. El proceso total es mucho mas complejo, pero se puede decir a
grandes rasgos que la velocidad de extraccién es proporcional al gradiente de
concentracion entre los sélidos y el mosto.

La disminucién que presentan los antocianos puede ocurrir por degradaciéon de
las moléculas consecuencia del tipo de levaduras usadas [4], o debido a la
existencia de partes sélidas de la uva [5] Existen otro tipo fendémenos
relacionados con los antocianos como su polimerizacién con las procianidinas de
la uva y/o su reaccion con otros compuestos del vino como el acido piravico, el
acetaldehido, etc. Estos polimeros son mdés estables y ademds permiten la
precipitacion de materia colorante durante el envejecimiento en barrica aunque
no durante el tiempo que el vino se conserve en botella [6-9].

Las reacciones de estabilizacién tienen su origen, la mayoria de las veces, en la
formacion de combinaciones entre antocianos y taninos. Asi, el color de los vinos
tintos es debido a la presencia, ademads de los antocianos libres, de combinaciones
del tipo taninos-antocianos, de taninos condensados o de fendémenos de
copigmentacion. Es bien conocido que las modificaciones que se dan durante el
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envejecimiento se evidencian por la evolucién del color hacia tonos maés teja y la
pérdida de astringencia.

En la unién entre antocianos y taninos normalmente interviene el acetaldehido,
producto asociado al grado de etanol y oxigeno presente en el medio. Estas
reacciones se traducen en una disminucién del color rojo, pero al mismo tiempo
generan compuestos de un color rojo-azulado. El etanal también puede dar
origen a reacciones indirectas que implican la combinacién entre los antocianos y
los flavanoles, entre flavanoles, e incluso entre los propios antocianos, lo que
genera reajustes en el peso molecular de los polimeros.

Por otra parte, también existe la posibilidad de originar compuestos vinil-
flavanoles que podrian reaccionar con los antocianos dando lugar a nuevos
pigmentos, los denominados piranoantocianos. Estos piranoantocianos son
compuestos que presentan una gran estabilidad quimica, son resistentes a la
decoloraciéon con el diéxido de azufre, apenas varian su coloracién por las
variaciones del pH y son abundantes en la composicién de los vinos afiejos [10,
11].

El oxigeno participa claramente en toda una serie de reacciones entre antocianos
y flavanoles que se traducen en una estabilizaciéon de la materia colorante y una
disminucién de la astringencia. Atn asi, es necesario sefialar que no se conocen
rigorosamente ni los mecanismos quimicos de las reacciones que genera el
oxigeno en el vino ni sus consecuencias organolépticas. Hasta el momento sélo se
ha conseguido un importante conocimiento empirico de esta materia,
especialmente en lo referente a la permanencia del vino en las barricas y la
consiguiente asimilacion del oxigeno, que permite la transformaciéon de la
estructura fendlica del vino y los beneficios en los aspectos sensoriales. Su
influencia y explicacion cientifica durante la etapa del envejecimiento en botella
es un tema poco estudiado.

Aunque no es materia de este capitulo, es importante especificar que durante el
envejecimiento en barrica, es conocido que los antocianos presentan dos tipos de
reacciones: por una parte son oxidados, lo que implica una disminucién de la
componente roja del color, y por otra se produce una combinacién entre
antocianinas y procianidinas, lo que da lugar a una estabilizacién del color rojo.
Son precisamente estas combinaciones de antocianinas-procianidinas las
responsables de la coloracion de los vinos tintos afiejos asi como de la capacidad
del vino para equilibrar la capacidad oxidativa en la barrica. Por lo tanto, un vino
tinto destinado a la crianza en barrica debe poseer una concentracion elevada de
antocianinas, de lo contrario la oxidacién de las mismas provocard una pérdida
importante del color rojo durante el envejecimiento.
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Los fenémenos relacionados con el envejecimiento en botella serdn explicados
con detenimiento en otros apartados de este capitulo.

3.1.1.2. Efecto del oxigeno en el gusto del vino

Al igual que las reacciones asociadas al cambio del color, consecuencia de la
presencia de oxigeno en el vino son los antocianos, taninos y flavanoles, a nivel
gustativo los principales compuestos que intervienen en sensaciones de amargor
y astringencia. Los cambios que se generan en un vino joven con un carécter duro,
aspero, astringente e incluso algo amargo, hacia un caracter més suave y menos
astringente se deben en gran medida a la polimerizaciéon entre flavanoles. Estas
nuevas moléculas, al parecer son menos reactivas con los receptores sensoriales
de la lengua, lo que se puede traducir en sensaciones méas suaves y equilibradas.

Durante el envejecimiento del vino es el acetaldehido el principal compuesto que
contribuye a la polimerizacion de los flavanoles. Las moléculas que se forman
por medio del acetaldehido no son tan reactivas como sus constituyentes y esto
puede propiciar que los vinos sean menos astringentes. Las reacciones entre
flavanoles dan origen a las procianidinas, las cuales a su vez, de acuerdo con su
reactividad pueden interactuar con los antocianos. En caso de dar origen a
nuevos compuestos, estos pueden influenciar el sabor del vino al ser compuestos
poliméricos con un bajo nimero de unidades (entre 8 a 10 unidades), a las cuales
los receptores sensoriales de la lengua son més sensibles; ademas estas moléculas
consiguen impedir otro tipo de polimerizaciones.

3.1.1.3. Efecto del oxigeno en el aroma del vino

Estudiar el efecto del oxigeno a nivel aromatico es mucho mas complejo, porque
la mayoria de reacciones que tienen lugar durante el envejecimiento del vino
también dependen de otros factores como la temperatura del medio y de su pH.
Muchas cuestiones en este aspecto contintian si resolver, siendo motivo de
constante discusion cientifica.

La base primaria para la oxidacién del vino son los polifenoles, cuando estos
compuestos reaccionan con el oxigeno pasan a formar las quinonas. Otros
compuestos como el didxido de sulfuro y al acido ascérbico adicionados al vino
son capaces de reducir las quinonas y de esta manera el oxigeno presente en el
vino se va consumiendo, impidiendo la oxidacién de otros compuestos. Las
quinonas, ademas acttian como trampa de compuestos sulfurosos, compuestos
que pueden modificar negativamente el aroma del producto.
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En este caso la presencia de acetaldehido también es importante como
intermediario de la reacciéon entre compuestos volatiles como el furfural y el 5-
hidroximetilfurfural con los flavanoles. También se ha demostrado que pueden
reaccionar directamente con antocianos como el malvidin-3-glucosa. Existen
ademas muchas reacciones de los compuestos volétiles a nivel particular que se
producen en un ambiente oxidativo durante el envejecimiento en barrica. Entre
estas reacciones podemos nombrar la formacién del sotolén, compuesto que se
origina debido a la oxidacién de la treonina. Un estudio llevado a cabo por
Cerdan et al. [12] demuestra que las concentraciones de etilbutirato, etiloctanoato
decrecen durante los 18 primeros meses en barricas, mientras que la
concentracion del etilhexanoato y el etildecanoato se incrementan y ello es
debido a la presencia de oxigeno en el medio.

3.1.1.4. Aplicacién del tratamiento de microoxigenacion para
vinos tintos

La dosificacion de oxigeno durante la fermentacién y especialmente durante el
envejecimiento en barrica busca la estabilizaciéon de la materia colorante, asi
como la suavizaciéon de la astringencia inicial a través de las combinaciones y
polimerizaciones entre los antocianos y taninos [11]. Tradicionalmente, estas
reacciones se desarrollan durante la crianza del vino en barricas de roble, en las
que tiene lugar una microdifusién del oxigeno a través de la duelas o poros de la
barrica [10].

La microoxigenaciéon inducida es una opcién alternativa que aporta al vino
pequenas cantidades de oxigeno de forma controlada, a través de un
microdifusor poroso unido a una botella de oxigeno [13]. El oxigeno puede
afiadirse en funcién de las necesidades que se evalten durante la vinificacion. Al
finalizar la fermentacion malolactica, por ejemplo, puede suministrarse
cantidades entre 1-4 mg/L/dia. También es una practica comuan aplicar entre 1-6
mg/L/mes durante el periodo de envejecimiento.

Uno de los principales motivos para aplicacion de esta técnica se debe a que este
método contribuye a la aceleraciéon del proceso de estabilizaciéon de la materia
colorante. Ribéreau-Gayon [10] report6é un incremento en la intensidad del color
de hasta el 50% durante los cinco primeros meses de envejecimiento, en los
cuales el vino fue microoxigenado. En sus experiencias compuestos como los
antocianos y taninos presentaron una disminucién de su concentracién, y los
compuestos sulfurosos no deseados como el dimetil sulfuro no mostraron ningtin
incremento en su concentracion.
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El efecto de la microoxigenacién a nivel sensorial no esta totalmente definido. Por
ejemplo a nivel empirico se sabe que cuando el vino recibe oxigeno
aparentemente puede tener mas estructura, especialmente durante los primeros
seis meses del envejecimiento; si durante los siguientes meses se observara una
disminucién considerable de los niveles de astringencia, el proceso de
microoxigenaciéon deberfa entonces interrumpirse porque podria alcanzarse un
promedio de polimerizaciones de procianidinas demasiado alto, y como
consecuencia se podria llegar a tener vinos con amargor o demasiado secos.

3.1.1.5. Efecto del oxigeno durante el envejecimiento en botella

En vista de la controversia que ha causado el cambio de los corchos tradicionales
por los tapones sintéticos porosos, tanto por los aspectos cientificos-industriales
vinculados, como por la implicacién cultural, una parte de nuestra atencién ha
estado centrada en estudiar la influencia de distintos tapones en esta parte del
proceso del envejecimiento de los vinos. En esta fase, el vino es almacenado en
botella pasando de un medio oxidativo a un medio reductor, y a partir de este
momento es cuando el tapén acttia como una barrera selectiva para el oxigeno.

Diferentes trabajos publicados han demostrado que la difusiéon del oxigeno
durante el tiempo que el vino se encuentra almacenado depende en gran medida
del tipo de tapdn, ya que la permeabilidad al oxigeno varia mucho entre los
diferentes tipos corchos, y esta heterogeneidad es uno de los principales factores
que pueden contribuir a la variacién entre los vinos en su fase de envejecimiento
en botella [10, 14].

Las principales caracteristicas de los tapones dependen de su composicién, es
decir, de si trata de un corcho tradicional o un tapén sintético; y estos altimos, a
su vez de cada una de las configuraciones disponibles (diferente geometria,
porosidad, etc.) [15, 16]. En general, los tapones sintéticos porosos ceden el paso
al oxigeno al interior de la botella a una velocidad relativamente alta [17]. En el
caso de tapones de corcho natural, la mayor parte del oxigeno se difunde a través
de su estructura celular a una velocidad relativamente baja [18]. En principio, es
posible aprovechar las ventajas del disefio “a medida” en la fabricacion de
tapones sintéticos de manera que su estructura porosa aporte cantidades
controladas y reproducibles de oxigeno al vino embotellado. Bajo esta idea los
vinos, se pueden elaborar preestableciendo un valor especifico de la velocidad de
transferencia de oxigeno (OTR), ventaja que no puede considerarse en los corchos
naturales tradicionales.

La cuestiéon del OTR ha generado polémica desde tiempo atrds. Pasteur, en sus
estudios realizados en 1873, fue el primero en estudiar el efecto del oxigeno en el
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desarrollo del vino. En su opinién "el oxigeno es el enemigo mas grande del vino",
pero también aseguré que '"el oxigeno hace al vino, el cual envejece bajo su
influencia" [19]. Por otro lado, Emile Peynaud consideré que "es el proceso
contrario a la oxidacion, es decir la reduccion, la etapa en la cual evolucionan los
vinos en la botella" [20]. En esta misma linea se encuentran las investigaciones de
Jean Ribereau-Gayon, quien en sus estudios encontré que las cantidades de
oxigeno que se difunden por medio de los tapones de corcho natural en los vinos
embotellados son insignificantes pero de gran importancia [9]. En la actualidad,
se admite que un cierto grado de oxigenacién continua y controlada parece
beneficiar la maduracién del vino respecto a las reacciones entre polifenoles que
conducen a estabilizar el color, reducir la astringencia e incluso cambiar algunos
de sus matices aromaticos [21].

Los resultados de las valoraciones sensoriales publicadas hasta el momento son
controvertidas; explican por ejemplo que los vinos sellados con tapones sintéticos
porosos presentan una tendencia a perder los atributos relacionados con aromas
frutales y desarrollar un cardcter oxidado incluso en periodos de almacenamiento
cortos [22]. Por otro lado, los vinos sellados con tapones de rosca han mostrado
una mayor puntuacién para los aromas frutales, manteniendo también niveles
mas altos para los antioxidantes, pero al mismo tiempo sus aromas con caracter
reducido prevalecieron y la evolucién del color se presenté de manera mas lenta.
Estudios recientemente publicados por Kwiatkowski [23] sugieren que el
desarrollo del caracter reducido se debe en mayor medida a la baja difusién de
oxigeno a través de los tapones y no tanto al oxigeno presente en el espacio en
cabeza entre el vino y el tapén.

3.1.1.6. Incorporacion de oxigeno a través de los tapones
sintéticos porosos

El trabajo realizado por Jean Ribéreau-Gayon en la década de los 30, es uno de
los primeros estudios reportados en el &rea del OTR. Estos resultados
determinaron que la entrada de oxigeno a través de los distintos corcho naturales
era demasiado variable, con registros entre 0,10 a 0,38 mL de oxigeno en las
primeras tres semanas y entre 0 y 0,07 mL en los cuatro meses subsiguientes. No
obstante, desde la época en la que Ribéreau-Gayon realiz6 este estudio, tanto los
procesos de embotellado de los vinos, como el desarrollo de nuevas
encorchadoras y tapones, han mejorado significativamente permitiendo controlar
esta variabilidad.

Citar también otra investigacion importante realizada por la empresa Southcorp
Vino. En este trabajo se demostro la variabilidad que presenta el paso del oxigeno
al interior de la botella en funcién del tapén utilizado. En el estudio llevado a
cabo sobre un conjunto de 35 muestras selladas con diferentes tipos de corchos
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naturales, se valoré que las permeabilidades se encontraban en un rango de 0,001
mL/O,/dia hasta llegar a obtener valores poco usuales de 1 mL/O/dia. En
contraste a estos resultados, Duncan et. al. encontraron valores de 0.01

mL/O,/dia para los tapones sintéticos porosos, disponibles en aquel momento
[24].

Figura 3.1. Cambios de la astringencia y el amargor en funcion del OTR.

Estos resultados y otros en esta linea han despertado una serie de preguntas en el
campo de la enologia, y entre ellas: ;Cémo ha de ser la microoxigenacién del
vino de acuerdo con su naturaleza?, ;Cada tipo de vino necesitara un OTR
especifico?, ;Deberian las condiciones de almacenaje (temperatura, posiciéon de la
botella, tiempo de envejecimiento en botella) estar correlacionadas con la
morfologia del tapén?, etc. La contestacién a estas preguntas da pie a plantearse
la necesidad de disponer de métodos rapidos para el andlisis de las caracteristicas
organolépticas de los vinos, resaltando la importancia de desarrollar un método
de medida no invasivo y con minimos errores experimentales. En esta linea, se
basa la investigacién que sintetizamos en este capitulo.

Buena parte de la atencién a este tipo de cuestiones se ha invertido en la
valoracién sensorial de los efectos del OTR. Podemos decir que el efecto del OTR
mas conocido se asocia a los cambios en la acidez y el amargor. La Figura 3.1
explica como en funcién del OTR del tapon se puede presentar un cambio en las
propiedades gustativas. Puede suceder por ejemplo, que un cambio en la acidez
contribuya a que los polimeros condensados rompan sus cadenas y generen
moléculas més pequefias, lo cual se traducirfa en un aumento del amargor. Por lo
contrario un aumento en el grado de polimerizacién puede conducir a un
incremento de la astringencia [25].

En parte, como consecuencia de los beneficios a nivel econémico que genera el
6ptimo manejo de los vinos en botella, la industria enolégica demuestra cada vez
mas interés en el uso de los tapones sintéticos porosos. Desde el afio 2004 el
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consumo de estos tapones ha aumentado un 10% y ello ha sido debido a los
avances en la tecnologia de fabricacion y a los resultados comparativos
realizados en diferentes investigaciones. Un estudio publicado en afio 2009
demuestra que los tapones sintéticos han llegado a ocupar un 30% del mercado
de las bodegas, especialmente de aquellas con la produccién de grandes
cantidades de vino. La Figura 3.2 indica como las grandes bodegas diversifican
entre los cuatro tipos principales de tapones: corcho natural y técnico, tapon
sintético y cierre de rosca.
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Figura 3.2. Incremento del uso de los diferentes tipos de tapones de acuerdo con el
tamario de las bodegas.

Hasta el momento se ha demostrado que existe una incidencia importante de la
utilizacién del oxigeno o intervencion por parte de quien elabora el vino, a nivel
quimico y por tanto a nivel organoléptico. Es importante sefialar que en esta
investigacion no se pretende discutir las ventajas y desventajas del uso de un
determinado tapén o cuales son las cantidades adecuadas de microoxigenacion
que se deben adicionar. Esta investigacion solamente trata de identificar las
posibilidades de nuestro sistema de medida para seguir la evoluciéon del vino
embotellado con diferentes tapones de origen sintético, y a través de
herramientas quimiométricas, intentar predecir las consecuencias y
caracteristicas de los vinos, de acuerdo con las condiciones iniciales de
elaboracién.
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3.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.2.1. Caracteristicas de las muestras de vino

Los vinos utilizados en este estudio se han elaborado utilizando la variedad de
uva garnacha, afiada del 2007. El proceso de vinificacion se ha realizado en la
estacion experimental del Instituto Nacional de la Investigaciéon Agraria (INRA)
Pech Rouge (Gruissan, France). Un total de diez mil kilos de uva fueron
cultivados, los cuales procedian de dos parcelas deferentes. Las uvas procedentes
de la primera parcela (22° Brix, pH=3.6) se emplearon para la elaboracién
tradicional de vino (Trad) y los de la segunda parcela (25° Brix, pH=3.7) fueron
usados para elaborar vinos con la técnica termovinificacién (FR). La
concentraciéon de polifenoles resultantes puede relativizarse como baja en el
primer caso y alta en el segundo. Cada uno de estos vinos (tradicional y
termovinificaciéon) se ha dividido en dos tanque para evaluar el efecto de la
microoxigenacion: en un tanque fueron adicionadas dosis controladas de oxigeno
(Mox) y en el otro no (noMoX). Se tuvieron asi cuatro tipos diferentes de vinos:
FR, FR+Mox, Trad, Trad+Mox.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los vinos evaluados.

Microoxigenacion Tipo de tap6én

Métod dicional: Light 21 (T1)
étodo tradicional: No Classic 21 (T2)
Nl el dle microoxigenados Class%c 4 (T3)
olifenoles en Classic 1 (T4)
ch)m aracion el Light 21 (TM1)
. o Classic 21 (TM2)
método de Microoxigenados Classic 4 (TM3
termovinificacion assic 4 ( )
Mosto Classic 1 (TM4)
Light 21 (FM1)
Garnacha -
. . Classic 21 (FM2)
Flash Release Microoxigenados :
(Termovinificacion) Classic 4 (FM3)
Classic 1 (FM4)
Nivel relativamente nghi‘ 21 (F1)
. No Classic 21 (F2)
alto de polifenoles. . X _
microoxigenados Classic 4 (F3)
Classic 1 (F4)

El tratamiento FR consiste en el despalillado y estrujado de las uvas a una
temperatura de 95°C durante 6 minutos en condiciones de vacio (presién cercana
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a 60hPa). Tanto para la maceraciéon tradicional como para el ensayo de
termovinificacién, los mostos se distribuyeron en 2 tanques de fermentacién de
acero inoxidable de 50hL con control de temperatura, cantidades de sulfitos en
torno a 5g.hL1 y 500g de levadura (LBRouge, Lallemand). La tapa de los
depositos esta disefiada de tal manera que permite mezclar el hollejo de las uvas
con la fase liquida en el proceso de fermentacién. Ademas, se ha introducido
nitrégeno (20g.hL! DPA) después de una disminucién de 30 puntos en el valor
de la densidad. Una vez que la fermentacion alcoholica ha finalizado (controlada
por los aztcares reductores), los vinos fueron trasegados (adiciéon de Oz: 0.3ppm).
Se transfirieron a tanques de 20hL a los cuales se les afiadi6é bacteria lactica
(Lalvin VP41, Lallemand) para empezar la fermentacién malol4ctica. Al final de
la fermentacion malolética, los vinos se trasegaron a otros depdsitos de acero
(adicion de Oz 4 ppm) donde se incorporaron sulfitos en concentraciéon de
(3g.hL-1).

Cada uno de los vinos se transfirié desde los tanques de 20hL a cuatro tanques de
un volumen de 2.7hL cada uno. Estos tanques fueron adaptados para llevar a
cabo la microoxigenacion con un sistema de 10-canales Oenode. Esta transferencia
de oxigeno se incorporé en cantidades de 5 mg Oz.L-1.mes?! durante un periodo
de 3 meses. Para el caso de las modalidades sin microoxigenacion, los vinos
fueron almacenados en tanques de caracteristicas similares. Las cantidades
totales de oxigeno introducido (adicién debida al trasiego y a la microoxigancion)
en estos 4 vinos (Tradmox, Trad, FRmox, FR), fueron estimadas como el
resultado del promedio de cinco repeticiones diferentes, obteniendo los
siguientes valores: 8.66, 5.79, 9, 3.85 mg.L-, respectivamente.

Los vinos estudiados y su nomenclatura se resumen en la Tabla 3.1.

Posteriormente los vinos fueron almacenados en botellas de vidrio de 375 mL
(Saint-Gobain bordelaise 39) en lugar de las botellas tradicionales (volumen de
750 ml) con el fin de amplificar el fenémeno de oxidacién. Cada uno de los cuatro
tipos de vinos se repartié en cuatro botellas con diferentes condiciones de OTR.
Una primera serie de vinos se embotell6 con tapones Nomacorc Light y otros tres
vinos se almacenaron en botellas con corchos Nomacorc Classic, los cuales fueron
designados con los c6digos Light 21, Classic 21, Classic 4 y Classic 1. Todos
fueron conservados en la misma habitacién a temperatura constante (23°C).

3.2.2. Caracteristicas de los tapones sintéticos porosos

Los tapones suministrados por la empresa Nomacorc, Light 21, Classic 21, Classic
4 y Classic 1, se producen en un proceso de co-extrusiéon de polietileno de baja
densidad (LDPE), material que es permeable al oxigeno y en su superficie estos

150 Natalia Prieto (Castafieda



Capl’tulo ”]

tapones tienen un film de un compuesto diferente (silicona). Los materiales
fueron elaborados bajo distintas condiciones y formulaciones de manera que se
pudieran obtener tapones sintéticos que permitieran diferentes niveles de
difusioén del oxigeno. La Figura 3.3 muestra la capacidad de difusién del oxigeno
de cada uno de los tapones sintéticos porosos; estos datos también fueron
suministrados por la empresa Nomacorc.
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Figura 3.3. Difusion del oxigeno a través de los diferentes tapones sintéticos

Para controlar la capacidad de difusiéon del oxigeno del material es importante
identificar cual es la propiedad macroscépica del material que propicia un mayor
o menor nivel de oxigeno a través de su estructura. Hemos realizado una
caracterizacion del material teniendo en cuenta tres propiedades importantes: el
tamafio del poro, la densidad y el indice de la cristalinidad del polimero base.
Comentar ademas que los tapones en los cuales se ha realizado este estudio
tienen las mismas caracteristicas de fabricacion que la de aquellos que fueron
utilizados en las botellas que contienen las muestras. Sin embargo los resultados
que mostraremos a continuacioén son parte de un estudio independiente; es decir
que estos tapones no estuvieron sometidos al proceso mecanico que supone su
insercion en la botella, y ademds tampoco estuvieron en contacto con el vino.

El tamafio de los poros de cada tipo de tapén ha sido visualizado en nuestro
departamento a partir de imdgenes tomadas con un microscopio electrénico de
barrido SEM (JSM-820 Jeol, Japan). La Figura 3.4 representa una de las imagenes
obtenidas con estos tapones sintéticos. De la observacion de esta mircrografia
puede afirmarse que existe una distribucién no homogénea del tamafio del poro,
y que ademds este material no muestra un alto grado de conectividad en su
estructura celular, es decir no hay canales abiertos que comuniquen directamente
la parte superior e inferior del corcho para el paso del oxigeno.
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Figura 3.4 Micrografian SEM de los tapones sintéticos porosos utilizados en este estudio
(direccion perpendicular al proceso de extrusion).

Otra posibilidad para el transporte del oxigeno viene determinada por la difusién
de celda en celda a través de las paredes celulares. Esta propiedad de los
materiales parecia podia ser evaluada haciendo una comparacion de la densidad
de cada tapén sintético porque en cuanto menor sea el ntimero de paredes
celulares a atravesar mas sencillo seria el paso del oxigeno a través de su
estructura. Asi en principio se supuso que la densidad habia de ser fundamental
en el proceso de difusion de oxigeno a través del tapon sintético. Sin embargo
una vez realizados el conjunto de medidas de la densidad en la balanza Metter
AT261 (principio de Arquimedes), se pudo observar que para los valores de la
capacidad de difusion del oxigeno en las muestras estudiadas se registra una
densidad del material similar (Figura 3.5.).

Ahora bien, en materiales como estos tapones sintéticos porosos, el paso del
oxigeno depende de dos factores principales. El primero de ellos es la estructura
celular. El segundo es la permeabilidad intrinseca del polimero, de la cual
podemos decir que es una caracteristica controlada por su cristalinidad,
caracteristica que hemos determinado a partir de medidas de calorimetria
diferencial de barrido (DSC).
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Figura 3.5. Medidas de la densidad en funcion de la capacidad de difusion del oxigeno
de los diferentes tapones sintéticos.

En la Figura 3.6. hemos representado los termogramas correspondientes a las 4
muestras (tapones) utilizados en esta investigacion. Los valores de la
cristalinidad del polietilieno se calcularon a partir del pico endotérmico
del segundo calentamiento, el cual es una repeticién del primer barrido que se ha
realizado para borrar la historia térmica de las muestras. De acuerdo con los
resultados sefialados en esta figura las diferencias entre los tipos de tapones son
significativas respecto a su cristalinidad, la cual varia entre 34% para el tapon
Light 21 y 45% correspondiente al tapon Classic 1.

15A-2009-66-3 Core

SA-2009-68-3 Core, £,2200 mg Light 21
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Figura 3.6. Resultados DSC para los tipos de tapones sintéticos porosos utilizados.
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A partir de estos valores se ha construido la Figura 3.7 la cual ilustra los valores
de la capacidad de difusiéon del oxigeno en funcién de la cristalinidad del
material. Como especifica la figura, el grado de cristalinidad del polimero es la
propiedad del material que mas influencia tiene sobre la capacidad de difusiéon
del oxigeno, confirmando asi nuestra hipotesis de partida. Esto es debido a que el
gas solo puede penetrar y difundirse en las zonas amorfas del polimero, por lo
que cuanto menos zonas amorfas haya (mayor cristalinidad) menor ha de ser la
difusividad del oxigeno.
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Figura 3.7. Medidas de la cristalinidad en funcion del OTR de los diferentes tapones
sintéticos.

3.2.3. Medidas del oxigeno en durante el envejecimiento en
botella

Los tres pardmetros seguidos durante esta investigacién, es decir el oxigeno
disuelto (DO), el oxigeno en el espacio en cabeza (HO), y la contribucién del tipo
de tapon sintético a la exposicion de oxigeno (CL) han sido valorados por el
grupo Nomacorc utilizando un sistema denominado Fibox 3-Trace (Preseas
Precision Sensing GMBH, Regensburg, Germany). El equipo se compone de un
sensor de oxigeno (pastilla reactiva luminiscente) y esta equipado con una fibra
Optica que lleva la luz hasta los sensores y recoge su respuesta luminosa,
proporcional a la concentracion de oxigeno que les rodea [26]. Un primer sensor
se sitia dentro de la botella y entra en contacto con el vino directamente; asi se
realiza la medida del oxigeno disuelto (DO) diez meses después de comenzar el
envejecimiento en botella. Un segundo sensor es pegado en la parte superior de
la botella en este caso para realizar las valoraciones respecto al espacio en cabeza
(HO) [27]. El valor determinado para cada uno de los parametros es el resultado
obtenido del promedio de cinco repeticiones para cada tipo de medida. El
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pardmetro CL estd determinado por la capacidad de difusién del oxigeno y la
cantidad de oxigeno inicialmente contenida dentro del tapén sintético poroso.

El resultado de los valores DO, HO, CL asi como el tratamiento de datos de estas
variables esta indicado en el apartado 3.3.2.2. (Tabla 3.11).

3.2.4. Medidas de los compuestos polifendlicos

A continuacién citaremos los 22 pardametros valorados y su respectiva
nomenclatura para estudiar el efecto del método de extraccion del mosto y la
dosificacion del oxigeno con la microoxigenaciéon y su control durante el
envejecimiento en botella (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Pardmetros quimicos evaluados

Pardametro Quimico Nomenclatura

Antocianos [mg.L1] ACN
Taninos [mg.L1] TAN
Relacion taninos/antocianos T/A
Catequinas [mg.L1] CAT
Acido hidroxicindmico [mg.L] HA
Piranoantocianos (vitisinas) [mg.L1] CPA
Catequina, epicatequina y malvidina-3-O-glucésido unidos | EB
por puentes etilo [mg.L1]

Flavonoles [mg.L1] FLV
Piranoantocianos vinilfendlicos [mg.L"] VP
Grado medio de polimerizacién mDP
Porcentaje de dcido galico. % Gall
Porcentaje de galato de epicatequina %EGC
Intensidad del color IC
Intesidad de color corregida ICcor
Correccién de Hue Tcor
Color total de pigmentos CTP
Indice de polifenoles totales IPT
Pigmentos decolorables totales PDT
Edad quimica del vino ACV
Porcentaje de pigmentos decolorables por bisulfito %PDSO2
Pigmentos totales 4%
Color debido a la copigmentacion CC
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Comentar ademds que este trabajo se realiz6 en colaboraciéon con el “Centre de
Recherche en Gestion de 1’'Oxygene” del “Institut Rhodanien d’Orange”, en Francia y
la empresa Nomacorc en Bélgica.

Como se indicé anteriormente, nuestro objetivo era establecer la correlacién entre
los parametros del nivel de oxigeno y contenido polifenélico con los resultados
obtenidos mediante los sistemas de evaluacion sensorial electrénicos, utilizando
un andlisis de regresion lineal PLS2. Indicar que debido a la gran cantidad de
variables asociadas al contenido fendlico, se llevaron a cabo andlisis previos de
varianza ANOVA, para identificar los parametros mas relevantes y asi reducir el
valor de la relacién entre variables y muestras para el andlisis PLS2.

Por el contrario, en relaciéon con el oxigeno, existen solamente tres pardmetros
que fueron medidos directamente: DO, HO y CL. En vista de los objetivos de
este estudio en particular, no consideramos necesario realizar esta seleccion
preliminar con el ANOVA debido fundamentalmente a que el ntmero de
variables es mucho menor al nimero de muestras evaluadas. Es por ello que
estas tres variables fueron directamente incluidas en el andlisis PLS2 llevado a
cabo en el apartado 3.3.2.2.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Analisis Exploratorio

Los espectros UV-Visible registrados para el conjunto de muestras evaluadas
sefialan principalmente un aumento en la intensidad de la absorcién en funcién
del aumento del OTR de los diferentes tapones (Figura 3.8). Los vinos que fueron
sellados con los tapones Light 21 y Classic 21 presentaron los valores més altos
en la intensidad de absorcién, mientras que los vinos sellados con los tapones
Classic 4 y Classic 1 registraron una menor intensidad en los espectros. Por otra
parte, las diferencias entre Classic 4 y Classic 1 fueron poco significativas en
comparaciéon con las diferencias entre Light 21 y Classic 21. Esto fenémeno
podria explicarse por el hecho de que vinos almacenados en botellas con tapones
de mayor valor de OTR presentan una mayor difusién de oxigeno, y ello debido
a que estas moléculas puede penetrar a través el tapon, recorriendo las zonas
amorfas del polimero que le compone. Como se ha experimentado en la
caracterizacion del material, un mayor porcentaje de cristalinidad del polimero
(menor porcentaje de fase amorfa) implica un menor OTR del tapén. El aumento
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de oxigeno se traduce entonces en un incremento de la absorbancia de las
muestras de vino, especialmente en la zona alrededor de los 520 nm, propiciando
que las reacciones entre antocianos sean mads lentas. De esta manera se puede
disminuir el porcentaje de antocianos altamente polimerizados y por tanto
disminuir la probabilidad de precipitacion de los polifenoles, con lo cual se tiene
una mayor estabilidad en el color.

3.3.1.1. Coordenadas CIELab
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Figura 3.8. Espectros UV-Visible registrados para todo el conjunto de vinos.

Para continuar con el andlisis de estos resultados, las sefales fueron
parametrizadas utilizando sus coordenadas CIELab. Los resultados obtenidos se
especifican en la Tabla 3.3 y de ellos se deduce que el OTR afecta fuertemente a la
luminosidad del color L de los vinos. Los valores mas altos registrados para esta
coordenada -refiriéndose 0 al negro y 100 al blanco- corresponden a vinos
embotellados empleando los tapones con el OTR més bajo, Classic 4 y Classic 1
con valores entre 25.09 y 27.10. Los valores inferiores para el parametro L
correspondieron a los vinos embotellados con los tapones con un superior OTR:
Light 21 y Classic 21, que registraron valores entre 21.10 y 24.59.
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Tabla 3.3. Resultados de las coordenadas CIELab

Sample L a* b* C H S

Trad+noMicro Light 21 (T1) 22,32 52,70] 35,69| 63,65| 34,10 2,85

Classic 21 (T2) 24,59 54,20| 37,15| 65,70 34,42 2,67

Classic 4 (T3) 21,10 51,54| 34,50| 62,02 33,80 2,94

Classic 1 (T4) 23,32 53,38| 37,39| 65,18| 35,00 2,80

Trad+Micro Light 21 (TM1) 23,22 53,38| 36,30| 64,56| 34,22 2,78

Classic 21 (TM2) 2429 54,04| 36,04| 64,96| 33,70 2,68

Classic 4 (TM3) 22,22 52,65| 3543| 63,46| 33,94 2,86

Classic 1 (TM4) 23,98| 53,64| 37,72| 6557| 35,12 2,73

FR+noMicro Light 21 (FM1) 2540 54,99| 36,10 65,78| 33,29 2,59

Classic 21 (FM2)  2555| 55,06| 3517| 6534| 3257 256

Classic 4 (FM3) 25,09| 54,64| 3596| 6541| 33,35 2,61

Classic 1 (FM4) 26,45| 55,15| 37,59| 66,74| 34,28 2,52

FR+Micro Light 21 (F1) 25,13 | 54,78| 3598| 65,54| 33,30 2,61

Classic 21 (F2) 2549 | 54,97| 3495| 6514| 32,45 2,55

Classic 4 (F3) 2598| 55,05| 36,11| 6583| 33,26 2,53

Classic 1 (F4) 27,10| 55,45| 37,52 66,95| 34,09 2,47

La coordenada S, es una relaciéon de la coordenada C y la coordenada L, y por
tanto no presenta una tendencia clara que nos permita decir si aumenta o
disminuye en funcién del OTR.

