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RESUMEN (en espaiiol)

En esta Tesis Doctoral se planted por primera vez la caracterizacién del perfil aromatico de la
sidra asl como la identificacién de aromas estructurales y diferenciadores mediante
cromatografia de gases y olfatometria. Para ello, se han estudiado las siguientes fuentes de
variacion: origen, estado de maduracion, crianza sobre borras y conservacion en botella.

Entre los volatiles mayoritarios destacaron en todas las sidras analizadas los alcoholes
amilicos, el acetato y el lactato de etilo. La fraccién minoritaria estuvo compuesta
principalmente por &cidos grasos, fenoles volétiles y alcoholes.

El analisis olfatométrico permitié identificar una estructura comun a todos los tipos de sidra.
Han sido identificados una serie de compuestos presentes en todas las muestras con valores
de frecuencia modificada (%) elevada y que no aportan diferenciacion entre muestras, que
podrian ser considerados parte del esqueleto fundamental de la sidra. Entre ellos se
encuentran ésteres de etilo y acetatos, acidos grasos, fenoles volatiles, alcoholes, y otros
odorantes como metional, y-butirolactona, metionol, y-decalactona y sotolon.

En este trabajo se abordd el estudio comparativo del aroma de sidras naturales asturianas y
vascas en dos estados de maduracion, observandose que acetato de propilo, 1-octen-3-ona,
acido 2-metilbutanoico, 2-feniletanol, 4-etilguayacol y sotolén permiten discriminar las sidras
por su procedencia. Por su parte, 4-etilcatecol, 4-etilfenol, hexanol, acido hexanoico, -
butirolactona, el propionato de etilo y 4-vinilguayacol se encuentran correlacionados con la
maduracion.

La crianza sobre borras dio lugar a un incremento de la mayor parte de los compuestos
analizados, en particular, acidos grasos, alcohole, ésteres de etilo y 3-etoxi-1-propanol.

Con respecto a la influencia del periodo de conservacion en botella, el perfil aromatico de la
sidra se mantuvo estable durante al menos seis meses a 12 y 20 °C. Transcurrido este tiempo,
se observé una disminucion de la concentracién de los ésteres de etilo y acetatos, asi como un
aumento de 4-etilcatecol y acido octanoico. El estudio olfatométrico revel6 que el tiempo de
conservacion influyd de manera significativa en la percepcion de ésteres, alcoholes, fenoles
volatiles y ofros compuestos como sotolon, alcanzandose un minimo de intensidad
olfatométrica transcurrido un afo.

En este trabajo, también se ha evaluado la influencia de la composicion aromatica en las
percepciones sensoriales. Este estudio puso de manifiesto la participacion positiva en el
atributo frutal del guayacol, eugenol, &cido iso-butanoico, 2-feniletanol, metional, y-butirolactona
y hexadecanoato de etilo y la negativa del acido propanoico y el 4-vinilguayacol. Al atributo
especiado contribuyeron fundamentaimente fenoles volatiles y el sotolén

Por dltimo, se abordé una descripcion preliminar del aroma de sidras especiales: espumosas y
de hielo. Las sidras espumosas presentaron perfiles olfatométricos menos complejos que las
sidras naturales. En el caso de las sidras de hielo, se detectaron perfiles diferentes a los
encontrados en otros tipos de sidra, siendo los alcoholes la familia mayoritaria, seguida de
acidos grasos y fenoles volatiles. En el andlisis olfatomeétrico se detectaron ocho picos, no
identificados por el momento y descritos principalmente como dulzones, exclusivos en este tipo
de sidras. :
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RESUMEN (en Inglés)

This Thesis deals with the characterization of the aromatic profile of cider, together with the
identification of structural and differencing odorants by means of Gas Chromatography and
Olfactometry. Such a precise analysis has never been conducted before.

To achieve this goal, different sources of variability were analyzed: origin, maturation stage,
contact with lees and storage conditions in bottle.

Among the major volatile compounds, amyl alcohols, ethyl lactate and ethyl acetate were
guantitatively relevant in all of the ciders studied. The minor fraction mainly consisted of fatty
acids, volatile phenols and alcohols.

The olfactometric analysis allowed the identification of a structure which was common to all the
cider types. Several non discriminating components with high values of modified frequencies
(%) were identified. These odorants could be considered as part of the basic aromatic skeleton
of cider. Amongst these components ethyl esters, acetates, fatty acids, volatile phenols,
alcohols and others such as methional, y-butyrolactone, methionol, y-decalactone and sotolon
were present.

In this work a comparative study of the aroma of Asturian and Basque ciders in two maturation
stages was conducted. Components such as ethyl propionate, 1-octen-3-one, 2-methylbutanoic
acid, 2-phenylethanol, 4-ethylguaiacol and sotolon were correlated to their origin, whereas 4-
ethylcatechol, 4-ethylphenol, hexanol, hexanoic acid, y-butyrolactone, ethyl propionate and 4-
vinylguaiacol were correlated to the maturation stage. The contact with lees brought about a
significant increase in the contents of almost all of the analyzed volatile compounds, those of
fatty acids, alcohols, ethyl esters and 3-ethoxy-1-propanol being remarkable.

With regards to the shelf-life of ciders, their aromatic profiles kept stable for at least six months
at 12 and 20° C. After this time, the contents of ethyl esters and acetates decreased while those
of 4-ethylcatechol and octanoic acid increased. The olfactometric study showed that the storage
period significantly influenced the perception of ethyl esters, alcohols, volatile phenols and
sotolon, showing a minimum in the olafactometric intensity after one year in bottle.

The influence of the chemical composition on the sensory perceptions was also evaluated. The
positive contribution of guaiacol, eugenol, iso-butyric acid, 2-phenylethanol, methional, y-
butyrolactone and ethyl hexadecanoate on the fruity attribute was ascertained. On the contrary,
4-vinylguaiacol and propanoic acid had a negative contribution. Volatile phenols and sotolon
defined the spicy attribute.

Lastly, a preliminary description of the aroma of special ciders was made. The results showed
that the aroma profiles of sparkling ciders were less complex than those of still ciders. The
profiles of Ice ciders differed from those observed in the other types of ciders, alcohols followed
by fatty acids and volatile phenols being the predominant families. The olfactometric analysis
gave eight non-identified odorants, mainly described as sweet, which were exclusive to this kind
of cider.
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IRL indice de retencion lineal (Linear Retention Index, IRL)

L Litro

LC Limite de cuantificacion

LDA Andlisis discriminante lineal (Lineal Discriminant Analysis)

LLE Extraccion liquido-liquido (liquid-liquid extraction)

Mg Microgramo

pL Microlitro

pm Micrometro

m- meta

M Millon

m Pendiente

m Metro

MANOVA  Analisis multivariante de la varianza (Multivariate Analysis of

Variance)
Max Maximo
MELL Microextraccién liquido-liquido
MFA Andlisis factorial multiple (Multiple Factor Analysis)
mg Miligramo
min Minuto
Min Minimo
mL Mililitro

mm Milimetro
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MS
m/z
NO

nd
ni

nm

SEC
SEP
SERIDA
SPME
t-

TD

TOF

Detector de espectrometria de masas (Mass Spectrometry)
Relacion masa/carga

Numero

Normalidad

No detectado

No identificado

Nanometro

No significativo

Detector olfatométrico

orto

Unidades activas de olor (Odor Active Values)

p-valor

para

Andlisis de componentes principales (Principal Component
Analysis)

Polidimetilsiloxano

Minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares)

Bifluoruro de polivinilideno (polyvinylidene difluoride)
Coeficiente de determinacion

Coeficiente de correlacion

Error cuadratico medio de prediccién (Root Mean Standard Error
Prediction)

Segundo

Extraccion por adsorcion con barras agitadoras (Stir Bar Sorption
Extraction)

Error estandar de calibracién (Standard Error Calibration)

Error estandar de prediccion (Standard Error Prediction)
Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario
Microextraccion en fase sélida (Solid Phase Micro Extraction)
trans

Desorcién térmica (Thermal Desorption)

Tiempo de vuelo (Time of Flight)



Abreviaturas

VE

Varianza explicada

volumen
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Introduccion

1.1. La sidra

1.1.1 La sidra en el mundo

En Europa, el término SIDRA engloba una gran diversidad de productos
derivados de la fermentacion del zumo de manzana, puro o mezclado con pera,

sin ningun tipo de alcohol destilado (www.aicv.org). Histéricamente, la sidra ha

sido, y es, un producto de gran tradicién en los paises de la costa atlantica
europea, donde se elabora alrededor del 80% de la sidra que se consume a

nivel mundial, destacando el Reino Unido como primer productor (Figura 1.1.1).
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Figura 1.1.1. Distribucion de la produccion de sidra entre paises de la Union Europea.
Fuente: Asociacion Nacional de Elaboradores de sidra del Reino Unido. Datos del afio
2010.

Este sector ha experimentado en los udltimos afios un formidable
crecimiento, a pesar de la competencia de la cerveza y otras bebidas, y de la
crisis econdmica surgida a partir de 2008. Las perspectivas de desarrollo son
muy positivas, como lo demuestra la irrupcién en el mercado de la sidra de
grandes grupos cerveceros como Heineken, Foster o Stella Artois, con el
lanzamiento de novedosas “sidras afrutadas” con sabores a grosella,
frambuesa o arandanos, sidras sin alcohol o nuevas presentaciones de

peradas (www.drinksint.com).
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El consumo de sidra esta dominado por los paises de habla inglesa, en
particular el Reino Unido, en donde se realizan mas del 59% de las ventas
totales de la Union Europea (Figura 1.1.2), y donde la sidra es la bebida del
momento entre un sector significativo de jovenes consumidores. En segundo
lugar destaca Sudafrica, con un mercado innovador en rapida expansion, y
entre los paises latinoamericanos, cabe citar a Argentina y Brasil, que copan

mas del 90% del consumo en esta zona del mundo (Ibafiez et al., 2010).
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Figura 1.1.2. Consumo de sidra a nivel mundial. Fuente: Kim Slater, datos del afo
2009. Serie de conferencias “Cider and Fruit Wine: Local but Global”, AICV, Bruselas
2010.

El mercado britanico es muy dinamico, caracterizado por el continuo
desarrollo de nuevos productos dirigidos a nichos de mercado muy diversos,
coexistiendo con formatos tradicionales acogidos a Indicaciones Geograficas
de Origen (Herefordshire, Worcestershire y Gloucestershire). En paises como
Francia, Espafia y Alemania el consumo de esta bebida estd muy ligado a la
tradicion, y circunscrito en buena parte a las zonas de produccion. Por altimo,
cabe mencionar por su originalidad, la sidra de hielo de Canada elaborada a

partir de manzanas o0 mostos concentrados por congelacion (Bénassi, 2010).
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1.1.2. La sidra en Espafia

En Espafa la sidra constituye un emblema dentro de la gastronomia y la
cultura del norte del pais. De acuerdo con las cifras publicadas por la
Asociacion Internacional de Sidra y Vinos de Fruta (AICV), Espaia elabora
alrededor de 80M de litros, fundamentalmente en Asturias, seguida por el Pais
Vasco. En la Orden del Ministerio de Agricultura de 1 de agosto de 1979 (BOE
de 28 de agosto de 1979) se aprobd la Reglamentacion vigente de esta bebida.
Es objeto de esta disposicion la definicion de sidra, sidra natural y de otras
bebidas derivadas de la manzana, sus practicas de elaboracién vy
caracteristicas de los productos, asi como las normas sobre embotellado y
circulacion de los mismos. Los principales productos del sector sidrero en

Espafa quedan definidos como:

Sidra : “bebida resultante de la fermentacion alcohdlica total o parcial de
la manzana fresca o de su mosto. Su graduacién alcohdlica adquirida sera
superior a 4 grados”. Se admite en este producto la utilizacion de mostos
procedentes de concentrados asi como la adicion de azucar y anhidrido

carbonico.

Sidra natural_: “sidra elaborada siguiendo las practicas tradicionales, sin

adicion de azlcares, que contiene gas carbdonico de origen enddgeno
exclusivamente. Su graduacion alcohdlica adquirida sera superior a 4,5

grados”.
1.1.2.1. El sector sidrero en el Pais Vasco

La sidra es denominada “sagardoa” en el Pais Vasco. El sector
experimentd una gran decadencia a principios del siglo XX, hasta que en los
afos 80 las Diputaciones Forales de Guipuzcoa y Vizcaya, pusieron en marcha
diversas iniciativas con el fin de recuperar y mantener la tradicion sidrera

vasca.

Durante los ultimos 15 afios este sector ha introducido muchas mejoras
en el proceso de elaboracion y ha hecho un gran esfuerzo por la recuperacion

de variedades de manzana autdctonas. De forma paralela, la produccion de
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sidra natural esta adquiriendo progresivamente mayor relevancia economica, lo
gue se demuestra con un incremento de que alcanza los 10M de litros actuales

(www.europapress.es/euskadi).

Existe en el Pais Vasco una Marca de Calidad (Figura 1.1.3): el Eusko
Label, que acoge a las sidras naturales elaboradas Uunicamente con manzana

autoctona, siguiendo las practicas tradicionales y sometidas al control del

I Euskal
Q Sagardoa
I I Sidra Matural

EUSKO LABEL | IESRE e

Gobierno Vasco.

Figura 1.1.3. Distintivo de la sidra acogida al sello de calidad Eusko Label.

1.1.2.2. El sector sidrero en Asturias

Asturias aglutina el 80% de la produccién de sidra espafiola, lo que la
convierte en la cuarta productora a nivel europeo. Esta actividad esta localizada
en la zona central asturiana, concentrdndose en mayor proporcion en los

concejos de la Mancomunidad de la Sidra y Gijon (Figura 1.1.4).
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Figura 1.1.4. Produccion de sidra y sidra natural en Asturias (Cosecha 2010/11).
Fuente: Rubio Escalada, A. (2012) a partir de datos de SADEI.
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Hay en torno a una decena de empresas elaboradoras de sidra, que
representan aproximadamente el 61% de la facturacion total del sector. Este
sub-sector posee una elevada capacidad tecnoldgica y de comercializacion, de
manera que la sidra constituye una de las partidas mas importantes en el
comercio exterior de la industria de bebidas asturianas. Los destinos
principales de exportacién coinciden con paises con una fuerte presencia de
descendientes asturianos: Cuba, Republica Dominicana, Estados Unidos,

Venezuela, y México (Informe IDEPA-Principado de Asturias, 2009).

La sidra natural es producida en unos cien llagares inscritos en la region,
representando el mercado asturiano el 93% del total. En este sub-sector
conviven lagares con volumenes de producciéon, recursos tecnologicos y
niveles de distribucién importantes, junto con pequefias empresas familiares,
con un nivel de actividad restringido y casi artesanal. A diferencia de la sidra, la
sidra natural se consume tradicionalmente escanciada y en las clasicas

sidrerias asturianas.

Desde la década de los 90 los lagares han mejorado tanto sus
instalaciones como las técnicas de elaboracion, apostando por la incorporacién
de modernas tecnologias (prensas rapidas, tanques de acero y fibra, control de
temperatura, etc.), y por la diversificacion de sus producciones para fomentar el
consumo y alcanzar nuevos nichos de mercado. Fruto de este compromiso
entre tradicion e innovacion, han surgido las sidras espumosas de segunda
fermentacién y la sidra natural de nueva expresion. Esta Ultima es una sidra
natural filtrada antes de su embotellado, lo que le confiere un aspecto
transparente y brillante que permite prescindir del escanciado, facilitando su

incoporacion en el canal hostelero y de restauracion.

En 2003 se ratifica el Reglamento de la Denominacion de Origen
Protegida “Sidra de Asturias” (BOE de 11 de febrero de 2003), en el que se
establece como alcance de la marca a todo el territorio asturiano, amparando
tanto a la sidra como a la sidra natural, elaboradas exclusivamente a partir de
mostos frescos y con 22 variedades de manzana asturiana (Figura 1.1.5). El

Consejo Regulador de la Denominacién de Origen cuenta en la actualidad con
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24 lagares, 278 cosecheros 'y 590 hectareas registradas

(www.sidradeasturias.es).

Figura 1.1.5. Distintivo de las sidras y sidras naturales acogidas a la DOP “Sidra de
Asturias”.

Por otro lado, la Produccion Ecologica se circunscribe a cuatro bodegas.
Las sidras acogidas a esta figura de calidad deben ser elaboradas con
manzanas cultivadas de acuerdo con las técnicas de agricultura ecolégica, bajo

el control del Consejo de la Produccion Agraria Ecolégica (COPAE).

Finalmente, hay que sefalar que tres lagares han iniciando la

comercializacion de sidras de hielo, similares a las sidras canadienses.
1.1.3. Elaboracién de los productos
1.1.3.1. Sidra natural

La elaboracion de la sidra natural comienza con la recogida de la
manzana en otofio. Los frutos deben estar en un estado de maduracion éptima
y con unas buenas condiciones higiénico-sanitarias, por lo que se lavan y se

seleccionan.

El proceso de extraccion del mosto de manzana consta de dos etapas: la

molienda o mayado y el prensado (Figura 1.1.6).

La molienda se efectia generalmente con molinos de martillo que
trocean el fruto. A continuacion se lleva a cabo el prensado, Unico método de
extraccion de mosto legalmente permitido para la elaboracion de sidra natural,

pudiendo realizarse este proceso con distintos sistemas (Figura 1.1.7):



Introduccion

Prensado lento: 2-4 dias

Prensado de manzana de sidra Prensado répido: 6-8 horas

Fermentacion espontanea (alcohdlicay
malolactica) por los microorganismos
autdctonos

Trasiego opcional

Maduracion en tonel

Embotellado y consumo

SIDRAS NATURALES SIDRAS NATURALES
TRADICIONALES DE NUEVA EXPRESION

Figura 1.1.6. Proceso de elaboracion de sidra natural.

Prensas hidraulicas discontinuas verticales de “cajon” o “llagares”,
realizadas en madera o mas comunmente, en acero. Tienen forma cuadrada o
cilindrica y son movidas por dispositivos mecanicos o hidraulicos, que incorpora
la posibilidad de controlar la temperatura y la presion del proceso. Se
caracterizan por prensados lentos, en ciclos de 2-4 dias, con rendimientos en
torno al 75%, debiendo realizarse lo que en Asturias se denominan cortes y en
el Pais Vasco golpes. Estos cortes o golpes consisten en remover la pulpa de
manzana desde los bordes hacia la parte central y volver a prensar, con el fin
de facilitar la salida del mosto e incrementar el rendimiento de extraccion. Estas
prensas proporcionan mostos muy limpios, ya que la propia masa de prensado

actia como un filtro.

Prensas horizontales neumaticas, formadas por un cilindro de acero
inoxidable rotatorio horizontal con una membrana de goma flexible en su
interior, de tal forma que una vez cargada la pulpa de la manzana se ejerce una

presion sobre ella por la inyeccion de aire comprimido en el interior de la
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membrana. Estas prensas trabajan en ciclos rapidos (6-8 horas) totalmente
automatizados, obteniéndose rendimientos en torno al 70% y mostos con un
alto contenido de sélidos. El uso de prensas neumaticas es muy habitual en la

elaboracion de sidra vasca y es cada vez mas relevante en el sector sidrero

asturiano.

Figura 1.1.7. Prensas de “cajon” (izqda.) y neumética (dcha.) Por cortesia de Sidra “El
Gobernador” (Villaviciosa).

Una vez extraido el mosto, éste es bombeado hacia los toneles o
tanques de fermentacion, denominados kupelas en el Pais Vasco. Los toneles
de madera de castafio son ampliamente utilizados en los lagares asturianos y
vascos, aunque la dificultad de sus labores de limpieza y la constante
necesidad de mantenimiento han hecho que el sector sidrero se decante por
otros tipos de materiales, como la fibra de vidrio o el acero inoxidable (Figura
1.1.8).

Figura 1.1.8. Toneles de acero inoxidable y de madera. Por cortesia de Sidra “Cortina”
y Sidra “El Gobernador” (Villaviciosa).
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La transformacién del mosto en sidra, se realiza de manera espontanea
por la microbiota aportada por la materia prima y los utiles de bodega. El
proceso mas relevante es la fermentacion alcohdlica, realizada principalmente
por levaduras fermentativas del género Saccharomyces, junto con la

transformacién malolactica, conducida por bacterias lacticas.

Una vez finalizadas ambas fermentaciones, la sidra suele trasegarse a
otro tonel donde tendra lugar la fase de maduracion, en la que la sidra

experimentara cambios sensoriales notables, siendo recomendable efectuar

controles periédicos de la bebida. Finalmente, la sidra se embotella y
comercializa sin mas tratamientos, en el caso de la denominada sidra
tradicional, o bien se filtra a baja temperatura para obtener la sidra natural de
nueva expresion, un producto con presencia en el mercado nacional desde el
ano 2003.

1.1.3.2. Sidra espumosa

La sidra espumosa se caracteriza, entre otros atributos, por una presion
de anhidrido carbodnico en botella comprendida entre 3 y 7 bares (20 °C). Dicha
presién suele obtenerse por una segunda fermentacidn en recipientes

cerrados.

El procedimiento de elaboracién consta de dos etapas. En la primera, se
parte de una sidra natural de calidad que haya realizado tanto la fermentacion
alcoholica como la malolactica, denominada sidra base, que es estabilizada

mediante trasiego, clarificacion y filtracion. (Figura 1.1.9)

La siguiente etapa consiste en forzar una segunda fermentacion
afiadiendo a la sidra base el llamado licor de tiraje, compuesto por jarabe
azucarado, levadura seleccionada, activador de fermentacion y bentonita. El
recipiente en el que tiene lugar la segunda fermentacién establece las
diferencias entre el sistema: tradicional, basado en el método Champenoise, y

el Granvas, basado en el método Charmat.

11
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En el sistema tradicional tanto la segunda fermentacion o toma de
espuma como la crianza sobre lias se desarrollan en la misma botella que va a
llegar al consumidor. En este periodo, las botellas se colocan en posicién
horizontal (fase de rima) facilitando el maximo contacto entre levaduras y sidra.

Después, las botellas se colocan en los llamados pupitres, muebles de
madera ligeramente inclinados, o en los “giropalet”, en los que tiene lugar la
etapa de removido, en la que las lias se dirigen hacia el bocal permitiendo su
eliminacion una vez finalizado el periodo de crianza. Esta operacion final,
conocida como deguelle, se realiza congelando el cuello de la botella; de este
modo se forma un tapén de hielo que contiene las lias y que permite su
eliminacion (Figura 1.1.10). La pérdida de sidra que se produce durante el
deguelle se repone con el licor de expedicion.

Estabilizacion (filtracion

Adicion de jarabe azucarado

levadura seleccionada

Embotellado Tanques para alta presion

Segunda fermentacion y maduracion sobre lias

Hoous e Filtracion

y embotellado

: - en condiciones
Licor de expedicion isobaricas

SISTEMA CHAMPENOISE SISTEMA GRANVAS

Figura 1.1.9. Proceso de elaboracion de sidra.
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En el sistema Granvas, la segunda fermentacion tiene lugar en tanques
de acero inoxidable aptos para soportar elevadas presiones. Completado el

proceso de segunda fermentacion y crianza, la sidra es clarificada, filtrada y

embotellada en llenadoras isobaricas.

Figura 1.1.10. Pupitre con botellas colocadas (izgda.) y maquina para congelacion de
cuellos (dcha.). Por cortesia de “Valle, Ballina y Fernandez” (Villaviciosa).

1.1.3.3. Sidra de hielo

Las sidras de hielo son obtenidas a partir de manzanas 0 mostos que
han experimentado un enriquecimiento natural en azlcares por congelacion,

dando lugar a una sidra dulce con elevada graduacion (Figura 1.11).