El efecto del tipo de estrujado de la uva es evidente en los valores registrados
para la coordenada a*. Esta coordenada es una medida del color rojo; en este caso
y como era de esperarse, los vinos con mayor contenido polifendlico, -aquellos
que fueron elaborados con la técnica de la termovinificacién-, presentaron
valores superiores a 54.64, mientras que para el caso de las muestras maceradas
con el método tradicional, este valor oscil6 entre 51.54 y 54.20 unidades.

Finalmente, para el caso de las coordenadas b* (relacionada con el color amarillo),
C (saturacién o croma), y H (tonalidad) no se observé una tendencia clara que
permita establecer si existe algtin efecto del oxigeno o del contenido polifendlico
en sus diferentes valores del envejecimiento en botella.

En general, es posible observar que los polifenoles del vino participan en
diferentes reacciones debido a los cambios en la concentracion de oxigeno
presente en el espacio en cabeza de la botella, lo cual puede dar lugar a nuevos
pigmentos y a un cambio en la intensidad cromatica en los diferentes vinos.
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Figura 3.9. PCA de las coordenadas CIELab (69%, 30%, 1%).
Vinos elaborados segtin el método de extraccién tradicional y no
microoxigenados T (T1 & T2* T2+ T3#%). Vinos con método de extraccion
tradicional y microoxigenados TM (TM1 8 TM20 TM3 4 TM4 7). Vinos con
método Flash Realase y microoxigenados FM (FM1e FM2h FM3¢ FM4 #).
Vinos con método Flash Realase y no microoxigenados F (F1 @ F2 m F3% F4s)

La representacion de los espectros en término de las 6 coordenadas CIELab nos
ha permitido observar mas claramente que es el OTR el factor que mas afecta a
las distintas caracteristicas del color. Para comprobar este resultado se ha
realizado un andlisis PCA utilizando como variables de entrada las coordenadas
CIELab. El grafico de los “scores” del correspondientes PCA se muestra en la
Figura 3.9. Como se puede observar, la primera componente principal (PC1), que
contribuye al 69% de la informacion, distingue los vinos dependiendo del tipo de
corcho. Los vinos sellados con los tapones sintéticos con menor porcentaje de
cristalinidad y mayor OTR (Light 21 y Classic 21) aparecen ubicados en la parte
derecha de la grafica, mientras que los vinos sellados con los tapones sintéticos
Classic 4 y Classic 1 aparecen en la parte izquierda del grafico. Estos tltimos no
se distinguen claramente, lo cual es consecuencia de la similitud de los espectro
UV-Visibles registrados. Los resultados son coherentes con las condiciones
iniciales de embotellado, ya que los vinos con tapones Classic 4 y Classic 1 dan
paso a cantidades de oxigeno similares.

3.3.1.2. Nariz electronica

El primer acercamiento a los datos resultantes de la nariz electrénica se realizé
mediante un PCA. Los valores registrados para el punto maximo que se presenta
en la sefial del cambio de las resistencias de los sensores durante la inyeccion de
los compuestos volétiles de los vinos, fueron los valores utilizados como
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variables de entrada para el andlisis multivariante. Las técnicas empleadas son
las descritas en el capitulo II.

Figura 3.10. PCA de la nariz electronica.

Vinos elaborados segiin el método de extraccion tradicional y no microoxigenados T (T1
a T2* T2+ T3%). Vinos con método de extraccion tradicional y microoxigenados TM
(TM1 B TM20 TM34 TM4 % ). Vinos con método Flash Realase y microoxigenados
FM (FM1e FM2 A FM3¢ FM4 #). Vinos con método Flash Realase y no
microoxigenados F (F1 @ F2 B F3% F4s).

La Figura 3.10 muestra el grafico de los “scores” para las tres primeras
componentes principales (PC1=68%, PCA2=18% y PCA3=6%). En general es
posible diferenciar entre los tipos de vinos evaluados, a excepcién de los vinos
W3 y W4, para los cuales las sehales registradas fueron bastante similares. Los
vinos embotellados con un alto valor de OTR (tapones Light 21 y Classic 21)
aparecen en la parte izquierda de la figura (eje X negativo). En la region del eje X
positivo se encuentran los vinos embotellados con tapones que presentan un
valor bajo de su OTR. Las diferencias en términos de microoxigenacion o
contenido polifendlico, a nivel visual de las PCs, parecen menos relevantes.

Los resultados muestran que el OTR ha tenido un impacto importante en las
caracteristicas aromaéticas de los vinos. En efecto, de acuerdo con el OTR que se
difunde a través de los tapones, estos vinos presentan distintas notas olfativas:
los vinos almacenados con OTR de valores altos presentaron un caracter algo
mas frutal y, por el contrario, los vinos embotellados con OTR de valores mas
bajos presentaron notas con un caracter reductor. Estos resultados anteriormente
explicados coinciden con la investigacion de Soline Caillé et al. [28], efectuada
valorando los efectos del OTR en un conjunto de vinos tintos, para los cuales se
establecié que un mayor paso del oxigeno contribuye a mejorar el sabor del vino,
y ademads se perciben menos defectos arométicos que en los vinos almacenados
con un OTR menor.
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3.3.1.3. Lengua electrénica

La Figura 3.11 muestra el grafico de los “scores” de la PCA para la valoracion
realizada con la lengua electrénica segtin los protocolos definidos en el capitulo II.
Se observa un solapamiento parcial entre los vinos estudiados; también se
aprecian un cierto grado de discriminacién entre vinos con alto contenido
polifendlico (parte izquierda de la grafica) y vinos con bajo contenido en
polifenoles (parte derecha del grafico). Ademads, los vinos no microoxigenados
tienden a aparecer en la parte superior y los microoxigenados en la parte inferior
del grafico. El porcentaje de la varianza explicada obtenida para este analisis fue:
35% para PC1, 18% para PC2y 11% para PC3.

Figura 3.11. PCA de la lengua electrénica.

Vinos elaborados segiin el método de extraccion tradicional y no microoxigenados T (T1
a T2* T2+ T3%). Vinos con método de extraccion tradicional y microoxigenados TM
(TM1 B TM20 TM34 TM4 % ). Vinos con método Flash Realase y microoxigenados
FM (FM1e FM2 A FM3é FM4 #). Vinos con método Flash Realase y no
microoxigenados F (F1 @ F2 m F3% F4s)

Las variables utilizadas para el analisis con la lengua electrénica se seleccionaron
a través de una descomposicion del voltagrama de cada sensor en 10 kernels. Esto
implica un namero de variables seleccionadas (8 sensores x 10 variables = 80
variables) relativamente alto en comparacion que las utilizadas en las
experiencias con la nariz electrénica y las coordenadas CIELab.

El siguiente paso de nuestra investigacién requirié la fusion de los datos de los
tres sistemas. Como ademds se trata de una anélisis exploratorio y no
supervisado, era importante que el nimero de variables fuera lo mas parecido
posible entre cada uno de los sistemas a fusionar, de manera que ningin sistema
condicione las tendencias generales para la visualizacién de los resultados. Por
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este motivo, se seleccionaron determinadas variables para cada sensor, teniendo
en cuenta los resultados de los loadings del analisis PCA, escogiendo aquellas
variables que aportaban una mayor cantidad de informacién (3 variables por
sensor). Esta seleccién ha permitido tener un nuevo conjunto de 24 variables.

3.3.1.4. Panel electrénico

Un panel electrénico ha de combinar las sefiales provenientes de los 3 sistemas en
una matriz de datos formada por 6 coordinadas CIELab (color), 15 variables
extraidas de las sefiales generadas por los 16 sensores MOX (aroma) y 24 datos
seleccionados a partir de las curvas voltamétricas (sabor) proporcionadas por los
sensores electroquimicos (3 variables por cada sensor), para asi emplearlas en el
analisis de datos multivariante. Las primeras componentes principales,
mostradas en la Figura 3.12., capturan el 29%, 19% y 12% de la varianza total. Los
clusters de la PCA son pequefios, mostrando que la varianza experimental es mas
pequenia que las diferencias existentes entre las muestras evaluadas. Esto
significa que la fusién de las 3 redes de sensores mejora la discriminacién de
acuerdo con el tipo de tapén (distinto OTR), el contenido polifendlico y la
microoxigenacién. En la parte de eje X negativo del grafico se pueden observa los
vinos embotellados con tapones de alto OTR para los cuales el oxigeno puede
penetrar y difundirse mas facilmente a través de las zonas amorfas del polimero
(Light 21% y Classic 21%), mientras que los vinos embotellados con bajo nivel de
OTR (Classic 4% y Classic 1%) aparecen en la region del eje X positivo. Al mismo
tiempo, los clusters correspondientes a los vinos microoxigenados (vinos
marcados con el color gris y rojo) tienden a aparecer en la parte derecha de la
grafica (eje Y negativo).

Respecto a los vinos con diferente contenido en polifenoles, estos aparecen bien
separados en la PCA. Los vinos FM y F marcados con el color gris y verde, se
encuentran ubicados en la parte derecha de la grafica. Mientras que los vinos T y
TM aparecen en la parte izquierda de la gréfica marcados con el color azul y rojo,
respectivamente.

Es razonable que el sistema completo muestre una tendencia mayor a la
dferenciaciéon de los vinos de acuerdo con el tipo de extraccién de compuestos
volatiles que a otro factor como la microoxigenaciéon. Las muestras de vinos
procesadas mediante la técnica de termovinificacién contienen una mayor
cantidad de taninos. Esta concentracion aumenta la astringencia, el grado de
polimerizacién y el porcentaje de esteres del acido galico [27], compuestos que
han demostrado tener buenas correlaciones con nuestros sistemas de valoracién
electronica [29]. Respecto a la microoxigenacién, debido a que esta técnica es
utilizada para estabilizar el color, y ademas para producir la reacciéon entre
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taninos que a nivel sensorial significa una reduccién de la astringencia. Esta
formacién compuestos a base de taninos se produce a través de puentes etilo
debido a la reaccién del oxigeno y el etanal [1]. Esto significa que hay una cierta
dependencia de los dos factores; las caracteristicas gustativas dependen de las
técnicas de extraccion, y el oxigeno presente en el medio facilita la expresion de
estas caracteristicas.

Figura 3.12. PCA del Panel de cata electronico.

Vinos elaborados segtin el método de extraccion tradicional y no microoxigenados T (T1
a T2* T2+ T3%). Vinos con método de extraccion tradicional y microoxigenados TM
(TM1 B TM20 TM34 TM4 * ). Vinos con método Flash Realase y microoxigenados
FM (FM1e FM2A FM3é FM4 #). Vinos con método Flash Realase y no
microoxigenados F (F1 @ F2 m F3% F4s)

Los resultados anteriores implican que la combinaciéon de los sistemas
electrénicos puede permitir la discriminacion simultanea de acuerdo al tipo de
corcho (gracias a la informacion provista por los sistemas de nariz y coordenadas
CIELab) y de acuerdo a los niveles de polifenoles, asociando a la informacién
fundamentalmente proporcionada por la lengua electrénica.

Una vez realizado el analisis exploratorio de los datos originados por los tres
sistemas de caracterizacion sensorial electrénica y determinada la compatibilidad
que existe entre los mismos cuando sus respectivos datos fueron fusionados,
hemos realizado una evaluacién de la capacidad de clasificaciéon del sistema
mediante un anélisis PLS-DA.
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3.3.2. Analisis supervisado

3.3.2.1. Andlisis Discriminante por Minimos Cuadrados PLS-DA

Es importante resaltar que este andlisis proporciona una valoracién del potencial
de los sistemas de andlisis sensorial electronico en la caracterizacion de vino, a
pesar de que por razones experimentales, el nimero de muestras no es lo
suficientemente amplio para obtener conclusiones definitivas, en términos
estadisticos. Conseguir el nimero de muestras industriales (no de laboratorio)
analizadas, ha sido una suerte, pero ello ha subordinado la poblacién del que nos
hubiera gustado disponer. En cualquier caso es valido para determinar las
posibilidades que tienen nuestros sistemas en el seguimiento de diferentes
caracteristicas de los vinos tintos. Por este motivo todos los anélisis llevados a
cabo se basan tnicamente en el “training set”; los modelos fueron validados y a
continuaciéon se seleccioné el nimero de variables latentes necesarias para
realizar una correcta estimacién de los diferentes parametros.

Comenzaremos por el estudio de los moédulos de andlisis individuales, a
continuacién procederemos con la fusién de los datos y la construccion de un
modelo de predicciéon PLS-DA con el sistema integrado. Es necesario precisar
nuevamente de que el nimero de variables de la lengua electrénica es
sensiblemente mayor que el de nariz y coordenadas CIELab, por lo que a la hora
de realizar las estimaciones de las clases es factible prever un cierto desequilibrio
en la contribucién de cada dispositivo.

En este caso hemos empleado el PLS-DA para establecer modelos de prediccién
basados en el contenido polifendlico, el efecto de la microoxigenacion y el tipo de
corcho. Las siguientes tablas muestran los resultados para cada sistema; el tltimo
de los modelos se refiere al anélisis realizado con la fusién de los datos de todos
los sistemas.

Los resultados registrados en esta Tabla 3.4 demuestran que las coordenadas
CIELab no se ven influenciadas por el contenido en polifenoles y tampoco por el
uso de microoxigenacién aplicado a los vinos analizados, razén por la cual los
errores en la prediccién son un poco més altos para estos dos factores. Por el
contrario, el modelo establecido para la prediccién de clases de acuerdo al tipo de
tapon, ha mostrado mejores resultados para la discriminacién y reconocimiento
de vinos basados en su diferente OTR.
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Tabla 3.4. Modelo PLS-DA para las coordendas CIELab.

Polifenoles Mox ‘ OTR
. Calibracion | 0.402 0.387 0.844
Pendiente —
Validacién 0.383 0.369 0.843
Calibracion | 0.300 0.307 0.078
Offset .
Validacién 0.310 0.313 0.077
., Calibraciéon | 0.634 0.622 0.919
Correlacion —
Validaciéon 0.605 0.593 0.914
. Calibraciéon | 0.387 0.391 0.197
Error residual ——
Validacién 0.398 0.403 0.204
Sensitividad Calibracion | 0.875 0.771 0.833
Validacién 0.854 0.771 0.812
Especificidad Calibracion | 0.750 0.708 0.722
P Validacién | 0.708 0.667 0.711

Los parametros reportados para la nariz electrénica muestran que ha sido posible

obtener un modelo con 5 variables latentes, bajos errores de calibracién y

porcentajes de clasificaciones correctas aceptables. Los resultados indican que la
nariz electrénica bajo este tipo de modelos supervisados es capaz de agrupar
los vinos de acuerdo al OTR del tapén o el contenido polifendlico de los vinos

(Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Modelo PLS-DA para los resultados de la nariz electronica.

Polifenoles Mox ‘ OTR
. Calibraciéon | 0.732 0.566 0.740
Pendiente —
Validacién 0.702 0.526 0.720
Offset Calibracion | 0.134 0.217 0.127
Validacién 0.150 0.257 0.135
Correlacion Calibracion | 0.855 0.753 0.860
Validacién 0.826 0.703 0.840
. Calibracion | 0.260 0.330 0.255
Error residual ——
Validacién 0.282 0.356 0.272
Sensitividad Cal%bra(?lon 1.0 1.0 1.0
Validacién 1.0 0.958 0.958
et Cal%brac'l/on 1.0 0.958 1.0
Validaciéon 1.0 0.938 1.0

Durante el desarrollo de las investigaciones correspondientes a este capitulo

hemos podido observar que las dos técnicas de extracciéon usadas para conseguir
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un contenido polifendlico diferente juegan un papel importante en los
compuestos arométicos que se extraen (libres y formas precursoras). Ademas,
debido a las diferentes OTR que han sido empleadas, hemos observado que el
“bouquet” de los diferentes vinos se modifica. Se sabe que la transmisién de la
cantidad adecuada de oxigeno a través del tapén implica que los vinos
envejezcan correctamente en la botella, sin problemas de oxidacién o reduccion
remarcables.

Atendiendo a los resultados registrados en la Tabla 3.6 respecto a los parametros
del modelo PLS-DA registrados para los datos provenientes de la lengua
electronica, destacar que respecto al contenido polifendlico, se ha obtenido un
coeficiente de prediccién de 0.97 con 5 variables latentes. En el caso de hacer la
agrupacion en funcién de la microoxigenacioén, también se observé un coeficiente
de prediccion aceptable de 0.93 con 6 variables latentes. Por el contrario, la
capacidad del sistema para clasificar vinos segun el tipo de corcho OTR fue algo
inferior, 0.88 con un error residual de 0.24 para un modelo con 6 variables
latentes.

Estos resultados estdn en concordancia con aquellos publicados anteriormente,
en los cuales se demostraba que existe una correlacion entre la sefal
proporcionada por los sensores y el contenido polifenélico de los vinos y con los
componentes con propiedades redox [7, 22].

Tabla 3.6. Modelo PLS-DA para los resultados de la lengua electronica.

Polifenoles Mox ‘ OTR
Pendiente Calibracion | 0.960 0.914 0.846
Validacién 0.950 0.888 0.877
Calibracion | 0.020 0.043 0.077
Offset 3 )
Validacién 0.023 0.933 0.100
.. Calibracion | 0.980 0.956 0.920
Correlacién ——
Validacién 0.971 0.933 0.877
. Calibracion | 0.100 0.147 0.196
Error residual ——
Validacién 0.120 0.180 0.240
Sensitividad Cal%brac‘lon 1.0 1.0 1.0
Validacién 1.0 1.0 0.986
Calibraciéon | 1.0 1.0 1.0
E ificidad
SPECICIfat I Validacion | 1.0 1.0 0.958

Con los resultados anteriores podemos asegurar que cada instrumento
proporciona informacion complementaria que contribuye a la discriminacién de
los vinos estudiados. Hemos visto como la nariz y ojo electrénico son
responsables de la sensibilidad al efecto causado por el efecto del corcho OTR en
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los diferentes vinos. Por otra parte, el sistema de sensores electroquimicos puede
discriminar los atributos del sabor que estan influenciados por la presencia de
compuestos con actividad redox y por el caracter antioxidante del vino
(contenido polifendlico y microoxigenacién). Esta capacidad de discriminaciéon
puede ser mejorada cuando se fusionan los datos provenientes de estos 3
sistemas (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Modelo PLS-DA para los resultados del panel de cata electrénico.

Polifenoles Mox ‘ OTR
Pendiente Calibracion | 0.973 0.923 0.964
Validacién 0.955 0.902 0.948
Offset Calibracion | 0.013 0.039 0.018
Validacién 0.022 0.050 0.027
.. Calibracion | 0.986 0.961 0.982
Correlacion ——
Validaciéon 0.980 0.943 0.973
. Calibracion | 0.082 0.139 0.094
Error residual ——
Validacién 0.101 0.167 0.115
Sensitividad Cal%brac'lon 1.0 1.0 1.0
Validaciéon 1.0 1.0 1.0
et Cal%brac'l,on 1.0 1.0 1.0
Validacién 1.0 1.0 1.0

Se realiz6 ademdas un andlisis LDA para verificar los resultados obtenidos
mediante PLS-DA (Tabla 3.8). Para el andlisis LDA se utiliz6 la técnica leave-one-
out para llevar a cabo el procedimiento de validacién cruzada. Los porcentajes de
clasificacion registrados con este método son aceptables, sin embargo lo mas
importante es que estos valores permiten afirmar que tanto los resultados
provenientes de la nariz electrénica como las coordenadas CIELab mostraron
buenas correlaciones respecto a la valoracion del OTR, mientras que los
derivados de la lengua electrénica constituyeron el sistema de mejor seguimiento
para todos los factores seguidos en esta investigacion.

Tabla 3.8. Comparacion para los porcentajes de clasificacion entre el andlisis

PLS-DA y LDA
CIELab [%] Nariz [%] ‘ Lengua [%]
Polifenoles* 68,8 95,8 100
Mox* 50 90,6 100
OTR* 77,1 100 100
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Hasta el momento se han aplicado dos tipos de andlisis multivariantes diferentes,
el primero de ello para saber si los diversos sistemas son capaces de distingue
entre los tipos de muestras seleccionados para esta investigacion (PCA), y el
segundo de ellos para evaluar la capacidad de clasificacion de los mismos
sistemas (PLS-DA). En vista de los resultados anteriores en los cuales se aprecia
que la nariz y lengua electrénica detectan diferencias entre el conjunto de
muestras debido a los distintos tipos de tapones, la microoxigenacién aplicada y
el tipo de extraccion del mosto, se pensé en mejorar el tratamiento aplicando una
prolongacion del método PLS (PLS2) que permitiera conocer cuales son los
parametros con los cuales se presenta una mejor correlaciéon. Los parametros que
tendremos en cuenta para los siguientes modelos son los derivados de la
evaluaciéon quimica (a nivel de contenido polifenélico) y las medidas del nivel de
oxigeno durante el envejecimiento en botella.

3.3.2.2. Anadlisis multivariante PLS2
Resultados de los pardmetros quimicos evaluados

Los 22 pardmetros quimicos nombrados en el apartado 3.2.4. fueron registrados
una vez habfan pasado 10 meses del comienzo al proceso del envejecimiento en
botella. Los resultados numéricos de estos experimentos pueden ser consultados
en las Tablas 3.9y 3.10.

Tabla 3.9. Resultados de las medidas de los pardmetros quimicos para los vinos
elaborados con el método tradicional de estrujado de la uva.

TM3

ACN [mgL1] 122,58 | 111,60| 91,82 8559| 120,27| 107,19| 88,06| 82,88
TAN [mglL1] 462,46 | 462,02| 441,20| 478,84 | 439,31 | 489,35| 422,30| 458,29
T/A 4,01 4,50 5,10 5,56 3,90 4,81 511 5,87
CAT [mgL1] 28,50 28,10 2727| 27,02| 2935| 2660 2787| 2839
HA [mgL1] 148,82 | 150,06 | 146,93 | 147,15| 151,56 | 148,49 | 144,48 | 145,28
CPA [mgL] 1963 | 2,028 2147 2,097| 1,878 1,847 2]116| 1,948
EB [mgL-] 0228 0172 0193 0,198| 0,229 0,301 0199| 0,268
FLN [mgL] 75,31 7554 | 67,16| 66,64 8541 80,88 74,61 71,64
VP [mgl1] 0,551 0542 0,706 0,671 0826 1,484 0,587| 1,386
mDP 4,308| 4,196| 4,361 3,894 4205 4,268 4,998| 4,082
% Gall 5973| 6,074 6,638| 5576| 5462 5,401 5506| 6,077
%EGC 2093| 19,85 1943| 1895| 21,01 20,57 | 21,61 21,31
IC 6,28 6,98 743 7,40 6,24 6,77 7,33 7,74
ICcor 7,781 7886 | 7,444 7,541 7,674 7,929 7,382 7,672
Tcor 0682 0,713| 0,758| 0,769 0,691 0,720 0,755| 0,768
CTP 11,74 12,17 966 11,37| 10,84| 12,55 950 12,46
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Tabla 3.9. Continuacion. Resultados de las medidas de los pardmetros quimicos para los
vinos elaborados con el método tradicional de estrujado de la uva.

T™1 TM2| TM3 TM4
IPT 3191| 29,14| 3244| 3057| 31,40| 2987| 2936| 34,24
PDT 1014| 1052] 799 978| 930| 11,02 785 10,80
ACV 3894| 4049| 44021| 41,67| 3858| 37,84| 44027| 4325
%PDSO2 61,06| 5951| 5673| 5833| 6142| 6216| 5573| 56,75
PV 3078| 3,165| 3415| 3555| 3,104| 3,190| 3447| 3,695
CcC 1496 1339| 1,001| 1430| 1421| 1514 1119| 149

Tabla 3.10. Resultados de las medidas de los pardmetros quimicos para los vinos
elaborados con el método de termovinificacion.

Vinos FM1 FM2 FM3 | FM4 | Fl ) 3 F4
ACN [mgL] | 111,82] 92,79| 7585| 74,07| 11957 99,15| 83,73 90,54
TAN [mgL1] | 1171,58 | 1247,89 | 1109,00 | 1109,95 | 1192,49| 129371 | 1178,77] 1269,92
T/A 10,99| 14,02 1532] 16,64| 1044| 1359 1471 14,54
CAT [mgL] | 57,53| 5227| 52,69| 51,21| 5536 53,60] 52,23| 4653
HA [mgL1] | 300,87 286,15| 287,09] 292,93| 301,95| 286,96 | 289,73| 295,39
CPA [mgL1] | 1,882] 1,902| 2061| 2442| 2,189 2,171| 2,268| 2,547
EB [mgL] 0273 0197 0135] 0243 0252] 0221] 0266| 0192
FLN [mgL] | 81,90 79,06] 7276| 6888| 7506 7581| 67,86 6540
VP [mgL] 0744 1,045 0,693 0785 0543 0706 0,748 0,729
mDP 4210 4446| 4691 4100] 4291] 4,692 4941| 4,380
% Gall 7097 7116| 7477| 7647| 7200 7,020 7,168 6,978
%EGC 1532 1738] 1757 1686| 16,73 2038 2238 2093
IC 626 656 69| 789 607 636 667 7,09
Iccor 7368| 7431 7,339 7512 7357 7,558| 7,238 7,680
Tcor 0,707 0733 0,770 0771 0703] 0735 0765 0,767
CTP 11,13 1228 938] 1292 1081 12,74 1019 13,39
PDT 955| 11,70 7.66| 1203| 924| 11,18| 846| 11,68
ACV 41,52] 4231| 4696| 43,03 40,72| 4059| 4730 4416
IPT 4434| 3899| 4333| 4238| 44,03| 4196| 4147| 4555
%PDSO2 58,48| 57,69 53,04| 5697 5928| 5941| 52,70 55,84
PV 3,001 3,182| 3535 3,794 3,001 3,088 3428 3,839
CC 1170 1,287] 1,029 1326| 1276| 1,362| 1,031| 1,407

A modo de resumen, la Figura 3.13 ilustra algunas de las diferencias existentes

entre los vinos, consecuencia de sus distintas condiciones de elaboracién. Por

ejemplo, los vinos elaborados con el método de termovinificaciéon mostraron un
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mayor contenido de acido hidroxicindmicos que las muestras elaboradas con el
método tradicional. Un efecto similar se observé también para los niveles de las
catequinas, taninos, polifenoles totales, entre otros. Por otro lado, los valores de
los pardmetros como los flavonoles, pigmentos totales, la intensidad del color
aumentan en funciéon del OTR del tipo de tapén utilizado. Esto puede
interpretarse como resultado de la presencia de las diferentes cantidades de
oxigeno y la posibilidad de producir nuevos derivados fendlicos.

Figura 3.13 Resultados obtenidos para algunos de los pardmetros evaluados en los vinos
después de 10 meses de dar comienzo al envejecimiento en botella.

El incremento en el OTR también se asocié a una disminucion en los niveles de
los antocianos. Esto significa que los antocianos son los primeros compuestos en
comenzar a oxidarse, mostrando una pérdida mds acusada aquellos vinos
estrujados por métodos tradicionales, para los cuales los taninos y el contenido
de 4&cidos hidroxicindmicos eran inferiores. Estos resultados sefialan, de
momento, que tanto el OTR como el tipo de estrujado de la uva tienen un mayor
efecto en la composiciéon quimica del vino que la incorporacién controlada de
oxigeno durante la fermentacion.

En cuanto a las medidas registradas en la Tabla 3.11 respecto al nivel de oxigeno:
oxigeno disuelto DO, oxigeno en el espacio en cabeza HO y la contribucién del
tipo de tapon utilizado CL, -este tltimo parametro también se encuentra descrito
en la Figura 3.14-, podemos indicar con estos resultados que los tres pardmetros
respondieron principalmente al OTR asociado a cada tapén sintético. De acuerdo
con otros estudios es importante puntualizar que la cantidad de oxigeno que se
incorpora al vino durante un cierto periodo de tiempo no depende solamente del
OTR, ya que inicialmente el oxigeno que entra en una botella de vino no est4
directamente relacionado con el oxigeno existente en su entorno atmosférico. En
las primeras semanas, de hecho, hasta los tres primeros meses, el oxigeno que
entra en la botella se libera fundamentalmente desde el interior del tapén.

Esto sucede basicamente porque los cierres estdn hechos de materiales porosos,
que contienen aire, y por lo tanto oxigeno. Cuando el cierre se aprieta en el cuello
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de la botella, parte del oxigeno es expulsado fuera. Por lo tanto, la proporcion
total de oxigeno en el interior de la botella depende de esta cantidad inicial y por
otra parte del OTR.

Tabla 3.11. Medidas del oxigeno en botella.

DO mg/L HS %0, CL [mg/L]
Light 21% (T1) 0.004 0.10 1.0989
Classic 21% (T2) 0.010 0.24 1.6367
Classic 4% (T3) 0.020 0.68 3.6477
Classic 1% (T4) 0.026 0.84 5.3294
Light 21% (TM1) 0.008 0.12 1.0998
Classic 21% (TM2) 0.004 0.20 1.6371
Classic 4% (TM3) 0.022 0.72 3.6657
Classic 1% (TM4) 0.034 0.84 5.4287
Light 21% (FM1) 0.008 0.14 1.0998
Classic 21% (FM2) 0.010 0.24 1.6731
Classic 4% (FM3) 0.032 0.70 3.6189
Classic 1% (FM4) 0.046 0.90 5.3887
Light 21% (F1) 0.008 0.12 1.0986
Classic 21% (F2) 0.012 0.24 1.6348
Classic 4% F3) 0.018 0.56 3.7230
Classic 1% (F4) 0.036 0.74 5.4207

Podemos afirmar entonces que el proceso de difusiéon de oxigeno desde la
atmosfera es muy lento, y que este fenémeno esta fuertemente afectado por las
caracteristicas del tipo de tapo6n utilizado.

Figura 3.14. Medidas del nivel de oxigeno para cada una de las muestras evaluadas.
Contribucion del tipo de corcho.
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Como se menciond anteriormente, para el desarrollo de la regresion
multivariante PLS2 es conveniente reducir el nimero de parametros de manera
que la relacion entre variables del bloque Y con el nimero de muestras que
forman el bloque X sea 6ptima. Es por ello que en una primera fase, hemos
realizado un estudio ANOVA para conocer cuales eran las variables mas
significativas para los tres factores dentro del proceso de elaboraciéon del vino,
que se han de tener en cuenta en esta parte de nuestra investigacion.

Tabla 3.12. Resultados ANOVA para los pardmetros quimicos significativos

OTR Trad/FR Mox/No Mox OTR
Antocianos [mgL] * n.s. bl
Taninos [mgL-!] E n.s. n.s.
Relacién taninos/antocianos E n.s. *
Catequinas [mgL!] E n.s. *
Acido hidroxicindmico [mgl] o n.s. *
Piranoantocianos (vitisinas) [mgL?] |* n.s. n.s.
Catequina, epicatequina y
malvidina-3-O-glucésido unidos
por puentes etilo [mglL-] n.s. n.s. n.s.
Flavonoles [mgL-] n.s. n.s. *
Piranoantocianos vinilfendlicos
[mgL1] n.s. n.s. n.s.
Grado medio de polimerizacion * * i
Porcentaje de acido galico. ** * n.s.
Porcentaje de galato de epicatequina | * o n.s.
Intensidad del color * n.s. b
Intesidad de color corregida * n.s. *
Correcion de Hue i n.s. ok
Color total de pigmentos n.s. n.s. *
Indice de polifenoles totales x n.s. *
Pigmentos decolorables totales n.s. n.s. -
Edad quimica del vino * n.s. *
Porcentaje de pigmentos
decolorables por bisulfito * n.s. *
Pigmentos totales n.s. n.s. *
Color debido a la copigmentaciéon | * n.s. n.s.

*: p <0.05 (significante), **: p < 0.01 (muy significante); ***: p < 0.0001
(considerablemente significante); n.s.: p > 0.05 (no significante).

El impacto que tienen las técnicas de extraccion (tradicional o termovinificacion),
la microoxigenacion, y el OTR en la composicion fénolica y en el color del vino,
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fueron valorados mediante un analisis ANOVA. Los tres factores considerados
tuvieron una influencia significativa en la mayoria de los parametros de color y
polifenoles analizados. Los resultados listados en la Tabla 3.12 destacan que el
OTR ha desempenado un papel significativo en 16 de los 22 parametros que se
enumeran, mientras que el método de estrujado de la uva afecté a 17 de ellos y la
microoxigenacion a tres.

La técnica de maceracién de la uva (tradicional/termovinificacién) fue el factor
con el mayor namero de variables estadisticamente significativas (16 pardmetros).
En cuanto al factor del OTR de cada tipo de corcho, los resultados mostraron que
15 de los pardmetros medidos fueron significativas. Respecto al factor de la
microoxigenacién se observé que solamente tres parametros fueron designados
como estadisticamente significativos.

Todos los parametros que mostraron un valor de p < 0,0001 fueron seleccionados
para llevar a cabo la regresion PLS2. Basados en este criterio, los parametros
seleccionado fuero: antocianos, intensidad del color, pigmentos totales, acido
hidroxicindmico, catequinas, taninos, relacién taninos/antocianos, indice de
polifenoles totales y Hue corregido.

Resultados de los modelos PLS2

La técnica de andlisis multivariante PLS2 fue utilizada para correlacionar los
datos derivados de la nariz, lengua y ojo electrénico con los valores obtenidos
por medio de métodos analiticos (contenido polifendlico y niveles de oxigeno).

Para cada uno de los tres sistemas de caracterizacién sensorial electrénicos se
realizaron dos modelos diferentes, uno referente al contenido polifendlico y otro
referente a las medidas del nivel de oxigeno durante el envejecimiento en botella.
Es decir, se ha trabajado con los resultados de 6 modelos diferentes PLS2.
Ademas se ha realizado un altimo modelo combinando los datos provenientes de
la nariz y lengua electrénica con el objetivo de aprovechar la complementariedad
que presentan estos sistemas para evaluar los fendmenos referentes al oxigeno y
el contenido polifenélico. Como ya citamos anteriormente, los modelos PLS2 sélo
se realizaron con el “training set” y fueron “cross-validados”, de forma que se
obtuviera una valoracion fiable del error global de cada modelo.

Las Tablas 3.13 y 3.14 recogen los resultados de los parametros estadisticos para
los modelos de regresion PLS2 respecto a las coordenadas CIELab. En términos
generales las correlaciones entre las medidas referentes al color y los parametros
quimicos no son las ideales, aunque si existen ciertos compuestos como los
antocianos, los pigmentos totales y parametros como la intensidad del color que
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presentaron valores aceptables. Es dificil explicar porque no existe una buena
correlacion entre las coordenadas CIELab con compuestos como los taninos, y
ello quizas sea debido a que pudo suceder que otros fenémenos destacaron mas
que los cambios que se registraron para estos parametros. Entre los fenémenos
que mas incidieron podemos citar que, los vinos almacenados con tapones
sintéticos con OTR maés altos mostraron mayor intensidad de color, esto se debe a
la conversiéon cada vez mayor de pigmentos derivados de los antocianos a
compuestos como los piranoantocianos. Estas conclusiones ademds son
coherentes con las observadas en el andlisis sensorial realizado a este mismo
conjunto de muestras publicado por S. Caillé et. al [30], en los que OTR alto se

asocié con mayor intensidad de color.

Tabla 3.13. Resultados del andlisis PLS2 de las coordenadas CIELab con los pardmetros

quimicos.
CIELab RMSEC RMSECV

Antocianos 8.10277 8.63276 0.730 0.695
Intensidad del Color 0.288239 0.306261 0.729 0.695
Pigmentos totales 0.106971 0.113384 0.838 0.819
Acido hidroxicinamico | 60.0112 62.2368 0.329 0.280
Catequinas 10.5549 10.9287 0.311 0.264
Taninos 307.346 319.42 0.335 0.284
Relacién entre taninos | 3.8959 4.03188 0.321 0.274
y antocianos

Indice de polifenoles | 4.93848 5.14875 0.354 0.300
totales

Correciéon de Hue 0.013742 0.014816 0.797 0.765

Tabla 3.14. Resultados del andlisis PLS2 de las coordenadas CIELab con las medidas del

oxigeno.
CIELab RMSEC RMSECV R2 R2 CV
Oxigeno Disuelto 0.008247 0.008599 0.564 0.527
Oxigeno en el espacio en | 0.212895 0.219971 0.489 0.455
cabeza
Contribucién del tipo de | 1.04099 1.07508 0.626 0.602
tapon al nivel de oxigeno

Respecto a las correlaciones existentes entre la nariz electrénica y el contenido de
polifenoles y el nivel de oxigeno, los valores se encuentran registrados en las
Tablas 3.15 y 3.16, respectivamente. Es posible observar que se encontraron
valores satisfactorios especialmente para uno de estos parametros, la
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contribucion del tipo de tapén al nivel de oxigeno (CL), que es el pardmetro que
permite calcular la cantidad de oxigeno que pasa al interior de la botella en
funciéon del OTR. En cuanto a modelo de regresiéon PLS2 basado en las nueve
variables del contenido polifendlico, al parecer el sistema no es tan sensible como
lo fue a las medidas del nivel de oxigeno.

Tabla 3.15. Resultados del andlisis PLS2 de la nariz electronica con los pardmetros

quimicos.

Nariz electrénica RMSEC RMSECV R2 R2CV
Antocianos 9.47583 10.538 0.631 0.546
Intensidad del Color | 0.262298 0.28676 0.773 0.729
Pigmentos totales 0.128925 0.144353 0.765 0.706
Acido 28.5066 31.6073 0.846 0.810
hidroxicindmico
Catequinas 511525 5.65095 0.835 0.799
Taninos 125.105 167.686 0.834 0.798
Relacion entre | 2.13875 2.37153 0.793 0.746
taninos y antocianos
Indice de polifenoles | 3.02571 3.29219 0.753 0.708
totales
Correciéon de Hue 0.0190027 0.0212185 0.610 0.517

Estos resultados sugieren que la nariz electrénica puede haber sido mas sensible
a los cambios que el oxigeno produce en la composicion volatil a nivel global que
a la concentraciéon de un compuesto como tal. El anterior planteamiento puede
justificarse en el hecho de que los sensores incluidos dentro de la red de nuestro
sistema no son especificos, es decir que no estdn disefiados para responder de
manera predominante a un compuesto en particular, lo que realmente sucede es
que el conjunto de sefiales que arrojan todos los sensores forman un patrén
particular para cada tipo de vino.

Tabla 3.16. Resultados del andlisis PLS2 de la nariz electronica con las medidas del

oxigeno.

Nariz electrénica RMSEC  RMSECV R?2 R2CV
Oxigeno Disuelto 0.0054922 | 0.00624741 | 0.806 0.752
Oxigeno en el espacio en | 0.0916162 | 0.103808 0.905 0.879
cabeza
Contribuciéon del tipo de | 0.46004 0.520652 0.927 0.907
tapon al nivel de oxigeno
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Tabla 3.17. Resultados del analisis PLS2 de la lengua electrénica con los

parametros quimicos.

Lengua electrénica RMSEC RMSECV R?2 R2CV
Antocianos 8.18863 9.76214 0.724 0.613
Intensidad del Color | 0.209776 0.250455 0.855 0.794
Pigmentos totales 0.155966 0.173168 0.656 0.579
Acido 21.7954 27.0437 0.910 0.861
hidroxicindmico
Catequinas 4.2149 5.21074 0.88 0.829
Taninos 105.104 129.524 0.921 0.880
Relacion entre | 1.173139 2.08962 0.864 0.802
taninos y antocianos
Indice de polifenoles | 2.56194 2.95237 0.823 0.765
totales
Correcion de Hue 0.0161039 0.0188305 0.720 0.622

Resultados similares fueron obtenidos al realizar un modelo PLS2 con los datos
provenientes de lengua electrénica y los datos referentes al nivel de oxigeno y los
pardmetros quimicos (Tablas 3.17 y 3.18). De acuerdo con los datos de la tabla
3.17 es atin mas notable la capacidad de la lengua electrénica para predecir los
valores quimicos relacionados con el contenido polifendlico. Estos resultados
estin en buen acuerdo con otros trabajos publicados que indican que las
respuestas observadas en los voltamogramas estan relacionadas con o
influenciadas por la composicion quimica de los vinos [31-33]. Los electrodos
modificados quimicamente mostraron una alta selectividad cruzada ya que todos
los proceso redox que se presentan estdn relacionados con los compuestos redox
presentes en los vinos, como son los compuestos polifendlicos a los que hemos
hecho seguimiento en este trabajo.

Tabla 3.18. Resultados del analisis PLS2 de la lengua electrénica con las medidas
del oxigeno.

Lengua electrénica RMSEC  RMSECV
Oxigeno Disuelto 0.00448088 | 0.00524145 | 0.871 0.824
Oxigeno en el espacio en | 0.099238 0.11631 0.889 0.848
cabeza
Contribucién del tipo de | 0.448832 0.524142 0.931 0.905
tapon al nivel de oxigeno

En términos generales podemos hablar de complementariedad entre los sistemas,
por ejemplo con la nariz electrénica se puede hacer un buen seguimiento a las
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medidas del oxigeno en botella, quizas por los efectos que produce este factor en
la fase volatil del vino. En el caso de la lengua electrénica, reiterar que es el
instrumento que mejor sigue las diferencias que se producen entre los
compuestos quimicos de acuerdo con el tipo de tapén sintético utilizado. Puede
apreciarse también que la espectroscopia UV-Visible (color) es el sistema con el
nimero mas bajo de pardmetros evaluados que es posible correlacionar.

En vista de los anteriores resultados, se ha realizado un modelo adicional que
incluye la fusion de los datos provenientes de la nariz y lengua electrénica para
evaluar la capacidad que tienen ambos sistemas de seguir simultaineamente los
cambios en el contenido polifendlico y los niveles de oxigeno.

Tabla 19. Resultados del analisis PLS2 del panel de cata electronico con los
pardmetros quimicos y las medidas del oxigeno.

RMSEC RMSECV | R? R2CV

Antocianos 3.71009 4.6318 0.943 0.912
Intensidad del Color 0.139295 0.159869 0.936 0.916
Pigmentos totales 0.0826799 | 0.0949098 0.903 0.873
Acido hidroxicinamico | 12.4443 15.4804 0.971 0.954
Catequinas 2.80034 3.38893 0.951 0.928
Taninos 53.903 68.9914 0.979 0.966
Relacién entre taninos y | 0.928101 1.13424 0.961 0.942
antocianos

Indice de polifenoles | 1.10591 1.41158 0.967 0.946
totales

Correcion de Hue 0.00723751 | 0.00892215 0.943 0.915
Oxigeno Disuelto 0.00336761 | 0.00399553 0.927 0.898
HS % O 0.0606004 | 0.0736087 0.959 0.939
Contribucién Cl 0.225318 0.28424 0.982 0.972

Los resultados anotados en la Tabla 3.19 demuestran que los parametros
estadisticos del modelo PLS2 mejoran al realizar la fusion de los datos. La
combinacién de sistemas permite evaluar directamente los efectos de las técnicas
de estrujado de la uva, la micro-oxigenacion y especialmente el efecto del OTR
del tipo de tapon. Las mejores correlaciones se obtuvieron para los taninos y el
acido hidroxicinamico, que son compuestos activos que pueden modificar el
gusto del vino, con atributos relacionados con el amargor. Caracteristica sensorial
que la lengua electrénica ya ha demostrado ser capaz de predecir [34, 35]. Asi
como los buenos resultados alcanzados para el parametro que mide la
contribucién del tipo de tapén a los niveles de oxigeno presentes en el vino. Esta
capacidad de nuestro sistema podria estar relacionada con la alta sensibilidad de
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los sensores de gases para medir los cambios en la composicion volétil asociados
a los cambios que se registran para los niveles de oxigeno en las distintas
muestras de vino [36-39].

3.4. CONCLUSIONES

Se ha justificado la influencia de los distintos tapones sintéticos porosos en el
proceso de oxigenacién de los vinos en condiciones de envejecimiento en botella.
Ello estd asociado a la morfologia de estos tapones de polietileno y en concreto a
la relacion fase amorfa/fase cristalina, entendiendo que existe una mayor
permeabilidad del oxigeno a través de la parte amorfa del polimero.

La aplicaciéon de un sistema de caracterizacién electrénica ha permitido evaluar
las diferencias organolépticas que ocasiona dentro de un conjunto de vinos el
cambio del método de extraccion (tradicional o termovinificacién), la aplicacion
de la microoxigenacion y el uso de tapones de plastico espumado con diferentes
niveles de permeabilidad al paso del oxigeno, durante el periodo del
envejecimiento en botella.

De la misma manera la respuesta obtenida con este prototipo, especialmente la
nariz y lengua electrénica, ha demostrado ser correlacionable con diversos
pardmetros fisico-quimicos, y parametros referentes al nivel de oxigeno durante
el envejecimiento en botella.

Una exploracion estadistica més particular de los resultados obtenidos para las
muestras estudiadas nos permite extraer las siguientes conclusiones especificas:

El andlisis de datos mediante PCA ha demostrado que es posible
distinguir entre los diferente OTR, niveles de polifenoles y microoxigenacion,
tanto por parte de los sistemas individuales como por parte del panel electrénico,
tras el pretratamiento de los correspondientes matrices de datos.

Respecto a los métodos supervisados como el PLS-DA, se ha evidenciado
el potencial que pueden tener estos sistemas para valorar un conjunto de
muestras en funcion del oxigeno presente y la cantidad de polifenoles.
Especificamente podemos afirmar que:

Se ha demostrado la capacidad de la nariz electrénica y el ojo electrénico
para seguir los cambios en los atributos sensoriales inducidos por el uso
de tapones sintéticos porosos con diferente permeabilidad.
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En el caso de la lengua electrénica, podemos ademds decir que este
sistema es mds sensible a las propiedades organolépticas relacionadas con
el estado de oxidacién de los vinos. En este caso ha sido posible hacer un
seguimiento a las caracteristicas inducidas por la microoxigenacién y el
contenido polifendlico controlado durante la produccion del vino.

El panel de cata electrénico es por lo tanto una herramienta adecuada
para evaluar las diferencias que se producen en el vino debido a la aplicacién de
distintas técnicas de extracciéon (termovinificacion/método tradicional), de
métodos de microoxigenacién y al uso de tapones sintéticos con diferentes OTR.
El uso combinado de las coordenadas CIELab, la nariz y la lengua genera una
evaluacion mas exacta de los fendmenos que tienen lugar en funcién de los
cambios inducidos durante la elaboracion del vino.

Los datos cuantitativos obtenidos a partir de un modelo de regresion
PLS2 han demostrado que las respuestas de la nariz y lengua electrénicas
presentan una buena correlacién con el contenido de polifenoles y los pardametros
relacionados con el nivel de oxigeno. Concretamente los parametros con los que
se obtuvo una mejor correlacién fueron los taninos, el dcido hidroxicinamico y la
contribucién al paso del oxigeno del tipo de tapén utilizado.

En resumen, la capacidad de discriminacién del panel electrénico mejora
considerablemente cuando se fusionaron las sefiales de cada tipo de sistema
electrénico.

Finalmente, desde un punto de vista enolégico, es importante decir que
investigaciones como esta demuestran que existe un efecto significativo del OTR
de los tapones durante la evoluciéon de los compuestos fenélicos, y por tanto es
importante continuar en la busqueda de alternativas como los tapones sintéticos
que dan un aporte en el proceso de elaboracion del vino. Ademas, herramientas
como pueden ser el panel de cata electrénico contribuyen en la evaluacion de las
caracteristicas organolépticas, en las diferentes fases de elaboracién de los vinos.

3.5. REFERENCIAS

[1] V. L. Singleton, Oxygen with phenols and related reactions in musts, wines, and model
systems-observations and practical implications, American Journal of Enology and Viticulture,
1987, 38, 69-77.

[2] A. L. Waterhouse & V. F. Laurie, Oxidation of wine phenolics: A critical evaluation and
hypotheses, American Journal of Enology and Viticulture, 2006, 57, 306-313.

179 Natalia Prieto (astafieda



]mplemen’cacién de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

[3] C. Morel-Salmi, J. M. Souquet & M. Y. C. Bes, Effect of flash release treatment on phenolic
extraction and wine composition Analytica Chimica Acta, 2006, 54, 4270-4276.

[4] F. Palomero, A. Morata, S. Benito, M. C. Gonzalez & J. A. Suérez-Lepe, Conventional and
enzyme-assisted autolysis during ageing over lees in red wines: Influence on the release of
polysaccharides from yeast cell walls and on wine monomeric anthocyanin content Food
Chemistry, 2007, 105, 838-846.

[5] M. Bourzteix, J. Mourges & S. Aubert, Influence de la duree de maceration sur la
constitution en polyphenols et sur la degustation des vins rouges, Connaisance Vigne Vin, 1970, 4,
447-460.

[6] C. A. Sims, R. P. Bates & A. G. Arreola, Color, polyphenoloxidase, and sensory changes in
banana juice as affected by heat and ultrafiltration, Journal of Food Quality, 1994, 17, 371-379.

[7] V. Cheynier, El color de los vinos tintos Wine Internet Technical Journal, 2003, 4, 1-9.

[8] H. Fulcrand, M. Duefias, E. Salas & V. Cheynier, Phenolic reactions in the course of
winemaking and ageing, American Journal of Enology and Viticulture, 2006, 57, 298-305.

[9] J. Ribereau-Gayon, Dissolution d'oxygene dans les vins. In contribution a l'etude des
oxidations et reductions dans les vins. Application a I'etude de vieillissement et des casses, Delmas,
Bordeaux-France, 1933.

[10] P. Ribéreau-Gayon, Y. Glories & D. Maujean A, The chemestry of wine, stabilization and
treatments, Wiley, 1999.

[11] F. Zamora, Elaboracion y crianza del vino tinto: aspectos cientificos y practicos, Mundi
prensa, 2003.

[12] T. Garde-Cerdan, C. Lorenzo, G. L. Alonso & M. R. Salinas, Employment of near infrared
spectroscopy to determine oak volatile compounds and ethylphenols in aged red wines, Food
Chemistry, 2010, 119, 823-828.

[13] M. Moutounet, P. Ducournau, M. Chassin & T. Lemaire, Appareillage d'apport d'oxygéne
aux vins. Son Interét technologique. , Paris, 1995, pp. 411-414.

[14] J. M. Cook, R. L. Karelitz & D. E. Dalsis, Measurement of oxygen, nitrogen, and carbon
dioxide in beverage headspace, Journal of Chromatographic Science, 1985, 23.

[15] P. Godden, K. Lattey, L. Francis, M. Gishen, G. Cowey, M. Holdstock, E. Robinson, E.
Waters, G. Skouroumounis, M. Sefton, D. Capone, M. Kwiatkowski, J. Field, A. Coulter, N.
D’Costa & B. Bramley, Towards offering wine to the consumer in optimal condition;the wine, the
closures and other packaging variables. A review of AWRI research examining the changes that
occur in wine after bottling. , Wine Industry Journal, 2005, 20, 20-30.

[16] P. Lopes, C. Saucier & Y. Glories, Nondestructive colorimetric method to determine the
oxygen diffusion rate through closures used in winemaking. , Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2005, 53, 6967-6973.

[17] P. Lopes, M. A. Silva, A. Pons, T. Tominaga, V. Lavigne, C. Saucier, P. Darriet, P. L.
Teissedre & D. Dubourdieu, Impact of Oxygen Dissolved at Bottling and Transmitted through
Closures on the Composition and Sensory Properties of a Sauvignon Blanc Wine during Bottle
Storage, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2009, 57, 10261-10270.

180 Natalia Prieto (Castafieda



Capl’tulo ”]

[18] P. Lopes, C. Saucier, P. L. Teissedre & Y. Glories, Main routes of oxygen ingress through
different closures into wine bottles, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2007, 55, 5167-
5170.

[19] L. Pasteur, Etudes sur le vin: ses maladies, causes qui les provoquent, procedes nouveaux
pour les conserver et pour les vieillir, Royale, Paris, France, 1873.

[20] E. Peynaud, Connaissance et travail du vin, Dunod, Paris-Francia, 1981.

[21] V. Atanasova, H. Fulcrand, V. Cheynier & M. Moutounet, Effect of oxygenation on
polyphenol changes occurring in the course of winemaking., Analytica Chimica Acta, 2002, 458,
15-27.

[22] G. Skouroumounis, M. Kwiatkowski, I. Francis, H. Oakey, D. Capone, B. Duncan, M.
Sefton & E. Waters, The impact of closure type and storage conditions on the composition, colour
and flavour properties of a Riesling and a wooded Chardonnay wine during five years’ storage. ,
Australian Journal of grape and wine Research, 2005, 11, 369-384.

[23] M. Kwiatkowski, G. Skouroumounis, K. A. Lattey & E. Waters, The impact of closures,
including screw cap with three different headspace volumes, on the composition, colour and
sensory properties of a Cabernet Sauvignon wine during two years’ storage, Australian Journal of
Grape and Wine Research, 2007, 13, 81-94.

[24] B. Duncan & A. Kleinig, Oxygen Transmission Analysis of Wine Bottle Closures., Southcorp
Wines, 1999.

[25] M. A. Sefton & R. F. Simpson, Compounds causing cork taint and the factors affecting their
transfer from natural cork closures to wine - a review, Australian Journal of grape and wine
Research, 2005, 11, 226-240.

[26] J. B. Dieval, M. Veyret, J. C. Vidal, O. Aagaard & S. Vidal, Validation of noninvasive
measurement of total package oxygen. , Bulletin de I’O.1.V, Zagreb, Croatia, 2009, p. 78.

[27] V. O’Brien, C. Colby & M. Nygaard, Managing oxygen ingress at bottling, The Australian
and New Zealand Wine Industry Journal, 2009, 24, 24-29.

[28] J. Wirth, C. Morel-Salmi, J. M. Souquet, J. B. Dieval, O. Aagaard, H. Vidal, H. Fulcrand &
V. Cheynier, The impact of oxygen exposure before and after bottling on the polyphenolic
composition of red wines, Food Chemistry, 2010, 123, 107-116.

[29] V. Parra, Disefio y aplicacion de sensores electroguimicos basados en compuestos organicos
electroactivos para una lengua electrdnica: discriminacion y clasificacion de vinos., Tesis
doctoral, Universidad de Valladolid, Valladolid, 2005.

[30] s. Caille, A. Samson, J. Wirth, J. B. Dieval, S. Vidal & V. Cheynier, Sensory characteristics
changes of red Grenache wines submitted to different oxygen exposures pre and post bottling,
Analytica Chimica Acta, 2010, 660, 35-42.

[31] V. Parra, T. Hernando, M. L. Rodriguez-Mendez & J. A. de Saja, Electrochemical sensor
array made from bisphthalocyanine modified carbon paste electrodes for discrimination of red
wines, Electrochimica Acta, 2004, 49, 5177-5185.

181 Natalia Prieto (astafieda



]mplemen’cacién de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

[32] 1. Apetrei, C. Apetrei, I. Nevares, M. Del Alamo, V. Parra, M. L. Rodriguez-Méndez & J. A.
De Saja, OIV Conference. ( Logrofio) 2006.

[33] M. Gay, C. Apetrei, I. Nevares, M. del Alamo, J. Zurro, N. Prieto, J. A. De Saja & M. L.
Rodriguez-Mendez, Application of an electronic tongue to study the effect of the use of pieces of
wood and micro-oxygenation in the aging of red wine, Electrochimica Acta, 2010, 55, 6782-6788.

[34] C. Apetrei, M. L. Rodriguez-Mendez, V. Parra, F. Gutierrez & J. A. de Saja, Array of
voltammetric sensors for the discrimination of bitter solutions, Sensors and Actuators B-Chemical,
2004, 103, 145-152.

[35] A. Legin, A. Rudnitskaya, L. Lvova, Y. Vlasov, C. Di Natale & A. D'Amico, Evaluation of
Italian wine by the electronic tongue: recognition, quantitative analysis and correlation with
human sensory perception, Analytica Chimica Acta, 2003, 484, 33-44.

[36] C. Di Natale, A. Macagnano, F. Davide, A. D'Amico, R. Paolesse, T. Boschi, M. Faccio & G.
Ferri, An electronic nose for food analysis, Sensors and Actuators B-Chemical, 1997, 44, 521-526.

[37] K. C. Persaud & J. P. Travers, Arrays of broad specificity films for sensing volatile chemicals,
(Ed. Kress-Rogers), CRC Press, Frankfurt, 1997, pp. 563-592.

[38] M. G. O’Sullivan, D. V. Byrne, M. T. Jensen, H. J. Andersen & J. Vestergaard, A
comparison of warmed-over flavour in pork by sensory
analysis, GC/MS and the electronic nose, Meat science, 2003, 65, 1125-1138.

[39] T. C. Pearce, S. Schiffman, H. Troy Nagle & J. W. Gardner, Handbook of Machine Olfaction:
Electronic Nose Technology, John Wiley & Sons 2003.

182 Natalia Prieto (Castafieda



CAFITULO NV

[ valuacién, Caracterizacion Y Analisis ComParativo de
Vinos T intos | ratados con Sistemas Alternativos a la
Barrica de Roble Organolépticas de (n Vino Tinto

Pagina

4.1. GENERALIDADES 183

4.1.1. Revision tedrica 184

4.1.1.1. Técnicas alternativas para el envejecimiento del vino 185

4.1.1.2. Efectos de la madera sobre el vino 186

4.1.1.3. Compuestos cedidos por la madera al vino 189

4.1.1.4. Tendencias actuales de consumo y el posicionamiento de 192
métodos alternativos

4.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL 195

4.2.1. Preparacion de las muestras de vino 195

4.3. RESULTADOS 197

4.3.1. Parametros Quimicos 197

4.3.2. Coordenadas CIELab 200

4.3.3. Cromatografia de Gases Masas 204

4.3.4. Cromatografia de Gases-Olfatometria 207

4.3.5. Nariz electronica 213

4.3.5.1. Andlisis exploratorio. PCA 214

4.3.5.2. Anidlisis supervisado. PLS-DA 216

4.3.6. Correlaciones entre sistemas 221

4.3.6.1. Regresion Lineal por minimos cuadrados PLS2 221

4.3.6.2. Modelo Tucker3 227

4.3.6.3. ANOVA-PLS 236

4.3.7. Tratamientos de datos complementarios 240

4.4. CONCLUSIONES 249

4.5. REFERENCIAS 251






Capl’tulo ]V

4.1. GENERALIDADES

En este capitulo se aborda un viejo problema que en la actualidad ha cobrado un
notable interés: el envejecimiento del vino en barrica y las alternativas que
existen para sustituir o complementar esta practica tradicional. Por tanto, hemos
definido como objetivo basico de esta investigacién, la implementacion de un
método de valoracion organoléptica mediante sistemas de analisis sensorial
electronico y técnicas analiticas que permitan distinguir las principales
caracteristicas que cada tipo de envejecimiento le aporta a los vinos.

En relacién con los vinos evaluados, nos hemos centrado en el envejecimiento de
vinos tintos de Ribera del Duero mediante métodos tradicionales (barrica de
roble) o métodos alternativos (depdsito de acero con inserciéon de madera de
roble). Especificar ademads que los resultados que recogemos a continuacién estan
relacionados con muchos de los fenémenos fisico-quimicos referidos en el
capitulo anterior.

La informacion concerniente al anélisis de la fase volatil de los vinos con la nariz
electrénica vendrd acompafada por los resultados de técnicas analiticas como la
GC-MS y la olfatometria. Respecto al estudio realizado con lengua electrénica,
precisar que estos resultados serdn discutidos en profundidad en otra tesis
doctoral realizada en nuestro grupo de investigaciéon. Nuestra aportaciéon a las
experiencias que se realizan con la lengua electrénica ha sido la validacion de
herramientas quimiométricas, que permitiran mejorar la habilidad de
interpretacién del conjunto de sefales provenientes del panel de cata electrénico
(nariz + lengua + ojo electrénico).

En cuanto al analisis estadistico de los resultados se estableceran una serie de
correlaciones entre los métodos de analisis realizados, y, fundamentalmente, una
valoracién comparativa de los productos elaborados en barrica estindar frente a
los conseguidos con métodos alternativos, utilizando el mismo tipo de roble y
grado de tostado. Esta correlacion sera referida fundamentalmente a las variables
del aroma y color. El anélisis estadistico de estas correlaciones, ha de suministrar
informacion sobre la adecuada utilizacién de estas técnicas frente a la deteccion
de elaboraciones alternativas objetivo de esta fase de nuestra investigacion.
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4.1.1. Revision tedrica

En el transcurso del proceso de envejecimiento, la barrica somete al vino a tres
efectos principalmente:

1. Una oxidacién prolongada durante todo el afiejamiento, en la que el oxigeno
difunde desde el exterior a través de los poros de la madera hacia el vino.
Algunos autores sostienen que esta difusiéon es minima y que el mayor aporte de
oxigeno se produce al abrir la barrica para el relleno. Este fenémeno dependera
principalmente de la clase de roble utilizado en la barrica y del tipo de cortado de
la madera [1].

2. Laevaporacion de etanol y agua del vino hacia el exterior, en contracorriente
a la difusiéon de oxigeno. La proporcién etanol/agua evaporada depende de la
temperatura y humedad relativa exterior, de manera que una mayor temperatura
ambiental favorece la evaporacion de agua, mientras que una humedad relativa
alta favorece la del etanol. Esta difusion hacia el exterior dependerd, una vez mas,
del tipo de roble y ademas del modo de aserrado de las piezas de roble [2, 3].

Figura 4.1. Influencia de la crianza en barrica sobre la evolucion del vino. Tomado de F.
Zamora [3]

3. La cesién al vino de sustancias contenidas en la madera de roble. La clase de
sustancias que se extraigan dependera del tipo de secado y quemado al que se
haya sometido a la madera; mientras que la cantidad de sustancias extraidas
dependeré del pH y la graduacion alcoholica del vino contenido en la barrica.
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Muchas son las sustancias extraidas por el vino, provenientes del roble, pero gran
cantidad de ellas no se extraen en cantidades suficientes para ser percibidas por
el olfato humano. En todo caso, el andlisis sensorial por correlaciones estadisticas
indica que los atributos a vainilla, roble, madera, coco, medicinal, tostado,
ahumado y especiado, son factores del sabor relacionados con la maduraciéon de
las vinos en barricas de roble [4-6].

La accion de estos tres fendmenos (oxidacion, evaporacion y cesién) causard una
serie de transformaciones (Figura 4.1), que aportaran el bouquet definitivo
durante el envejecimiento en barrica.

4.1.1.1. Técnicas alternativas para envejecimiento del vino

La utilizaciéon de virutas de roble para aromatizar vinos es una técnica
sobradamente conocida y aplicada en bodega desde hace muchos afios. Las
posibilidades existentes en el mercado son muy amplias, la madera de roble con
esta configuracion se ofrece de distintas formas: las conocidas como virutas (oak
chips), las porciones de madera cortadas formando cubos llamados cubes u oak
beams, también encontramos polvo de roble (oak powder), trozos de madera
granulada llamados pencil shavings o granulates, o también en bloques
paralelepipedos (blocks o segments) [7]. Algunas de estas opciones se ilustran en la
Figura 4.2.

Figura 4.2. Tipos de madera utilizada para el envejecimiento con métodos alternativos.
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La parte mds compleja que tiene la aplicacién de esta técnica alternativa, es elegir
la combinacién adecuada que propicie la estructura aromatica deseada, es por
ello que en cada elaboracién es necesario adaptar el tipo de madera y tostado,
ademas de los momentos de adicioén de las porciones de madera.

Es bien sabido que durante la fermentacién de vinos tintos el polvo, astillas o
chips pueden adicionarse al encubado, teniendo notables efectos sobre la
expresion aromaética y el color. No obstante también es conocido que este método
responde mas a un sentido practico que técnico, y que la eficacia del tratamiento
puede ser inferior a una adicién posterior al descube y prensado, segun la
duracién y eficacia de la maceraciéon. En cualquier caso, existe una notable
volatilizacién de compuestos aromaticos arrastrados por el CO;liberado durante
la fermentacién. Las distintas dosis se aplican en funcién del efecto que se busca
utilizando cantidades en un rango de 1 a 10 g/L.

Durante la crianza, se pueden realizar aportes de madera en dosis inferiores con
el objetivo de evitar un endurecimiento excesivo del sabor. El uso de duelas
sumergidas aporta un enmaderado progresivo, pero con un cierto riesgo de
endurecimiento por aportaciéon tanica [8]. Cada vez es posible encontrar mas
opciones para este tipo de crianza; asi recientemente se ha puesto en el mercado
chips sin taninos, que limitan su eventual impacto sobre la estructura del vino.

En ocasiones también se aporta polvo o astillas de madera a las barricas
tradicionales unas semanas antes del embotellado, con el objetivo de obtener un
caracter mas maderado de forma rapida. Este procedimiento tiene un riesgo de
inestabilidad. En efecto, los elagitaninos disueltos se hidrolizan en unas semanas
en el vino, liberando 4cido eldgico insoluble. En estos casos es imperativo
asegurar que los vinos lleguen a un punto de estabilidad antes de proceder al
embotellado

Asi, el equivalente a una crianza de un afio en barrica se estima corresponde a
una formulacién de 10 a 15 g/L de chips de roble, aportados en diferentes
momentos. En general, el coste de la madera en el envejecimiento alternativo
puede oscilar entre 0,05y 0,1 €/L, frente a 0,5y 1 €/L para la barrica [9]. Ademas,
las posibilidades técnicas en principio son mucho mayores, puesto que en el
método alternativo el endlogo puede jugar con las dosis, los tostados, la
presencia o no de taninos y los momentos de aplicacion.

4.1.1.2. El efecto de la madera sobre el vino
La madera utilizada durante el envejecimiento en barrica proporciona muy pocos

compuestos fendlicos en comparacién con los que tienen su origen en la uva.
Entre los que aporta la madera se encuentran los 4cidos y aldehidos fenélicos,
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estilbenos, y algunos taninos hidrolizables. Por otra parte estos compuestos
varian de acuerdo al tipo de roble, el origen geogréfico de la madera, el secado y
grado de tostado. A estas variables se une la entrada de oxigeno por los poros de
las duelas que da lugar a la oxidacién del etanol para generar el acetaldehido que
intervine en la condensacién entre antocianos y taninos; asi los niveles de etanol
han de condicionar el nivel de estos compuestos en el vino [10]. Ademas la
barrica permite la difusién de agua y etanol hacia el exterior, como se mencioné
anteriormente, que puede escapar como vapor de acuerdo con las condiciones
ambientales de la bodega, vino que se repone rellanado la barrica.

Cuando se utiliza un envejecimiento en depdsitos de acero inoxidable con
insercion de madera ha de utilizarse una dosificaciéon controlada de oxigeno para
conseguir la modificacion de la fraccién fendlica de los vinos, que repercuta
finalmente en la mejora de las propiedades cualitativas y cuantitativas de los
vinos. La estrategia en nuestra investigacién ha sido regular el control de oxigeno
en funcion del existente en un mismo vino envejecidos en barricas de idéntico
roble y tostado al de la madera (chips) que ha sido sumergida en el depésito de
acero; ello nos permiti6 eliminar la variable oxigeno en nuestras experiencias.

Efectos sobre el color

El aporte de la madera generalmente permite intensificar algunas caracteristicas
del color de los vinos. El efecto puede ser superior cuanto mas temprano se
aporte la madera. Se trata de un efecto ligado al aporte tanico y/o a compuestos
colorantes (que incrementan la tonalidad parda). Los taninos reaccionan con los
antocianos durante el inicio de la maceracion, antes de la produccion de alcohol
por parte de las levaduras. En cualquier caso, si existe un incremento de color,
este no es necesariamente estable, ya que la pigmentacién desaparece con la
aparicion del alcohol por desorganizacién molecular. Para la estabilizaciéon de
este color serd necesaria la acciéon del oxigeno, generalmente mediante mas
control de la microoxigenacion [3].

Efectos sobre la estructura y el dulzor

La madera aumenta el volumen global en boca por un incremento conjugado de
la estructura y el dulzor. Con los chips, es posible incidir sobre este equilibrio de
diversas formas:

El uso de madera sin taninos permite aportar dulzor.

El uso de madera sin tostar también aporta dulzor.
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La actividad microbiolégica (alcohélica y malolactica) permite limitar el
impacto de la madera sobre la estructura.

, us mader nin espué e erm 16
Por contra, el uso de madera con taninos d és de la fermentacion
permite aumentar la estructura de los vinos.

El dulzor lo aportan lactonas y polisacaridos en el caso de la madera sin tostar,
compuestos de degradacién de las ligninas en las maderas tostadas. El efecto en
la estructura del vino lo aportan los taninos, pero también algunos compuestos
volatiles que aparecen en los tostados intensos; como en el caso del 4-metil- 2,6-
dimetoxifenol que, a menudo, es responsable de sensaciones de dureza y
sequedad [11].

Efecto sobre la expresion aromdtica

La expresion aromatica es el primer elemento que nos viene a la mente cuando
hablamos del enmaderado de vinos en cualquiera de sus versiones (polvo, chips,
duelas, barricas, etc.). Notas afrutadas, especiadas, vainilladas o tostadas vienen
a completar la paleta aromatica de los vinos. Estos aromas provienen, bien de la
degradacion de compuestos de la madera durante el tostado, o bien de la madera
en si misma.

Los compuestos volatiles provenientes de la madera son numerosos pero en
concentraciones bajas. Fundamentalmente el eugenol aporta caracteres
especiados, la f3-ionona caracteres florales, las lactonas notas lacteas y afrutadas,
etc.

Las maderas sin tostar son aromaticamente menos intensas que las tostadas, y
permiten trabajar el volumen en boca limitando el impacto aromatico. En este
caso, es necesario ser cuidadoso con la calidad de la madera, ya que un secado
deficiente proporciona «maderas verdes» con caracteres de serrin, secantes y
vegetales.

La lignina se degrada durante el tostado dando lugar a fenoles volatiles y
aldehidos aromaticos (guayacol, vainillina, siringaldehido), al mismo tiempo que
las hemicelulosas dan compuestos furanicos (furfural, 5-metilfurfural: notas de
frutos secos y almendra tostada).

Cada compuesto aromatico aparece preferentemente a una temperatura concreta.
Siempre que se consiga un tostado homogéneo, se obtienen maderas con
caracteristicas muy precisas, y en consecuencia, se permite el ajustado aromaético
deseado para los vinos. A la inversa, una mezcla de diferentes temperaturas de
tostado aporta maderas complejas, que se aproximan bien a la complejidad
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debida al gradiente de tostado a lo largo del espesor de la madera en la barrica

[6].