Su elaboracion requiere, en primer lugar, una concentracion de los
mostos por crioextraccion (prensado de manzanas congeladas) o por
crioconcentracion (congelacion del mosto). Estos mostos enriquecidos se
caracterizan por poseer un alto contenido de solidos solubles, incluyendo
azucares, acidos y compuestos nitrogenados, ademas de ser ricos en aromas y
de elevada acidez. En segundo lugar, los mostos son fermentados por las

levaduras.

Para elaborar este tipo de sidras en Asturias es necesario que la
congelacion del mosto o de la manzana se realice de forma artificial,
obteniéndose bajos rendimientos (10-15%) en la obtencién de estos mostos

enriquecidos.

13
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Manzana de sidra

Prensado

Prensado

Congelacion del mosto

CRIOEXTRACCION

CRIOCONCENTRACION

Mosto concentrado

Fermentacion

Estabilizacion y filtracion

Embotellado

Figura 1.1.11. Proceso de elaboracién de sidra de hielo.

Aln asi, y en un intento importante de modernizacién del sector y de
bldsqueda de nuevos nichos de mercado, en el afio 2011 se comercializaron las
dos primeras sidras de hielo producidas en Asturias, y hoy son tres los llagares

gue incluyen esta bebida entre sus productos.
1.1.4. La investigacion en sidra

El mercado de la sidra tiene unas perspectivas de futuro muy
prometedoras. Ello exige un continuo esfuerzo en investigacion para responder
a las demandas de diversos tipos de consumidores, bien mediante el desarrollo
de formatos innovadores, o a través de la mejora y caracterizacion de los
productos mas tradicionales. Es, precisamente, en la sidra natural en la que se

centrara esta Memoria de Tesis Doctoral.
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En la actualidad una buena parte del conocimiento existente sobre el
proceso de elaboracion de la sidra procede de los trabajos realizados en el
Reino Unido por Beech y Carr, (1977) y Lea (1995).

La sidra natural tradicional se elabora mediante la fermentacion
espontanea de los mostos obtenidos del prensado por los microorganismos
aportados por el fruto y la bodega, en una sucesién que depende de las
condiciones climaticas, variedades de manzana, localizacion geografica y
tecnologia de elaboracién (Cabranes et al., 1990; Duefias et al., 1994; del
Campo et al., 2003; Suérez et al., 2007a). En este proceso conviven y compiten

entre si levaduras, bacterias lacticas y bacterias acéticas.

En sidras asturianas se ha puesto de manifiesto la existencia de perfiles
caracteristicos de levaduras asociados a la propia bodega (Pando Bedrifiana et
al., 2010), asi como la influencia del sistema de prensado (tradicional o
neumatico) sobre el tipo de levaduras iniciales de los mostos (Suéarez et al.,
2007a). En las primeras fases del proceso de elaboracién predominan especies
de levaduras no-Saccharomyces, que son relevantes para definir las
caracteristicas sensoriales de las sidras por su actividad enzimatica (Pando
Bedrifiana et al., 2012), y que generan concentraciones considerables de

ésteres (Cabranes, 1998).

El resultado es una bebida seca y acida, con una graduacion alcohélica
que oscila entre 5,0 y 7,0 (% v/v), en funcion de las caracteristicas de la
materia prima. En su composicién no volatil predominan polialcoholes como el
sorbitol y la glicerina, acidos organicos como el lactico y el acético y
compuestos fendlicos. Como peculiaridad de este producto, cabe resefiar los
valores relativamente altos de acidez volatil admitidos (2,20 g ac. acético/L) en
comparacion con otras bebidas. Estos valores no siempre son cuestionables
desde el punto de vista de la calidad (Picinelli et al., 2000), sino que son
apreciados por su influencia positiva en el aspecto visual de la sidra (Mangas et
al., 1999).

Los polifenoles son muy relevantes desde el punto de vista sensorial, ya
gue son responsables, entre otros atributos, de las sensaciones de amargor y

15
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astringencia de los derivados de manzana (Lea y Arnold, 1978), y estan
asociados con las propiedades antioxidantes de la sidra (Picinelli Lobo et al.,
2009).

El perfil fendlico de la sidra depende principalmente de las variedades de
manzana, y en cierta medida del procedimiento de prensado (Lea y Timberlake,
1974; 1978). Los sistemas de prensado largos favorecen una mayor oxidacion
y grado de polimerizacidn de procianidinas, lo que podria explicar los menores
niveles de polifenoles encontrados en las sidras espafiolas en comparacién con
las inglesas o francesas (Alonso-Salces et al.,, 2004; Marks et al., 2007;
Rodriguez Madrera et al., 2006). La presencia de contenidos importantes de
acidos dihidroxicinamicos, como el acido hidrocafeico, es otra caracteristica de

las sidras asturianas (Rodriguez Madrera et al., 2006).

Con respecto al aroma de la sidra, muchos de los trabajos encontrados
hacen referencia a la evaluacion de la influencia de diferentes factores

tecnoldgicos sobre la fraccion volatil mayoritaria.

Cabe mencionar, en primer lugar, los trabajos cualitativos realizados por
Williams y Tucknott (1971, 1978), y los mas recientes de Satora et al. (2008;
2009) y Vidrih y Hribar (1999), en los que se compararon los perfiles
aromaticos obtenidos a partir de la fermentacion de variedades de manzana de
mesa. Sus resultados indican que la proporciéon de alcoholes superiores se
relaciona con la variedad empleada. Asimismo, las caracteristicas de acidez y
concentracion de polifenoles totales de los mostos influyen sobre la evolucion
de los microorganismos y la composicion quimica de la sidra. Asi, por ejemplo,
niveles elevados de acidez y polifenoles disminuyen la velocidad de la
fermentacion alcoholica (del Campo et al., 2008) y malolactica (Salih et al.,
1987), y las manzanas en fase de senescencia proporcionan sidras mas

aromaticas (Braga et al., 2013).

La influencia del tipo de prensado y de clarificacion sobre el aroma de
las sidras ha sido analizada en diferentes experimentos de fermentaciones
controladas. En general, el prensado lento da lugar a mayores contenidos de

acetato de etilo, acidos volatiles y propanol y niveles inferiores de alcoholes
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amilicos (Mangas et al., 1993; del Campo et al., 2003). Por su parte, el
prensado rapido incrementa la concentracibn de alcoholes superiores y
acetoina y disminuye el acetato de etilo, la acidez volatil y el metanol (Mangas
et al., 1993; Gonzélez Calvo, 2004).

La formacion de productos secundarios durante la fermentacion
alcohdlica depende, en gran medida, de la sucesion de distintos géneros de
levaduras y de las cepas predominantes (Arias-Abrodo et al., 2005; Suéarez et
al., 2005b; Xu et al., 2006). Los volatiles formados en esta fase representan
cuantitativamente la mayor parte de los constituyentes del aroma (alcoholes y
ésteres), ademas de otros muchos compuestos de distinta naturaleza.

La transformacion malolactica supone la degradacion del acido malico
en acido lactico por las bacterias lacticas. Esta fase transcurre simultanea o
posteriormente a la fermentacion alcohdlica, dando lugar a una disminucion de

la acidez, mayor estabilidad biolégica y modificaciones sutiles del aroma.

En la sidra natural destacan los alcoholes superiores y ésteres de etilo,
como el acetato y el lactato (Pollard et al., 1966; Picinelli et al., 2000; Haider et
al., 2014). Los perfiles de acidos grasos y ésteres de etilo minoritarios (Blanco
Gomis et al., 2001; Rodriguez Madrera et al., 2005) han permitido discriminar
sidras asturianas de acuerdo con la campafia de elaboracion. Igualmente, la
mayor concentracion de acetatos de isoamilo y de hexilo permite diferenciar
entre sidras dulces de dos regiones francesas, Normandia y Bretafia (Haider et
al., 2014).

1.2. El analisis del aroma

En la sidra se pueden encontrar distintos compuestos aromaticos en
funcion de factores tales como la variedad de manzana, el afio de cosecha, las
practicas culturales, la fase pre-fermentativa, la fermentacion, y las condiciones
de conservacion de la sidra. Los constituyentes del aroma de las bebidas, en

general, han sido clasificados segun su origen, distinguiéndose:
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- Aromas varietales, provenientes del fruto y dependientes
esencialmente de la variedad y de factores agroecoldgicos (fertilizacion,

tratamientos fitosanitarios, condiciones edafoclimaticas, maduracion, etc.).

- Aromas pre-fermentativos, formados desde la recoleccion hasta la
fermentacién alcohdlica, y que incluyen la molienda, maceracién, prensado y

tipo de clarificacion de los mostos.

- Aromas fermentativos, debidos a las levaduras y bacterias involucradas
en la transformacion de los mostos, asi como a las condiciones que rigen el
proceso fermentativo (pH, temperatura de fermentacion, nutrientes, aireacion,

etc.). Estos aromas resultan ser los mas abundantes cuantitativamente.

- Aromas post-fermentativos, constituidos por los compuestos volatiles
que se forman durante la maduracién de la sidra en el tonel, o con

posterioridad, durante el embotellado.
1.2.1. Analisis cuantitativo

La fraccion aromatica de las bebidas fermentadas es compleja de
abordar debido, por un lado, a la gran diversidad de familias quimicas que la
integran y, por otro, al amplio rango de concentraciones, puntos de ebullicion y
polaridades posibles. La técnica apropiada para llevar a cabo la separacion y
determinacion de estos compuestos es la cromatografia de gases (CG), por su
gran capacidad de separacion y versatilidad de acoplamiento con otras

técnicas de andlisis instrumental.

Desde el punto de vista cuantitativo los aromas encontrados en la sidra
pueden agruparse en compuestos volatiles mayoritarios y minoritarios. Entre
los primeros, se encuentran productos tipicos de la fermentacion, como
alcoholes superiores (propanol, iso-butanol, amilicos) y ésteres de etilo (acetato
y lactato), junto con acetaldehido y metanol, los cuales estan presentes en
concentraciones de mg/L, suficientemente elevadas como para poder ser
cuantificados por inyeccion directa (Suarez Valles et al.,, 2005). Para la
determinacion de los volatiles minoritarios se requieren etapas de extraccion y

concentracion como paso previo a su introduccibn en el sistema
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cromatografico. En esta fraccion estdn descritos acidos grasos de cadena
media y larga, asi como sus correspondientes ésteres de etilo, acetatos,

alcoholes y fenoles volatiles (Williams y Tucknott, 1971).

En este sentido, hay que destacar que se han desarrollado distintos
procedimientos que pueden ser agrupados en funcidon del uso o no de
disolventes. En la siguiente seccion se recogen las aplicaciones de cada
técnica en el analisis de derivados de la manzana, y en la Tabla 1.2.1 se

resumen algunas aplicaciones en bebidas como cerveza o vino.
1.2.1.1. Métodos con disolvente

= Extraccion liquido-liquido (LLE)

La extraccion liquido-liquido estad basada en el reparto de los analitos
desde la muestra acuosa a un disolvente inmiscible en agua. Es una técnica
universal que permite la determinacién de compuestos de diversas polaridades
con una buena reproducibilidad y elevada sensibilidad. Por contra, es una
técnica de manejo complejo y de dificil automatizacion y, ademas, el uso de
disolventes organicos plantea ciertos problemas de tipo ambiental. La
optimizacién de métodos de microextraccion permite soslayar algunas de estas

desventajas.

Las aplicaciones de esta técnica en el ambito de la sidra se remontan a
la década de los 70. Asi, Willams y Tucknott, en 1971, caracterizaron
cualitativamente el aroma de una sidra mediante dos extracciones en continuo
de un destilado identificando un total de 43 componentes. La utilizacion de
freon 113 permitio la identificacién de 55 compuestos mas (Williams y Tucknott,

1978) y la confirmacion de muchos de los aromas descritos con anterioridad.

Posteriormente, Williams y May (1981) utilizaron una extraccion en
continuo permitiendo la identificacibn de nuevos compuestos, en particular,

ésteres alifaticos de cadena larga.
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Tabla 1.2.1. Aplicaciones de métodos de extraccidn/preconcentracion de compuestos volatiles para el andlisis de otras bebidas
fermentadas.