La fermentacién alcohdlica y malolactica cambian el perfil aromatico de la
madera. Ademas de la absorcion de compuestos volatiles por parte de los
microorganismos, que disminuyen la intensidad aromaética, existe también una
transformaciéon de ciertas moléculas: la vainillina se transforma en alcohol
vainillico, casi inodoro, a la vez que el furfural puede dar lugar a furfuriltiol, con
olor acusado a café y con un umbral de percepcién muy bajo [12, 13]. Este
compuesto aparece a menudo cuando la fermentacién maloléctica se efecttia en
presencia de chips, duelas o barricas ricas en furfural.

Cuando se trabaja con chips, es necesario tener presente el antagonismo entre
complejidad e intensidad. La puntualizacién de un caracteristica aromatica se
podra realizar con dosis bajas de chips, a la vez que un trabajo sobre la
complejidad exigira una dosificacion superior de mezclas de diferentes tostados.

Efectos sobre la expresion afrutada/vegetal

La madera puede disminuir los caracteres vegetales de ciertos vinos. Mediante
un incremento de la expresion afrutada: las whiskylactonas parecen aumentar la
intensidad aromatica afrutada, aportando notas citricas y de coco cuando llegan a
concentraciones elevadas. A concentraciones medias, la expresiéon afrutada del
vino resulta reforzada durante la degustaciéon. El efecto es mas interesante
después de la fermentacion, puesto que la pérdida aromatica por desplazamiento
de CO; es menor. Las whiskylactonas provienen sobre todo, de maderas sin
tostar, que no aportan aromas caracteristicos a madera [14]. En vinos blancos por
el contrario, un aporte importante de whiskylactonas puede hacer pesado el
perfil aromatico; en estos casos puede ser mejor elegir maderas menos ricas en
lactonas y mas florales.

También puede existir un efecto de enmascarado ya que algunos aromas
provenientes del tostado pueden ocultar notas vegetales. En este caso, se
utilizardn maderas tostadas, sabiendo que también aportan caracteres
enmaderados.

4.1.1.3. Compuestos cedidos por la madera al vino

Hay pocos estudios sobre la influencia que presenta la composicion del vino en la
extraccion de los compuestos volatiles procedentes de la barrica, sin embargo
empiricamente se conoce que no todos los vinos evolucionan de la misma
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manera en barricas de roble similares. Uno de los problemas para obtener
conclusiones generales es que parte de las investigaciones que se han llevado a
cabo hasta el momento y que hemos estudiado, cuentan con experimentos cuyos
vinos sintéticos fueron preparados con diferentes porcentajes de alcohol. En otros
casos, los resultados corresponden a tipo de uva y denominaciones de origen
diferentes, dificultando en todo caso la posibilidad de establecer comparaciones.

Las Tablas 4.1-4.3 presentan un resumen de los resultados comunes entre
diferentes investigaciones sobre los principales compuestos que intervienen
durante el envejecimiento de los vinos tintos [15].

Tablas 4.1. Compuestos extraibles de la madera.

Compuestos genuinos extraibles de Compuestos extraibles
cualquier parte de 1a madera tnicamente de la superficie de la
madera
5-metilfurfural, furfural, cis-whiskylactona, Son compuestos cuya concentracion
trans-whiskylactona, eugenol, 4- en el vino después de unos tres
propilguyacol, maltol, m-cresol, meses de contacto también es
siringaldehido, vainillina, 4-etilfenol, 4- siempre mas alta que la del vino del
etilguaiacol, acetovainillona. depésito de acero, pero que a partir
de ese tiempo la concentracién no
Otros compuestos como ciertas lactonas sigue aumentando. A esta categoria
alifaticas, ©-decalactona y y-octa, nona y pertenecen productos del
decalactonas también deben incluirse en este metabolismo de los 4cidos grasos.
grupo, aunque normalmente no se citan.

En la siguiente tabla enumeramos compuestos que también se originan a partir
de precursores existentes en el vino, es decir, sustancias que también aparecen en
el vino mantenido en depdsitos y madera de roble.

Tablas 4.2. Compuestos extraibles de la madera y su relacion con compuestos
precursores existentes en el vino.

Por la accion de la Acetovainillona, vainillado de metilo, furaneol, p-
madera en los damascenona, f-ionona, y-ionona, linalol y
precursores en el vino homofuraneol.

Por accién microbioldgica 4-etilfenol y 4-etilguayacol que se originan por accién
de las levaduras Brettanomyces/Dekkera sobre los
acidos p-cumédrico y ferulico

Por oxidacion Los dos ejemplos mas representativos de este grupo
son sotolon y fenilacetaldehido.

El estudio de la evoluciéon de los compuestos permite su clasificacion en dos
categorias de acuerdo con el tipo de envejecimiento aplicado:
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a) Compuestos que aumentan solo durante la crianza en barrica, y

b) Compuestos que se forman tanto en barrica como en depésito virutas.

Compuestos que aumentan sélo en los vinos criados en barrica

En esta categoria se agrupan los compuestos que provienen exclusivamente de la
madera y aquellos otros ligados a procesos oxidativos [16]. La evolucién que
presentan los distintos compuestos aqui agrupados es muy diferente, de manera
que estan separados en funciéon de su comportamiento en los diferentes periodos

del envejecimiento.

Tabla 4.3. Compuestos presentes durante el envejecimiento en barrica

Compuestos que
presentan su maximo de
extraccion a los seis
meses

Componentes que
presentan el méximo de
extraccion a los doce
meses

Componentes que
presentan el méximo de

extraccion entre doce y
veinticuatro meses

Componentes que
presentan el méximo de
extraccion después de
24 meses

Compuestos que
presentan dos maximos
de extraccion

(tiempos estimados).

El furfural, 5-metilfurfural y la y-octalactona.
Compuestos con una cinética de extracciéon muy rapida.
No se observan variaciones significativas entre la del
roble francés del americano.

El tinico componente del vino que responde a este
comportamiento es la trans-whiskylactona. La cesién de
este compuesto es mayor y mds rapida cuando se utiliza
roble francés, su degradacion comienza a partir de los 12
meses.

Cis-whiskylactona, eugenol, 2,6 dimetoxifenol y 4-
propilguayacol.

Incrementan continuamente su contenido en funcién del
tiempo y no alcanzan un equilibrio. Maltol, 4-etil-2,6
dimetoxifenol y m-cresol pertenecen a este grupo. En
caso del sotolon, esta sustancia no la cede la barrica por
un proceso de extraccién sino que se origina en ella por
un proceso oxidativo.

Dos productos responden a este comportamiento, el
siringaldehido y la vainillina. El primer maximo se
presenta en octubre, pasadas las temperaturas altas del
verano y el segundo un afio después.

Resumiendo, dentro de este conjunto de compuestos que contribuyen
activamente en el aroma del vino durante su etapa de envejecimiento, existe un
porcentaje de ellos que han sido continuamente reportados como compuestos
marcadores, es decir que favorecen la identificacion de diferencias entre un
grupo de muestras evaluados durante el envejecimiento. Dentro de estos
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compuestos marcadores, en esta investigaciéon se realizard un seguimiento
especial al furfural, guaiacol, cis, trans-whiskylactona y eugenol, componentes
fundamentales por su evolucién durante el proceso.

4.1.1.4. Tendencias actuales de consumo y el posicionamiento de métodos
alternativos

Hasta hace muy poco, los acuerdos comerciales bilaterales reconocian las
précticas enoldgicas mutuas aceptando las importaciones en territorio europeo de
vinos sometidos a estos tipos de tratamientos, existentes desde 1983, pero
prohibiendo curiosamente estas practicas a los productores europeos. Desde 1993,
se podian utilizar «a titulo experimental» virutas y otros granulados de roble
respetando las obligaciones dictadas por el reglamento CEE 822/87, es decir, con
un limite de 50.000 hl por afio, durante tres afios como méximo y con la
imposibilidad de exportar fuera del pais de producciéon. Hipocritamente, la
“experimentacion” ha durado més de diez afio. Desde 2006, la normativa ha
evolucionado. Asi el reglamento 1507/2006, de 11 de octubre de 2006, modifica el
anterior (1622/2000) permitiendo la utilizacién de trozos de madera de roble mas
o menos tostados, el 95% de los cuales debe superar 2 mm. sin liberar substancias
que puedan presentar un riesgo para la salud.

Algunas denominaciones de origen en Espafia han rechazado este tipo de
précticas. En Estados Unidos, un mercado extremadamente maduro para la
utilizacion de barricas y métodos alternativos, se han observado en los altimos
afios numerosos cambios. Algunas de las conclusiones que han sido publicadas
anualmente por la revista WineBusiness [17-21]. Con el propésito de determinar
tendencias en el uso de barricas de roble y las alternativas a este tipo de
envejecimiento en este pais. Estos resultados ademas ofrecen un panorama
general en la industria enolégica sobre su uso y una valoraciéon definitiva
extrapolable, quizas, a la industria vitivinicola en nuestro pais. No se trata de un
trabajo cientifico como tal, y ello implica que de cierta manera que los resultados
deben ser utilizados s6lo como un punto de referencia para posteriores
reflexiones.

Metodologia del estudio llevado a cabo para conocer las posibilidades de los
métodos alternativos en USA.

Este estudio se basa en una encuesta anual que se realiza a diferentes bodegas en
Estados Unidos. Hasta el momento se ha registrado un maximo de participacion
con 341 respuestas y un minimo con 222 respuestas desde el afio 2003 hasta el
ano 2010. Las bodegas encuestadas pertenecen a las regiones de California,
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Washington, Oregon, Nueva York, Ontario, Texas, Virginia y British Columbia.
Se realiz6 una separacion entre las bodegas de acuerdo con su produccion.
Alrededor del 50% de las bodegas fueron denominadas de tamafio pequefio, un
25% como medianas y el porcentaje restante fue asignado a bodegas grandes.

Principales resultados del estudio

La Figura 4.3 explica el cambio que se ha presentado en la compra de barricas
para la crianza de vino desde el afio 2005 hasta el afio 2010. El cambio méas
amplio se registra entre el afio 2008 y 2010, alrededor del 20% de las bodegas
disminuyeron la compra de barricas durante el afio 2009. La primera suposiciéon
que se hizo para entender este caso, es el recorte en compras generado por la
crisis general, ademds se muestra una recuperacion para el afio 2010. Sin
embargo, es importante recordar que la produccién de vino también esta ligada a
una cosecha anual. Una gran cosecha puede causar un aumento en las compras
de barricas durante el afio en cuestiéon, mientras que otra afiada puede ser
sorprendentemente menor y generar una disminucién en la adquisicion de
barricas para el siguiente afio. En general las diferentes bodegas justificaron esta
disminucién de la compra de barricas a circunstancias externas y no a un cambio
dréstico en las técnicas de envejecimiento de vinos tintos.

Figura 4.3. Cambios del porcentaje de compra de barricas en Estados Unidos

Algunas tendencias comienzan a consolidarse, por ejemplo, parece ser que la
mayoria de las bodegas que van a abandonar por completo la crianza en barrica
ya lo han hecho. Por otro lado, también se ha visto que las bodegas prefieren
utilizar barricas para el vino que va a estar destinado a largos periodos de
envejecimiento.
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Figura 4.4. Porcentaje de uso de métodos alternativos en funcion del tamario de la
bodega en Estados Unidos.

La proporciéon de bodegas medianas (de 50.000 a 500.000 cajas/afio) que utilizan
soluciones alternativas aumenta de forma sistematica desde el afio 2003 hasta el
afio 2005 (Figura 4.4). Desde el ano 2005 hasta el afio 2008 no se registra un
aumento en el uso de alternativos, tal y como lo explica la Figura 4.5. En Estados
Unidos desde el afio 2004, el 95% de los vinos de menos de 5 délares utiliza
sistemas de crianza alternativa. Desde 2003 se detecta una tendencia en su uso
en la gama de precios 10-25 ddlares (Figura 4.6).

Figura 4.5. Porcentaje de bodegas que en algiin momento han usado métodos
alternativos.

Otro resultado interesante que se recoge en este estudio es el relacionado con la
mircrooxigenacion, ya que al parecer no es un método tan ampliamente aplicado
como se esperaba. S6lo el 16% de los encuestados indicaron que alguna vez han
utilizado la microoxigenacion. Parece ser que seguird siendo una herramienta de
las grandes bodegas. Las bodegas mds pequefas prefieren continuar con todo el
proceso tradicional en barrica de roble para el envejecimiento de vinos tintos.
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Figura 4.6. Uso de los métodos alternativos en funcion del precio de la botella del vino en
el mercado.

4.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.2.1. Preparacion de la muestras de vino tinto

La Tabla 4.4 registra las muestras de vinos elaboradas para el desarrollo de esta
investigacion. La nomenclatura asignada a cada deposito sera utilizado durante
este capitulo para hacer referencia a cada tipo de vino. En todos los casos se
utiliz6 una uva variedad Tempranillo de la Denominacién de Origen Ribera de
Duero (cosecha 2006). Se emplearon un total de 225 L de vino por cada depdsito
de madera o acero inoxidable. Con el fin de hacer un seguimiento a los posibles
errores experimentales durante la elaboracion de los vinos, todas las experiencias
fueron seguidas en dos depésitos equivalentes.

Para los vinos envejecidos con técnicas alternativas se utilizaron depésitos de
acero inoxidable en los cuales se adicionaron pequenas dosis de oxigeno
controladas con un equipo que permitié regular en cada depésito las
concentraciones de oxigeno. Para ello se aport6 la cantidad oxigeno necesaria
para igualar la lectura de la cantidad de oxigeno presente en las barricas testigo
de roble. Se estudi6 el efecto del tamafio de la madera ahadida utilizando en
cuatro de los depésitos, chips y en los otros cuatro, staves. Al mismo tiempo
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dentro de cada grupo, la mitad de la muestras fueron envejecidas con madera de
origen francés y la otra mitad con roble americano. Los periodos de muestreos
que se realizaron durante esta investigacién estan descritos en la Tabla 4.5 y
corresponden a etapas en las que los vinos estdn contenidos en barricas y
posteriormente, después de 150 dias, pasados a botella.

Tabla 4.4. Caracteristicas de los vinos tintos.

Dot N ponde Ol lamatede |
; g: Acero 2ir21(())1>jidable Americano Chips SI
i gi Acero zirzl(c))I)jidable Francés Chips SI
Z 22 Acero zirzl(c))I)jidable Americano | Travesafos SI
Z z Acero zirzl(c))I)jidable Francés Travesafios SI
190 EZ Barrzic;;{oble Americano | Noaplica | NO
E Ei Barrzic;;{oble Francés No aplica NO

Tabla 4.5. Periodos de muestreo.

Muestreo Etapa de la vinificaciéon

196

Toma 1: 30 dias Envejecimiento
Toma 2: 90 dias Envejecimiento
Toma 3: 150 dias | Envejecimiento
Toma 4: 330 dias | Botella
Toma 5: 480 dias | Botella
Toma 6: 600 dias | Botella
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Parametros Quimicos

Para ofrecer una visién global del proceso de envejecimiento del vino, algunos de
los resultados de los pardmetros analiticos del vino envejecido en barrica de roble
americano se han representado en la Tabla 4.6. en funcién de todos diferentes
periodos de muestreo, proporcionando de esta manera una mejor perspectiva de
los cambios que a nivel general han presentado las muestras de vino.

Tabla 4.6. Representacion de algunos de los parametros quimicos para un vino
envejecido en barrica de roble americano.

Graduaciéon Acidez Polifenoles Taninos Catequinas Antocianos

alcohdlica volatil totales [mg/L] [mg/L] [mg/L]
[%] [g/L] [mg/L]

T1 13,42 0,55 2158,38 2,11 1270,2 608,56
T2 13,87 0,53 222213 2,08 553,2 585,81
T3 14,19 0,55 2100,25 2,13 799,0 512,75
T4 13,79 0,70 2276,72 2,40 783,8 427,88
T5 14,03 0,66 1658,00 1,14 861,0 381,00
T6 14,17 0,68 2316,25 2,40 928,8 323,75

En los primeros meses de estancia en depdsito o barrica de los vinos destinados a
crianza, se obtiene un ligero aumento en la graduaciéon alcohdlica por
evaporacion diferencial del agua frente al etanol; segtin lo explicado por algunos
autores este fendmeno corresponde a temperaturas altas y menor humedad
relativa durante el verano [22].

En la acidez volatil se observa un aumento desde el primer registro que se realiz6
cuando se dio comienzo al envejecimiento en deposito hasta el momento que se
realiz6 la tltima evaluaciéon del envejecimiento en botella. Este cambio puede
suceder por cualquiera de los siguientes fenémenos que tienen lugar durante el
envejecimiento en barrica: la oxidacion de etanol, la accién de las bacterias
acéticas en presencia de oxigeno o la extraccion de acidos volatiles de la madera
[23, 24].

El indice de polifenoles totales experimenta ligeras fluctuaciones durante su
estancia en barrica, provocadas posiblemente por el balance resultante entre la
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extraccion de fenoles de la madera y posterior precipitaciéon de materia colorante,
durante el periodo del envejecimiento en botella. El descenso de las formas libres
es mas rdpido durante los primeros meses de crianza, puesto que la
polimerizacién se ve favorecida en presencia de oxigeno [25] que es mucho més
abundante durante la estancia del vino en barrica que durante el almacenamiento
en botella.

Respecto a la evolucién de los taninos en el vino a lo largo del afiejamiento
(Figura 4.7.), existe una diferencia -aumento- entre la cantidad inicial que se
registra para estos compuestos en el periodo T1 y la cantidad final determinada
para el periodo T6; sin embargo no podemos afirmar que este aumento cumpla
con algtin tipo de tendencia durante todo el proceso de evolucion del vino. Estos
resultados indican que existe una extraccion de taninos hidrolizables del roble de
acuerdo con lo apuntado por otros autores [26, 27].

2,84
S #
-
D
g 2,04 % é %
7)) ]
o
% 1,6 %
f_ts m Chips americano
Chips francés
1,24 . .
e Barrica francés §
e Barrica americano
0,8 T

T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Dias

Figura 4.7. Medida de los taninos durante el envejecimiento de los vinos.

Se observa también que la cesién de taninos hidrolizables de la madera en la
mayoria de casos es algo superior para los vinos envejecidos en roble francés, al
tratarse de una madera mas porosa y de grano ancho, que la de americano, que
facilita la extraccion de este tipo de compuestos. Esta diferencia en la extraccion
de fenoles entre robles de distinta procedencia ha sido registrada anteriormente
en bibliografia de otros autores [28-30].

Un comportamiento similar se describe para las catequinas, lo cual indicarfa un
equilibrio de formacién-destruccién entre formas poliméricas, los taninos, y
moléculas més sencillas como son las catequinas.

Por lo contrario, en el caso de los antocianos libres existe una pérdida progresiva
y acusada, como se demuestra en la Figura 4.8 [31]. En efecto, estos compuestos,
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responsables del color rojo intenso del vino joven, van polimerizdndose entre
ellos, especialmente durante la etapa del envejecimiento en botella, para dar
sustancias de color rojo-teja que proporcionan estabilidad al color del vino [32, 33]
y complejidad gustativa [34].
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Figura 4.8. Medida de los Antocianos durante el envejecimiento de los vinos

Estos resultados también manifiestan que los antocianos tienen comportamiento
similar para los dos tipos de envejecimiento (barricas, depdsitos), sin embargo en
el altimo periodo se muestran mayores inestabilidades para el caso de los vinos
almacenados en los depésitos de acero.
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RESULTS, Yeexpl 43%,32%
Figura 4.9. Andlisis de componentes principales de pardmetros enologicos en la toma 6.

A titulo de ejemplo, la Figura 4.9 muestra un analisis bi-plot de los parametros
quimicos para el periodo de muestreo 6. Este tipo de representacién permite
superponer los resultados de las medidas quimicas con los diferentes tipos de
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vinos. Tal y como se observa en la figura, la primera componente principal, que
explica casi el 43% estd muy relacionada con la acidez volatil, antocianos y los
polifenoles muy polimerizados, entre otros, y es la componente que mejor
describe las diferencias entre los tipos de envejecimiento para este caso en
concreto.

Dentro de los objetivos marcados en este trabajo hemos utilizado esta evaluacién

como método de seguimiento al envejecimiento y como una herramienta para
evaluar el potencial de nuestro equipo electrénico.

4.3.2. Coordenadas CIELab

Diferencias existentes entre el Evolucién de un vino envejecido en
envejecimiento en depdsito (espectros barrica (espectros marcados con los
en color verde) y el envejecimiento en circulos) y un vino tratado con

botella (espectros en color marron). métodos alternativos. Evolucion del

envejecimiento en botella.

0,8
2@\ 150 dias en envejecimiento Evolucion del vino en botella
7R\ barrica o deposito 0.8 . i
o /o \ ] Chips americano \ Barrica 330 dias

—o— Barrica 480 dias
—o— Barrica 600 dias

, —0— Chips francés
\ —=— Barrica americano
—o— Barrica francés

0,64\

Abs

0,44
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0,4

‘.
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—e— Chips americano

—o— Chips francés
0,0-— T

T . H? T T T T
400 500 600 700 400 500 600 700
Longitud de Onda [nm] Longitud de onda [nm]

0,24
—=— Chips 330 dias
—=— Chips 480 dias
0,04 —=— Chips 600 dias

Figura 4.10. Espectros UV-Visible resgistrados para las muestras de vino durante el
envejecimiento en barrica o depdsito de acero inoxidable sequido del envejecimiento en
botella.

Los resultados de las valoraciones que hemos realizado mediante técnicas de
espectrometria UV-Visible durante el proceso de envejecimiento con madera y el
tiempo de almacenamiento en botella estdn representados en la Figura 4.10. Estos
resultados corresponden a los espectros registrados para las muestras que
durante 150 dias fueron envejecidas en barricas de madera con diferentes
origenes o en depodsitos de acero inoxidable que contenian una cantidad
equivalente de madera en términos de la superficie de la barrica tradicional. A
continuacién los vinos fueron almacenados en botellas durante 450 dias. Los
correspondientes espectros (Figura 4.10) muestran una disminucién generalizada
de la absorbancia para todas las longitudes de onda con el tiempo de
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almacenamiento en botella. Este resultado coincide con el hecho de que las
muestras han pasado de estar en un medio oxidativo (barrica) a un medio
reductor (botella), propicio para generar las reacciones de hidrdlisis que
ocasionan la transformacién de los antocianos y por tanto un cambio en la
coloracién del vino [35].

Los anteriores resultados también indican que la evolucién del color para esta
serie de muestras concretamente, no depende tanto del tipo de madera como del
tipo de envejecimiento utilizado. Ademas, se observa que las diferencias entre
muestras comienzan hacerse mas visibles con el tiempo del almacenamiento del
vino en la botella.
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Figura 4.11. Evolucion de cada una de las coordenadas CIELab durante el
envejecimiento en barrica (o en depésito) y almacenamiento en botella.
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Con la informacién de los espectros y utilizando el método de anélisis del color
de las coordenadas CIELab estudiamos la evolucion de cada coordenada de
acuerdo al tipo de envejecimiento y madera utilizada (Figura 4.11.). Todas las
coordenadas registran un aumento de su valor a excepcion de la coordenada S,
que indica un paso del vino de un color rojo rubi a un rojo teja.

Esto podria estar relacionado con los antocianos no estabilizados (asociados al
color rojo puro) y su capacidad de asimilacion del oxigeno a través de las
reacciones de condensacién. Recordemos que en el caso de los vinos envejecidos
en barrica el paso del oxigeno a través de las duelas y poros se presenta como un
proceso natural, mientras que para el caso de los vinos envejecidos con métodos
alternativos el incorporacion del oxigeno se realizan por medio de dosificaciones
periédicas. Al parecer, cada manera de aportar oxigeno al vino genera diferencias
entre la cinética de las reacciones.

Por otra parte los resultados también muestran que los vinos envejecidos en
depositos de acero inoxidable con insercion de chips tienden a cambiar su color
mas rapidamente que los vinos envejecidos en barricas. Una explicacién de este
fenémeno puede derivarse de los compuestos quimicos relacionados con el color
rojo puro como son los antocianos no estabilizados [3], compuestos que pueden
seguir evolucionando por su afinidad a las reacciones de condensacién. En este
caso los vinos en barricas parecen presentar mayor estabilidad posiblemente
porque las reacciones de condensacién ocurren en manera natural y lenta con el
paso natural del oxigeno a través de las duelas y poros de la barricas mientras
que en el envejecimiento alternativo las dosis de oxigeno fueron adicionadas de
acuerdo a la cantidad de oxigeno que fuera medida en la barrica testigo a un
determinado tiempo, generando asi que las moléculas tuvieran menos tiempo
para reaccionar con el oxigeno.

Las consecuencias de este proceso sélo son realmente evidentes en el momento
en el que vino estd en un medio reductor (botella), puesto que es en este medio
cuando polifenoles muy polimerizados precipitan y los menos polimerizados
contindan reaccionando. Si por algin motivo la cantidad de alguno de los dos
tipos de moléculas es muy alta se genera un cambio mas rapido y menos estable
del color [36].

También se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) con los
correspondientes valores de las coordenadas CIELab que se registraron de los
vinos durante todo su proceso de envejecimiento; cada una de las valoraciones
realizadas se repiti6 un total de siete veces. Los resultados de los analisis llevados
a cabo durante todos los periodos de evaluacién se muestran en la figura 8. Los
datos utilizados como variable de entrada para el analisis PCA fueron
preprocesados mediante los métodos autoscaling y SN'V.
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En todos los casos las dos primeras componentes registran en 99% de la
informacion. Podemos decir que durante los primeros dias, cuando dio comienzo
el proceso del envejecimiento, es dificil distinguir entre las muestras en funcién
de las propiedades colorimétricas de los distintos vinos, solamente es posible
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apreciar una tendencia a ubicar los vinos envejecidos con métodos tradicionales
en la parte derecha del grafico de los scores y los vinos envejecidos con métodos
alternativos en la parte izquierda.

En el segundo periodo de muestreo si se pueden observar cambios en los vinos.
En este caso la principal diferenciacion estd determinado por el origen de la
madera. Los vinos elaborados con un mismo tipo de envejecimiento pero con
madera de distinto origen estdn ubicados siempre a una distancia considerable
entre si, por ejemplo las medidas correspondientes a las barricas de origen
francés y americano presentan 6 unidades de diferencia en la gréfico de los scores.

Es importante resaltar que los vinos comienzan a parecerse un poco después de
aproximadamente 150 dias de haber dado comienzo al envejecimiento (T3). Sin
embargo las diferencias entre tipo de envejecimiento se pueden identificar
claramente en la PCA cuando los vinos pasaron a ser almacenados en botellas;
los vinos envejecidos en barricas se ubican el parte izquierda del gréfico de los
scores mientras que los vinos envejecidos con chips se ubican en la parte opuesta
y los vinos envejecidos con staves en la parte superior de la PC2. Estas
diferencias entre vinos envejecidos en barricas y en depodsitos de acero con
insercion de chips se mantienen para los dos periodos de evaluacion siguientes
(T5y Te).

De igual manera se ha realizado un PCA con el conjunto de todos los datos, es
decir se ha organizado una matriz con todos los periodos de muestreos para
visualizar la evolucién del color de los vinos durante el desarrollo de este
proyecto. Las dos primeras PCs recogen aproximadamente el 100% de la
informaciéon y podemos afirmar que el modelo es capaz de seguir la evolucién
del vino, aunque no es posible identificar dentro de este modelo los diferentes
tipos de vino porque prevalecen la informacion relativa a los cambios que se dan
por el paso de un envejecimiento en depoésitos a un almacenamiento en botella.

4.3.3. Cromatografia de gases-masas GC-MS

El estudio de la composicion volétil se llevé a cabo haciendo un seguimiento a un
grupo de compuestos volétiles comdnmente referenciados como marcadores del
proceso de envejecimiento [16, 37-39]. Los compuestos volatiles evaluados
utilizando GC-MS fueron los ya aludidos en el apartado 4.1.1.3.: furfural, guaiacol,
eugenol, cis y trans-whiskylactona.

La cinética de asimilacién de los compuestos por parte del vino durante todo el
proceso de envejecimiento se puede visualizar en las Figuras 4.13 y 4.14. En el
caso del furfural, la concentracién se incrementa significativamente durante el
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envejecimiento y decae durante el periodo en botella. Ademas la concentracién

encontrada en barricas fue siempre mas alta que la medida utilizando las técnicas
alternativas [40].
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Figura 4.13. Evolucion del furufural y el guiacol durante la vinificacion.

La reduccién de la cantidad de furfural radica en la oxidacién de este compuesto
a un alcohol furfurilico [12]. También pudo haber ocurrir que este compuesto
haya servido como precursor en la formaciéon de otros productos de aldehidos
furanicos. El comportamiento encontrado en nuestras experiencias coincide con
las investigaciones de Rodriguez-Bencomo et al., segtin las cuales la disminucién

del furfural es mas pronunciada para los vinos madurados en presencia de chips
de roble [40, 41].

Respecto a los isémeros de la whislylactona y como es usual en vinos madurados
con roble, se obtuvo que su concentracion fue mas alta cuando se habia empleado
roble americano. La relaciéon de los isémeros cis/trans permite identificar
claramente el origen de la madera, los vinos envejecidos con roble americano
generalmente presenta un valor mayor [5, 42]. Para los vinos macerados con
alternativos se obtuvo que la relacion cis/trans fue 4,7 veces superior cuando se
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utiliza roble americano y menor (un valor de 3,3) cuando se aplica roble francés.

En el caso de los vinos envejecidos en barricas esta relacion es superior a 4,3 con
roble americano e inferior a 0,9 con roble francés [43].
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Figura 4.14. Evolucion del furufural y la cis-whiskylactona durante la vinificacion.

La concentracion de whiskylactona, una vez que ha concluido el tiempo en
contacto con la madera, contintia creciendo. Algunos autores justifican este
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comportamiento en la estabilidad de la molécula alifatica de los acidos lacticos y
grasos no saturados que dan origen a la whiskylactona, porque al parecer esta
molécula s6lo comienza a degradarse después de dos afios de maceracién y ello
es como consecuencia de la reduccién de la actividad microbiolégica del vino [16,
44].

El guaiacol, el eugenol y la cis-whiskylactona también muestran un incremento
continuo durante los primeros dias de la maceracién (Figuras 4.13. y 4.14.) [45].
Las diferencias son mas evidentes durante el periodo de almacenamiento en
botella, mientras algunos compuestos como el furfural decaen, otros contindan
aumentando su cantidad como es caso de la cis-whiskylactona y el eugenol.

El fenémeno descrito anteriormente sucede por dos causas principales, el
primero de ellos se presenta porque algunos compuestos se descomponen
formandose moléculas menos complejas y el segundo, porque hay cierto tipo de
moléculas que son siempre susceptibles a reacciones de condensacioén [6, 46]. Al
final del periodo en botella, se registra una tendencia a que los niveles para cada
compuesto sean mds altos en los vinos envejecidos en barricas que en los
madurados con técnicas alternativas.

Los resultados analizados hasta ese punto nos permiten ver que existe una clara
influencia en la composiciéon volatil determinada por el tipo de madera o
envejecimiento utilizado. Si bien hemos demostrado que existe este efecto a nivel
de ciertos compuestos marcadores, no es una tarea facil determinar cual es el
efecto a nivel global que produce la variacién de ciertos compuestos. En este
punto radica parte de la importancia de nuestro trabajo: a partir de métodos de
analisis multivariantes determinar las correlaciones existentes entre los efectos
globales por medio de la nariz electrénica y los efectos en ciertos compuestos
marcadores utilizando la GC-MS y la GC-Olfatometria.

4.3.4. Cromatografia de gases-Olfatometria

Es importante comentar en este aparatado que las condiciones experimentales
(especialmente método de extracciéon) de esta técnica se han establecido en
funcién de la metodologia que ya sido optimizada para la nariz electrénica,
puesto que es la técnica definida como objeto principal de estudio de esta tesis.
Ademas los resultados que utilizaremos para la basqueda de correlaciones entre
ambos sistemas serdn Gnicamente en aquellos aromas que hemos sido capaces de
identificar en todos los periodos de muestreo. Por otra parte estos volatiles
cuentan con valoraciones altas y bien definidas caracteristicas de aroma.

Para la identificacion de los compuestos responsables de los diferentes olores
determinados por medio de la GC-O se ha utilizado también como referencia
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todos los resultados que se obtuvieron utilizando la técnica GC-MS. Esta
comparacién fue posible porque el mismo tipo de columna y programa de
temperatura se ha empleado con ambos sistemas. La importancia de realizar este
estudio de manera paralela radica en que en algunos casos era dificil definir el
compuesto al que debiamos asociar determinado aroma porque pueden
presentarse varios tipos de situaciones. Entre ellas, por ejemplo hay compuestos
con alto impacto aromatico que son dificiles cuantificar con un detector FID
debido a que se encontraban en concentraciones inferiores al limite de deteccién
de este sistema, o bien, los compuestos aparecen solapados dentro del
cromatograma.

Ya indicamos en el Capitulo II en el apartado 2.1.2.2. (Condiciones
Experimentales para la GC-O) que las medidas de olfatometria se realizaron en
nuestro equipo de cromatografia Hewlett Packard HP 4890D, provisto de un
detector FID, asi como que idealmente habria sido 6ptimo poder acoplar el
equipo olfatométrico al equipo Clarus 500 (PerkinElmer) de la Estacion Enolégica
de la Rioja en Haro. En aquel apartado se discutié la complementariedad de
nuestro trabajo usando ambos equipos.
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Figura 4.15. Ejemplo de un olfatograma registrado para la muestra de vino tinto
envejecido en barrica. En la parte superior de la figura se ha dibujado el correspondiente
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cromatograma registrado en la Estacion Enoldgica de la Rioja.
La Figura 4.15 ejemplariza el tipo de resultados que se han obtenido utilizando
para una muestra de vino envejecida en barrica. Incidiendo en lo anteriormente
dicho es posible observar que la intensidad percibida del olor de un compuesto
no siempre depende de su concentracion dentro de una matriz.

Asi pues, con el objetivo de conocer cudles son compuestos aromaticamente
activos de los vinos y hacer una estimacion de su importancia sensorial, se
procedi6 a desarrollar una serie de experimentos mediante la técnica de dilucién
AEDA, en la que se utiliz6 la SPME para la obtencién del extracto aromaético.

La primera parte de este trabajo consisti6 en el entrenamiento para la
olfatometria de dos miembros del grupo, partiendo con un caso sencillo,
utilizando disoluciones hidroalcohdlicas con cuatro o cinco compuestos de
similares caracteristicas aromaticas y tiempos de retencién bastante separados.
Los analistas también se entrenaron para realizar olfatometria de vinos en
muestras de la Ribera del Duero a las que se afiadieron en sus matrices pequefias
y controladas dosis de los compuestos furfural, guaicol, whiskylactona y eugenol.

Todos los resultados obtenidos por medio de la GC-O realizados durante el
periodo del envejecimiento en botella, se explican por medio de graficos tipo
"tela de arana". Los diferentes descriptores sensoriales asociados con los
compuestos reportados se indican en las Figuras 4.16-4.18.

Tal y como se puede observar en estas figuras, en general, se han seleccionado
olores que aparecen en todos los tipos de vinos, cada uno con diferentes
intensidades que contribuyen de manera diferente a su aroma global. Algunos de
los compuestos identificados con mayores intensidades en los olores son el 3-
metil-1-butanol (olor a queso), 2-fenil etanol (olor a rosas), trans-whiskylactona
(olor a coco-vainilla), los cuales forman parte del aroma terciario, es decir, se
originan durante el proceso de envejecimiento del vino. Los vinos envejecidos
con alternativos fueran vinos sometidos a microoxigenacién, por tanto, existieron
diferencias en las reacciones mediadas por el oxigeno, y esto explicaria porque no
se detectaran olores marcados, especialmente los de las sensaciones relacionados
con flores y rosas.

La Figura 4.17 muestra nuevamente que unos de los principales compuestos
marcadores es la whiskylactona cuyo isomero trans presenta un olor a coco-
vainilla (e incluso caramelo cuando su concentracién es muy alta). Este
compuestos ademds permite apreciar diferencias entres los tipos de
envejecimiento. El comportamiento es ademdas coherente con otros resultados
que aparecen publicados en la bibliografia [6, 47, 48].
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Figura 4.16. Representacion tipo “tela de arania” de los resultados alcanzados con la
técnica GC-O en funcion: a. de los olores detectados y, b. en funcion del tipo de muestra
evaluada. Analisis para el periodo de muestro 4 (envejecimiento en botella).

Las representaciones muestran que las lactonas de roble y vainilla son las
principales responsables de la presencia de notas de roble, coco, vainilla en los
vinos. También es posible afirmar que existe otro grupo de compuestos que
pueden ser cuantificados con la cromatografia de gases pero que es poco
probable que alcancen los umbrales sensoriales detectables. Sin embargo, esto no
quiere decir que no contribuyen al aroma del vino, algunos estudios han
demostrado que las sustancias con similitudes quimicas, como el eugenol y
isoeugenol, puede tener efectos aditivos o acumulativos [49, 50].

El anterior comentario también se aplica a los fenoles volatiles que poseen con
olores caracteristicos ahumados, son compuestos que tienen mayor influencia
cuando se mezclan con otros volatiles. Compuestos como el guaiacol y 4-
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metilguaiacol tienen concentraciones individuales que pueden estar por debajo
de los umbrales sensoriales, sin embargo sus concentraciones combinadas
pueden provocar un efecto de percepcion sensorial.
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Figura 4.17. Representacion tipo “tela de arania” de los resultados alcanzados con la
técnica GC-O en funcion: a. de los olores detectados y, b. en funcion del tipo de muestra
evaluada. Analisis para el periodo de muestro 5 (Envejecimiento en Botella).

La Figura 4.18 ilustra los resultados obtenidos para el periodo de evaluacién
numero 6. Es posible observar que los olores con notas relacionadas con
productos quimicos, terrosos y madera tienden a dominar sobre los olores con
notas a frutas y flores. Estos resultados sugieren que la interaccién entre
compuestos varia en funciéon de su concentracion dentro de la mezcla [51].
Ademads, a medida que la mezcla se hace mds compleja parece ser que los
fenémenos de supresion dominan sobre los fenémenos de adiciéon o sinérgicos
[52].
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Figura 4.18. Representacion tipo “tela de arania” de los resultados alcanzados con la
técnica GC-O en funcion: a. de los olores detectados y, b. en funcidn del tipo de muestra
evaluada. Anilisis para el periodo de muestro 6 (Envejecimiento en Botella).

El dominio de estas notas terrosas y a madera es mas intenso en vinos
envejecidos con métodos alternativos. En el caso de los vinos que fueron
envejecidos en barricas de roble, estos presentaron un nivel algo mayor en el
contenido de fenoles volatiles, los cuales ejercen un efecto importante en la
expresion de las notas frutales [53]. En este contexto quimico, la percepcion de un
rango amplio de notas, particularmente de las frutales, es muy compleja. Ademas,
los grandes vinos tintos no muestran Gnicamente olores muy explicitos y
especificos, sino que més bien muestran una amplia paleta de muchos olores de
caracter mas sutil. No es sorprendente, por tanto, que una modificacién en las
variables consideradas durante el envejecimiento tengo una repercusion
importante en las caracteristicas sensoriales del vino [54].
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Los resultados vistos hasta aqui muestran que es posible determinar diferencias
entre los tipos de envejecimiento (alternativos y barricas) utilizando la
cromatrografia de gases masas y la olfatometria. El desarrollo de sensores, y los
avances en el andlisis multivariante y la fusiéon de los datos provenientes de
técnicas analiticas pueden dar origen a un sistema de andlisis sensorial que
permita una valoraciéon precisa de la calidad -en términos del proceso de
elaboracion- de un vino.

4.3.5. Nariz electronica

Esta parte de la investigacion esta referida a la utilizacion de la nariz electrénica
para evaluar las diferencias entre la composicién volatil a nivel global de las
diferentes muestras de vinos elaborados para esta investigaciéon. A titulo de
ejemplo la Figura 4.19 esquematiza la respuesta del sensor TGS 885 durante el
desarrollo de este estudio; el resto de los sensores tiene un comportamiento
similar. Se puede observar que la intensidad méxima de la sefial decrece con el
paso del tiempo de envejecimiento (Figura 4.19a) y ademdas que su valor es
especifico para las dos formas de envejecimiento estudiadas (Figura 4.19b).

La disminucién de la sefial registrada puede estar asociada a una perdida de
intensidad de aromas frutales que implica el paso de la crianza en barrica a
botella lo cual se puede traducir en una mayor armonia con los compuestos que
vienen de la madera, [55].

100
70 —e— Barrica
80 T30 dias —a— Chips
330 dias
—&— 600 dias
60
(=]
x
& a0
20+
07“'_‘!" | I .‘AAI...,‘.AIA‘_A‘_“ . ' I ) I ' I“—" I
0 200 400 600 300 0 200 400 600 800
tiempo [s] tiempo [s]
Figura 4.19a. Ejemplo de la respuesta del ~ Figura 4.19b. Diferencias en la respuesta
Sensor TGS 885 a la inyeccion de una del sensor TGS 885 a la inyeccion de un
muestra de vino durante su vino envejecido en barrica y un vino
envejecimiento. envejecido en depositos de acero inoxidable

después de 600 dias desde el comienzo del
proceso de envejecimiento.
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4.3.5.1. Andlisis Exploratorio. PCA.

Las respuestas de los sensores, la cantidad de muestras y el nimero de
repeticiones por cada una tipo de vino, requieren la aplicacién de herramientas
del tipo PCA, que es ademas el punto de partida para el analisis de los resultados
obtenidos con la nariz electrénica. Cada uno de los andlisis PCA realizados se
inicia con una matriz de datos que fue preprocesada usando los métodos SNV y
autoscaling. En la mayoria de los casos se recogié un 95% de la varianza explicada
con las primeras 4 PC. Los resultados de estos analisis se muestran en la Figura
4.20.

Al igual que sucedi6 con los resultados de las coordenadas CIELab respecto al
primer periodo de muestreo (Figura 4.12.), es decir 30 dias después de dar
comienzo al proceso de envejecimiento en depésito, los vinos no mostraron
caracteristicas que permitan diferenciarlos claramente utilizando este método
estadistico (Figura 4.20). Pasados 60 dias mdas de maduracién del vino en
barricas o en depésito, los vinos comenzaron a asociarse poco a poco de acuerdo
al tipo de envejecimiento (periodo T2), es decir que los clusters referentes a los
vinos envejecidos en barrica tienen posiciones adyacentes -de acuerdo con los
scores de la PCl- mientras que los vinos envejecidos en depodsito de acero
inoxidable con insercién de “chips” y “staves” aparecen ubicados en el lado
contrario, a excepcién de los vinos envejecidos con “staves” de roble francés que
parecen tener caracteristicas préximas al con el vino envejecido en barricas de
roble americano.

Durante los periodos tres y cuatro (T3 y T4) se comienzan a diferenciar
claramente los vinos envejecidos en barrica de aquellos envejecidos en depésito
de acero inoxidable con insercién de madera. El cambio en el ntimero de
muestras del PCA para la T4 (330 dias) se deben a que una vez los vinos fueron
embotellados, se mezclaron los vinos que pertenecian a un mismo tipo de
madera y envejecimiento, pasando de tener un conjunto de 12 vinos a una nueva
serie de 6 muestras.

Durante el tiempo que el vino permanece en botella comienzan a revalidarse las
caracteristicas aromaticas que diferencian un vino envejecido en barrica de roble
de un vino envejecido en depdsitos de acero inoxidable. Para el altimo periodo
de evaluaciéon ademads fue més evidente el efecto del tipo de origen de la madera.
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Figura 20. PCA para los resultados de la nariz electronica de cada uno de los
periodos de muestreo. Ca, Chips roble americano triangulo rojo. Cf, Chips roble
francés asterisco verde. Sa, Staves roble americano cuadrado azul. Sf, Chips
roble francés, cruz cian. Ba, Barrica roble americano rombos. Bf, Chips roble
francés triangulo gris.
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En cada uno de los periodos de evaluacién se observé una tendencia a
discriminar entre tipos de envejecimiento; sin embargo un anélisis conjunto de
todos los periodos de muestreo s6lo permitié una interpretacién de la evolucién
de todas las muestras de vino y ninguna en funcién del tipo de envejecimiento o
madera utilizada (Figura 4.21.). Fue por ello necesario desarrollar otro tipo de
modelos quimiométricos complementarios a partir de los cuales se pudiera
extraer mas informacién, de manera que sus pardmetros puedan explicar las
posibles correlaciones con los demds sistemas analiticos empleados para la
caracterizacion.
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Figura 4.21. PCA resultados nariz electronica. Estudio de la evolucion de todas las tipos
de vino. Las muestras marcadas con la letra c indican el envejecimiento con chips, la
letras s indican el envejecimiento con staves, la letra b envejecimiento en barrica, b. La
numeracion (1-6) indica el periodo de envejecimiento.

4.3.5.2. Andlisis supervisado. PLS-DA

Las Tablas 4.7-4.12 explican los resultados obtenidos con los modelos PLS-DA de
los diferentes andlisis que se han llevado a cabo con la nariz electrénica.
Recordemos que el PLS-DA corresponde con los métodos de reconocimiento
supervisado de patrones y que es un método en el cual se emplean una serie de
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variables cualitativas o de categoria Y para realizar una predicciéon con un
conjunto de variables experimentales (sensores) X. El nimero de variables Y es
igual al ntimero de clases a modelar, se les asigna un valor de 1 si las muestras
pertenecen a ella y 0 en caso contrario [3]. Por lo tanto, al tratarse de multiples
variables a correlacionar, el algoritmo aplicado es PLS2, al que se le aplica un
protocolo de validacién cruzada total.

Una vez mds, es necesario precisar que los valores numéricos han sido
preprocesados usando los métodos SNV vy autoescalado;, ademas la
categorizacion de los vinos se realiz6 de acuerdo con el tipo de envejecimiento
aplicado (bloque Y).

El proceso de entrenamiento de los modelos fue evaluado utilizando el método
de validacion cruzada, leave one out. El nimero 6ptimo de variables latentes para
el ajuste del modelo final se determiné mediante el parametro RMSECV. De esta
manera, fue posible predecir un valor para el bloque Y que puede ser
interpretado como una medida de la diferencia entre clases. Cada valor de la
predicciéon de una clase fue comparada con la curva de distribucién bayesiana, y
esto permiti6 determinar la probabilidad de que un objeto pertenezca a la clase
original.

En ocasiones, el método PLS-DA es demasiado flexible y produce un ajuste
forzado. Esto puede atribuirse en gran medida al modelado del ruido que traen
los datos que afecta la capacidad de prediccion del sistema. Este problema sé6lo
se puede evitar con una validacién completa, para que el porcentaje de
prediccion y la sensibilidad de los modelos no sean sobreestimados.

Como se menciond anteriormente, la aplicacion de modelos de clasificacion en
problemas reales requieren una estimacién precisa de los diferentes parametros.
La validez real del modelo depende en gran medida de la calidad del conjunto de
datos. Es importante por ello contar con una serie de datos representativos que
cubran todas las fuentes de variabilidad dentro de las categorias. Por desgracia,
un buen disefio de muestreo es muy raro, tanto por razones econémicas, como
por el hecho de que en el sector de la alimentacién existen muchas fuentes de
variabilidad que limitan un experimento.

A partir de los resultados expuestos anteriormente con el desarrollo de las
diversas PCA, podemos afirmar que se distinguen seis clases, definidas por el
tipo de envejecimiento. En esta ocasion, dado el tipo y cantidad de muestras
disponibles de cada clase, decidimos comenzar con la aplicacién PLS-DA como
técnica de analisis multivariante de clasificaciéon supervisada. Consecutivamente
se realizard un analisis PLS2 para determinar si existe alguna correlacién con los
sistemas de caracterizacion analitica tradicional.
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Tabla 4.7. Resultados del andlisis PLS-DA para los vinos evaluados el periodo de

muestro T1.
Chips Chips Staves Staves Barrica Barrica

americano francés americano francés americano frances
Sensitividad 1.00 0.86 0.93 1.00 1.00 0.93
(Cal):
Especificidad 1.00 0.96 1.000 0.94 0.814 0.886
(Cal):
Sensitividad 1.00 0.86 0.93 1.00 1.00 0.93
(V)
Especificidad | 1.00 0.94 1.00 0.90 0.81 0.87
(V)
Class. Err 0 0.092857 0.035714 | 0.028571 | 0.0928571 | 0.0928571
(Cal):
Class. Err 0 0.1 0.0357143 | 0.05 0.0928571 | 0.1
(CV):
RA2: 0.759 0.618 0.810 0.609 0.333 0.435
CV R"2: 0.711 0.543 0.768 0.518 0.242 0.349

Los resultados de los diferentes parametros del modelo multivariante PLS-DA
para el periodo de muestreo 1 se encuentran registrados en la Tabla 4.7. En este
caso el parametro R? no muestra que exista una buena correlacién entre los
valores correspondientes al bloque X (datos de la nariz electrénica) y el bloque Y
(parametros de clasificacion). Si bien este pardmetro no es una medida de la
calidad del modelo, si seria conveniente que mostrara valores mas altos, ya que
ademas este es un método supervisado, es decir, que estd forzando el ajuste de
los datos a una determinada clase.

Tabla 4.8. Resultados del andlisis PLS-DA para los vinos evaluados el periodo de muestro T2.

Chips Chips Staves Staves Barrica Barrica
americano francés americano francés Americano Frances
Sensitividad | 1.00 0.93 0.86 1.00 1.00 1.00
(Cal):
Especificidad | 0.97 0.99 0.91 1.00 1.00 1.00
(Cal):
Sensitividad | 1.00 0.86 0.86 1.00 1.00 1.00
(V)
Especificidad | 0.97 0.97 0.89 1.00 1.00 1.00
(V)
Class. Err 0.014286 | 0.042857 | 0.114286 | O 0 0
(Cal):
Class. Err 0.014286 | 0.085714 | 0.128571 | O 0 0
(CV):
RN2: 0.586 0.654 0.362 0.652 0.525 0.855
CV R"2: 0.526 0.598 0.232 0.598 0.427 0.833
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Este método PLS-DA fue validado con 6 variables latentes que recogen el 95% de
la informacién del bloque X que a su vezse relaciona con un 60% de la
informacion del bloque Y, el cual especifica las clases existentes de acuerdo al
tipo de envejecimiento.

Para el periodo de muestreo 2 (Tabla 4.8.), los resultados son similares a los
sefialados anteriormente. Se ha desarrollado un modelo con 5 variables latentes
que acumulan el 99% de la informacién del bloque X y nuevamente el 60% de la
informacion para el bloque Y.

Una vez han pasado 150 dias a partir del comienzo del proceso de envejecimiento
de los vinos, es posible observar que los distintos parametros presentan una
notable mejoria (Tabla 4.9), especialmente en el célculo del error de clasificaciéon
después de realizar la validacién cruzada. Para este modelo se obtuvieron valores
de R2? entre 0.885 y 0.908. Estos resultados pueden ser explicados desde el punto
de vista enologico, ya que es en esta etapa del proceso de envejecimiento cuando
los vinos comienzan a asimilar de mejor manera todas las propiedades
organolépticas que la madera le aporta al vino, permitiendo en este caso
distinguir las caracteristicas de cada tipo de envejecimiento.

Tabla 4.9. Resultados del andlisis PLS-DA para los vinos evaluados el periodo de muestro T3.

Chips Chips Staves Staves Barrica Barrica
americano francés americano francés Americano Frances

Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):

Especificidad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):

Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(V)

Especificidad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(V)

Class. Err | O 0 0 0 0 0
(Cal):

Class. Err | O 0 0 0 0 0
(CV):

RA2: 0.855 0.908 0.895 0.877 0.871 0.885
CV RN2: 0.829 0.892 0.879 0.857 0.849 0.867

En la Tabla 4.10, es posible observar como aumenta el error de clasificacién y
disminuye la correlacién entre los bloques X y Y después de 140 dias de haber
dado comienzo al envejecimiento en botella. Esta disminucién podria estar
relacionada con el cambio de etapa en la elaboracién del vino, ya que los vinos
han pasado de estar en un medio oxidante (depositos, barricas) a un medio
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reductor (botella), afectando sus propiedades sensoriales. Para este modelo se
han determinado 4 variables latentes que capturan el 97% del bloque X y el 68%

del bloque Y.

Tabla 4.10. Resultados del andlisis PLS-DA para los vinos evaluados el periodo de muestro T4.

Chips Chips Staves Staves Barrica Barrica
americano francés americano francés Americano Frances
Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):
Especificidad | 1.000 0.971 1.000 1.000 0.686 0.943
(Cal):
Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.857
(V)
Especificidad | 1.000 0.971 1.000 1.000 0.686 0.943
(V)
Class. Err | O 0.014286 |0 0 0.157143 | 0.028571
(Cal):
Class. Err | O 0 0 0 0.157143 | 0.1
(CV):
R"2: 0.890 0.727 0.818 0.879 0.598 0.762
CV R"2: 0.854 0.616 0.711 0.843 0.360 0.634

Tabla 4.11. Resultados del andlisis PLS-DA para los vinos evaluados el periodo de muestro T5.

Chips Chips Staves Staves Barrica Barrica
americano francés americano francés Americano Frances
Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):
Especificidad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):
Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 0.857 1.000
(V)
Especificidad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(V)
Class. Err | O 0 0 0 0 0
(Cal):
Class. Err | O 0 0 0 0.071429 |0
(CV):
R"2: 0.857 0.886 0.558 0.903 0.900 0.917
CV R"2: 0.805 0.824 0.423 0.856 0.850 0.875

El modelo resultante con los datos registrados en el periodo de muestro 5 (Tabla
4.11), explican que la capacidad de discriminacién de la nariz electrénica mejora
con la tiempo de envejecimiento en botella. Esto podria indicar que los cambios
que generan las reacciones entre los polifenoles pueden ser seguidas con nuestro
sistema. En este periodo solamente los vinos envejecidos en barricas de roble
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americano presentaron un valor en el error de clasificacion después de la
validacién cruzada. El modelo se determindé con 5 variables latentes que
capturan el 96% de la informacion para el bloque X'y el 84% para el bloque Y.

Tabla 4.12. Resultados del andlisis PLS-DA para los vinos evaluados el periodo de muestro Té.

Chips Chips Staves Staves Barrica Barrica
americano francés americano francés Americano Frances
Sensitividad | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):
Especificidad | 1.000 0.943 1.000 1.000 1.000 1.000
(Cal):
Sensitividad | 1.000 0.857 1.000 1.000 1.000 0.857
(CV)
Especificidad | 1.000 0.714 1.000 1.000 1.000 1.000
(CV)
Class. Err | O 0.0428571 | O 0 0 0
(Cal):
Class. Err | O 0.114286 | 0O 0 0 0.0714286
(CV):
RM2: 0.929 0.581 0.931 0.912 0.907 0.729
CV R™M2: 0.883 0.407 0.877 0.849 0.816 0.470

Finalmente, los resultados para el periodo de muestro 6 mostraron que la nariz
electronica seria capaz de distinguir entre los diferentes tipos de envejecimientos
aplicados en este trabajo a los diferentes vinos, especialmente cuando se trata de
envejecimientos para los cuales se ha utilizado una madera de origen americano.
Este modelo ha mostrado una buena correlaciéon entre los bloques X y Y; se han
determinado 6 variables latentes que recogen el 99% de la varianza explicada del
bloque Y que se relaciona con un 88% de la informaciéon que recoge el bloque Y.

4.3.6. Correlaciones entre sistemas

4.3.6.1. Regresion Lineal por minimos cuadrados PLS2

En términos de calidad, uno de los productos del sector de la alimentacién en el
que mas se ha trabajado, es sin duda, el vino. El andlisis fisicoquimico de las
muestras puede aportar un tipo de informacién de gran interés para el enélogo.
Asi, este hecho nos proporciona una oportunidad dnica para comparar las
diversas técnicas instrumentales analiticas con los sistemas de evaluacion
sensorial electrénicos artificiales. Esta comparaciéon ha de permitir estimar la
capacidad de nuestra nariz electrénica para facilitar informacién analoga o
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complementaria a la obtenida mediante aquellos procedimientos, de forma
evidentemente mdés rapida, sencilla, objetiva y menos costosa. Con este fin,
emplearemos las sefales registradas por la red de sensores para construir
modelos de prediccién de diversos parametros analiticos y sensoriales, mediante
el uso del algoritmo PLS2, adecuadamente validado.

Como se ha demostrado con los distintos andlisis fisicoquimicos y organolépticos,
hasta el momento la practica de nuevas técnicas de maduracién se ha traducido
en una modificacion de los valores propios de los pardmetros analiticos. En esta
ocasion, el propésito no es distinguir o valorar la capacidad del sistema para
clasificar los vinos de acuerdo con sus caracteristicas de elaboracién, en este
punto el objetivo es determinar si la nariz electrénica es capaz de predecir ciertos
pardmetros obtenidos mediante analisis clasicos.

Para que un modelo PLS2 entregue buenos resultados es necesario que en la fase
de entrenamiento se utilicen suficientes medidas para tener una buena
representacion estadistica del conjunto de entrada. Al mismo tiempo, resulta
interesante poder evaluar un nimero de medidas elevado para asegurarnos de el
sistema realiza predicciones exactas. Teniendo en cuenta que la obtencién de
medidas de entrenamiento suele ser una tarea muy dificil, resulta sumamente
interesante optimizar su uso en el proceso de reconocimiento de patrones. Por
ese motivo, en todos los estudios de correlacién y en esta tesis se utiliza una
validacién cruzada que ha de permitir determinar la capacidad de prediccién de
la nariz electrénica a partir de las sefiales de los sensores.

Tabla 4.13. Descripcion de los diferentes modelos PLS2 obtenidos para cada periodo de
evaluacion llevado a cabo con los vinos tintos.

Periodo de J Tiempo Nro. Variables % bloque X % bloque Y

muestreo latentes
T1 30 dias 6 95.72 73.56
T2 90 dias 4 95.61 57.91
T3 150 dias 4 98.91 93.52
T4 330 dias 6 96.89 91.91
T5 480 dias 6 95.02 79.12
Té6 600 dias 4 97.04 77.12

Reiteramos que por imposibilidad experimental no ha sido posible tener un alto
numero de muestras desde el punto de vista estadistico, por este motivo se han
utilizado, validaciones cruzadas (“leave-one-out”). Es importante también
mencionar nuevamente que para cada modelo PLS2, los datos del conjunto de
entrenamiento son normalizados usando los métodos SNV y autoescalado.

La tabla 4.13 ilustra el nimero de variables latentes y el porcentaje de
informacion que recogen para todos los modelos que se obtuvieron durante las
diferentes medidas realizadas a los vinos de Ribera del Duero, tanto para el
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bloque X como para el bloque Y. Para todos los resultados se tuvieron un
méximo de 6 variables latentes que recogen el 95% de la informacién del bloque
X. Observando la relacién entre bloque X y Y, podemos afirmar que el modelo
que recoge un menor porcentaje de la varianza explicada respecto al bloque Y, es
el modelo resultante de las medidas realizadas en el periodo de muestreo 2.

Los resultados del periodo de muestreo 1 (Tabla 4.14) informan que los
compuestos analizados con GC-MS generan un modelo con errores muy altos. Es
posible observar que para compuestos como el furfural aunque existe un rango
de valores amplio para las muestras analizadas, el error calculado puede llegar a
superar el valor real de algunas de las muestras. Esta situacién es admisible
cuando se trata de los primeros dias del envejecimiento, momento en el que los
vinos atn no han comenzado a asimilar todas las propiedades que la madera
puede aportarle.

Tabla 4.14. Resultados modelo PLS2 para el periodo de evaluacion T1.
Pardmetro Rango RMSEC RMSECV R"2

Inferior = Superior |

Furfural 82.27 | 1569.91 234.35 346.19 |  0.801 0.626
Guaiacol 52.28 107.95 8.14 1145 | 0.799 0.623
Cis-Whiskylactona 0.38 216.30 45.57 59.33 | 0.671 0.394
Trans-Whiskyactona 60.77 118.03 14.3 16.70 | 0.549 0.384
Eugenol 5.77 49.57 8.5 9.28 | 0.695 0.600
L 3.92 5.29 0.17 031 | 0.885 0.619
a 25.90 31.77 0.70 132 0.888 0.614
b 6.76 9.12 0.29 053 | 0.885 0.620
C 26.77 33.1 0.75 141 | 0.888 0.615
H 14.59 16.01 0.18 033 | 0.874 0.618
S 6.25 6.85 0.12 0.16 | 0.704 0.610

Respecto a las medidas del color, todas las coordenadas CIELab presentan
valores de correlacion similares (entre 0.60 y 0.62), lo que significa que hasta este
punto del proceso de evolucién no existe una caracteristica en los vinos capaz de
relacionar el aroma y el color.

De la misma manera que ocurri6 con los resultados PLS-DA para estas muestras
de vino, los parametros valorados en el periodo de muestreo 2 (Tabla 4.15) tienen
un comportamiento similar a los registrados para el periodo de muestreo 1. Sin
embargo en este caso, los valores de R2 han disminuido de manera general para
las coordenadas CIELab.

La Tabla 4.16 (periodo de muestreo 3) presenta un aumento en la correlaciéon
para todos los parametros; esto sucede cuando los vinos han asimilado todos los
aportes que la madera entrega tanto a nivel del color como en el aroma. Es
importante también destacar que en esta ocasion el error calculado ha sido el mas
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bajo entre los tres periodos de muestreos evaluados durante el envejecimiento en

depdsito o barrica.

Tabla 4.15. Resultados modelo PLS2 para el periodo de evaluacion T2.

Parametro Rango RMSEC | RMSECV =~ R"2  R™MCV
Inferior | Superior ‘

Furfural 46240 | 1503.10 215.99 243.23 0.759 0.697
Guaiacol 72.09 114.40 9.47 10.56 0.741 0.680
Cis-Whiskylactona 0.79 332.42 12.62 118.80 0.100 0.025
Trans-Whiskyactona 37.68 219.83 25.46 2743 0.788 0.754
Eugenol 9.12 72.24 14.40 15.33 0.523 0.462
L 5.24 6.43 0.27 0.30 0.578 0.497
a 31.54 34.93 0.77 0.84 0.573 0.492
b 9.03 11.07 0.47 0.52 0.578 0.497
C 32.82 36.64 0.87 0.95 0.574 0.492
H 15.92 17.58 0.38 0.42 0.580 0.499
S 5.70 6.28 0.13 0.14 0.577 0.496

El cambio del envejecimiento en depdsito al envejecimiento en botella de los

vinos, ilustra que también existe un cambio en la correlacion entre los datos de la
nariz electrénica con los suministrados por el andlisis cromatografico y
colorimétrico. Se ha presentado una disminucién en la mayoria de pardmetros
que puede estar relacionada con el cambio de un medio oxidativo a un medio
reductor y ello se traduce en un cambio en la composicién global y en la cantidad
de oxigeno disuelto en el vino. De manera que para el primer periodo de
muestreo -de los vinos en botella-, los sensores de la nariz electrénica no fueron
especialmente sensibles o tuvieron una respuesta mds baja, que podria estar
relacionado con la disminucién del oxigeno disuelto en las muestras de vino [56].

Tabla 4.16. Resultados modelo PLS2 para el periodo de evaluacion T3.

Parametro Rango RMSEC RMSECV R7"2 | R"2CV
Inferior  Superior |

Furfural 586.60 1511.54 65.5987 70.0135 |  0.972 0.969
Guaiacol 68.03 128.51 4.53855 4.81247 | 0951 0.945
Cis-Whiskylactona 2.84 383.87 | 29.3353 31.3064 | 0.943 0.935
Trans-Whiskyactona 33.37 261.07 37.7703 40.0371 | 0.830 0.809
Eugenol 15.30 84.12 9.25526 9.83566 | 0.839 0.819
L 4.27 5.62 | 0.09139 | 0.0978295 | 0.957 0.951
A 27.95 32.77 | 0329673 | 0.352982 | 0.957 0.950
B 7.36 9.69 | 0157175 | 0.168232 | 0.957 0.951
C 29.21 34.17 | 0360123 | 0.385571 | 0.957 0.950
H 14.75 16.47 0.10911 | 0.116695 | 0.961 0.956
S 6.07 6.77 | 0.0424009 | 0.0453376 | 0.964 0.959
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Tabla 4.17. Resultados modelo PLS2 para el periodo de evaluacion T4.
Parametro Rango RMSEC  RMSECV RA2 | RM2CV

Inferior ~ Superior |

Guaiacol 38.37 61.66 | 3.59388 6.36084 | 0.852 0.609
Cis-Whiskylactona 20.40 697.59 | 128.558 185.724 | 0.783 0.504
Trans-Whiskyactona 31.00 228.7 | 15.6242 25.353 0.883 0.727
Eugenol 33.98 93.20 | 14.5781 17.7491 0.623 0.399
L 3.93 6.28 | 0.201499 0.463916 | 0.960 0.768
A 26.12 34.10 | 0.633445 1.48367 | 0.966 0.796
B 6.77 10.80 | 0.345472 0.795913 0.960 0.768
C 26.99 35.78 | 0.70484 1.64736 | 0.965 0.792
H 14.53 17.58 | 0.275988 0.628111 0.956 0.752
S 5.70 6.87 0.1564 0.216566 | 0.912 0.812

En el periodo de muestreo 5 (Tabla 4.18) es posible observar que un compuesto
como el furfural no muestra una buena correlacién a pesar de ser un marcador
estindar del tipo de envejecimiento durante el almacenamiento en botella.
Respecto a otros pardmetros como las coordenadas CIELab, también se ha
detectado una disminucién de todos los pardmetros relacionados con estas
técnicas. Sin embargo, se han apreciado resultados muy importantes con otras
variables como los referentes a la cis y trans-whiskylactona, que han mostrado un
aumento significativo en los valores de correlacion.

Tabla 4.18. Resultados modelo PLS2 para el periodo de evaluacion T5.
Pardmetro Rango RMSEC  RMSECV R"2 | RM2CV

Inferior  Superior |

Furfural 115.37 876.81 | 165.214 224481 | 0.737 0.546
Guaiacol 59.50 83.50 | 9.48733 124693 |  0.792 0.655
Cis-Whiskylactona 38.90 851.15 | 58.2753 82.0592 | 0.950 0.902
Trans-Whiskyactona 47.10 16717 | 13.2937 18.7457 |  0.905 0.886
Eugenol 58.38 122.53 | 6.27198 8.88358 | 0.941 0.883
L 8.99 12.05 | 0.816746 1.1407 | 0.793 0.613
a 39.46 44.30 | 0.938472 1.31102 | 0.786 0.601
b 15.47 22.09 | 1.29941 1.81497 | 0.790 0.609
C 42.38 49.50 | 1.42284 1.98762 | 0.788 0.605
H 2141 26.49 | 0.832183 1.16211 | 0.788 0.606
S 3.83 4.72 | 0.124826 0.174224 | 0.785 0.600

El daltimo de los modelos (Tabla 4.19) ha ilustrado que los vinos después de mas
400 dias en botella presentaron mejores correlaciones entre la nariz electrénica y
la cromatografia de gases que las correspondientes coordenadas CIELab.
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Tabla 4.19. Resultados modelo PLS2 para el periodo de evaluacion T6.

Pardmetro Rango RMSEC RMSECV R"2 | RM2CV
Inferior | Superior

Furfural 73.20 885.12 90.9909 118.625 | 0.901 0.836
Guaiacol 73.73 119.80 2.85114 3.98782 | 0.900 0.859
Cis- 76.60 907.50 | 30.4634 72.5503 | 0.979 0.975
Whiskylactona
Trans- 13.97 143.45 22.6579 36.4544 | 0.946 0.904
Whiskyactona
Eugenol 43.13 129.73 5.00976 7.2631 | 0.951 0.912
L 11.10 15.82 | 0.438086 1.01058 | 0.909 0.475
A 42.48 47.99 | 0.547682 1.24719 | 0.905 0.424
B 19.04 26.54 | 0.736425 1.69734 | 0.909 0.473
C 46.55 54.82 0.796 1.82699 | 0.908 0.447
H 24.14 28.99 | 0.572742 1.31 | 0.907 0.470
S 3.46 420 | 0.145321 | 0.260127 | 0.778 0.520

Consideramos oportuno aclarar que esta capacidad de predicciéon podria ser atn
mas robusta y ajustada si dispusiéramos de matrices de calibracion mas
significativas y parametros fisicoquimicos a cuantificar que abarcaran un rango
de concentraciones mas amplio.

En definitiva, este experimento nos permite apreciar, no sélo selectividad
cruzada de la red de sensores, sino también su sensibilidad cruzada frente a
diferentes compuestos volatiles organicos en una muestra tan compleja como es
el vino tinto.

Los resultados a partir de PCA y PLS-DA han posibilitado discriminar y clasificar
las muestras siguiendo un patrén acorde con la evolucién temporal del vino a lo
largo de su elaboracién, vislumbrandose ademas diferenciaciones segun el tipo
envejecimiento empleado en la vinificacion. Ademds el analisis PLS2 ha
permitido determinar las correlaciones existentes, entre el sistema de andlisis
sensorial electrénico y los sistemas de valoracion analiticos tradicionales. En otras
palabras, se ha podido evaluar la capacidad de la nariz electrénica para ser
empleada como una herramienta para el control de calidad de vinos.

Cabe recordar en este punto que buena parte de nuestros objetivos se basan en la
implementacion de nuevos tratamientos de datos como una posibilidad para
conseguir extraer mds informacién de los experimentos realizados. Y por otra
parte adicional se intenta cubrir la necesidad existente de evaluar en profundidad
el potencial de los sistemas de anélisis sensorial electronicos para predecir
caracteristicas quimicas y organolépticas de una muestra analizada. Para llegar a
tal fin, a continuacién daremos lugar a una discusion sobre las principales
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ventajas que tiene la aplicaciéon de nuevos métodos quimiométricos en el entorno
de las narices y lenguas electrénicas.

4.3.6.2. Modelo Tucker 3

A manera de resumen, hemos discutido hasta ahora los resultados de cuatro
experimentos diferentes: las coordenadas CIELab, la cromatografia de gases-
masas, la cromatografia acoplada a un puerto de olfatometria y la nariz
electrénica.

Salvo la GC-O todas las técnicas fueron utilizadas durante 6 periodos de
evaluacién a un conjunto de 12 vinos diferentes. S6lo aparecen reportados en esta
tesis los resultados la técnica GC-O para el periodo del envejecimiento en botella
ya que durante el periodo del envejecimiento en depésito de acero o barrica fue
necesario realizar todo el proceso de entrenamiento y validacién del método. Era
la primera vez que este grupo de investigacion se trabajaba en la bisqueda de
correlaciones entre este sistema sensorial y la nariz electrénica.