Matriz

Compuestos analizados

Obijetivo del trabajo

M

étodo de analisis

Referencias

Alcoholes y ésteres

Diferenciacion de vinos en funcion del
sistema de elaboracién

LLE/GC-FID y GC-MS

Spranger et al., 2004

Discriminacion de vinos varietales

Alcoholes, ésteres, acetatos y acidos | griegos de acuerdo a su composicion ELL/GC-MS Dourtoglou et al., 2014
volatil

Acidos, ésteres, alcoholes, aldehidos Validacion de un método de analisis

cetona:s ' ' y rapido de diversas clases de MELL/GC-FID Ortega et al., 2001
compuestos

Fenoles volatiles, derivados de la

yalnllllna_, Iactgnas allfgtlcqs, ~ nor- D_eterr_mn_amon de _ compuestos SPE/GC-lon Trap-MS Lopez et al., 2002

isoprenoides, ésteres minoritarios Yy [ minoritarios y traza en vinos

terpenoles

Vino Esteres de efilo v acetatos. alcoholes Analisis de compuestos volatiles como

. y ac ' "Imarcadores de edad en vinos (HS)-SPME/GC-MS Francioli et al., 2003

acidos grasos y vitispiranos
€Spumosos

Fenoles volatiles Op,tlm]zamon de un ,r.netodo para el (HS)-SPME/GC-FID Castro Mejias et al.,
andlisis de fenoles volatiles en vino 2003

Esteres de etilo acetatos, acidos Estudio de la evolucion de los

etilo y ' ' | compuestos volatiles del cava durante el (HS)-SPME/GC-MS Riu-Aumatell et al., 2006

alcoholes vy vitispiranos SRR
envejecimiento

Alcohples, acidos,  esteres, fenoles, Caracterizacion de vinos sudafricanos SBSE-TD/GC-MS Tredoux et al., 2008

aldehidos, cetonas y lactonas

Fenoles volatiles Optimizacion de un método de analisis SBSE-TD/GC-MS Diez et al., 2004
de fenoles volétiles en vinos

Perfiles volatiles Caracterizacion  del - perfil volatl de SPME/GC-MS Rossi et al., 2014

Cerveza cerveza

Perfiles aromaticos

Caracterizacion del perfil aromético de
cervezas con bajo contenido en alcohol

(HS)-SPME/GC-MS

Riu-Aumatell et al., 2014
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En sidras asturianas, la extraccion liquido-liquido ha sido utilizada para
determinar el perfil de acidos grasos totales (Arias Abrodo et al., 2005; Blanco-
Gomis et al., 2001; Margolles Cabrales et al., 2003).

= Extraccion en fase solida (SPE)

La extraccién en fase sélida es una técnica adecuada para aislar los
volatiles de muestras muy diluidas. Se basa en la adsorcién selectiva de los
analitos sobre un soporte soélido, para posteriormente ser eluidos con un

disolvente organico apropiado.

Hubert et al. (1990) utilizaron la extraccion en fase solida con columnas
Extrelut® para la extraccién de voléatiles en sidra comercial, logrando identificar
50 compuestos, algunos de los cuales fueron descritos por primera vez en
sidra, tales como el 1,3-octanodiol o el 5-octen-1,3-diol. Posteriormente, se
desarroll6 un método de extraccién sdlido-liquido sobre el mismo soporte
(Mangas et al., 1996; Gonzalez Calvo, 2004), cuantificandose un total de 23
componentes volatiles en sidras asturianas, incluyendo alcoholes, acidos

grasos y 4-etilfenol.

Una variante de esta técnica es la microextraccion por sorbentes
empaquetados, que consiste en la miniaturizaciéon de SPE pasando del empleo
de mililitros a microlitros, y fue empleada por Haider et al. (2014) para la

cuantificacion de 19 volatiles en sidras francesas.
1.2.1.2. Métodos sin disolvente

= Espacio de cabeza (HS)

Esta técnica consiste en la preconcentracién de la fase vapor que se
desprende de la muestra, que puede ser solida o liquida, y su posterior

inyeccion directa en el cromatografo.

Se puede distinguir entre técnicas de espacio de cabeza estatico y
dinamico. En la primera, los volatiles se extraen en un sistema cerrado, y a
continuacion, se inyecta directamente el vapor que se encuentra sobre la

matriz. Recientemente, Braga el al. (2013) utilizaron esta técnica para evaluar
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la influencia de la maduracion y el tipo de manzana sobre el perfil aromatico de

zumos y fermentados de manzana.

En la técnica de espacio de cabeza dinamico, también denominadas de
arrastre, se circula un gas inerte en el espacio de cabeza, arrastrando los
analitos que habitualmente son recogidos y concentrados en una trampa fria o
sélido adsorbente. Posteriormente, los compuestos retenidos son liberados por
desorcidén térmica e inyectados en el cromatografo. Williams et al. (1978)
empleando esta técnica identificaron 59 compuestos volatiles en sidra mediante
el polimero poroso Porapak. En 2005, Rodriguez Madrera et al. validaron un
meétodo para el analisis de ésteres minoritarios en sidras basado en la técnica
de “purga y trampa” sobre Tenax, identificandose 49 compuestos. Este método
también fue aplicado para la determinacion de alcoholes, ésteres y compuestos
carbonilicos en sidras espumosas a lo largo del periodo de crianza (Rodriguez
Madrera et al., 2008).

= Microextraccion en fase solida (SPME)

Es una version de la extraccién en fase sdlida en la que la retencion de
los analitos se basa en la absorcion y/o adsorcion (Kataoka et al., 2000).
Consiste en exponer una fibra recubierta con un polimero, insertada en un
dispositivo similar a una jeringa, a los vapores de una muestra durante el
tiempo necesario para alcanzar un equilibrio termodindmico entre la
concentracion de compuestos volétiles de la matriz y en la fase vapor;
posteriormente, se retira la fibra y los analitos se desorben térmicamente en el

cromatografo.

La aplicacion de esta técnica en sidras es muy escasa, aunque cabe
mencionar el trabajo de Pizarro et al. (2009) sobre el analisis de fenoles
volatiles, o el de Wang et al. (2004) en la determinacion de ésteres, alcoholes,
acidos grasos y fenoles volatiles. Este mismo grupo (Wang et al., 2006) estudi6
el efecto que tienen las virutas utilizadas en el envejecimiento sobre la
composicion volatil de las sidras. Por su parte, Villiere et al. (2012)
determinaron las condiciones experimentales Optimas para la extraccion de

odorantes en sidras francesas, comparando métodos de SPME, espacio de
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cabeza dindmico y “purga y trampa”, y resultando el primero el mas adecuado
para la obtencion de extractos representativos.

Baltussen et al. (1999), introdujeron la denominada “stir bar sorption
extraction” (SBSE) o extraccion por adsorcion con barras agitadoras; se trata
de una variante de la SPME que utiliza barras magnéticas recubiertas de un
polimero adsorbente, también denominadas twisters. Su aplicacion es muy
sencilla, ya que basta con introducir la barra en la matriz para que los
compuestos sean retenidos por el adsorbente; posteriormente, éstos se liberan
mediante desorcion térmica y se analizan mediante cromatografia de gases. La
SBSE aumenta la sensibilidad alrededor de 100 veces respecto a la SPME.
Esta técnica, fue aplicada por Rodriguez Madrera y Suarez Valles (2011) en el
estudio de los aromas de la magaya, y por Fan et al. (2011) para cuantificar

alcoholes y ésteres en sidras chinas.
1.2.2. Analisis olfatométrico

En un primer periodo de investigacion en el campo de los aromas, se
asumia que todos los compuestos presentes en los alimentos contribuian a su
aroma. Sin embargo, el calculo de las Unidades Activas de Olor (Odour Active
Value, OAV), es decir, la relacion entre la concentracion de un compuesto y su
umbral de deteccion, puso de manifiesto que no todos los compuestos
presentes en un alimento son sensorialmente relevantes (Grosch, 2001). Estas
unidades activas de olor proporcionan una idea sobre la aportacion de un
odorante al aroma global del producto en que se detecta. Si la concentraciéon
del compuesto es igual o superior al umbral de deteccién, la OAV seréa igual o
mayor que 1 y el compuesto participara en el aroma, tanto mas cuanto mayor

sea el cociente. Se habla entonces de compuestos activos.

Es importante, por tanto, centrarse en el conocimiento de aquellos
componentes responsables de las caracteristicas sensoriales, positivas o0
negativas, del aroma. La técnica utilizada para alcanzar este objetivo es la

olfatometria.
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La olfatometria consiste en situar al final de una columna cromatografica
una nariz humana (juez o sniffer) que actia como detector, en paralelo al
detector convencional utilizado. Los datos proporcionados por esta metodologia
analitica incluyen distintas variables, como el indice de retencion lineal (IRL), la
descripcion del olor y la medida de su intensidad (Acree, 1997).

La metodologia empleada para la obtenciébn de los extractos y la
destreza de los jueces para la evaluacion de los olores a medida que eluyen
del sistema cromatografico, son los factores mas relevantes en la calidad del

dato olfatométrico.

El extracto aromatico ha de ser representativo de la muestra. La eleccion
de una técnica concreta de extraccion dependerd del objetivo de la
investigacion. Asi, si el estudio esta centrado en un compuesto concreto o en
una familia de compuestos, el extracto ha de presentar una elevada
recuperacion de los mismos. Sin embargo, si el objetivo es comparar el aroma
de diferentes muestras, el extracto ha de contener todos los compuestos
importantes del aroma del mismo, en las mismas proporciones en que se
encuentra en la matriz. Una manera de verificar la representatividad de un
extracto consiste en llevar a cabo estudios sensoriales comparando el aroma
del extracto obtenido con el del producto original (Plutowska y Wardencki,
2008).

Con respecto a los jueces participantes en el andlisis olfatométrico, éstos
deben seleccionarse por su sensibilidad, motivacion, y capacidad para

reconocer y cuantificar las sensaciones percibidas.

Se han desarrollado varias técnicas para recoger y procesar los datos
olfatométricos y estimar la contribucion de los compuestos activos de olor. Se

pueden ser clasificar en tres categorias:

- Métodos de medida de frecuencia de deteccion, en los que un panel de
jueces analiza un mismo extracto, registrandose para cada individuo los
tiempos de retencion en los que se detectan los aromas y su descripcion. Al
finalizar el andlisis, se determina el nUmero de jueces que perciben cada olor,

de manera que aquellos detectados con mayor frecuencia son los que
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presentan una mayor importancia. Esto se relaciona, a su vez, con la
intensidad aromatica. Es un método sencillo, que proporciona resultados

reproducibles con un grado de entrenamiento corto.

- Métodos de medida de intensidad, en los que los jueces deben evaluar
la intensidad o duracién del olor percibido sobre escalas previamente definidas,
su tiempo de retencion y descripcion, lo que requiere cierto entrenamiento en el

uso de dichas escalas.

- Métodos de dilucion, consistentes en analizar diluciones seriadas de un
extracto hasta que no se percibe olor. Estas técnicas son muy Uutiles en la
busqueda de compuestos impacto, aquellos capaces de evocar el olor original
de la muestra y que son identificados a partir de los pertinentes estudios de
combinacion y/u omision (Guth, 1997). EI mas utilizado es el analisis aromatico
por dilucibn de extractos (AEDA, Aroma Extract Dilution Analysis), cuyos
resultados se expresan como factores de dilucion (FD). Estos se definen como
la relacion entre la concentracibn de un compuesto en un extracto, y la
obtenida en la mayor dilucion que es percibido (Grosch, 1993). Su principal
desventaja es el tiempo necesario para llevarlo a cabo, por lo que suele
ejecutarse con 1 0 2 jueces muy sensibles. Ferreira et al. (2002a) han

propuesto una dilucién de 10 como éptima para su aplicacion general.