La matriz de datos obtenida a partir de estas medidas esta compuesta por tres
dimensiones: muestras x parametros x periodos de muestreo. Por este motivo fue
necesario la aplicacién de un método capaz de proporcionar un conocimiento
complementario entre los resultados que traen cada una de las vias de este
estudio, es decir que no se limite a el anélisis en un tnico factor sino que ademas
sea capaz de relacionar la informacion derivada por los otros factores.

Como se menciono en el apartado 2.5.5, el modelo Tucker3 es uno de los métodos
mas conocidos del anélisis multi-way, y puede ser considerado una extensién del
analisis bilineal del analisis de componentes principales PCA. En términos
generales, uno de los objetivos de este trabajo fue aplicar una herramienta para el
modelamiento de la informacién, proveniente de tres técnicas analiticas
complementarias, con el fin de encontrar diferencias existentes entre vinos
envejecidos en barricas y en sistemas alternativos. El método Tucker 3 en este
caso ha permitido la interpretacién conjunta de las relaciones entre variables
durante toda la evolucién de los vinos estudiados en esta investigacion y ello se
realiz6 a través del siguiente proceso:

a. Preprocesado del conjunto de datos.

Se evaluaron los efectos que pueden tener en el andlisis final la aplicaciéon de dos
métodos de preprocesamiento diferentes: el j-escalado y el jk-escalado
estableciendo una comparaciéon entre los mismos. Para ambos casos el
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preprocesamiento tenia como finalidad eliminar las diferencias que tienen las
variables debido a las escalas y unidades de medida de cada una de las técnicas
utilizadas, corregir los posibles errores sistematicos, reducir el ruido e
incrementar el ajuste de los datos.

A través de cada tipo de preprocesamiento se han determinado desde dos
enfoques distintos, las interacciones entre las muestras, variables y periodos de
muestreo. El j-escalado removié variaciones artificiales de las variables sin
eliminar diferencias entre los tiempos de muestreo, y de esta manera se pudo
evaluar la evolucion del vino; y el jk-escalado permitié identificar las
caracteristicas comunes de los vinos en todos los periodos de maduracién debido
tipo de envejecimiento y madera utilizada [57].

La dimensionalidad apropiada del modelo Tucker 3 para el j-scaling se
determiné mediante un screen test y el criterio de la divergencia [58]. De acuerdo
con los resultados que se representan de la Figura 4.22 se ha encontrando que el
modelo 6ptimo corresponde a un factor para el modo A y dos para el modo By C
a los modos (1 2 2). Los siguientes resultados reportan la matriz principal
(proporcionales a la varianza explicada) y los conjuntos de arreglos basicos para
la combinacién de factores. Se ha encontrado que el modelo explica el 69,8% de la
varianza explicada.

SSEx como funcién de la dimensionalidad model Tucker3
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Dimensionalidad del modelo Tucker3 (numero total de componentes)

Figura 4.22. Tuckertest. Varianza explicada en funcion de la dimensionalidad del
modelo para datos pretratados con el método j-scaling.
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En el caso de los resultados de la rutina Tucker cuando se aplica el jk-scaling y de
acuerdo a los resultados que se muestran en la Figura 4.23, la seleccion de la
dimensionalidad optima corresponde a (2 2 2). Para este modelo se obtiene un
39.7% de la varianza explicada; esta varianza explicada disminuye para el caso
del jk-scaling porque el escalado entre periodos reducen la fuente de variabilidad
propia de la evolucién del vino.

SSEx como funcion de la dimensionalidad del modelo Tucker3

80
I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1(44‘9‘
| | | | | | | |
L easn
70f -~ R R To---- rooo- e R 1 (4 3-3)0(4 43}
N SRR
x S 429007 2)
(2] | | | | | \432?§442§\
O golL_ - [P g 1o Lo [ 3*3*3624*4 Lo |
© 60 | | | | | 32)83 42 \f j\
g o ez
8 | | | 7 @(233)(234), ‘
= | | I 322\422 (2 4 3) I
6_50 777777 L o \777432732@72 42 L [
x | | I o2y Ay i i
| | 222 | | | |
g o eER L way
c | | / | %3 3 1), | | |
@ 40 - - - - - [ I R [ (I [ I Lo |
= | | | | | | | |
221 ?(1 4 4)
S %Rty cein
\/ 8@2%3\ | | | | |
M | | | | | | |
30F---—~"~----- A - T - r----- el - T T
1/11: 1 1 1 1 1 1 1
T N
| | | | | | | |
20 | | | | | | I |
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dimensionalidad del modelo Tucker3 (numero total de componentes)

Figura 4.23. Tuckertest. Varianza explicada en funcion de la dimensionalidad del
modelo para datos pretratados con el método jk-scaling.

Cin Ciz Cin2 Ci22

Con Con Conn Co
j-escalado

19.96 0.00 0.00 -9.52

jk-escalado
11.8583 1.9633 -2.9982 2.4275
-1.9837 3.5446 -2.4627 -9.7645

b. Andlisis de los objetos (vinos)

La interpretacion de los resultados se fundament6 en las gréficas de los loadings
combinada con la informacién de los elementos de la matriz principal. Los
valores correspondientes a los loadings de los objetos para una sola componente
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de acuerdo con el modelo (1 2 2) seleccionado para el j-escaldo no se muestran
diferencias significativas entre objetos (Figura 4.24a). Los vinos envejecidos con
chips (1 y 2) tienen los loadings con valores mas bajos, seguidos por los staves (3 y
4) vy las barricas (5 y 6); las diferencias son pequefias fundamentalmente porque
la fuente de variaciéon para este modelo depende de la evolucion del vino, es
decir que las diferencias principales cuando este tipo de preprocesado de datos es
aplicado seran observadas en el analisis del gréfico referente a las condiciones
(periodos de muestreo).

Figura 4.24a. Diagrama de barras para datos ~ Figura 4.24b. Diagrama de los loadings
pretatados con el método j-scaling para datos pretatados con el método jk-
scaling

En contraste con este resultado se analizaron los loadings utilizando el jk-escalado
observando que para este caso su valores fueron mas heterogéneos en ambos ejes,
debido a las rotaciones ortogonales implican la busqueda de informacién comutn
y mayor descripciéon de las caracteristicas de las muestras de vino para cada
periodo de medida. De esta manera el jk-escalado ha generando un anélisis en
funcién de la diferencias entre tipos de envejecimiento y origen de la madera
(Figura 4.24b). El eje 1 de la grafica que contiene los loadings que separan
perfectamente entre tipos de envejecimiento, las muestras 1, 2, 3, y 4 tienen
loadings con valores negativos y pertenecen al conjunto de muestras para las
cuales se aplico la adicion de madera, mientras que las muestras 5 y 6 (barricas)
tienen loadings con valor positivo. La relacion entre el eje 1 y el eje 2 detecta el uso
de madera de un determinado origen porque existe una pendiente en la
direccién propia que hay entre dos muestras de un mismo tipo de envejecimiento.
Las diferencias mas claras entre roble americano y francés se observaron para los
vinos envejecidos con chips y la mas pequefas para las barricas, especialmente
cuando es aplicado el jk-escalado.
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Los objetos nunca llegan a superponerse, esto indica que las muestras tienen
caracteristicas que las hacen significativamente diferentes a nivel organoléptico.
La diferencia entre loadings de los vinos envejecidos con chips y los envejecidos
con barricas es mas grande que la diferencia entre roble americano y roble
francés para cada par de tipo de vinos. En general los vinos macerados con roble
americano siempre tienen loadings mas altos que el francés

¢. Andlisis de las variables

Tabla 4.20. Lista de variables evaluadas.

Variable Codigo

Luminosidad L*
Intensidad de color rojo a*
Espectroscopia UV- | Intensidad de color amarillo b*
Visible Saturacion o croma C*
Tonalidad H*
Cantidad de negro u oscuridad S*
Furfural F
; Guaiacol G
S OELH S EHEIET Cis-whiskylactona CW
5a5€s Trans-whiskylactona TW
Eugenol E
TGS822 Si
TGS825 S
TGS880 Ss
TGS2611 Sy
Nariz electrénica TGS2620 Ss
SP12a Se
SP19 S7
SP31 Ss
SPMW1 So

La nomenclatura que hemos usado para nombrar cada una de las variables se
encuentra registrada en la Tabla 4.20. La Figura 4.25a muestra los loadings de las
variables para el preprocesado j-escalado, la primera caracteristica que se
distingue es la amplia separacion entre las variables del color y las variables
relacionados con la fase volatil. Las coordenadas CIELab se encuentran
agrupadas en un mismo cluster porque cada una de ella proyecta informacién
similar dentro de todo el conjunto de variables utilizadas para la valoracién de
vino. Sélo la coordenada S* (S*) tiene un valor de loading para el eje 1 opuesto a
toda el conjunto y esto justifica en el hecho de que esta coordenada explica la
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saturacion del color, es decir que su valor es inversamente proporcional al de la
coordenada L* (L*). El mismo comportamiento se puede observar para el
preprocesado jk-escalado pero en este caso las diferencias quedan registradas en
el eje 2 (Figura 4.25b).

Respecto a las loadings de las variables de la nariz electrénica (1-9) es importante
destacar la correlacion entre los resultados obtenidos a través de la respuesta de
los diferentes sensores y la concentracién de algunos compuestos quimicos, ya
seleccionados en el apartado 4.1.1.3, como son la whiskylactona (CW y TW) y el
eugenol (E), volatiles con gran impacto en las caracteristicas aromaticas del vino
[59, 60].

Figura 25a. Diagrama de los loadings para los Figura 25b. Diagrama de los loadings para
datos pretratados con el método j-scaling. los datos pretatados con el método jk-scaling.

En contraste con estos compuestos el furfural (F) y el guaiacol (G) aparecen
ubicados de manera opuesta presentado loadings positivos para ambos ejes del j-
escalado y mostrando que sélo dos sensores de la red podrian tener alguna
correlacién inversamente proporcional. Este fenémeno ya ha sido publicado en
otros trabajos en los cuales se puede entender que una red de sensores MOS tiene
una respuesta mas baja a la inyeccién de compuestos como el guaiacol [61].

Ademas la grafica de los loadings reflejo la tendencia sefhalada por la
cromatografia en la que habiamos visto que la whiskylactona y el eugenol
presentaban patrones modelables que permitian distinguir entre tipos y origenes
de la madera, mientras que el patrén del guaiacol no permiti6 observar
claramente esos efectos. Sin embargo el guaiacol es un compuesto que ha sido
ampliamente reportado por su efecto sinérgico en la valoracion aromatica [48, 62].
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d. Andlisis de las condiciones (periodos de muestreo).

Los loadings registrados para las condiciones (periodos de muestreo) se
encuentran registrados en la Figura 4.26a. Los indices mas bajos ocurren a partir
de los 330 dias que corresponde a la transicion entre el periodo en depésito a el
periodo en botella (punto 4). Es un efecto que se debe principalmente a la
variacion en la concentracién de oxigeno presente en cada tipo de proceso.

Figura 4.26a. Diagrama de los loadings para Figura 4.26b. Diagrama de los
los datos pretatados con el método j-scaling. loadings para los datos pretatados con
el método j-scaling.

La Figura 4.26b presenta los loadings resultantes del jk-escalado. Estos valores
demuestran que las técnicas analiticas usadas detectan la transiciéon entre las dos
etapas de este estudio: depésito y botella. Las diferencias de los loadings
encontradas entre periodos fueron pequefas lo que demuestra la estabilidad del
modelo. Aunque el punto 4 para los 330 dias del envejecimiento presenta un
valor negativo no indica que este periodo tenga mayor influencia en el analisis
porque es la magnitud del loading la que se utiliza como medida de la
consistencia de cada periodo dentro del modelo [63].

e.. Interpretacion conjunta objetos, variables y condiciones

Hasta el momento ha sido demostrado que el modelo Tucker3 identifica a través
de los loadings los distintos tipos de envejecimiento (andlisis de objetivos), la
relacion entre las técnicas analiticas junto con la cohesién entre los resultados
(analisis de variables) y la estabilidad del modelo (andlisis de condiciones).
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Finalmente, para establecer un comportamiento global de las variables
especialmente de aquellas que mejor definen las diferencias entre vinos se ha
realizado un anélisis triplot.

La Figura 4.28 muestra la superposiciéon de los loadings de los tres factores. De
acuerdo con los resultados previamente descritos es mas oportuno realizar el
analisis de la evolucién utilizando el preprocesado de datos j-escalado y el
analisis de las diferencias entre tipos de vinos utilizando el jk-escalado.
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Figura 4.27. Biplot para el andlisis conjunto de las variables y condiciones para el
conjunto de datos pretratado con el método “j-scaling”.

Los valores loadings del eje 1 del grafico 4.27 muestran una separaciéon entre los
dos procesos (deposito y botella). La primera etapa de la vinificacién ubica los
loadings en los ejes positivos y las etapas finales en los ejes negativos. También se
pudo observar que los ultimos periodos de la crianza en botella (5 y 6) estan
correlacionados con el cluster de las coordenadas CIELab debido a que fueron
estos los parametros analiticos, entre los seleccionados, que mejor representaron
la evolucién de los vinos.

En otro sentido, el eje 1 del grafico 4.28 que contiene los loadings del jk-escalado
separa los vinos envejecidos en barrica (5, 6 en el eje positivo) de los envejecidos
con alternativos (1, 2, 3 y 4 en el eje negativo). Se pudo observar también que
dentro de cada conjunto de vinos envejecidos con diferentes sistemas (chips,
staves o barricas) es posible identificar el origen de la madera; en efecto aquellos
que fueron macerados con roble americano (1, 3 y 5) tienen valores de loadings
mas altos que los correspondientes franceses (2, 4 y 6). Existe una relaciéon de la
anterior tendencia con las coordenadas CIELab que indica que a partir del
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periodo de evaluaciéon ntimero 4 se incrementan también las diferencias para los
matices del color entre roble americano y francés

Triplot
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Figura 4.28. Triplot para el andlisis conjunto de los objetos, variables y condiciones
para el conjunto de datos pretratado con el método “jk-scaling”.

Las propiedades arométicas de los vinos envejecidos en barrica estan
directamente correlacionadas con las respuestas de la nariz electrénica y con
compuestos como la whiskylactona y el eugenol como lo demuestra la
agrupacion de loadings en la parte derecha de la Figura 4.28. Los anteriores
resultados indican que al final del envejecimiento los vinos en barricas pueden
aparecer con mayores concentraciones de whiskylactona y eugenol. Esto puede
explicarse porque al parecer la cinética de formacién de compuestos es mas lenta
en la barrica en comparacién con la que tiene lugar en vinos madurados con
alternativos; lo cual también puede generar una aceleracion de la degradacion de
compuestos para estos altimos vinos [12].

Por otra parte, Waterhouse et. al. han estimado que el cociente entre
concentraciones de los isomeros de la whiskylactona permite conocer el origen de
la madera [44]. Puede observarse que estos compuestos presentan la mismo
patrén de separacién (grado de inclinacién) que aquel que tienen cada par de
muestras envejecidas con un sistema igual -es decir muestras envejecidas en
barrica o en depésitos con chips o staves- y tanto en madera de origen francés
como en americano. La relacién cis/trans es mas alta para un vino madurado
con madera de roble de origen americano que para uno envejecido en madera de
origen francés; ademas en nuestro estudio se muestra que el efecto del origen del
roble es mas importante para los vinos madurados con insercién de chips que
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para los envejecidos en barricas, y estas diferencias se amplian con el tiempo en
botella. Se puede entender este fendmeno recordando que el proceso de
formacién del isémero trans-whiskylacyona comienza a activarse antes y més
rapido que el cis, pero también comienza a descomponerse antes, incluso cuando
el compuesto cis continua con su proceso de formacién. Como el proceso de
absorciéon de compuestos fue mas rapido con los chips se induce que las
diferencias entre cis y trans-whiskylactona se amplien en mayor medida al final
del envejecimiento.

Finalmente los vinos macerados con técnicas alternativas utilizando staves
presentaron menor composicion volatil de whiskylactona y mayor de furfural,
quizas porque el proceso tiene mayor variabilidad debido a la menor &rea
especifica de la madera en contacto con el vino.

4.3.6.3. ANOVA-PLS

ANOVA-PLSR se llevé a cabo para establecer la influencia de cada variable en la
diferenciacion de tipos de vinos, utilizando las ventajas del método ANOVA.
Con la informacion procedente de este analisis (ANOVA) se realizé6 un modelo
de regresion lineal PLS con el fin de evaluar la capacidad de prediccién de los
diferentes sistemas de evaluaciéon. En consecuencia, demostramos que es posible
valorar las correspondientes relaciones que existen entre la nariz electrénica, la
GC-MS, GC-O y las coordenadas CIELab. Este tipo de tratamientos abren una
posibilidad en la prediccion de informacién con la nariz electrénica,
especialmente con aquella que tiene un grado de complejidad mayor, como lo es
la designacién de caracteristicas olfativas de las muestras evaluadas.

En primer lugar nos interesa conocer el nivel de significancia de las variables
procedentes de los tres métodos (la nariz electrénica, GC-MS y GC-FIC-O) para
distinguir entre un tipo de crianza con métodos tradicionales y una con
alternativos, el origen de madera (francés o americano) y el seguimiento a la
evolucion del vino (determinar el periodo de envejecimiento). En la Tabla 4.21 se
enumeran los efectos de cada variable en la discriminacién de acuerdo con el
sistema de crianza del vino mediante un ANOVA. Las tres técnicas parecen
contribuir significativamente a la diferenciacion entre las distintas caracteristicas
de los vinos (p <0,005). El método ANOVA se aplic a las variables derivadas de
la evaluacién de cinco compuestos cuantificados por cromatografia, seis atributos
de aroma, seis coordenadas CIELab y la respuesta de los nueve sensores de gases
que componen la nariz electrénica para los dos tipos de envejecimiento (factor 1),
los dos diferentes origenes de la madera (factor 2) y los dos periodos de
envejecimiento (factor 3) que construyen el disefio factorial.
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Tabla 4.21. Resultados ANOVA

Tipo de Origen de la Periodo del
envejecimiento madera envejecimiento

TGS 822 b ** NS
TGS 825 il * NS
TGS 880 il NS NS
TGS 2611 wxk NS b
TGS 2620 *%% *% *k%
SP 12a *kk * *
SP 19 b NS NS
SP31 *kk *%k% *
SPMWl *% * *%
Furfufal NS NS Frk
Guaiacol i NS el
Cis-Whiskylactona b o i
Trans-Whyskylactona b o i
Eugenol *%k% * *%%k
L Frk NS NS
A b NS NS
B b NS NS
C b NS NS
H wrk NS NS
S *kk NS *
Rosas NS ** *
Floral NS NS *
Frutal bl ** NS
Coco-Vainilla bl NS **
Caramelo-Vainilla NS ** NS
Champifion NS wx e

De acuerdo con la tabla 4.21, la mayoria de las variables son capaces de
identificar las principales diferencias entre los dos tipos de envejecimiento del
vino (barricas o depositos de acero inoxidables con insercién de chips) salvo
compuestos analizados por medio de la GC-MS como el furfural y aquellos
identificados por la olfatometria, como son el olor a rosas, floral, caramelo-

vainilla y champifién.

Las variables que tienen menor nivel de significancia son aquellas estudiadas por
medio de la olfatometria. Esta situacion pudo haberse presentado porque estas
medidas tienen mayor incertidumbre analitica, lo cual se traduce en un
incremento del error residual.
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El grafico bi-plot (Figura 4.29) establece las correlaciones existentes entre los
sistemas para distinguir entre los tipos vinos analizados, todo esto en funcién de
los factores que se han establecidos en este estudio. De este grafico es posible
observar que la mayoria de los sensores que constituyen la nariz electrénica
tienen un papel importante en la diferenciacién del tipo de envejecimiento que
fue aplicado a los vinos (depdsito o barrica). Otra caracteristica interesante de
este analisis es la relacion existente en la identificaciéon del origen de la madera
con la cis-whiskylactona y el olor a caramelo-vainilla.

PC2 X- and Y-loadings
1.0 —
_ furfural
05 —
i SP 12A Rosas cis-whisky
. Origen madera
. Garamelo-Vainilla
S
] TGS 825
o 7] C co-\T/gﬁﬁiﬁaz @
} eposito-barrica TGS 880
SP 19°GS 2620 Tes el
SP 31 trans-whisky 9
Floral | Frutal
eugeno
-0.5 SPMW1 Champifion
i Periodo
-1.0 —
PC1
T T T T T
-1.0 -0.5 0 0.5 1.0

X-expl: 33%,33% Y-expl: 70%,11%
Figura 4.29. Grifico Bi-plot derivado del ANOVA-PLS.

Ahora bien, existe un andlisis aiin mds motivante, cuando se comparan los
resultados de este grafico biplot con los derivados del modelo Tucker3 para el
caso especifico del jk-scaling. Se puede corroborar que la respuesta que entregan
los sensores TGS 822, SP 19, TGS 2620 y SP 31 tienen un grado de correlacion
importante con la trans-whiskylactona. En el caso del grafico biplot del ANOVA-
PLS, la trans-whiskylactona se puede correlacionar también con el olor a coco-
vainilla que fue determinado por medio de la GC-O, que es justamente el aroma
que caracteriza este compuesto [6].
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Tabla 4.22. Resultados del ANOVA-PLS

Offset Cal RMSE RMSEc R”™2 R”2 cal

TGS 822 -6.9x10° | -8.2x10-10 0.039 0.047 0.930 0.908
TGS 825 -2.5x1010 | -1.1x10-% 0.046 0.055 0.903 0.873
TGS 880 -6.9x1010 | -6.7x10-10 0.010 0.012 0.930 0.908
TGS 2611 -5.3x10° | -9.9x10* 0.035 0.042 0.897 0.864
TGS 2620 -8.7x10° | -6.7x10° 0.047 0.056 0.933 0.911
SP12° -1.6x10° | -1.9x10? 0.012 0.014 0.868 0.826
SP 19 -6.2x10° | -7.3x10? 0.041 0.049 0.899 0.867
SP31 -1.9x10° | -2.1x10? 0.051 0.060 0.933 0.911
SPMW1 -2.0x10° | -5.9x10¢ 0.050 0.058 0.915 0.889
Furfufal -1.9x108 | -2.2x108 0.200 0.237 0.744 0.673
Guaiacol -1.0x108 | -2.7x10° 0.100 0.120 0.944 0.927
Cis- -3.5x10% | -5.1x10® 0.121 0.145 0.874 0.833
Whiskylactona

Trans- -2.2x10° | -1.5x10¢ 0.053 0.064 0.956 0.942
Whyskylactona

Eugenol -1.75x10° | -1.8x10-° 0.038 0.045 0.940 0.923
L -5.6x10-10 | -6.8x10-11 0.028 0.033 0.901 0.878
A -4.5x10° | -3.7 x10* 0.049 0.058 0.924 0.900
B -2.8 x10° | -8.7x10-10 0.036 0.043 0.900 0.870
C 9.0x10-10 | -2.0 x10? 0.054 0.065 0.917 0.890
H 6.8x1010 | -1.2x10° 0.036 0.044 0.918 0.891
S -4.4x1011 | 4.1 x10-10 0.020 0.022 0.936 0.915
Rosas -3.2x108 | -2.6 x108 0.583 0.700 0.400 0.207
Floral -7.9x108 | -6.5 x108 0.630 0.756 0.297 0.070
Frutal -2.8x108 | 5.4 x108 0.511 0.613 0.546 0.399
Coco-vainilla -2.8x108 | -2.8x108 0.390 0.469 0.540 0.389
Caramelo- 3.1x101 | -1.7x10-10 0.650 0.779 0.255 0.015
Vainilla

Champifion 0.000 -1.2 x10° 0.395 0.474 0.701 0.605

En esta misma direccién podemos agregar que la comparaciéon respecto al j-
scaling, sefiala que existe una correlacion importante entre las coordenadas
CIELab y el sensor TGS 880. Este hecho podria estar indicando que tanto las
coordenadas CIELab como el sensor describen determinada caracteristica de los
vinos que no hemos incluido en esta investigacion.

Respecto a los resultados del PLS registrados en la Tabla 4.22., decir que
mediante estos valores es posible identificar las variables que mas contribuyen a
la diferenciacion de las muestras en funciéon de los tres factores determinados
para el ANOVA. Estos resultados deberian ser considerados mas bien como una
informaciéon adicional, y no como un dato del cual sea propicio extraer
conclusiones. Si se tiene en cuenta la naturaleza de nuestro problema seria hilar
muy fino al afirmar que con este tnico andlisis, es posible clasificar una muestra
de vino en funcién de los tres factores aqui considerados. Es por ello, que la
mayor parte de informacién de este estudio deberia ser considerada desde el
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analisis del gréfico bi-plot y servirse de los valores de las correlaciones del PLS
como un aporte para confirmar los resultados visuales.

4.3.6. Tratamientos de datos complementarios.

Implementacion de un algoritmo genético acoplado al método de la regresion
lineal por minimos cuadrados (GA-PLS) para reducir el niimero de variables derivadas de
la lengua electronica.

Los resultados que presentaremos a continuacion forman parte de un estudio
complementario dentro de nuestro objetivo de aplicar nuevos métodos
quimiométricos a los datos derivados de una red de sensores. En este caso ha
sido aplicado un método para reducir el alto nimero de variables que hacen
parte de las sefales electroquimicas provenientes de la lengua electrénica,
facilitar el modelamiento de los datos que arroja el sistema y mejorar su
capacidad de clasificacion.

El nuevo subconjunto de variables ha sido seleccionado mediante el método de
algoritmos genéticos con regresiones lineales basadas en minimos cuadrados
parciales (GA-PLS). Este tipo de técnicas, como se ha mencionado anteriormente
permite la busqueda de variables 6ptimas a lo largo de toda la sefial. Sin embargo,
en comparaciéon con los modelos clasicos, puede perder la eficiencia necesaria
para evaluar en detalle un pico en concreto. El desarrollo de este trabajo supone
un avance en la aplicaciéon de los GA-PLS en sefiales electroquimicas, ya que ha
sido disefiado un modelo que combina el método de bisqueda de soluciones
aleatorias con el método secuencial, por medio de la funcién fitness de los GA-
PLS, para poder evitar que cualquier tipo de solucién quede atrapada en una
Unica region del voltamograma.

Para el desarrollo del GA-PLS ha sido necesario dividir en intervalos de variables
la sefial electroquimica; cada intervalo fue tomado como un tnico punto de
entrada en el GA-PLS, el cual ademds venia acompafiado del punto posicionado
a su izquierda y a su derecha. Esta condicién pretendia la evaluacion de una
region completa, al igual que la seleccién de un conjunto de variables que tuviera
interés desde el punto de vista electroquimico.

La Figura 4.30 ilustra las respuestas que se obtuvieron cuando los sensores
electroquimicos fueron sumergidos en un vino tinto. En la figura se puede
observar  que los electrodos basados en ftalocianinas muestran picos
caracteristicos correspondientes a la oxidacion y la reduccion de la ftalocianina a
los potenciales +0.6V y -0.3V respectivamente. Un tercer pico puede ser
observado para el potencial de +1.0 V, el cual de acuerdo con los resultados
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publicados se relaciona con la oxidaciéon de compuestos polifenolicos presentes
en los vinos [64]. Este tercer pico puede observarse claramente en el caso de los
sensores basados en ftalocianinas de lutecio (LuPc2) y cobalto (CoPc). En el caso
de la respuesta del sensor basado en Gadolinio (GdPc:), este pico estd
superpuesto con el pico correspondiente la oxidacion del anillo de la ftalocianina.
También se pudieron observar otras caracteristicas de las sefiales como la
influencia que tiene el atomo central coordinado del anillo de las ftalocianinas en
los voltamogramas, recordando que la intensidad de los picos de reduccién
puede descender en el orden de la serie de los elementos de las tierras raras
(Lu>Gd), lo que también permite confirmar el papel del material sensible en el
comportamiento redox del sistema [65].

Figura 4.30. Seriales caracteristicas de la lengua electronica.
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Para estudiar la estabilidad de los electrodos después de cada dia trabajo, los
sensores fueron expuestos a una solucion electrolitica de 0.1 molL-* KCL. Luego,
los coeficientes de variacién de los picos fueron calculados obteniendo valores
entre el 7% y 13% después de tres dias de trabajo. Para evitar que estos
porcentajes tengan un efecto en el posterior tratamiento de datos se ha aplicado
el preprocesamiento de la varianza estandar SNV. Ademads se realizé un
autoescalado por columnas para evitar las diferencias generadas a causa de la
intensidad relativa entre las sefiales de los sensores.
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Figura 4.31. Grdfico de los scores para los vinos de la D.O. Toro. Los vinos marcados
con el asterisco verde (T1) y el signo positivo azul (T2) pertenecen al conjunto de
muestras envejecidas en barricas. Las muestras serialadas con el triangulo rojo (T1) y
cuadrado azules (T2) corresponden a los vinos envejecidos con métodos alternativos.

Hasta el momento se ha demostrado que cada electrodo que constituye la lengua
electrénica proporciona una repuesta particular para cada tipo de vino y estas
respuestas sirven como punto de partida de una determinada caracterizaciéon
analitica. Ahora bien, con el objeto de estudiar la capacidad de discriminacién de
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esta red de sensores se han evaluado las muestras problemas bajo un total de
siete réplicas por vino. A continuacién, mediante los scores obtenidos con un PCA
es posible visualizar parte de la informacion registrada por las 1980 variables
(330 valores de intensidad por cada sensor registra) para los vinos analizados de
las denominaciones de origen de Toro y Ribera de Duero (Figuras 4.31 y 4.32
respectivamente).
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Figura 4.32. Grifico de los scores para los vinos de la D.O. Ribera del Duero. Los vinos
marcados con el asterisco verde pertenecen al conjunto de muestras envejecidas en
barricas y las muestras serialadas con el triangulo rojo corresponden a los vinos
envejecidos con métodos alternativos.

Respecto a los scores a los que hace referencia la Figura 4.31 con los resultados de
las muestras evaluadas de la D.O. Toro durante el primer y tercer mes de
envejecimiento, podemos decir que existe un solapamiento de los dos formatos
de envejecimiento utilizados para este estudio. En la visualizacion de los datos
para las dos primeras componentes principales que acumularon el 46% de la
informacion, puede advertirse que los clusters que contiene los vinos envejecidos
en barricas que estdn marcados con los asteriscos de color verde no se distinguen
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claramente de aquellos sehalados con los tridngulos rojos correspondientes a las
muestras envejecidas en dep6sitos de acero inoxidable macerados con madera de
roble, es decir que utilizando el conjunto de variables completo no es posible
observar la discriminacién en las dos primeras componentes principales, lo que
no significa que dentro del restante porcentaje de informacién que arroja la
matriz de datos no sea posible identificar las diferencias entre tipos de
envejecimiento. El mismo fenémeno ocurre para las muestras evaluadas dos
meses después, es decir no existe una buena diferenciaciéon entre tipo de
envejecimiento.

En contraste con los anteriores resultados puede observarse en la Figura 4.32, en
la grafica de los scores para los vinos de la D.O. Ribera de Duero, donde a simple
vista puede comprobarse la tendencia a discriminar entre los dos tipos de
envejecimiento. Al igual que en el caso anterior el cluster que contiene las
muestras envejecidas en barrica de roble corresponde a los puntos sefialados con
los asteriscos de color verde, los cuales se encuentran bien separados con
respecto a los vinos madurados en depdsitos de acero inoxidable (triangulos
rojos) en funcién de la componente principal 2.
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Figura 4.33. Esquema general de las diferentes etapas de la seleccion de variables
realizadas con el método PLS-GA. Las lineas debajo de los voltamogramas indican las
regiones que fueron seleccionadas cada vez que se aplicé el algoritmo.

Los resultados expuestos hasta ahora resaltaban que era posible extraer mas
informacion adicional que permitiera reflejar las caracteristicas de las muestras
analizadas. Por ello el siguiente paso de esta investigacion fue el desarrollo de la
reduccion de variables a través de un GA-PLS. Como se mencioné anteriormente
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el nimero de variables es mas grande que el nimero de muestras, motivo por el
cual se ha desarrollado un método que utiliza el promedio de un intervalo de
variables como punto de entrada, y en el cual la reduccién de variables se ha
efectuado en varias etapas. La figura 4.33 describe cada una de las etapas en las
que el algoritmo genético buscé las zonas del voltamograma que aportaban la
informacién que permitia una mejor clasificacién de las muestras, de acuerdo al
tipo de envejecimiento. Las lineas quebradas de las parte inferior de la figura
indican las regiones con mayor impacto dentro de cada uno de los modelos
realizados.

Etapa 1. Se utilizaron todos los datos obtenidos durante el desarrollo
experimental, es decir un conjunto total de 1980 variables que registraron las
diferencias existentes para 238 medidas (34 muestras con 7 replicas por cada una
de las muestras). Este conjunto de muestras estaba dividido en las clases: barricas
y alternativos; el algoritmo genético debia por tanto encontrar las zonas del
voltamograma donde se podian identificar las diferencias ocasionadas por los
distintos tipos de envejecimientos en los vinos tintos (Figura 4.34).

Carbono [ Cobalto |Ferroceno| Gadolinio Lutecio Platino
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E/mV vs Ag/AgCl
Figura 4.34. Etapa 1 del algoritmo genético.

Este primer analisis nos permitié concluir que los sensores basados en cobalto
(CoPc) y platino aportan poca informacion para la clasificacion de este conjunto
de vinos de acuerdo al tipo de envejecimiento. También se pudo observar que la
region alrededor del potencial de +1.0V que anteriormente habia sido asociada al
comportamiento electroquimico de los vinos, es justamente la regiéon que los
algoritmos genéticos han sefialado como una zona importante para obtener la
clasificacion de acuerdo al tipo de envejecimiento de los vinos.

245 Natalia Frieto (astafieda



]mplemen’cacién de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

Etapa 2. La regiéon comprendida entre +0.25V y +1.1V fue utilizada para el
desarrollo de un nuevo analisis de la red, con los electrodos basados en carbono,
y aquellos modificados con CoPc,, GdPc, y LuPc;, Respecto al electrodo de
platino fue estudiado el rango comprendido entre -0.8V y OV y en cuanto al
electrodo modificado con ferroceno, fue tomado un intervalo desde +0.15V hasta
+1.0V. Con el nuevo subconjunto de 750 datos se procedi6 a realizar el segundo
modelo GA-PLS utilizando los mismos parametros que fueron escogidos para el
modelo anterior pero esta vez se redujo el tamafio de la ventana de datos; en esta
serie de experiencias se establecié un intervalo de 5 variables para no suavizar
demasiado la sefal electroquimica. Los resultados de este segundo analisis
confirman que los electrodos basados en COPC; y platino aportan poca
informacion para la discriminacién entre tipos de envejecimientos, y también se
ha demostrado que el conjunto de variables se puede reducir atn mas,
especificando la importancia que tiene los picos centrales en esta clasificacion
(Figura 4.35.).
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Figura 4.35. Etapa 2 del algoritmo genético.

Etapa 3. Para esta tercera etapa se utilizé un subconjunto de 400 datos. El nuevo
subconjunto no contiene ninguna variable proveniente de los sensores de cobalto
y platino. Para los demas sensores se tom6é un total de 100 variables
correspondientes a la regiéon que contenia el valor maximo del pico asociado a la
actividad electroquimica de los polifenoles del vino. El modelo GA-PLS se
construy¢ utilizando sélo dos variables por ventana (Figura 4.36).
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Figura 4.36. Etapa 3 del algoritmo genético.