La técnica olfatométrica ha sido aplicada en el analisis del aroma de
manzanas. Asi, Mehinagic et al. (2006) identificaron los compuestos volatiles
mas potentes y estudiaron la influencia del estado de maduracion sobre los
mismos en tres variedades (Golden Delicious, Fuji y Braeburn). Por su parte,
Komthong et al. (2006) identificaron las unidades activas de olor (OAV) en
manzanas de la variedad Fuji, encontrando que el 2-metilbutirato de metilo, el
acetato de isoamilo, el butirato de etilo, el 2-metilbutirato de etilo, el formiato de
isopentilo, el acetato de butilo y el acetato de hexilo son los principales
contribuyentes al olor de la manzana. En el caso de la sidra los estudios
olfatométricos son escasos. Williams y Tucknott (1978) asociaron
tentativamente diferentes ésteres al caracter frutal de la sidra; Xu et al. (2007)

identificaron los compuestos activos en dos sidras, mientras que Villiere et al.
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(2012) identificaron en sidras francesas ocho ésteres entre los componentes

activos, y la presencia de trazas de 1-octen-3-ona.

En la Tabla 1.2.2 se recogen algunas aplicaciones del andlisis

olfatométrico al analisis de aromas de bebidas como el vino y la cerveza.
1.2.3. Analisis sensorial

La evaluacion de la calidad sensorial de la sidra es una tarea compleja,
en la que estan involucrados factores objetivos, como el olor, el sabor, o su
aspecto visual, y subjetivos como, por ejemplo, la tipicidad, aquello que define
a la sidra sobre la base de su origen o modo particular de elaboracion o de
consumo. La tipicidad es una propiedad clave en el reglamento de las
diferentes figuras de calidad asociadas al origen (Denominacion de Origen
Protegida, Indicacién Geografica Protegida), y que fueron impulsadas en su dia
por la Union Europea (UE) como herramientas de promocién de productos
alimentarios. De hecho, la Comisidon Europea ha reconocido la necesidad de
los estudios de andlisis sensorial de los alimentos y ha financiado programas

de investigacion en este campo (Tourila y Monteleone, 2009).

El aroma de la sidra estd constituido por cientos de componentes
volatiles, sin embargo, es evidente que su calidad sensorial no solo depende de
la composicion aromatica, sino también de las interacciones entre todos los
componentes, volatiles o no, a nivel molecular, las cuales deben evaluarse

mediante andlisis sensorial.

El andlisis sensorial se define como un método cientifico utilizado para
definir, medir, analizar e interpretar las respuestas que son percibidas de los
productos a través de los sentidos. Esta ciencia multidisciplinar incluye el
manejo de datos cualitativos o cuantitativos, de consumidores o catadores

entrenados, y su evaluacion mediante herramientas estadisticas adecuadas.

Esta disciplina del analisis es fundamental para el control de calidad de
los alimentos vy, a diferencia del analisis fisico-quimico, tiene una componente
subjetiva importante que es preciso conocer y controlar (Meilgaard et al., 1991).

Los métodos de Analisis Sensorial Descriptivo (ASD) son los mas empleados
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para describir y cuantificar los caracteres organolépticos de un producto. El
desarrollo de perfiles sensoriales tiene una gran utilidad para evaluar el impacto
que los sistemas de elaboracion, conservacion o almacenamiento tienen sobre
la calidad sensorial de un producto, o para certificar las caracteristicas
especificas de alimentos acogidos a Denominaciones de Origen, un campo de
trabajo de gran potencial en la actualidad, y que exige el desarrollo y

acreditacion de métodos apropiados.

El aprendizaje de la evaluacion sensorial comienza con el
reconocimiento de los estimulos, siendo el lenguaje una de las herramientas
mas importantes en el ASD. La seleccién de los términos a emplear y su
medida, son aspectos muy relevantes, de ahi que esta técnica requiera un

exhaustivo entrenamiento y control de los catadores.

En el campo de los derivados de la manzana, estas técnicas sensoriales
se han aplicado en la evaluacion de diversos tratamientos para la conservacion
de zumos de manzana (Boylston et al., 2003; Wang et al., 2003), o en la
prediccion de atributos sensoriales a partir de la composicion aromatica de

aguardientes de sidra (Picinelli Lobo et al., 2005).

En la sidra los trabajos son escasos. Williams (1975) definié el
vocabulario para la descripcion del aroma de sidras y peradas. A pesar de que
en la lista final se incide en exceso en los posibles defectos, este trabajo
propone referencias utiles para el entrenamiento de los jueces. En esta linea,
Léguérinel et al. (1987a) seleccionaron una serie de términos mediante analisis

de correlacién para el analisis sensorial de sidras francesas.
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Tabla 1.2.2. Aplicaciones del andlisis olfatométrico en vinos y cervezas.

Preparacion de la

Matriz Objetivo del trabajo Referencias
muestra

Identificacion de odorantes impacto en vinos blancos de diferentes variedades ELL Guth, 1997
A|s_lam.|(,anto e identificacion de odorantes generados en el vino durante la ELL Escudero et al., 2000
oxidacién
Sglecuon dg odorantes impacto y validacién sensorial de la importancia de los ELL Lorrain et al., 2006
mismos en vinos Chardonnay
Estudio della composicion volatil, olfatométrica y sensorial de vinos base y sus ELL Torrens et al., 2010
correspondientes vinos espumosos
Identificacion y cuantificacion de odorantes impacto en vinos tintos de La Rioja SPE Aznar et al., 2001
Estudio del aroma de seis vinos tintos espafioles de calidad SPE Culleré et al., 2004

Vino Caracterizacion del aroma de los vinos Macabeo y estudio de la importancia de SPE Escudero et al., 2004
los compuestos con bajas OAV
Prediccién de las caracteristicas sensoriales del vino en funcién de la uva HS-SPE Campo et al., 2005
empleada
Caracterizacion analitica del aroma de cinco vinos espafioles de calidad y estudio HS-SPE Escudero et al., 2007
de los aromas frutales
Caracterizacion quimica del aroma de vinos de postre y vinos blancos espumosos HS-SPE Campo et al., 2008
Estudio de la composicion aroméatica de 25 vino tinos esparioles HS-SPE Ferreira et al., 2009
Estudio de las relaciones entre _composicién y aroma. Contribucion de SPME Marti et al., 2003
compuestos odorantes al aroma del vino mediante AEDA
Identificacion de odorantes impacto en diferentes tipos de cerveza SPE Evans et al., 1999
Identificacion de compuestos aromaticos derivados del ldpulo en la cerveza .

Cerveza | lizando un experimento AEDA SPE Lermusieau et al., 2001
Estudio de la importancia del metional y el fenilacetaldehido en la estabilidad del
- ; o . Soares da Costa et al.,

sabor de la cerveza, como participantes directos o como indicadores del deterioro ELL

del aroma.

2004
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Introduccion

Estas sidras son descritas como dulces, frutales y perfumadas, y construyen
modelos matematicos multivariantes con elevados coeficientes de
determinacién para predecir cinco atributos a partir de la composicion quimica
(Léguérinel et al., 1987hb).

El uso de técnicas estadisticas multivariantes es esencial para el analisis
de datos sensoriales (Noble y Ebeler, 2002). El equipo de trabajo del INRA ha
caracterizado mas de 90 sidras francesas, categorizadas segun sistemas de
elaboracion (tradicional o industrial), mediante analisis factorial multiple (MFA) y
datos sensoriales descriptivos y de composicion quimica (Le Quéré et al.,
2006).

En la Tabla 1.2.3 se resumen algunas aplicaciones del analisis sensorial

al analisis de bebidas fermentadas.

A la vista de lo expuesto, en este trabajo experimental se ha
seleccionado la extraccion liquido-liquido para la concentracién de las muestras
ya que es una técnica conservadora, que permite obtener extractos muy
representativos del aroma original (Aznar et al., 2001; Callejon et al., 2008;
Plutowska y Wardencki, 2008), Asi mismo, se ha elegido un método de analisis
olfatométrico de medida de la frecuencia e intensidad de deteccién, por
proporcionar informacion completa del perfil olfatométrico de las muestras y un
meétodo de analisis sensorial descriptivo, por su utilidad a la hora de describir y

cuantificar las caracteristicas sensoriales de una bebida.
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Tabla 1.2.3. Seleccién de aplicaciones de analisis sensorial de bebidas fermentadas.

Producto Objetivo del trabajo Metodologia Referenci  as
Seleccidn, entrenamiento y seguimiento
de catadores segun criterios AENOR
Acreditacion de método de andlisis sensorial descriptivo de Desarrollo y control de las referencias Etaio et al., 2010a, b
vinos de Rioja Alavesa y Txacoli para el entrenamiento Etaio et al., 2012
Sistematizacién del método de
puntuacion de calidad
Descripcién de atributos sensoriales de vinos tintos y su Clasificacion segun caracteristicas S4enz-Navajas et al.,
influencia en la percepcion de la calidad Frecuencia de citacion de atributos 2011
Evaluacion de modelos de ANOVA .
e P . - . Carlucci y Monteleone,
Validacién estadistica de datos sensoriales (efectos fijos, aleatorios y modelos 2001
Vinos mixtos)
Clasificacion segun caracteres
Descripcion del aroma representativo de vinos de Sauvignon | Ordenamiento segun grado de tipicidad
blanc de Nueva Zelanda, y su correlacion con la composicién | Analisis sensorial descriptivo y analisis Parr et al., 2007
guimica multidimensional
Analisis quimico de aromas
Caracterizacion sensorial d,e vinos de Chardonnay de Analisis Descriptivo Cuantitativo Schlosser et al., 2005
diferentes zonas de Canada
Clasificacion segun caracteristicas
Tests triangulares para evaluar el efecto
Prediccion de atributos sensoriales a partir de odorantes de un compuesto sobre el atributo
. X San-Juan et al., 2011
activos sensorial
Relaciones sensorial-composicion por
PLS
Ident|_f|caC|on y def|n|c_|pn de los atributos sensoriales que Uso del andlisis sensorial descriptivo y Langstaff et al., 1991
Cervera constituyen la sensacion en boca de la cerveza PCA

Evaluacion de la influencia de compuestos relacionados con el
caracter rancio

Determinacion del Umbral Mejor
Estimado (BTE)

Saison et al., 2009
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Objetivos

En esta Tesis Doctoral se han planteado los siguientes

OBJETIVOS GENERALES:

1. Caracterizacion del perfil aroméatico de la sidra.
2. ldentificacién de aromas estructurales y diferenciadores en funcién del

origen y del método de elaboracion.

Estos se abordan a partir de un plan de trabajo en el que se estudia la
influencia de diferentes factores tecnoldgicos sobre la composicibn aromatica
de esta bebida mediante el andlisis cuantitativo y olfatométrico de los distintos
tipos de sidra natural presentes en el mercado espafiol. Cada uno de estos

objetivos es desarrollado en los correspondientes capitulos de esta Memoria.

En el Capitulo 4, se estudia el efecto del origen y estado de maduracion
sobre la composicion de sidra natural tradicional. Para ello se analiza el perfil
aromatico de sidras asturianas y vascas muestreadas en dos fases de

maduracion (sidras maduras y jovenes).

En el Capitulo 5 se evalta el impacto de la crianza sobre borras y su
influencia en el aroma de la sidra natural tradicional. Se comparan los perfiles
aromaticos resultantes del contacto de la sidra con borras y diferentes

combinaciones de enzima y microoxigenacion.

En el Capitulo 6 se examina la influencia sobre el perfil aromatico de la
sidra natural de nueva expresion de las condiciones de almacenamiento en

botella durante un afio.

En el Capitulo 7 se describe el aroma de sidras especiales, analizando

seis sidras espumosas y tres sidras de hielo.
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Capitulo 3

3.1. Materiales

Los patrones de los compuestos volatiles (pureza minima del 98%) han
sido proporcionados por Sigma (St. Louis, MO, USA), Aldrich (Gillingham,
U.K), y Flucka (Buchs, Suiza). Todos los reactivos, pentano (Merck,
Darmstadt, Alemania), diclorometano, etanol absoluto, sulfato de amonio y
sulfato de sodio anhidro (Panreac, Barcelona, Espafa), fueron de calidad
cromatografica, y el agua, de calidad tipo |, fue obtenida con un equipo Milli-Q
Synthesis A-10 de Millipore (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Los filtros
de PVDF (bifluoruro de polivinilideno) y de acetato de celulosa, con un tamafio
de poro de 0,45 pm fueron suministrados por Teknokroma (Barcelona,
Espana).

Los experimentos de maduracion sobre borras se realizaron con una
preparacion comercial de B-glucanasa y un difusor DosiOx multiple para la
microoxigenacion, ambos suministrados por Agrovin (Lebdn, Espafa). El
oxigeno empleado (Ultrapure Plus) fue de Carburos Metalicos (Barcelona,
Espana).

El tipo y nimero de muestras analizadas se detallan en cada capitulo.
3.2. Preparacion de muestras

Para llevar a cabo el analisis de compuestos volatiles mayoritarios, las

muestras fueron microfiltradas a través de acetato de celulosa. Las sidras de
hielo, por tratarse de bebidas siruposas con un alto contenido en azucares,
fueron previamente destiladas de acuerdo con el método oficial de
determinacién del grado alcohdlico de bebidas espirituosas (Métodos UE,
1998).

Para el analisis olfatométrico y cuantitativo de los compuestos volatiles

minoritarios las muestras se filtraron a través de algodén hidréfilo y se
homogeneizaron mediante agitacion magnética (2 min). Se afadieron 45
gramos de sulfato de amonio a 150 mL de muestra, ajustando el pH a 3,00 con

acido clorhidrico. A continuacion, se realizé una extraccion liquido-liquido, en
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embudos de decantacion de 250 mL, utilizando 30 mL de una mezcla de
pentano:diclorometano (2:1, v/v) y agitacion (10 min; 20 + 2 °C). La fase acuosa
se elimind y se lavo el embudo con 5 mL de la mezcla extractante, que se
afiadieron a la fase organica. Esta fue centrifugada a 20.000 G, (5 °C, 10 min).
A continuacion, se recogieron 20 mL y se filtraron a través de papel de filtro
(Whatman 1PS) y sulfato de sodio anhidro. Esta fase orgénica se lavé con la
mezcla extractante y se concentré en un evaporador Turbo Vap 1™ (Zymark,
Caliper Life Sciences MA, USA) a 30 °C bajo corriente de nitrogeno hasta un
volumen final de 0,5 mL. Los extractos fueron filtrados a través de una

membrana de PVDF.
3.3. Condiciones cromatograficas

Los compuestos volatiles mayoritarios (acetaldehido, metanol, acroleina,

acetato de etilo, 1-propanol, iso-butanol, 2-butanol, acetoina, alcoholes
amilicos, alcohol alilico, lactato de etilo y 2-feniletanol) se analizaron en un
cromatografo de gases Hewlett Packard modelo 6890N (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y
una columna semicapilar TR-FFAP (30 m x 0,53 mm d.i.; espesor de fase 1,0
um, Teknokroma, Barcelona, Espafia) acoplada a una precolumna polar. Las
muestras fueron inyectadas en el cromatégrafo (1 pL) en modo splitless,
utilizando helio como gas portador (10 mL/min). La temperatura del inyector y
del detector fue de 240 °C y 275 °C, respectivamente. El programa de
temperatura del horno fue el siguiente: isoterma (40 °C) durante 4 minutos
seguido de un incremento lineal de 4 °C/min hasta 60 °C. A continuacion, una

rampa de 10 °C/min hasta alcanzar 220 °C e isocratico durante 15 minutos.

La cuantificacién se realiz6 por el método del patrén externo a partir de
las correspondientes rectas de calibracion preparadas en etanol:agua (5:95

v/v). Las muestras se analizaron por triplicado.

La fraccidbn de compuestos volatiles minoritarios, constituida por ocho

alcoholes (3-metil-3-butanol, 1-pentanol, 3-metil-2-butenol, 3-metil-1-pentanol,
hexanol, trans-3-hexenol, cis-3-hexenol, y alcohol bencilico), siete ésteres de
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etilo (propionato, butirato, 2-metilbutirato, hexanoato, octanoato, 3-
hidroxibutirato y 4-hidroxibutirato), tres acidos grasos (hexanoico, octanoico y
decanoico), cuatro acetatos (propilo, butilo, isoamilo y 2-feniletilo), cuatro
fenoles volatiles (4-etilguayacol, 4-etilfenol, 4-vinilguayacol y 4-etilcatecol), 3-
etoxi-1-propanol, y-butirolactona y metionol, fue analizada en el cromatografo
antes descrito y una columna DB-WAX (30 m x 0,32 mm d.i., 0,50 pm, J&W
Folson, CA, USA). Los extractos fueron inyectados en el cromatografo (1 uL)
en modo split (1/50) utilizando helio como gas portador (3 mL/min). La
temperatura del inyector y el detector fue de 275 °C. Las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: isoterma (40 °C) durante 5 minutos
seguido de un incremento lineal de 3 °C/min hasta alcanzar 135 °C, una
segunda rampa de 1 °C/min hasta una temperatura de 225 °C e isocrético

durante 5 minutos.

La cuantificacién se realiz6 por el método del patrén externo a partir de
las correspondientes rectas de calibracion preparadas en
pentano:diclorometano (2:1). El 4-hidroxibutirato de etilo fue expresado como 3-
hidroxibutirato de etilo por no disponer de patron comercial. Las muestras se
analizaron por triplicado.

Cabe puntualizar que el hexanol es un alcohol varietal mayoritario que
coeluye con el lactato de etilo en las condiciones cromatograficas de analisis de

volatiles mayoritarios, por lo que se analiza en la fraccidbn minoritaria.

Adicionalmente, para confirmar la identidad de los compuestos volétiles
y la ausencia de interferencia de picos coeluyentes, las muestras fueron
inyectadas en un cromatégrafo de gases Agilent modelo 7890 equipado con un
detector espectrométrico de masas 5975C, en modo ion total (SCAN) en el
rango m/z 40-400 (2,6 scan/s). La identificacién de los compuestos volatiles se
realizé por comparacion de sus espectros recogidos en la biblioteca Willey 138,
y confirmados por co-inyeccion de los patrones puros, cuando fue posible. La

inyeccion (1uL) se realizé en modo splitless.

El analisis olfatométrico se realizd en un cromatografo de gases Hewlett-

Packard modelo 5890N dotado con detector de ionizacién de llama (FID),
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acoplado a un puerto olfativo 275 (Ingenieria Analitica, S.L., Barcelona,
Espafia) calentado a 220 °C y conectado por un divisor de flujo a una columna
DB-WAX (30 m x 0,32 mm d.i.; 0,50 pm de J&W Folson, CA, USA). Los
extractos fueron inyectados en el cromatdgrafo en modo splitless utilizando
helio como gas portador (3 mL/min). La temperatura del inyector y del detector
fue de 275 °C. El programa de temperatura del horno fue el siguiente: isoterma
(40 °C) durante cinco minutos, rampa de temperatura de 4 °C/min hasta 100
°C, segunda rampa de 6 °C/min hasta alcanzar 200 °C, isocratico a esta
temperatura durante 4 minutos, nueva rama de 10 °C/min hasta alcanzar 225

°C seguida de isocratico durante 5 minutos.

Los odorantes fueron identificados por comparacion de sus olores e
indices de retencion cromatograficos con los de los patrones puros en la
columna DB-WAX. Dicha identidad fue confirmada mediante la inyeccion en
una columna DB-5 (30 m x 0,32 mm d.i.; 0,25 um de J&W Folson, CA, USA) y

por CG-MS en las condiciones establecidas para el analisis olfatométrico.
3.4. Andlisis olfatométrico

3.4.1. Seleccidén y entrenamiento de los jueces

El analisis olfatométrico fue realizado por voluntarios pertenecientes al
personal del SERIDA y del IPLA. Respondieron a la convocatoria 11 personas,

las cuales realizaron dos pruebas de seleccion.

La primera consistio en el reconocimiento y descripcion de algunos
olores familiares, presentados en disoluciones de etanol al 6%, en
concentraciones apropiadas para asegurar su deteccidon por parte de los
candidatos. Esta prueba se realiz6 dos veces, tomadndose como criterio de
aceptacion del candidato el obtener un porcentaje de aciertos superior al 50%.

La segunda prueba de seleccion consistio en el emparejamiento de
olores. Para ello se presentaron ocho muestras distribuidas en dos series de
cuatro, y codificadas aleatoriamente. Esta prueba se realizd dos veces,
tomandose como criterio de aceptacion un porcentaje de aciertos del 75%.

Fueron seleccionadas 10 personas para el posterior entrenamiento.
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Este se dividié en dos fases, la primera consistid en cuatro sesiones de
20-30 minutos, en las que los participantes memorizaban una serie de olores,
agrupados en categorias tales como frutal, floral, herbaceo, especiado, graso,
fendlico. En cada sesion se discutié sobre las descripciones dadas a los
patrones y las asociaciones que estos evocaban, hasta alcanzar los términos
de consenso adecuados. En la Tabla 3.4.1 se muestran las correspondientes

disoluciones patron y el vocabulario de trabajo finalmente seleccionado.

Tabla 3.4.1. Patrones utilizados en la eleccion del vocabulario para la descripcion de
las percepciones en el analisis olfatométrico.

Compuesto (mg)/L)* Descripcién consenso
2-Metilbutirato de etilo (1) 3 Frutal, manzana
Acetato de isoamilo (2) 5 Frutal, platano
c-3-Hexenol (3) 20 Herbéaceo
Acetato de 2-feniletilo (4) 2 Floral
Acido octanoico (5) 50 Pesado, graso
4-Etilfenol (6) 2 Cuero, cuadra, fendlico
4-Etilguayacol 10 Fendlico, dulce
t-3-Hexenol 5 Herbaceo, geranio
Alcohol fenchilico 1 Humedad
Acetato de butilo 5 Frutal
Acido 2-metilbutanoico 5 Fermentado, queso, pies
m-Cresol 5 Cuadra, desinfectante
2-Feniletanol 250 Floral, rosas, miel
Eugenol 1 Especiado, clavo
Vainilllina 200 Dulzén, vainilla
1-Octen-3-ol 5 Setas, champifién
Metionol 10 Repollo, verdura cocida

* Disoluciones preparadas en etanol 6%. Numeros entre paréntesis se corresponden con los compuestos elegidos para
el entrenamiento de las escalas en olfatometria.

La segunda fase consisti6 en cinco sesiones consecutivas de
familiarizacion con la técnica olfatométrica, en la que se evaluaron disoluciones
sintéticas con seis patrones representativos de los diferentes atributos
aprendidos en la etapa anterior y en los rangos de concentracion previstos en
los extractos de sidra. Dos personas fueron desestimadas para este tipo de
evaluaciones, por no adaptarse al ritmo de elucion a lo largo del cromatograma
(pérdida de picos, deteccion de picos fantasma, tendencias erraticas).

Quedaron finalmente elegidas para el analisis olfatométrico ocho personas.

41



Materiales y métodos

3.4.2. Verificacion del grupo de jueces

La capacidad del grupo para diferenciar entre distintos niveles de
estimulo se evalu6 a partir de las correspondientes rectas de regresion,
tomando como modelo la ley de Fechner, la cual establece que la intensidad
con que se percibe un estimulo es proporcional al logaritmo de la concentracién
del mismo: | = k * log (C). Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, de
acuerdo con los elevados coeficientes de correlacion obtenidos, superiores a

0,93 en todos los casos.