Nuevamente con los resultados de este modelo se procedié a desarrollar una
cuarta etapa. Como se puede observar en la Figura 4.36 en la parte que contiene
las lineas quebradas marcadas con el niimero 4, se seleccionaron un total de 280
variables para toda la red de sensores.
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Figura 4.37. Grifico de los scores para los vinos de la D.O. Toro con el conjunto de 280
variables seleccionadas por el método PLS-GA. Los vinos marcados con el asterisco verde
(T1) y el signo positivo azul (T2) pertenecen al conjunto de muestras envejecidas en
barricas. Las muestras sefialadas con el triangulo rojo (T1) y cuadrado azules (T2)
corresponden a los vinos envejecidos con métodos alternativos.
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Para complementar este estudio se ha realizado un nuevo PCA con el nuevo sub-
conjunto que contiene 280 variables. La Figura 4.37 ilustra el gréfico de los scores
que retienen un 78.5% de informacién. En las dos primeras componentes
principales, la distribucién de los cluster para la discriminaciéon en funcién del
tipo de envejecimiento mejora notablemente en comparacién con la distribucién
registrada cuando se realiza el PCA con el conjunto de datos completo. En este
segundo PCA existe una visible diferenciacién de los clusters, y en este caso las
muestras que corresponden a los vinos envejecidos en barricas, representadas
con un asterisco verde, estan separadas claramente de las muestras maceradas
con los trozos de madera, simbolizadas con el triangulo rojo.

Respecto a la nueva localizacion relativa de los clusters en el espacio establecido
por las dos primeras PCs del subconjunto de datos de la D.O Ribera de Duero
(Figura 4.38.), se puede decir que se conserva la tendencia o patréon de distinciéon
que ubica los vinos envejecidos en barricas en la parte negativa de la PC2 y los
vinos envejecidos con técnicas alternativas en la parte positiva de la PC2. Las dos
primeras componentes principales recogen el 87% de la informacién.
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Figura 4.38. Grifico de los scores para los vinos de la D.O. Ribera del Duero con el
conjunto de 280 variables seleccionadas por el método PLS-GA. Los vinos marcados con
el asterisco verde pertenecen al conjunto de muestras envejecidas en barricas y las
muestras serialadas con el triangulo rojo corresponden a los vinos envejecidos con
métodos alternativos.

En definitiva se puede observar que las diferencias que se han presentado
indican por una parte que se puede mantener la capacidad de clasificacion y por
otra la fiabilidad del modelo GA-PLS para la reduccién de variables.
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En resumen, con los interesantes resultados obtenidos en la discriminaciéon y
clasificacion de los vinos envejecidos con diferentes métodos, se ha demostrado
que nuestro sistema de sensores puede tener cabida como nueva herramienta de
analisis de vinos, andlisis no clasicos que pueden permitir al endlogo o
bodeguero detectar, caracterizar o reconocer de forma global y répida
determinadas muestras de vino en funcién de sus necesidades, tras dotar al
equipo del entrenamiento adecuado acorde con el problema particular que se
plantee.

En este caso particular, nuestro sistema ha sido capaz de detectar las diferencias
que se originan en el vino debido al cambio de un envejecimiento tradicional en
una barrica de roble a un sistema alternativo como los depésitos de acero
inoxidable con insercién de madera y una dosificacién controlada de oxigeno.
Todos los resultados reportados fueron ademas comparados con los obtenidos
con técnicas analiticas tradicionales.

4.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se han presentado resultados significativos de exploracion,
comparacién y correlaciéon respecto a la capacidad de caracterizaciéon de vinos
por parte de nuestras redes de sensores y las técnicas analiticas cldsicas. La
exploracion de los resultados obtenidos en los andlisis de las muestras
particularmente estudiadas nos lleva a validar las siguientes conclusiones:

. Los vinos evolucionan de manera diferente, dependiendo del tipo de
envejecimiento y/o el origen de la madera de roble utilizada. A diferencia
de otros trabajos publicados hasta el momento, en esta investigacién se ha
dado especial importancia al envejecimiento en botella, encontrando que es
justamente en este periodo donde las diferencias se hacen mas significativas.

. El estudio exploratorio mediante PCA ha demostrado una notable
capacidad de diferenciacion entre muestras de vinos; asimismo la
aplicaciéon de un PLS-DA como método supervisado de clasificaciéon ha
evidenciado la prometedora capacidad de prediccion de muestras en
funcién de su método de crianza.

. La aplicacion de modelo mas reciente como el Tucker3 al conjunto de datos
derivado de tres técnicas analiticas diferentes ha permitido una interesante
evaluacion visual de las relaciones existentes entre la caracterizacion global
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del vino realizada con la red de sensores de gases y su composicién quimica
evaluada por medio de la GC-MS y UV-Vis.

El desarrollo de dos modelos basados en dos técnicas de preprocesamiento
(j-scaling, jk-scaling) de datos diferentes nos ha permitido analizar el
problema desde dos enfoques complementarios. El primero de ellos facilit6
el estudio de la evolucién de los vinos, mientras el segundo modelo nos
permitié analizar las diferencias entorno al tipo de envejecimiento y origen
de la madera para los vinos valorados.

En esta misma direccion de la aplicacion de nuevos métodos
quimiométricos, se ha realizado un estudio especifico del periodo del
envejecimiento en botella a través del método ANOVA-PLS. Las
caracteristicas de este algoritmo nos han facilitado la combinacién de los
resultados de tres técnicas analiticas diferentes: GC-MS, GC-O y la nariz
electrénica. Ademas, ha sido determinado el grado de significacion de
cada variable en funcién de los tres factores elegidos en esta investigacion:
el tipo de envejecimiento (depésito o barrica), el origen de la madera
(americano o francés), y el periodo de envejecimiento (16 o 20 meses).

Existe un resultado comtin a los diferentes métodos quimiométricos
aplicados en las valoraciones obtenidas con las redes de sensores
utilizadas. Los sensores TGS 822, SP 19, TGS 2620 y SP 31 han demostrado
un grado de correlacién importante con la trans-whiskylactona,
determinados de manera particular por la valoracién visual de los
métodos Tucker3 y ANOVA-PLS y de una manera general durante todos
los periodos de evaluacién a través del analisis PLS2.

En este capitulo también se ha mostrado que el método GA-PLS es una
herramienta adecuada para la reduccién de variables en las sefiales
electroquimicas que proporciona nuestra lengua electrénica. Varias
conclusiones se pueden deducir de este estudio, entre ellas que ha sido
posible mejorar la capacidad de diferenciacién de las distintas muestras
de vinos evaluadas con este sistema, badsicamente debido a la capacidad
del método GA-PLS de identificar las zonas especificas de los
voltamogramas asociadas a la actividad electroquimica de los sensores y
de los polifenoles del vino. Para las futuras aplicaciones de la lengua
electrénica, con este conjunto de datos reducidos, el modelamiento de los
datos serd mas simple.

En sintesis, los resultados de los modelos GA-PLS consecutivos fueron
coherentes; ademds el proceso de reducciéon de variables se realiz6 en
varias etapas y bajo un cuidadoso proceso de validacién para no
sobreestimar la capacidad de clasificacion del sistema
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Cantulo V

5.1. GENERALIDADES

En esta parte de la tesis se evaltan las caracteristicas de vinos blancos
fermentados en barricas nuevas y barricas “utilizadas”, una préctica que seguida
de una reduccién en botella se estd convirtiendo en una técnica habitual de
elaboracién de vinos de calidad. En el caso de las barricas usadas también se
evaluara el efecto de la adicion de chips de roble, las cuales han sido
incorporadas con la idea de paliar el envejecimiento de la barrica por su uso
precedente.

Al igual que los trabajos expuestos anteriormente, la caracterizacion de la
composicion voléatil se ha realizado utilizando una nariz electrénica, la
cromatografia de gases-masas y la olfactometria. Asi mismo, se han utilizado
medidas fisico-quimicas estdndar y espectroscopia UV-Visible. Estas técnicas nos
han permitido profundizar en los efectos que traen los diferentes mecanismos de
fermentacion en las caracteristicas finales de los vinos blancos.

Los resultados de la nariz electrénica y de las coordenadas colorimétricas CIELab
fueron analizados con técnicas quimiométricas para diferenciar los vinos blancos
evaluados de acuerdo con el tipo de depodsito usado para la fermentacion.
Respecto a la cromatografia de gases-masas, debido al buen desempefio de los
compuestos seleccionados como marcadores en la investigacion realizada con los
vinos tintos, se ha realizado nuevamente un seguimiento a los mismos
compuestos. Ademas, se adicion6 el andlisis de otros dos compuestos bastante
conocidos por su influencia en las caracteristicas organolépticas de los vinos
blancos, el 5-metilfurfural y el 4-etilfenol.

Especificar que estos resultados hacen parte de un primer acercamiento a la
aplicacién de una nariz electrénica para la evaluacién de vinos blancos. Esto
significa principalmente que los siguientes resultados tienen un caracter
exploratorio y pueden servir de punto de partida para futuras investigaciones en
nuestro grupo investigacion con un conjunto de muestras mas amplio.
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El mercado actual de los vinos blancos tiene un interés creciente en nuestra
Comunidad Auténoma y en concreto en la D.O. Rueda, cuna principal de estos
vinos. De hecho, las ventas en litros de vinos blancos es creciente mientras los
tintos y claretes s6lo mantienen e incluso disminuyen en nuestra comunidad. De
los 57 millones de botellas comercializadas en el afio 2011, casi el 17% han ido al
exterior, siendo Alemania y Holanda los principales mercados de los vinos
blancos de la D.O. Rueda.

Partiendo de los datos facilitados por las bodegas inscritas en la Denominacién
de Origen Rueda se confirma el incremento de las ventas en mercados exteriores,
pasando de los 7.692.158 botellas exportadas en 2010 a los 9.212.902 del 2011. Y
en relaciéon con el mercado interno esta denominacién ha experimentado en el
2011 un incremento del 12.3%.

5.1.1. Revision teérica.

La fermentacion de los vinos blancos en barrica aunque parezca un método
novedoso, es un sistema de vinificacion tan antiguo como el empleo de este
material en el contexto vinicola. Ya en la época romana se utilizaba este
recipiente de madera tanto para el transporte o almacenamiento como en la
fermentacién del vino. El empleo de la barrica estd mucho maés vinculado al vino
tinto que al blanco, pero en el proceso fermentativo es todo lo contrario, siendo
los vinos blancos quienes lideran esta tipificacion.

Generalmente, la fermentacion alcohdlica del mosto blanco se realiza en tanques
de acero inoxidable, después de su respectiva clarificacion. Este tipo de depodsitos
se utilizan principalmente para realizar un control més sencillo de la temperatura,
evitando asi posibles defectos finales en el vino. Una alternativa a este proceso,
surge de combinar la fermentacién alcohdlica con el envejecimiento en barricas
de roble, con el objetivo de mejorar el aroma del vino [1, 2].

De acuerdo con todo lo visto hasta el momento, el uso de la madera durante la
maduracién de los vinos contribuye favorablemente a su evolucién organoléptica
[3-5]. Ademas, durante el envejecimiento en madera se da lugar a una serie de
cambios y de mejoras en sus caracteres sensoriales [6]. En el caso de los vinos
blancos, se pretende también el desarrollo de otras propiedades interesantes,
tales como el aumento de su capacidad antioxidante [7- 9]. En otras bebidas como
el cofiac, whisky, aguardientes, vinagres, y mezcal ya se ha demostrado el
aumento de la capacidad antioxidante, después de estar contacto con la madera
[10-14]. Este hecho es debido una vez maés a la importante cantidad de polifenoles
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extraidos por estas bebidas a partir de la madera durante el envejecimiento. La
naturaleza y el contenido de los polifenoles de las maderas utilizadas durante la
fermentacion pueden determinar el aumento de la capacidad antioxidante
durante el almacenamiento.

Por otra parte, entre las caracteristicas sensoriales conocidas que aporta la
fermentacién en madera a los vinos blancos, en cuanto al color es posible afirmar
que da lugar con a coloracién mas intensa, hacia los tonos amarillos dorados -oro
nuevo, oro viejo-. Respecto a los aromas, los primarios de la fruta y los
secundarios de la fermentacién se fusionan con los aportados por la madera,
conformando un sutil bouquet frutal mas maduro, a veces exoético, resaltado por
suaves notas de vainilla, especias y ligeros ahumados [5, 15-17]

Todo es cuestion de obtener una méaxima armonia, equilibrio, elegancia y
personalidad entre los elementos que componen el vino y los elementos que
aporta la madera. En los vinos blancos, la funcién del roble es acunar con
discrecién y elegancia el caracter frutal del vino. No es de extrafiar que muchos
de estos vinos presenten ciertos problemas organolépticos, mas por exceso de
madera que por defecto. Los mejores vinos de este estilo deben mostrarse vivos
al paladar, con presencia y cuerpo, con sabores méas complejos, y no deben
resultar calidos ni empalagosos. Bien conservados, tienen una mayor longevidad
que los jévenes obtenidos por fermentacién tradicional [18, 19].

En este sentido, una cuestion importante es controlar el grado de extraccién de
compuestos de madera, que depende del tipo de madera empleadas y su
composicion quimica [20]. Esta crianza en roble se hace a menudo junto con el
uso de lias, que son residuos que forman en la parte inferior de los depositos
después de la fermentacién alcohdlica; de esta manera se busca disminuir el
impacto sensorial de madera mediante la adsorciéon de algunos de sus
componentes, segin lo informado por Chatonnet et. al. [5]. Las lias son el
resultado del proceso de autolisis que sufren las levaduras muertas.
Técnicamente, este es un proceso natural y lento que se puede definir como la
hidrélisis intracelular de biopolimeros bajo el efecto de las enzimas hidroliticas
asociadas a la muerte celular, que permiten la formacién de productos de bajo
peso molecular [21]. Los polisacdridos, proteinas y péptidos, aminoacidos y
lipidos son liberados en el vino, favoreciendo su enriquecimiento desde el punto
de vista organoléptico [22, 23]. A manera de ejemplo, citar las manoproteinas,
compuestos que al parecer son capaces de mejorar la estabilizacion tartarica y
proteica [24, 25]. La crianza con lias ha demostrado que es ttil para proteger el
color del vino de la oxidacién por el consumo de oxigeno, y para aportar un
equilibrio en el aroma final por su participacién en la unién compuestos volatiles
[26, 27].
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Asimismo comentar otros estudios que se han realizado sobre la influencia de
lias en el aroma del vino. Chassagne et al. mostraron que los residuos de las lias
son eficaces en la eliminacién de 4-etilfenol y 4-etillguaiacol, compuestos
conocidos por causar defectos organolépticos cuando se registran altas
concentraciones [28]. Otros resultados publicados que relacionan el efecto de la
madera y la levadura han demostrado que la retencién de compuestos de la
madera es proporcional al incremento de la cantidad de levadura adicionada al
vino [29], también se ha comprobado que la combinacién de estos dos factores
favorece la unién y estabilizacion de compuestos aromaéticos [4].

Otro trabajo realizado entorno a este tema, es un primer acercamiento llevado a
cabo con una red sensores de gases para el seguimiento de la fermentacién de
vinos blancos. En esta investigacion se ha demostrado que es posible obtener
buenas correlaciones con las medidas registradas por la red de sensores y las
medidas analiticas concernientes al grado alcoholico, la acidez volatil, y la
concentracion del acetato de etilo en el medio fermentativo [30].

Este capitulo de nuestra investigacién tiene otro enfoque muy importante, la
reutilizaciéon de barricas. Muchos experimentos confirman la regresion en
extractos y efectos de maduracién en barricas reutilizadas, para todo tipo de
bebidas. Rejuvenecer una barrica eliminando las capas internas exhaustas ha
dado efectos considerables, pero no produce el equivalente de una nueva barrica.
Otro método de prolongar la vida de las barricas incluye la adicién de piezas de
roble o, de extractos comerciales del roble [31, 32].

Puech et. al. encuentran que brandys envejecidos 12 afios dejan de extraer
alrededor de un 94% de la lignina original, pero solo un 45% de los taninos
originales de la madera de la barrica utilizada. Un vino sintético después de 18
meses deja un 98,2% de la lignina y un 74% de taninos no extraibles [33, 34].
Skurikhin y Efimov reportan que las duelas de una barrica de roble europeo
expuestas a un brandy por 30 afios tienen como porcentajes en madera para las
capas internas (expuestas) y las capas externas respectivamente, 0,8 y 6,2% de
taninos; 43,4 y 40,6% de celulosa; 29,0 y 29,4% de lignina y 259 y 24,7% de
hemicelulosa [35]. Se puede deducir que, después de este periodo de tiempo, los
extractivos solubles estan bastante exhaustos en las capas expuestas de la duela,
mientras que los polimeros estructurales grandes se disuelven en una proporcién
relativamente baja durante la maduracién de la bebida.

Es conocido que las barricas nunca pierden sus efectos fisicos y no parecen estar
completamente exhaustas incluso sin el cepillado de la madera agotada, quizas
debido al escamado y agrietado, que dan lugar a la aparicién de nueva madera
para un eventual contacto. Sin embargo, si pueden llegar a presentarse eventos
poco deseables a partir del primer uso de una barrica como la solubilizacién de
diéxido de azufre, acciéon microbiolégica, hidrdlisis, etc. El punto mas dificil de
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controlar en la reutilizacion de una barrica es la actividad microbioldgica,
Chatonnet et al. han identificado 19 géneros y 27 especies de hongos y 2 géneros
y al menos 4 especies de bacterias, la mayoria de ellos localizados en las capas
superficiales de los tablones de roble expuestos entre 12 y 120 meses al aire libre
[36]. Joseph y Marché aluden que la existencia de una actividad enzimatica de
naturaleza fingica modifica notablemente el perfil polifenélico de la madera [37].

Es conveniente un conocimiento mas profundo entorno a este tema, aunque se
sabe que la edad de la barrica influye decisivamente en una menor cesién de
compuestos al vino a medida que aumenta el ntimero de veces que la barrica ha
sido usada [38, 34]. Esta situacién en principio deberia corregirse con la adicién
de chips madera. Sin embargo, esta practica conlleva otros fenémenos, poco
explicados hasta ahora, como por ejemplo si la acciéon de oxigeno en la
evaporacién de agua y etanol y en la oxidacion de compuestos es igual en las
barricas viejas que en la nuevas, el efecto la obstruccién de los poros de la madera,
no solo en el interior de la barrica, sino exteriormente por incrustacion de polvo y
suciedad, o los efectos microbiolégicos, entre otros [39].

En resumen, el objetivo de la investigacion han sido validar una vez mas la
bondad de nuestro sistema analitico y apoyo quimiométrico a través de:

i. Evaluar mediante una nariz electrénica y técnicas analiticas, los compuestos
volatiles organicos de los diferentes vinos blancos estudiados, fermentados en
barricas de roble nuevas y usadas, con y sin métodos alternativos
(incorporacién de chips).

ii. Realizar un seguimiento de su evolucién durante la fermentacién.

iii. Comparar la capacidad de discriminacién del sistema electronico con el
obtenido con andlisis quimico tradicional, la espectroscopia UV-Visible, la
GC-MSy la GC-O.

5.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.2.1. Preparacion de las muestras de vino

La preparacién de muestras se realiz6 en la Bodega de la Cooperativa Agricola la
Castellana (La Seca, Valladolid), partiendo de uvas variedad Verdejo, D.O. Rueda
y utilizando distintos métodos para la fermentacion alcohdlica: depdsitos de
acero inoxidable y en barricas de roble. Los vinos fermentados en barrica fueron
separados en dos clases: dos barricas viejas y dos barricas nuevas. Para envejecer
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el vino en las barricas de roble nuevas se utilizaron a su vez dos tipos diferentes
de madera: americana (Quercus alba) y francesa (Quercus petrea); para el grupo
de barricas de roble viejas se utiliz6 roble francés y en una de ellas se insertaron
chips de roble francés (4 g.L1). El seguimiento de la evolucion de las muestras se
efectué mediante valoraciones cada 60 dias, un namero total de cuatro veces, es
decir las muestras se evaluaron a los 30 dias (T1), 90 dias (T2), 150 dias (T3)
y 210 dias (T4). En la Tabla 5.1 se resumen las caracteristicas de los tratamientos
realizados para la elaboracién de los vino.

Tabla 5.1. Nombre y caracteristicas de las muestras de vinos blancos evaluadas.

] | VE | VFC
Tipo de fermentacion aplicada

Barrica
Acero inoxidable Vieja
Roble Roble francés
Frances con chips

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Parametros Quimicos

Los vinos bajo estudio se analizaron por métodos quimicos estandar, que
incluyen el seguimiento de una serie de compuestos fendlicos provenientes tanto
de la uva como de la madera, y que afectan directamente a las caracteristicas
organolépticas de los vinos. A manera de ejemplo, en la Tabla 5.2 se resumen
algunas caracteristicas valoradas en los vinos tras una permanencia de 30 dias en
contacto con madera. Los datos obtenidos para pardmetros tales como el grado
alcoholico, azucares reductores, acidez total y pH se encuentran entre los valores
habituales para este tipo de vino y para esta denominacion de origen. Ademas, la
acidez total y el pH, presentan valores correctos y adecuados para coadyuvar al
estado de conservacion de los vinos.

Varios de los valores obtenidos para los vinos fermentados en barrica contrastan
con los valores que fueron medidos en el vino fermentado en depésitos de acero
inoxidable, las diferencias apreciadas l6gicamente tienen su origen en el uso de la
madera durante la fermentacién el vino [16]. Concretamente se ha encontrado -
durante esta parte del periodo de la fermentacion en madera- que los vinos
fermentados en barrica presentan diferencias en cuanto a la acidez total, volatil,
el acido maélico, citrico, el potasio, la glicerina, las catequinas y los taninos.
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Pardmetros como el grado alcohélico y el azticar muestran que no hay diferencias
destacables de la graduacion alcohdlica entre los tratamientos. Se puedo observar
que estos pardmetros se mantuvieron practicamente inalterables entre las
mediciones efectuadas 30 dias y 210 después de dar comienzo al ensayo, y que
comparadas con las del vino fermentado en depdsito de acero inoxidable no
existen diferencias importantes.

Tabla 5.2. Caracteristicas quimicas representativas de los vinos 30 dias después de
comenzar la fermentacion.

PARAMETRO J VF VEC \ NA NF
Grado alcohélico [% vol] 12.87 12.75 12.72 12.86 12.67
Acidez total [g/L] 5.77 6.34 6.93 6.67 6.40
Acidez volatil [g/L] 0.28 0.30 0.32 0.33 0.31
Acido Malico [g/L] 1.43 1.24 1.30 1.23 1.25
Acido citrico [mg/L] 248 229 232 223 223
Extracto Seco [g/L] 19.8 19.7 18.8 19.7 19.1

Glicerina [g/L] 6.5 49 4.8 49 51
Glucosa + fructosa [g/L] 0.17 0.16 0.26 0.21 0.14
Azucares [g/L] 0.97 0.96 1.06 1.01 0.94

pH 3.19 3.06 3.09 3.09 3.05

Potasio [mg/L] 630 580 560 570 570
Catequinas [mg/L] 13.3 8.9 12.8 12.6 11.2
Taninos totales [mg/L] 0.162 0.148 0.143 0.158 0.153

Respecto a la comparacion de los efectos que existen en la composicion quimica
de los vinos entre barricas nuevas y viejas, los resultados indican que existen
diferencias en los niveles de la acidez total y volatil. Generalmente, las
concentraciones superiores de acidez volatil en un vino pueden ser atribuidas a
la presencia de bacterias acéticas o levaduras del tipo Brettanomyces/Dekkera
[40]. Sin embargo, dadas las condiciones de SO libre, SO, total, pH y
temperatura presentes durante el ensayo, parece existir una inhibicién y buen
control sobre la actividad bacteriana, por lo que se puede descartar una relaciéon
entre la concentracién de acidez volatil y la presencia de bacterias acéticas en
estos vinos. Este comportamiento de la acidez volétil también se podria atribuir a
diferencias relacionadas con la proliferacién de levaduras en estos tratamientos.
Finalmente es importante sefialar que las concentraciones de acidez volatil de los
tratamientos obtenidas al final del ensayo no sobrepasan el umbral de percepcién
sensorial 0,7 g/L para este parametro [40].

En cuanto a compuestos fenélicos como las catequinas y taninos, se presenta una
diferencia cuando se utiliza una barrica vieja para la fermentaciéon del vino, que
ademads parece aumentar con el tiempo en el que vino estd almacenado en las
barricas. Este fenémeno puede estar relacionado con la dificultad que existe para
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el paso del oxigeno a través de los poros de la barrica cuando esta ya ha sido
previamente utilizada [7-9, 17]. La Figura 5.1 representa algunas de las
diferencias entre un vino blanco fermentado en una barrica de roble francés
nuevo y en una barrica vieja, respecto a pardmetros como el grado alcohdlico, la
glucosa + fructosa, las catequinas y los taninos.
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Figura 5.1. Representacion de la evolucion del grado alcohdlico, la glucosa + fructosa, las
catequinas y los taninos durante el tiempo de la fermentacion en barricas.

Los resultados del conjunto de todos los pardmetros analizados nos permite
establecer que existen algunas caracteristicas diferentes entre vinos fermentados
en madera y el vino fermentado en tanques de acero inoxidable (manera
tradicional). Sin embargo, esta informacién no es suficiente para explicar que
produce las diferencias y cual es el parametro que permite distinguir siempre y
bajo distintas circunstancias los diferentes tipos de fermentacion.
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5.3.2. Coordenadas CIELab

Respecto a los aspectos visuales para realizar el seguimiento a la evolucién del
vino, se recurrié a medidas de la espectroscopia UV-Visible. Los resultados
obtenidos se especifican en la Figura 5.2. La primera gran diferencia apreciable en
estos resultados es la disminucién en la absorbancia desde los primeros 30 dias y
los obtenidos 90 dias después de haber dado comienzo al proceso de
fermentacion. A partir de este momento podemos afirmar que existe un cierto
grado de estabilidad en el color de las muestras vinos, independientemente del
tipo de fermentacion aplicado.
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Figura 5.2. Espectros registrados durante el proceso de fermentacion en barricas de
vinos blancos.

Y en relacién con la elaboracién en barricas viejas a las que se les afiadié chips de
roble, los primeros espectros registrados para los vinos blancos (30 dias después
de comenzar la fermentacién) indicaron algunas diferencias en las medidas de
absorcién alrededor de los 420 nm. El vino envejecido en barrica de roble francés
vieja con chips registraba mayor absorciéon a esta longitud de onda que los demés
vinos analizados. Sin embargo durante el segundo ciclo de medidas (90 dias
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después del comienzo de la fermentacién) el valor de absorcién decrecié y las
diferencias entre todos los vinos se acortaron.

Esto se debe principalmente a la presencia de oxigeno que propicia una reaccién
entre los taninos que son los compuestos que absorben en esta region del
espectro. Los taninos consumen todo el oxigeno disuelto (fenémenos de
oxidoreduccién) para capturar los radicales libres y dar lugar a nuevos
compuestos, con lo cual aunque todos los vinos tienen diferentes cinéticas de
reacciéon dado las diferentes caracteristicas de los depoésitos para el paso del
oxigeno, estos vinos alcanzan caracteristicas cromaticas similares [41].

La Figura 5.3 demuestra que una vez han pasado 210 dias de haber dado
comienzo al proceso de la fermentacién en barricas, las diferencias entre vinos
son practicamente inapreciables para los espectros UV-Visibles registrados.
También es destacable el hecho de que el vino envejecido en una barrica vieja con
adicion de chips registra practicamente el mismo espectro que los vinos
envejecidos en barricas nuevas, ya sea roble francés o americano.

0,10

Vieja Francés

Vieja Frances + Chips
Nueva Frances
Nueva Americano

Abs

0,00 -

460 560 660 700

Longitud de Onda [nm]
Figura 5.3. Espectros UV-Visible 210 después de dar comienzo a la fermentacion en
barricas.

En relacion a las coordenadas CIELab, se observé un aumento en L*
(luminosidad); los valores registrados los primeros dias de la fermentaciéon
fueron de alrededor de 20 unidades hasta llegar a valores alrededor de las 90
unidades durante los dltimos de la fermentacién, por lo que los mostos eran més
ligeros y menos marrén al final de la fase de contacto con la madera,
independientemente de las condiciones de la barrica (nueva o usada).

Ademéds, los valores de la coordenada a* (relacionada con el color rojo)
disminuyeron, indicando una pérdida del color pardo en los mostos, de acuerdo
con los valores de este parametro. Este cambio observado en los mostos a lo largo
de la fase de la fermentacién puede ser debido a la precipitacién, por
polimerizacién, de pigmentos responsables del color.
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Con referencia a los pardmetros b* (relacionada con el color amarillo) y C (croma,
contribucion de las a* y b*) los valores, ambos parametros han evolucionado de
manera lenta, registrando valores alrededor de 21 unidades durante los primeros
dias de la fermentacion y alcanzando valores de 17 unidades para los dltimos
dias de este proceso. Esto significa que los vinos tienen un color méas vivo y
presentan un grado de estabilidad en la composicion de sus taninos y las
diferentes reacciones que tienen lugar durante la fermentacion.
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Figura 5.4. PCA para las coordenadas CIELab durante la fermentacion de los vinos
blancos.

Los valores de las coordenadas CIELab fueron utilizados para realizar un PCA
para los cuatros periodos de evaluaciéon llevados a cabo durante esta
investigacion.

En la Figura 5.4 puede observarse una notoria separacion de todos los vinos en
funcién del tipo de fermentacion aplicada, los vinos fermentados en depdésitos de
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acero inoxidable (vinos sefialados con tridangulos rojos) aparecen claramente
separados de los vinos fermentados en barricas viejas (asteriscos verdes, y con
adicion de chips rombos grises) y nuevas americano (simbolo cuadrados azules)
y francés (simbolo cruz color cian) durante todo el tiempo en el que este
experimento se ha llevado a cabo.

En cuanto a tendencias o patrones de distincion mads sutiles, cabe resefiar la
proximidad entre vinos fermentados en barricas de roble nuevas (americano y
francés) con el vino fermentado en una barrica de roble viejo con insercién de
chips durante los tltimos periodos de evaluacion. La posicién del vino con chips
VEC dentro del grafico de los scores es siempre diferente al del vino que ha sido
fermentado en la barrica de vieja sin la adiccion de los chips (VF). Este resultado
es interesante ya que muestra la posibilidad de aumentar el tiempo de las
barricas.

5.3.3. Cromatografia de gases masas

Con el fin de encontrar diferencias entre el tipo de fermentacién de los vinos, se
midi6 mediante cromatografia de gases-masas la evoluciéon de algunos de sus
compuestos volétiles mas significativos (Tabla 5.3). Puede observarse en esta
tabla que las diferencias registradas entre el vino fermentado en acero inoxidable
y los vinos envejecidos en barricas se amplian con el paso del tiempo durante el
proceso de fermentacion.

La concentracion del furfural, 5-metilfurfural, cis y trans-whiskylactona y
guaiacol, fue légicamente mds alta en los vinos fermentados en barricas.
Comparando los diferentes métodos cabe comentar, que el nivel de asimilaciéon
de estos compuestos en los vinos fermentados en barricas nuevas es
relativamente mayor que en las barricas viejas. Al mismo tiempo se puede
observar que dentro del grupo de los vinos envejecidos en barricas de roble
francés viejo, el depdsito en el cual fueron insertados chips de roble tiene mayor
contenido de todos los compuestos volatiles analizados; no obstante estos valores
son inferiores a los valores registrados por el vino envejecido en la barrica de
roble francés nueva. Este fendmeno puede estar relacionado con la cinética de
cesion de compuestos de la madera [42] y la capacidad de paso de oxigeno a
través de los poros y duelas de la barrica [4], que quizds podria paliarse en
futuras experiencias con una adecuada microoxigenacion.

La extraccion de compuestos volatiles de la madera es finita, algunas
investigaciones publicadas han demostrado que después de dos afios la
velocidad de extraccién de estos compuestos disminuye drasticamente [43] y que
ademas como puede ser comprobado en la Tabla 5.3 existen compuestos que
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presentan un mayor agotamiento como lo fueron el furfural y las whiskylactonas.
Parece ser que las diferencias que existen en este conjunto de muestras evaluadas
fueron mas importantes debido a la capacidad de cesién de compuestos volatiles
que al efecto que tiene el paso del oxigeno a través de la barrica y su capacidad
de promover reacciones entre compuestos fendlicos.

Tabla 5.3. Resultados de la cuantificacion de compuestos voldtiles claves del
envejecimiento en madera.

Compuesto Tiempo J VF VEC NA NF
30 dias 74.9 159.6 191.5 4200.0 | 3411.7
Furfural 90 dias 60.0 598.8 958.5 5453.8 | 1235.7
[ng/L] 150 dias 63.4 782.5 1296.1 7510.6 | 4697.5
210 dias 61.0 952.7 1263.7 9149.4 | 5608.2
30 dias 46.6 64.0 46.6 625.1 | 291.6
5-Metilfurfural 90 dias 47.8 68.1 82.4 750.1 90.5
[ng/L] 150 dias | 48.5 80.7 104.3 1148.2 | 424.2
210 dias | 44.1 93.8 103.4 1132.4 | 4225
30 dias 18.1 25.2 20.7 19.9 20.1
Guaiacol 90 dias 14.1 21.3 25.1 22.1 26.9
[ug/L] 150 dias 9.8 23.9 26.9 16.0 10.8
210 dias 19.8 24.4 28.4 25.3 21.0

90 dias 138.8 | 119.5 120.3 1222 | 121.0

4-etilfenol 150 dias | 149.1 | 1511 | 1499 [1492 |[1495

[ng/L] 210 dias | 60.0 60.3 58.1 56.4 56.5
60 dias 57.7 74.6 59.6 88.5 123.8

Cis-whiskylactona | 120difas | 30.9 44.7 53.7 386.2 | 58.7
[ug/L] 150 dias | 31.5 64.7 52.2 80.7 115.0
210 dias | 28.1 74.3 51.6 78.0 114.2

30 dias 64.7 156.7 193.2 467.7 | 130.3

Trans-whiskylactona | 90 dias 47.5 160.6 229.1 5335 |2524

[ug/L] 150 dias | 43.8 178.1 243.3 4751 | 1271
210dias | 105.2 | 695.0 824.3 1590.9 | 390.2
30 dias 15.3 24.9 254 243 26.0
Eugenol 90 dias 14.6 19.2 23.7 18.9 241
[ug/L] 150 dias | 14.2 19.0 26.2 27.8 18.9
210 dias | 15.7 24.0 31.0 32.9 21.6

En el caso particular del furfural, y 5-metilfurfural, los principales componentes
del grupo aldehidos furdnico se forman principalmente durante el proceso de
tostado de la madera a través de la degradacion de los polisacdridos de la madera
[44]. Es decir, que la superficie en contacto con el vino facilita su cinética de
absorcién y al mismo tiempo ocasiona que en los siguientes usos de la barrica, la
presencia de este compuesto sea menor.
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Los distintos cambios registrados durante la fermentacion de los vinos blancos se
deben en parte, a la reduccién en el consumo de nitrégeno asimilable por las
levaduras durante su estancia en barricas de roble. De acuerdo con algunos
autores, esta reduccién genera un aumento y/o la aparicion de alcoholes
superiores. Asimismo, podria aumentar el contenido de ésteres, compuestos que
intervienen en forma directa en las caracteristicas organolépticas del vino [15, 26,
28, 29, 45, 46].