La reproducibilidad del panel de olfatometria fue evaluada mediante el
analisis de un extracto de sidra en tres sesiones diferentes. Las desviaciones
estandar relativas variaron entre el 5,0% para el 2-metilbutirato de etilo, el 7,0%

para los alcoholes amilicos y 2-feniletanol, y el 12,1% para el 4-etilguayacol.
3.4.3. Método de analisis de las muestras

Un panel de 6-8 personas llevé a cabo el andlisis olfatométrico de los
extractos de sidra. Cada juez evalud los extractos una vez (entre el minuto 5y
el 40). La intensidad de cada olor fue medida utilizando una escala de 5 puntos
(1: muy débil; 3: moderada; 5: muy intenso), con nueve posibles puntuaciones
(se permitieron valores intermedios). Los datos considerados fueron la
intensidad y la frecuencia de deteccién, que fueron combinadas para obtener la

frecuencia modificada, FM, calculada de acuerdo a la férmula propuesta por
Dravnieks (1985): FM (%) = /F(%)xI(%), donde F (%) es la frecuencia de
deteccién, e | (%) la intensidad promedio, expresada como porcentaje de la

intensidad méaxima.

Entre los picos detectados, solo se tomaron en consideracion aquéllos
que alcanzaron una FM maxima de 30% en, al menos, una de las muestras de

cada uno de los conjuntos analizados.
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3.5. Analisis sensorial

El andlisis sensorial fue llevado a cabo por ocho jueces de edades
comprendidas entre 25 y 50 afios, pertenecientes al Comité de Cata del
Consejo Regulador de la Denominacion de Origen “Sidra de Asturias”, con
experiencia previa en el analisis descriptivo de sidras tradicionales. El panel se
reunio con periodicidad semanal. Las muestras fueron servidas a 12 °C en
copas normalizadas (AENOR, 1997). Con anterioridad a las correspondientes
sesiones de evaluacién de las muestras, el grupo participé en dos sesiones con
el fin de familiarizarse con este producto y alcanzar un consenso sobre el
vocabulario adecuado para la descripcion de las sidras de nueva expresion. Se
obtuvo una lista de 42 términos, de la que se eliminaron sinénimos y aquéllos
gue resultaban redundantes o de dificil comprensién, o los que tenian una

frecuencia de citacién inferior a 4.

En la Tabla 3.5.1 se muestran las definiciones de los términos finalmente
elegidos, junto con las referencias desarrolladas para el entrenamiento. A la

etapa de entrenamiento se dedicaron cuatro sesiones adicionales.

Las sidras se evaluaron por duplicado, sirviéndose en cada sesion un
maximo de ocho copas. Se analizaron diez atributos de olor y sabor y calidades

utilizando sendas escalas de nueve puntos, segun se ilustra en la Figura 3.5.1.

3.6. Otros analisis

Complementariamente, se analizaron los parametros enologicos de
rutina en sidra utilizando métodos oficiales (Métodos UE, 1998) y/o validados

en el laboratorio:

- Masa volumica y extracto seco total: densimetria electronica (Anton Paar
DMA 5000).

- Acidez volatil: destilacion por arrastre de vapor y valoracion con
hidroxido de sodio 0,1N.
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Tabla 3.5.1. Referencias para la descripcién de los atributos sensoriales de sidras de
nueva expresion.

Atributos Definiciéon de consenso Composicién

Frutal Fruta madura, manzana madura 2-Metilbutirato de etilo, 2 mg/L
Floral Floral, rosas 2-Feniletanol, 100 mg/L
Dulzén Dulzén, reposteria Vainillina, 200 mg/L

Lacteo Lacteo Acetoina, 100 mg/L + acido 2-

metilbutanoico, 5 mg/L

Especiado Especiado Eugenol, 1 mg/L

Borras Olor/aroma de tipo azufrado que Sidra embotellada con sus lias al
recuerda a cerillas menos durante seis meses

Acido Sabor basico que se percibe enlos 4, citrico, 0,7 g/L en agua

laterales de la lengua

Sabor basico que se percibe al

Amargo final de la lengua Cafeina, 0,2 g/L en agua
Sensacion tactil de sequedad en Tanino enolégico (Tanicol MOX,

Secante toda la superficie de lalenguayla  Agrovin, Ciudad Real), 0,8 g/L en
cavidad oral agua

Disoluciones de olores preparadas en etanol 6%.

Acidez total: valoracion acido-base con hidroxido de sodio 0,1IN y

fenolftaleina como indicador.
- pH: potenciometria.

- Grado alcohdlico: reflectancia en el infrarrojo cercano (Anton Paar

Alcolyzer).
- Sulfuroso total: valoracion con yodo 0,02 N y almidon como indicador.
- Presion: medida afrométrica a 20 °C.

- Acidos organicos: HPLC con columna de fase inversa Cig (250 x 4.6 mm;
3 um de tamafio de particula) y detector de fotodiodos (Picinelli et al.,
2000).
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FICHA DE EVALUACION SENSORIAL DE

SIDRA NATURAL DE NUEVA EXPRESION

NOMBRE:
MUESTRA:
FECHA:
CALIDADES Muy Deficiente Correcta Excelente
2 3 4 5 6 7 8 9
INTENSIDADES Muy Baja Moderada Muy Alta
OLOR {12 impresion) SABOR Y SENSACION EN BOCA AROMA OLOR (reposo)
CALIDAD DE OLOR CALIDAD DE SABOR CALIDAD DE AROMA CALIDAD DE OLOR
Vinagre/Acético ACIDO Vinagra/Acético Vinagre/Acético
Frutal AMARGO Frutal Frutal
Dulzon-vainilla SECANTE Dulzon-vainilla Dulzon-vainilla
Especiado PERSISTENCIA DE POST-GUSTO Especiado Espaciado
Lacteo CALIDAD DE POST-GUSTO Lacteo Lacteo
Floral Floral Floral
Borras Borras Borras
COMENTARIOS
OLOR SABOR Y SENSACION EN BOCA AROMA OLOR (reposo)

Figura 3.5.1. Ficha de evaluacion sensorial de sidras naturales de nueva expresion.
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- Azucares y polialcoholes: HPLC con columna de intercambio catidnico y

detector de indice de refraccion (Blanco et al., 1988).
3.7. Andlisis estadisticos

Se utilizaron diferentes técnicas estadisticas empleando los programas
SPSS v.12.0 y Unscrambler v.9.2:

* MANOVA, para evaluar la influencia de los diferentes factores
considerados: procedencia y grado de maduracién de sidras
naturales, muestras o catadores sobre los perfiles aromaticos

(cuantitativos y olfatométricos) y sensoriales.

* Andlisis de varianza de medidas repetidas para establecer la
influencia del tiempo de conservacion y la temperatura sobre las

caracteristicas de las sidras de nueva expresion.

« Regresion discriminante por minimos cuadrados parciales (D-PLS),
para clasificar y establecer modelos de sidras naturales en funcion
de su origen y grado de maduracion.

« Regresion por minimos cuadrados parciales (PLS-1), para la
construccion de modelos de atributos sensoriales a partir de datos
cuantitativos u olfatométricos.

« (ANOVA) - Simultaneous Component Analysis (ASCA) para
modelar la influencia de las fuentes de variacion sobre los perfiles
quimicos, olfatométricos o sensoriales, de acuerdo con el siguiente

modelo generalizado:

Xik = p + Ai + By + ABjj + gi

en el que Xk es el valor de cualquiera de las variables
mencionadas para la sidra k, con los valores i, j de los factores A
0 B; u es el valor generalizado de la media; A; es la contribucion
del factor A al nivel i; Bj es la contribucion del factor B al nivel j;

ABj representa la interaccion entre los factores Ay B a los niveles
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ij, ¥ €j es la variacion incluida en el término de error. Se
construyen cuatro matrices: una para cada factor, una para la
interaccion y otra para el error, y se aplica en cada una un analisis
de componentes principales. En esta memoria no se comentaran

las matrices correspondientes al error.
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Capitulo 4

4.1. Introduccion

En un mercado cada vez mas competitivo, la trazabilidad y la
identificacion por el origen estdn adquiriendo mayor importancia. En el caso del
vino, el terroir ha demostrado ser un elemento relevante para definir sus
caracteristicas. Cada region productora imparte a éste ciertos caracteres
aromaticos a partir de una combinacion particular de tiempo, composicion del
suelo, localizacién geogréfica, variedades de uva, afio de cosecha y practicas
enoldgicas (Coelho et al., 2009; Gambetta et al., 2014; Robinson et al., 2011).

El desarrollo de métodos apropiados para clasificar las bebidas segun su
procedencia es basico para su caracterizacion desde una perspectiva objetiva.
El aroma es un aspecto fundamental para la definicion de la calidad de una

bebida, y por ende, para su aceptacion o rechazo por parte del consumidor.

El empleo de perfiles aromaticos cuantitativos ha permitido discriminar
vinos. Tredoux et al. (2008) y Weldegergis et al. (2011) clasificaron vinos
elaborados en Sudafrica, de acuerdo con las variedades de uva y los sistemas
de envejecimiento utilizados. Por su parte, Dourtoglou et al. (2014)
desarrollaron un método para la diferenciacion de vinos varietales griegos
mediante la cuantificacion de siete compuestos volatiles. Rocha et al. (2010)
asociaron el aroma de vinos blancos al perfil varietal de las uvas, en un estudio
realizado en vinos experimentales a lo largo de cuatro cosechas consecutivas.
Green et al. (2011) investigaron la influencia de la localizacion geogréfica de la
uva en la composicion volatil y el perfil sensorial de los vinos Sauvignon de
Nueva Zelanda, Francia y Austria. Este estudio puso de manifiesto la existencia
de diferencias en las caracteristicas sensoriales percibidas y en la composicién

quimica de estos vinos en funcion de la procedencia de la uva.

Aungue los estudios acerca de la influencia de la variedad y el origen de
la uva en la composicion volatil del vino son numerosos, en el caso de la
manzana y la sidra son escasos. Asi, se han realizado trabajos en los que se
evallan las variaciones en el perfil aromatico debidas a préacticas enologicas
como el tipo de prensado y a la clarificacion (Mangas et al., 1993; del Campo et
al., 2003; Gonzalez Calvo, 2004). Mas recientemente, Satora et al. (2008)
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estudiaron la influencia de la variedad de manzana (Sampion, Idared y Gloster)
en el perfil fendlico, la composicion volatil y las caracteristicas sensoriales de
los denominados “vinos de manzana”. Por su parte, Haider et al. (2011)
discriminaron entre sidras de Normandia y Bretafia en funcion de la

concentracion de acetato de isoamilo y de hexilo.

Teniendo en cuenta la importancia de establecer correctamente la
tipicidad de la sidra natural tradicional, en este capitulo se aborda el estudio
comparativo del aroma de sidras naturales de origen asturiano y vasco en dos
etapas distintas de maduracién (sidras maduras y sidras jévenes) desde un
punto de vista aroméatico y olfatométrico.

4.2. Aroma de la sidra tradicional: origen y madura  cién

4.2.1. Muestras

Se analizaron un total de 38 sidras tradicionales asturianas y 20 vascas,
pertenecientes a dos campafas consecutivas (2011 y 2012). Cada uno de
estos grupos esta subdividido al 50% en “sidras maduras” y “sidras jovenes”.
Se consideran sidras joévenes aquellas en las que el tiempo maximo

transcurrido entre el mayado y el muestreo fue de seis meses.

En el caso de las sidras asturianas, el 45% de las muestras han sido
elaboradas utilizando prensas verticales “de cajon” (sistema tradicional), es
decir, sistemas de prensado lentos; el 25% se han obtenido utilizando prensas
horizontales neumaéticas (prensado rapido), y el 30% restante son mezcla de

los dos tipos de prensa.

Por su parte, las sidras vascas han sido elaboradas en su mayoria

utilizando prensas horizontales neuméticas.

4.2.2. Resultados

Parametros enoldgicos

En la Tabla 4.2.1 se resumen los parametros enolégicos de las muestras

estudiadas. El andlisis de varianza efectuado pone de manifiesto una
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Tabla 4.2.1. Pardmetros enoldgicos de las sidras estudiadas.