5.3.4. Olfatometria

Se determiné el perfil aromatico de las muestras de vinos blancos utilizando la
técnica GC-O, puntudndose cada aroma de 1 a 3 segtin la intensidad establecida
por el evaluador entrenado. Los resultados de estas valoraciones se muestran en
una representacion tipo tela de arafia en las Figura 5.5 y 5.6.

En el caso de la olfatometria, y al igual que las demaés técnicas revisadas hasta el
momento, una vez han transcurrido 90 dias de haber dado comienzo al proceso
de fermentacién, comenzaron hacerse evidentes algunas diferencias entre los
vinos, de acuerdo con el tipo de depésito empleado. La Figura 5.5 representa el
grupo de 5 compuestos identificados y cuantificados en funcién del valor de
aroma apreciado.

Herbaceo

Lacteo Floral
—-—)
- VF
——VFC
=< NA
Citrico Frutal NF

Figura 5.5. Tela de arafa para los cinco compuestos con mayor intensidad de
aroma evaluados por olfactometria 90 dias después del inicio de la
fermentacion.

Dentro de la limitacién cuantitativa de este método hay que decir que en
contraste con los resultados obtenidos por cromatografia de gases masas, en
donde se pudo ver un importante efecto de compuestos relacionados con la
madera, la evaluacién aromética mostré un bajo impacto aromatico de los olores
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con caracteristicas referentes a la madera y sus afines [47]. También se puede
observar claramente la disminucién de aromas lacteos y herbaceos en los vinos
fermentados en barricas.

Por otra parte, un andlisis conjunto de los resultados de la cromatografia de gases
y la olfactometria permite inferir que la adicién de chips de roble francés a una
barrica no originé diferencias cuantitativas significativas con respecto a la barrica
de roble francés en compuestos como el furfural y la cis-whiskylactona, sin
embargo los perfiles aromaticos analizados por olfactometria en los vinos se
muestran diferentes.

Respecto a los resultados de la evaluacién olfatométrica 210 dias (Figura 5.6)
puede observarse como los vinos fermentados en barricas nuevas de roble
americano y francés tienen un perfil algo similar si se comparan con el resto de
muestras, con aromas fundamentalmente frutales. En el caso de los vinos
envejecidos en barricas viejas sin adiccion de chips, su perfil aromatico es
diferente en relacion con los demas vinos que han sido fermentados en barica; se
destaca en mayor medida su aroma lacteo y muy poco su aroma con
caracteristicas florales.

Herbaceo

Lacteo Floral
-]
- VF
—+—VFC
=< NA
Fruta Madura-Dulce Frutal NF

Figura 5.6. Tela de arafia para los cinco compuestos con mayor intensidad de
aroma, evaluados por olfactometria 210 dias después del inicio de la
fermentacion.

A manera de conclusién sobre los diferentes perfiles arométicos determinados
para los vinos blancos, decir que las diferencias en el de aroma de los principales
compuestos de los vinos no se pudieron establecer claramente. Ademas los
aromas de la madera parecen estar atenuados debido a la presencia de las lias
[26, 48]. El efecto de la madera en este caso parece estar relacionado con el
equilibrio en el aroma del vino, fendmeno que a su vez, podria estar conectado a
un mayor contenido de terpenoides, lactonas, cetonas, aldehidos y ésteres,
compuestos conocidos por afectar positivamente el aroma del vino [43, 47].
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5.3.5. La nariz electronica

La Figura 5.7 resume los resultados del PCA aplicado a la matriz de datos que
recoge la variacion de la resistencia eléctrica de los sensores al entrar en contacto
con los volatiles de las muestras de vino inyectadas. Ademads, esta figura recoge
los resultados obtenidos para los cuatros periodos de muestreo realizados en esta
investigacion.
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Figura 5.7. Anélisis de componentes principales del conjunto de las medidas
suministradas por los sensores resistivos (nariz electrénica).

Como se observa a nivel general en los diferentes PCAs, la presencia de madera y
las diferentes configuraciones para la fermentacion confiere a los vinos una
composicién quimica particular, que tiene un reflejo en la composicion global de
los volatiles. Esto permite discriminar los vinos fermentados en barricas de los de
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vinos fermentados en acero inoxidable. También se puede resaltar que los clusters
son muy pequefios (lo que indica la elevada reproducibilidad de nuestra nariz
electrénica.

En el caso de la primera de las evaluaciones realizadas (PCA periodo 1), las dos
primeras componentes capturan el 57% y 35% de la varianza. Como se observa
en esta primera figura, en el cuadrante superior derecho se encuentra localizada
la muestra de vino fermentado en depésito de acero inoxidable (J, triangulo rojo);
mientras que en el cuadrante izquierdo, se agrupan las muestras de vinos blancos
fermentadas en las barricas que ya han sido utilizadas en otras ocasiones, con y
sin adiciéon de chips (VFC rombos grises y VF asteriscos verdes). Esto significa
que con la informacién recogida por la PCl podemos distinguir entre la
fermentacion de vinos blancos en depésitos de acero inoxidable y la fermentacion
en barrica. Respecto a la PC2, podemos distinguir los efectos en la composicion
global de los vinos de acuerdo con su fermentacién en una barrica nueva o
usada.

Para el segundo periodo de muestreo, es decir 90 dias después del comienzo de
la fermentacién, la distribucién de las muestras en el espacio descrito por las dos
primeras PCs es similar al observado en la etapa anterior. En esta ocasién, las dos
primeras componentes capturan aproximadamente el 98% de la informacion
derivada de la red de sensores.

Continuando nuestro analisis para el tercer periodo de muestreo, que se refiere a
los vinos una vez han transcurrido 150 dias de haber dado comienzo al proceso
de fermentacion, cualitativamente se mantiene el perfil diferenciador entre vinos
fermentados en barrica y el vino testigo fermentado en un depésito de acero
inoxidable. Dentro de este grafico, merece una especial mencion la separacion
que comienza a establecerse respecto a la PC1 entre los vinos fermentados en
barricas viejas; en este caso el vino fermentado en una barrica vieja con adiccion
de chips (VFC, rombos grises) parece presentar mds caracteristicas en comun con
los vinos fermentados en barricas nuevas (francés NF cruz color cian; americano
NA cuadrado azul).

Finalmente, una vez han transcurrido 210 del proceso de fermentacién los vinos
presenta matices diferenciadores, las tendencias diferenciadoras entre clusters se
mantienen. Destacar nuevamente el comportamiento de la muestra de vino
blanco fermentado en una barrica de roble que ha sido utilizada en otras
ocasiones, a la que ademas, se le adicionaron chips de roble para paliar el efecto
del agotamiento de la madera. De esta manera, la red de sensores parece
demostrar unas prometedoras cualidades en el d&mbito de los vinos blancos,
hecho indicativo de la versatilidad de este sistema de evaluacién sensorial
electrénico en la valoracién de vinos de distinta naturaleza. Un préximo estudio
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con un grupo de muestras mas amplio, nos permitirfa abundar en la capacidad
de este sistema para diferenciar cualidades globales en la fase volatil de los vinos.

5.3.5.1. Andlisis supervisado. PLS-DA

Una investigaciéon como la que hemos recogido hasta este punto también debe
ser llevada a cabo para obtener una idea inicial acerca de la posibilidad de
correlaciéon entre procedimientos, considerando los andlisis clasicos como
métodos de referencia para nuestra red de sensores.

A partir de la experiencia arriba expuesta, podemos establecer a priori cuatro
clases diferenciadas, definidas en funcién del periodo de evaluacién (Tabla 5.4).
En esta ocasion, dado el tipo y cantidad de muestras disponibles de cada clase,
decidimos emplear PLS-DA como técnica de analisis multivariante de
clasificacién supervisada. Se observé una total clasificacion de los vinos en
funcién de los tiempos muestreos seguidos en esta investigacién, capturando un
94 % de la informacién contenida en el bloque X y un 70% para el bloque Y con
las tres primeras VLs del modelo.

Con los resultados obtenidos hasta el momento se ha podido monitorizar el
estado evolutivo del vino, caracterizar o reconocer de forma global las diferencias
en funcién del tipo de fermentacién empleado. Esto demuestra que tras dotar
nuestro sistema de evaluacion sensorial electrénico con un entrenamiento
adecuado acorde con el problema particular que se plantee, potencialmente es
una herramienta con multiples posibilidades dentro de la industria enolégica.

Tabla 5.4. PLS-DA para la clasificacion de las muestras de vinos en funcion del tiempo
que ha durado el proceso de fermentacion de los vinos blancos.

Parametro 30 dias 90 dias 150 dias 210 dias
Sensitividad C 0.920 1.000 1.000 1.000
\% 0.800 1.000 1.000 1.000
Especificidad C 0.987 0.933 1.000 0.947
v 1.000 0.933 1.000 0.947
Error clasificacion C 0.047 0.033 0 0.027
v 0.1 0.033 0 0.027
RMSEC C 0.207 0.309 0.11553 0.271
v 0.506 0.531 0.503 0.520
RA2 C 0.770 0.592 0.929 0.608
v 0.754 0.544 0.921 0.573

C: Calibracioén. V: Validacion.
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5.3.5.2. Regresion Lineal por minimos cuadrados PLS2.

Como punto final a esta investigacién se ha realizado un modelo de calibracién
que nos permita saber si existe algtin tipo de correlacién entre las variables de un
analisis cromatogréfico (concentraciones de los compuestos aromaticos presentes
en el vino) a partir de las medidas realizadas durante los cuatro periodos de
muestreo seguidos en la fermentaciéon con la nariz electrénica. Para ello, se ha
realizado una correlaciéon del tipo PLS2 entre las respuestas de los sensores de
6xidos de metdlicos y las concentraciones de los compuestos furfural, 5-
metilfurfural, guaicaol, cis-whikylactona, trans-whiskylactona y eugenol. En la
Tabla 5.5 se enumeran estas variables y los coeficientes obtenidos para describir
el modelo PLS2.

Tabla 5.5. Modelo PLS2 construido a partir de la respuesta de los sensores para estimar
los compuestos orgdnicos voldtiles determinados por CG-MS para los cuatro periodos de

muestreo valorados durante la fermentacion.

Compuesto RMSEC RMSECV ~ R”™2 RMN2 CV
Furfural [ug/L] 11.7439 28.8751 0.842 0.363
5-Metilfurfural [ug/L] 1.64327 491571 0.823 0.319
Guaiacol [pg/L] 0.0414689 | 0.0671166 | 0.399 0.193

Cis-whiskylactona [pg/L] 0.211119 0.499428 0.401 0.175

Trans-whiskylactona [ug/L] | 1.69362 5.06426 0.786 0.261

Eugenol [ug/L] 0.0241212 | 0.112909 | 0.787 0.254

Aunque la medida de las correlaciones a través del parametro R*2 nos dice que
existe una correlacion aceptable de todos los compuestos volatiles seguidos en
esta investigacion, excepto el guaiacol, los resultados de la validaciéon no
confirman que el sistema sea capaz de predecir estos parametros. Es posible que
el reducido nimero de muestras empleado esté afectado la calidad del modelo
PLS2, por tanto estos resultados pueden ser vistos como una primera
aproximacion para la aplicaciéon de una nariz electrénica en el control de calidad
de vinos blancos.

5.4. CONCLUSIONES

Esta investigacion ha mostrado que la fermentaciéon de vinos blancos usando
barricas de roble permite mejorar caracteristicas sensoriales de los vinos blancos,
sin embargo estas nuevas caracteristicas del vino no son féciles de identificar
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usando técnicas de andlisis tradicional y la ténica general de los endlogos es
recurrir a métodos empiricos. Partiendo de estas ideas resaltamos como
conclusiones mas generales e importantes:

1. La nariz electrénica es un sistema objetivo, capaz de diferenciar los vinos
blancos elaborados para esta investigacion mediante los métodos de
fermentacion tradicional y métodos alternativos como la fermentacién en
barricas tanto nuevas como usadas.

2. La cromatografia de gases permiti6é describir la evolucién de compuestos
como el furfural, 5-metilfurfural y trans-whiskylactona y su importancia
en la fermentacion en barrica. Los vinos blancos envejecidos en barricas
nuevas presentan siempre una mayor concentracion de estos compuestos.

3. El incremento en la cantidad de cada uno de los volatiles de la madera no
indicé un incremento en la intensidad de los aromas relacionados con la
madera y sus afines; sin embargo este proceso favorece la integracion de
compuestos volatiles asi como la disminucién de caracteristicas lacteas y
herbéceas de los vinos.

4. Los anteriores resultados abren muchas y futuras posibilidades entorno a

la aplicacion de una nariz electrénica en el control de calidad de vinos
blancos.

5.5. REFERENCIAS

[1] J. E. Bueno, R. A. Peinado & M. Medina, Effect of a short contact time with lees on volatile
composition of Airen and Macabro wines, Biotechnology Letters, 2006, 28, 1007-1011.

[2] M. Ortega-Heras, C. Gonzalez-Huerta, P. Herrera & M. L. Gonzélez-Sanjosé, Changes in wine
volatile compounds of varietal wines during ageing in wood barrels, Analytica Chimica Acta,
2004, 513, 341-350.

[3] P. Pontallier, Practiques Actuelles D"Elevage En Barriques Des Grands Vins Rouges, Journal
International Des Sciences De La Vigne Et Du Vin, 1991, 16, 115-122.

[4] N. Vivas & Y. Glories, Role of oak wood ellagitanins in the oxidation process of red wines
during aging, American Journal of Enology and Viticulture, 1996, 47, 103.

[5] P. Chatonnet, D. Dubourdieu & J. N. Boidron, Incidence of fermentation and aging conditions
of dry white wines in barrels on their composition in substances yielded by oak wood, Sciences
Des Aliments, 1992, 12, 665-685.

[6] J. S. Camara, M. A. Alves & J. C. Marques, Evolution of oak-related volatile compounds in a
Spanish red wine during 2 years bottled, after aging in barrels made of Spanish, French and
American oak wood, Analytica Chimica Acta, 2006, 563, 189-203.

276 Natalia Pricto (Castafieda



Can’culo V

[7] M. E. Alanon, L. Castro-Vazquez, M. C. Diaz-Maroto, |I. Hermosin-Gutierrez, M. H. Gordon
& M. S. Perez-Coello, Antioxidant capacity and phenolic composition of different woods used in
cooperage, Food Chemistry, 2011, 129, 1584-1590.

[8] I. Ruzic, M. Skerget, Z. Knez & M. Runje, Phenolic content and antioxidant potential of
macerated white wines, European Food Research and Technology, 2011, 233, 465-472.

[9] A. M. Alonso, D. A. Guillén, C. G. Barroso, B. Puertas & A. Garcia, Determination of of
antioxidant activity of wine by products and its correlation with with polyphenolic content, Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 2002, 50, 5832-5838.

[10] H. Aoshima, H. Tsunoue, H. Koda & Y. Kiso, Aging of whiskey increases 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical scavenging capacity, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2004, 52,
5240-5244.

[11] J. A. Avila-Reyes, N. Almaraz-Abarca, E. A. Delgado-Alvarado, L. S. Gonzalez-Valdez, G.
V. del Toro & E. D. Paramo, Phenol profile and antioxidant capacity of mescal aged in oak wood
barrels, Food Research International, 2010, 43, 296-300.

[12] S. Cadias, V. Casanova & A. P. Belchior, Antioxidant activity and phenolic content of
Portuguese wine aged brandies, Journal of Food Composition and Analysis, 2008, 21, 626-633.

[13] C. Da Porto, S. Calligaris, E. Celotti & M. C. Nicoli, Antiradical properties of commercial
cognacs assessed by the DPPH test, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2000, 48, 4241—
4245,

[14] J. A. Larrauri, C. Sanchez-Moreno, P. Rupérez & F. Saura-Calixto, Free radical scavenging
capacity in the ageing of selected red Spanish wines, Journal of Agricultural and Food Chemistry,
1999, 47 1603-1606.

[15] C. Munoz-Gonzalez, M. Victoria Moreno-Arribas, P. J. Martin-Alvarez, E. Bartra-Sebastian,
A. Puig-Pujol, J. Garcia-Cazorla & M. Angeles Pozo-Bayon, Volatile and sensory
characterization of Xarel.lo white wines, Flavour and Fragrance Journal, 2011, 26, 153-161.

[16] M. S. Perez-Coello, M. A. Gonzalez-Vinas, E. Garcia-Romero, M. D. Cabezudo & J. Sanz,
Chemical and sensory changes in white wines fermented in the presence of oak chips, International
Journal of Food Science and Technology, 2000, 35, 23-32.

[17] M. A. Sefton, P. J. Spillman, K. J. Pocok, Francis Il & P. J. Williams, The influence of oak
origin, seasoning, and other industry practices on the sensory characteristics and composition of
oak extracts and barrel-aged white wines, Australian Grapegrower & Winemaker, 1993, 335.

[18] H. Guth, Quantitation and sensory studies of character impact odorants of different white
wine varieties. , Journal of Agricultural and Food Chemistry 1997, 45, 3027-3032.

[19] M. J. Cejudo-Bastante, I. Hermosin-Gutierrez, L. I. Castro-Vazquez & M. S. Perez-Coello,
Hyperoxygenation and Bottle Storage of Chardonnay White Wines: Effects on Color-Related
Phenolics, Volatile Composition, and Sensory Characteristics, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2011, 59, 4171-4182.

[20] N. Vivas, Manuel de tonnellerie a I’'usage des utilisateurs de futaille, Féret Editions, France,
2002.

[21] T. L. Babayan & M. G. Bezrukov, Autolysis in yeast, Acta Biotechnology, 1985, 5, 129-136.

277 Natalia Frieto Castaﬁeda



lmP[cmentacio'n de un sistema de evaluacion sensorial electrénico para el control de calidad de vinos

[22] M. A. Ducasse, R. M. Canal-Llauberes, M. D. Lumley, P. Williams, J. M. Souquet, H.
Fulcrand, T. Doco & V. Cheynier, Effect of macerating enzyme treatment on the polyphenol and
polysaccharide composition of red wines, Food Chemistry, 2010, 118, 369-376.

[23] F. Palomero, A. Morata, S. Benito, M. C. Gonzélez & J. A. Suérez-Lepe, Conventional and
enzyme-assisted autolysis during ageing over lees in red wines: Influence on the release of
polysaccharides from yeast cell walls and on wine monomeric anthocyanin content Food
Chemistry, 2007, 105, 838-846.

[24] S. Lubbers, B. Léger, C. Charpentier & M. Feuillat, Effect colloide proteteur d’extraits de
parois de levures sur la stabilite tartrique d’une solution hydroalcoololique modeéle, Journal
international des sciences de la vigne et du vin, 1993, 27, 13-22.

[25] E. J. Waters, W. Wallace, M. E. Tate & P. J. Williams, Isolation and partial characterization
of a natural haze protective factor from wine, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1993,
41, 724-730.

[26] R. Del Barrio-Galan, M. Ortega-Heras, M. Sanchez-Iglesias & S. Perez-Magarino,
Interactions of phenolic and volatile compounds with yeast lees, commercial yeast derivatives and
non toasted chips in model solutions and young red wines, European Food Research and
Technology, 2012, 234, 231-244.

[27] W. Pan, D. Jussier, N. Terrade, R. Y. Yada & R. M. de Orduna, Kinetics of sugars, organic
acids and acetaldehyde during simultaneous yeast-bacterial fermentations of white wine at
different pH values, Food Research International, 2011, 44, 660-666.

[28] D. Chassagne, M. Guilloux-Benatier, H. Alexandre & A. Voilley, Sorption of wine volatile
phenols by yeast lees, Food Chemistry, 2005, 91, 39-44.

[29] N. Jiménez Moreno & C. Ancin Azpilicueta, Binding of oak volatile compounds by wine lees
during simulation of wine ageing, LWT — Food Science and Technology, 2007, 40, 619-624.

[30] M. Maciejewska, A. Szczurek & Z. Kerényi, Utilisation of first principal component
extracted from gas sensor measurements as a process control variable in wine fermentation,
Sensors and Actuators B-Chemical, 2006, 115, 170-177.

[31] T. Rieger, Chips, staves, shaves, and other oak alternatives to traditional barrel use, Viney
wine magnament, 1993, 19, 35-40.

[32] J. L. Puech, P. Rabier & M. Moutounet, Principles of preparation and chemical composition
of commercial oak wood extracts, (Ed. R. E. Kreibich), Proceedings of the 6th International Flavor
Conference, Crete, Greece, 1990, pp. 159-168.

[33] J. L. Puech, C. Jouret, B. Goffinet & (1985) Sci. Aliment., Evolution des composés
phénoliques du bois de chéne au cours du vieilissement de I'Armagnac. , Sciences des Aliments
1985, 5, 379-391.

[34] J. L. Puech, Extraction of phenolic compounds from oak wood in model solutions and
evolution of aromatic aldehides in wines aged in oak barrels., American Journal of Enology and
Viticulture, 1987, 38, 236-238.

[35] I. M. Skurikhin & B. N. Efimov, Aldéhydes aromatiques et alcools des alcools de Cognac,
Bases biotechnologies 1972, 147-156.

[36] P. Chatonnet, J. N. Boidron & D. Dubourdieu, Journal International des Sciences de la Vigne
et du Vin, Nature et evolution de la microflore du bois de chéne au cours de son séchage et de son
vieillissement a L"Air Libre, 1994, 28, 185-201.

278 Natalia Prieto (Castafieda



Can’culo V

[37] E. Joseph & M. Marché, Contribution a I'étude du vieillissement du cognac, Connaisance
Vigne Vin, 1972, 6 273-330.

[38] M. Moutounet, P. Rabier, J. L. Puech, E. Verette & J. M. Barillene, Analysis by HPLC of
extractable substances in oak wood, Sciences des Aliments, 1989, 9, 35-51.

[39] J. R. Mosedale & J. L. Puech, Barrels. Wines, Spirits, and Other Beverages., UMR Sciences
Pour L'oenologie. , Montpellier, France, 2003, pp. 393-403.

[40] B. W. Zoecklein, K. C. Fugelsang, B. H. Gump & F. S. Nury, Analisis y produccion de vino,
Acribia 2001.

[41] J. M. Alvarez, Tanino: La revolucion enolégica, mito o realidad. , Enologia, 2007, 1-15.

[42] V. Ferreira, |. Jarauta & J. Cacho, Physicochemical model to interpret the kinetics of aroma
extraction during wine aging in wood. Model limitations suggest the necessary existence of
biochemical processes, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2006, 54, 3047-3054.

[43] C. A. Azpilicueta, N. Jiménez & A. Gonzalez, Evolucion de compuestos volatiles y de aminas
bidgenas en vinos envejecidos en barricas de roble, Enologia, 2007, 4.

[44] P. Chatonnet, Discrimination and control of toasting intensity and quality of oak wood
barrels, American Journal of Enology and Viticulture, 1999, 50, 479-494.

[45] S. M. Rocha, P. Coutinho, E. Coelho, A. S. Barros, |. Delgadillo & M. A. Coimbra,
Relationships between the varietal volatile composition of the musts and white wine aroma quality.
A four year feasibility study, Lwt-Food Science and Technology, 2010, 43, 1508-1516.

[46] J. E. Welke, M. Zanus, M. Lazarotto, K. G. Schmitt & C. A. Zini, Volatile Characterization
by Multivariate Optimization of Headspace-Solid Phase Microextraction and Sensorial Evaluation
of Chardonnay Base Wines, Journal of the Brazilian Chemical Society, 2012, 23, 678-687.

[47] M. T. Liberatore, S. Pati, M. A. Del Nobile & E. La Notte, Aroma quality improvement of
Chardonnay white wine by fermentation and ageing in barrique on lees. , Food research
international., 2010, 43, 996-1002.

[48] E. Sartini, G. Arfelli, A. Fabiani & A. Piva, Influence of chips, lees and micro-oxygenation
during aging on the phenolic composition of a red Sangiovese wine Food Chemistry, 2007, 104,
1599-1604.

279 Natalia Frieto Castaﬁeda






CAFITULOVI

CONCLUSIONES

Pagina

6.1. CONCLUSIONES 281






Capitulo V. Conc]usiones

6.1. CONCLUSIONES

Esta tesis proporciona una descripcion detallada sobre la implementaciéon de
nuevos métodos de analisis de datos en el campo de los sistemas de evaluacion
sensorial electrénico, los cuales entregaron soluciones fiables, robustas, y lo mas
importante adecuadas y adaptadas concretamente a la necesidad especifica del
problema de partida.

Ademads, en el desarrollo de esta tesis se ha dado igual importancia a la
aplicaciéon de los métodos quimiométricos tradicionales. De esta manera se ha
evaluado y demostrado el potencial que tienen la nariz y lengua electrénica
disefiadas en nuestro grupo de investigacion para el control de calidad y
caracterizacion organoléptica de vinos.

A continuacién citaremos las principales conclusiones derivadas de la
implementacion y de la aplicaciéon de estos sistemas de evaluacion sensorial
electrénicos a algunas problemaéticas actuales en la industria vitivinicola.

Una descripcion més detallada de estas conclusiones aparece al final de cada

capitulo.

Conclusiones en el dmbito de las técnicas analiticas para la
evaluacién de compuestos volitiles orgdnicos

v" Hemos demostrado que la metodologia experimental disefiada en este
grupo de investigacion especificamente para el andlisis de vinos, nos
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permite asegurar que se ha conseguido el desarrollo de una herramienta
(hardware + software) de caracterizacion de aromas eficiente y objetiva.

v Se ha realizado un analisis de la composicién volatil de todos los vinos
mediante la técnica analitica GC-MS, una tarea compleja debido a la gran
cantidad de compuestos volatiles con diferentes propiedades quimicas y
organolépticas que conforman cada matriz. Se han seleccionando y
evaluado un conjunto de compuestos caracteristicos representativos de
los aromas vinculados con el envejecimiento en madera. Esta técnica nos
ha servido ademads como referente para evaluar la capacidad de deteccién
de la nariz electrénica y nos ha aportado informaciéon valiosa para la
posterior busqueda de correlaciones entre sistemas de analisis.

v" Una combinacién de la separacién cromatografica y posterior analisis
olfatométrico nos ha permitido clasificar los compuestos quimicos
volatiles con mayor incidencia en la apreciacién sensorial humana.

v Una extrapolaciéon de los métodos quimiométricas utilizados en nuestra
investigacion ha sido recoger experiencias desarrolladas en wuna
investigacion paralela de nuestro grupo (lengua electrénica) con algunas
de las muestras analizadas con la nariz electrénica y ello ha
complementado en manera importante los resultados de ambas
investigaciones.

Conclusiones en el dmbito de las experiencias analizadas

La aplicacién de este dispositivo electrénico ha permitido discriminar, clasificar y
reconocer, mediante técnicas multivariantes no supervisadas (PCA) vy
supervisadas (PLS-DA) diferentes muestras de vino caracterizadas por poseer
una amplia gama de atributos y matices organolépticos. Entre las series de
muestras y pardmetros diferenciadores, se han estudiado los siguientes
problemas:

v" Vinos tintos elaborados con la misma variedad de uva pero vinificados
con distintas técnicas de extraccion (distinto contenido en polifenoles),
diferentes grados de microoxigenaciéon y envejecidos en botella con
tapones sintéticos de diferente porosidad.
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v" Vinos elaborados con el mismo tipo de uva pero sometidos a dos proceso
de envejecimiento diferente: la tradicional barrica de roble y los sistemas
alternativos como el uso de depdsito de acero inoxidable con insercion de
madera con diferentes formas y tamafios. Para ambos caso se comparé
también el efecto del origen de la madera, utilizando en este caso madera
de roble americano y roble francés.

v" Vinos blancos fermentados en barricas nuevas y utilizadas. En el caso de
las barricas usadas también se evalu6 el efecto de la adiciéon de chips de
roble.

También indicar que las respuestas obtenidas con los prototipos de nariz y
lengua electrénica dieron lugar a un alto indice de correlacion con diversos
pardmetros fisico-quimicos, cromaticos y sensoriales, obtenidos mediante
métodos estandar de andlisis.

La combinacién de informaciéon derivada del ojo, nariz y lengua electrénicos
aporta mejores resultados respecto a los pardametros de cada uno de los modelos
quimiométricos mencionados anteriormente. Ademads esta metodologia ofrece
ventajas en comparacién con las técnicas analiticas tradicionales porque permite
la caracterizaciéon organoléptica global de numerosos tipos de muestras
industriales, las cuales pueden ser realizadas de manera mas rapida, sencilla y
objetiva.

Conclusiones en el dambito de nuevos tratamientos de datos
aplicados a la nariz y lengua electronica

v' Se ha aplicado el método Tucker3 a los datos resultantes de la nariz
electronica, la GC-MS y la espectroscopia UV-visible. Este modelo difiere
notablemente de los hasta ahora implementados en el drea de las narices
electronicas, ofreciendo una interesante manera de visualizar las
relaciones entre las respuestas de los sensores y la composicién quimica
de los diferentes tipos de vinos durante el proceso de maduracién. La
aplicacién de este método, ofrece modelos mds simples que utilizan
menos parametros, y que aportan mas informacion sobre todo el conjunto
de medidas que se realizaron.

Las conclusiones derivadas de este modelo no pueden generalizarse en
vista del nimero de muestras relativamente bajo que se han utilizado. Sin
embargo, en base a los valiosos resultados reportados en esta primera
exploraciéon, estudios futuros con un mayor namero de muestras
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permitirdin una comprensién mas profunda y mds amplia de las
bondades de la aplicacion de este método multi-way a los resultados
procedentes de una red de sensores.

A través de la implementacion método ANOVA-PLS, se ha presentado
una posible solucién al problema que implica tener un minimo conjunto
de muestras cuando se trabaja con datos multivariantes como los
derivados de una red de sensores. De esta manera, se han combinando las
bondades de dos métodos tradicionales en la quimiometria, un ANOVA
que nos ha permitido evaluar el grado de significaciéon de una variable
para un factor de interés y las regresiones lineales por minimos cuadrados
que nos ha permitido evaluar la influencia de cada variable en la
diferenciaciéon de las muestras evaluadas.

Con este método ha sido posible analizar la tendencia entre los datos con
una menor cantidad de experimentos. Al mismo tiempo se ha estimado,
por una parte la capacidad de diferenciar entre el tipo de envejecimiento
de las muestras evaluadas y su evolucion durante este proceso, y de
manera complementaria, las correlaciones existentes entre la nariz
electronica y los sistemas analiticos. Los resultados de este analisis fueron
ademads coherentes con algunos de los derivados de la aplicaciéon del
método Tucker3.

Respecto a la lengua electrénica, dispositivo que genera matrices de datos
con una gran cantidad de variables, decir que los resultados que se
presentan en esta tesis demuestran que el nimero de variables puede ser
reducidos sin perder informacién a través de la aplicacion de un
algoritmo genético acoplado a una regresion lineal.

En este sentido, se ha estudiado el efecto de diferentes métodos de
preprocesamiento y se ha realizado una seleccién de caracteristicas de los
voltamogramas, consiguiendo mejorar asi la discriminacion visual entre
muestras. A diferencia de los métodos tradicionales, el algoritmo PLS-GA
que se ha aplicado en esta investigacion permite analizar y seleccionar la
informacién mads relevante de la sefial en un determinado punto y en la
region alrededor del mismo. De esta manera ha sido posible seleccionar
justamente la region de los voltamogramas relativa a la actividad
electroquimica de los polifenoles del vino. En las futuras aplicaciones de
la lengua electrénica, el método PLS-GA favorecerda un modelado de
datos mas simple, con menor ruido y con mayor capacidad para
distinguir entre las muestras evaluadas. Es por ello que creemos que esta
novedosa técnica tiene gran cabida dentro de la electroquimica.
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Conclusiones en el dmbito de la enologia

Uno de los aspectos que destacan en esta Tesis Doctoral es la cuidadosa eleccion,
elaboracion a nivel industrial y caracterizacion de todas las muestras vino, tanto
desde el punto de vista analitico, con la medida de los parametros estandar y la
cuantificacion de sus compuestos volatiles, como el de la valoracién sensorial
derivada de la olfatometria. Todos estos resultados ademads fueron comparados y
correlacionados con los derivados de los sistemas de evaluacién sensorial
electrénico. Entre las conclusiones més importantes relacionadas con las distintas
probleméticas actuales del sector enolégico tratadas en esta Tesis, podemos decir

que:

v" Durante las altimas décadas, se han logrado importantes avances en la
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utilizacién de oxigeno durante la elaboracién del vino, sin embargo el
papel del oxigeno una vez los vinos han sido embotellados sigue siendo
un desafio. El andlisis estadistico de los datos obtenidos en el presente
estudio demostré que existe un efecto significativo del OTR a través del
tapon sintético en la evolucion de los compuestos fendlicos y algunos
cambios asociados de color de los diferentes vinos analizados.

En este sentido, podemos afirmar que es posible disefiar un tapén
sintético que permita satisfacer las necesidades del endélogo en la
elaboracién del vino. En opinién de los fabricantes de estos corchos
sintéticos cada vino deberia tener una adecuada porosidad en el tapén. A
través de la caracterizacion estructural de los tapones sintéticos que se
producen en un proceso de co-extrusion del polietileno de baja densidad,
hemos establecido una relaciéon entre la cristalinidad de la matriz
polimérica y el OTR, de manera que a medida que la cristalinidad del
material incrementa, los valores del OTR decrecen.

Respecto a la investigacion relacionada con el envejecimiento de vinos
con métodos alternativos, los resultados hasta aqui alcanzados ponen
claramente de manifiesto que es un proceso muy complejo, atin de dificil
explicacion. En nuestra opinién, el uso de métodos alternativos no
deberia estar orientando hacia la reproduccién exacta del proceso que
tiene lugar durante el envejecimiento en barrica, su enfoque deberia estar
més bien relacionado con el desarrollo de wuna herramienta
complementaria, aprovechando ademas la diversidad de productos y
posibilidades a las que se han llegado hoy dia en este campo. Estamos
ante una nueva tecnologia para envejecer el vino, con ciertas ventajas
(econdmicas) que permite obtener interesantes resultados tanto en el
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plano técnico como en el organoléptico. Es por otra parte un reto a nivel
cientifico el avanzar en el conocimiento de esta alternativa.

Especificamente, los valores obtenidos a partir de la cromatografia de
gases-masas para los compuestos aromaticos furfural, guaiacol, cis,trans-
whiskylactona y eugenol han demostrado que la trans-whiskylactona
podria ser utilizada para distinguir entre vinos envejecidos en barricas o
en depésitos de acero inoxidable con insercion de madera. Esta
conclusiéon no pretende asegurar que realizando un seguimiento a un
Unico compuesto en el vino podriamos detectar a que tipo de
envejecimiento ha sido sometido. Se trata mds bien de afirmar que la
identificacion de este compuesto como marcador del envejecimiento se
convierte en una herramienta importante para la aplicacion de
dispositivos como la nariz electrénica en el control de calidad de vino
debido a las excelentes correlaciones existentes y demostradas en el
desarrollo de esta tesis.

El estudio realizado sobre la fermentacién de vinos blancos en barricas de
roble confirman el importante efecto que tiene la interacciéon del vino
blanco con la madera. Ademads, abre interesantes opciones acerca de la
posibilidad de paliar el efecto del agotamiento de la barrica con la
insercion de trozos de madera (chips). Estas experiencias constituyen un
punto de partida de futuras investigaciones.
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