SIDRAS ASTURIANAS

SIDRAS VASCAS

Significacion JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS

Int.  Proc. Mad. Media DS Max. Min.|Media DS Max. Min.|Media DS Max. Min. |Media DS Max. Min.
Grado alcohdlico (% v/v) ns ns ns 6,83 043 7,46 557| 6,61 0,16 6,92 6,38| 662 0,25 7,08 6,23| 6,56 0,35 7,12 6,09
pH ns ok ok 3,82 0,08 393 360| 3,87 0,07 397 3,72| 3,68 0,08 381 355| 3,77 0,06 3,87 3,67
Acidez volatil (g ac. acético/L) ns * bl 0,98 053 1,88 0,19| 2,24 0,46 29 1,32| 094 0,35 1,28 0,27| 1,81 0,55 2,83 1,06
Acidez total (g ac. sulftrico/L) ns ns ok 325 046 3,82 2,18| 393 039 4,78 3,19| 345 0,21 3,84 3,14| 3,99 0,47 4,99 3,40
Acido lactico (g/L) ns ns ns 4,8 09 79 37| 45 07 66 33| 48 06 57 42| 49 07 60 3,6
Fructosa (g/L) ns ok ok 1,0 0,6 20 0,3 nd 3,2 27 66 05| 07 05 14 0,2
Glicerina (g/L) o ns bl 31 12 53 01| 15 11 37 01| 35 10 46 14| 1,7 09 33 04
Sorbitol (g/L) * ok ns 7,1 17 116 42| 58 07 71 46| 56 09 76 48| 50 12 75 36

(***): significativo al 1%; (**): significativo al 5%; (*): significativo al 10%; ns

desviacién estandar; Max: maximo; Min: minimo; nd: no detectado.
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interaccion significativa (procedencia x maduracién) para los pardmetros

glicerina y sorbitol.

Los acidos lactico y acético son constituyentes importantes de la sidra.
El acido malico, principal acido en la manzana, se convierte en acido lactico por
accion de las bacterias lacticas, siendo los contenidos al final de la
fermentacion inferiores a 0,5 g/L (datos no mostrados).

Entre los azlcares, se observan concentraciones residuales de fructosa
(< 1 g/L) en la practica totalidad de la muestras, con excepcion de una sidra
vasca joven, que presento un valor superior a 6 g/L. El contenido de fructosa

varié significativamente en funcion tanto del origen como de la maduracion.
Perfil cuantitativo de las sidras

En las Figuras 4.2.1 y 4.2.2 se presentan, a modo de ejemplo,

cromatogramas de la fraccion mayoritaria y minoritaria obtenidos por CG/FID.

Los resultados obtenidos en el analisis de los compuestos volatiles se

resumen en la Tabla 4.2.2.

Parte de la fraccidon volatil mayoritaria se ve significativamente afectada
por el origen de la sidra (acetato de etilo, 2-butanol, i-butanol, alcohol alilico, 1-
butanol, alcoholes amilicos y 2-feniletanol). Todos estos componentes se
observaron en mayor concentracion en las sidras asturianas, excepto el 1-

butanol.

En la fraccion volatil minoritaria las principales familias fueron acidos
grasos, fenoles volatiles y alcoholes. Se observaron interacciones significativas
entre la procedencia y la maduracion en el caso del acido hexanoico, 3-metil-2-
butenol, 1-pentanol, 3-metil-3-butenol, 2-metilbutirato de etilo y acetato de

propilo.

Los acidos grasos representaron en torno al 30% de esta fraccion
aromatica. El acido octanoico fue el mayoritario, tanto en las sidras asturianas

como en las vascas, seguido por el hexanoico y el decanoico.
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Figura 4.2.1. Compuestos volatiles mayoritarios en sidra natural tradicional.

1: acetato de etilo; 2: metanol: 3: 2-butanol; 4: 1-propanol; 5: i-butanol; 6: alcohol alilico; 7: 1-butanol; 8: alcoholes amilicos; 9: acetoina;

10: lactato de etilo; 11: 2-feniletanol.
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Figura 4.2.2. Cromatograma tipico de un extracto de sidra natural.

1: 2-metilbutirato de etilo; 2: acetato de isoamilo; 3: hexanoato de etilo; 4: 3-metil-3-butenol; 5: 1-pentanol; 6: 3-metil-2-butenol; 7: 3-metil-
1-pentanol; 8: hexanol; 9: t-3-hexenol; 10: 3-etoxi-1-propanol; 11: c-3-hexenol; 12: octanoato de etilo; 13: 3-hidroxibutirato de etilo; 14: y-
butirolactona; 15: metionol; 16: 4-hidroxibutirato de etilo; 17: acetato de 2-feniletilo; 18: acido hexanoico; 19: alcohol bencilico; 20: 4-
etilguayacol; 21: acido octanoico; 22: 4-etilfenol; 23: 4-vinilguayacol; 24: acido decanoico; 25: 4-etilcatecol.
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Tabla 4.2.2. Composicion volatil de las sidras analizadas en funcién de su procedencia y estado de maduracion.

Significacion SIDRAS ASTURIANAS SIDRAS VASCAS

JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS

Int. Proc. Mad. Media DS Max. Min. |[Media DS Max. Min. [Media DS Max. Min. [Media DS Max. Min.

Voléatiles mayoritarios (mg/L)

Acetaldehido ns ns *kk 1 1 6 nd 4 6 17 nd nd 2 4 12 nd
Acetato de etilo ns  *** ok 46 25 102 18 93 35 172 38 30 10 48 17 67 21 97 30
Metanol ns ns ok 36 16 69 5 81 41 214 33 37 14 58 19 63 11 80 49
2-Butanol ns * ok 3 6 22 nd 18 15 55 nd 1 1 3 nd 9 8 29 1

1-Propanol ns ns ok 12 10 42 2 42 20 77 9 7 3 10 3 a7 30 115 15
i-Butanol ns * ns 37 18 90 11 39 8 62 24 26 7 38 15 37 19 82 15
Alcohol alilico ns * *x 4 6 20 nd 9 7 30 nd nd 2 nd 7 9 27 1

1-Butanol ns  *** ns 4 1 6 2 5 1 7 4 6 2 10 3 6 1 8 4

Alcoholes amilicos® ns  ** ox 171 48 283 95 193 32 248 125 || 122 24 176 102 | 179 68 362 125
Acetoina ns ns ns 3 2 12 nd 3 2 7 nd 2 1 5 nd 3 1 5 nd
Lactato de etilo ns ns ok 113 56 226 43 192 42 284 111 || 122 45 168 38 218 35 294 171
2-Feniletanol ns  *** ns 93 52 200 15 95 38 178 35 42 33 123 15 62 50 181 26

Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos

Hexanoico i *x *xk 2,638 859 5.783 1.609|3.802 1.762 9.416 2.239| 2.711 888 4.395 1.572|4.477 1.234 6.840 2.437
Octanoico ns ns ns 4344 1624 8.752 2.361|4.824 2.982 13.727 2.367| 3.409 1.021 5.106 2.028 | 5.241 1.882 8.455 2.991
Decanoico ns ns ns 2297 709 3.619 1.182|2.066 1.352 5.947 916 ||1.717 672 2.795 452 |1.793 514 2731 970
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Tabla 4.2.2. (Cont.)

SIDRAS ASTURIANAS

SIDRAS VASCAS

Significacion - -
JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS

Int. Proc. Mad. Media DS Max. Min. [Media DS Max. Min. [[Media DS Max. Min. |Media DS Max. Min.
Fenoles Volatiles
4-Etilguayacol ns ns ns 582 282 1.036 <LC| 809 496 2.688 353 | 639 352 1304 <LC | 533 290 942 87
4-Etilfenol ns ns ns 1972 574 3.080 1.105|2.774 1.481 8.165 1.743( 2.243 1.020 4.819 904 |2.310 416 3.281 1.848
4-Vinilguayacol ns  ** ¥k 2221 842 3.922 920 | 834 214 1509 450 |[1.121 544 1.967 232 nd nd nd nd
4-Etilcatecol ns ns % 2643 2.094 9.711 286 |5.167 2.158 8.713 1.256( 2.276 1.896 5.891 <LC |5.506 1.972 9.195 2.130
Alcoholes
3-Metil-3-butenol  ** ns ok 26 7 39 <LC| 47 18 95 29 27 12 44 <LC| 31 8 46 <LC
1-Pentanol *** g ok 70 16 94 42 145 63 334 84 93 41 155 36 109 19 138 81
3-Metil-2-butenol ~ ** *x ok 32 14 62 10 79 54 291 42 33 16 59 9 45 13 76 25
3-Metil-1-pentanol ns ns ns 35 19 80 14 49 29 140 24 28 11 46 12 33 15 60 20
Hexanol ns ns ¥ 3798 624 5.120 2.774|5.853 2.713 13.646 3.817| 4.030 1.154 5540 1.908| 4.969 763 6.283 4.110
t-3-Hexenol ns %% ok 26 6 45 16 40 23 109 23 21 6 32 11 27 8 39 17
c-3-Hexenol ns % * 173 71 312 69 242 122 505 88 101 42 196 61 142 65 255 68
Bencilico ns %% ok 200 112 414 24 398 179 863 195 || 1412 103 304 <LC | 229 86 375 93
Esteres de etilo
Propionato ns ns ok 209 142 550 57 |1.898 1.062 4567 518 | 190 130 467 71 |1.424 1556 5.529 130
Butirato ns ns ok 116 49 279 57 168 52 277 97 115 37 178 56 160 44 243 102
2-Metilbutirato *x s ok 22 8 45 6 47 16 85 24 35 11 a7 16 30 19 63 12
Hexanoato ns ns * 147 58 309 51 195 83 398 98 143 54 244 50 177 65 266 81
Octanoato ns * ns 207 88 414 80 228 116 479 92 158 31 216 115 | 177 75 315 86
3-Hidroxibutirato ns ns ns 126 100 403 28 180 87 414 81 148 56 256 55 148 89 349 65
4-Hidroxibutirato® ns  *** ns 799 277 1424 419 | 855 454 2381 414 || 522 208 1.001 200 | 594 282 1.116 266
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Tabla 4.2.2. (Cont.)

SIDRAS ASTURIANAS

SIDRAS VASCAS

Significacion - -
JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS

Int. Proc. Mad. Media DS Max. Min. [Media DS Max. Min. [Media DS Max. Min. |Media DS Max. Min.
Acetatos
Propilo rxx rxk rxx 28 11 57 16 142 69 341 62 31 6 42 23 51 20 101 31
Butilo ns ns ns 52 19 83 5 46 5 53 37 48 18 89 33 43 3 47 38
Isoamilo ns falaied ns 619 447 1944 82 | 470 253 1.159 150 || 183 119 468 45 243 125 480 139
2-Feniletilo ns *x ns 282 367 1584 <LC| 104 71 285 27 42 26 95 <LC| 48 44 130 <LC
Otros
3-Etoxi-1-propanol ns * rkk 218 192 735 <LC| 372 258 1.128 119 69 46 179 <LC| 285 282 809 <LC
y-Butirolactona ns *kk *kk 512 200 957 188 |2.008 776 4.362 1.039| 1.137 596 2.299 398 | 2.641 1.771 7.077 1.058
Metionol ns ns *x 448 219 1.066 220 | 639 296 1599 289 (| 488 123 669 247 | 622 282 1.221 312

(a): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (b): cuantificado como 3-hidroxibutirato de etilo; ns: no significativo; (***):
significativo al 1%; (**): significativo al 5%; (*): significativo al 10%; DS: desviacion estandar; nd: no detectado; LC: limite de cuantificacion; Int:
Interaccion; Proc: procedencia; Mad: maduracion; Max: maximo; Min: minimo.
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Los fenoles volatiles y los alcoholes contribuyen a la fraccion aromatica
con porcentajes elevados (26% y 20%, respectivamente). Entre los fenoles se
han analizado el 4-etilguayacol (4-EG), el 4-etilfenol (4-EF), el 4-vinilguayacol
(4-VG) y el 4-etilcatecol (4-EC). El fenol volatil mas abundante fue el 4-EC, con
concentraciones promedio en torno a 2 mg/L en las sidras jévenes y 5 mg/L en
las maduras. Por el contrario, el 4-EG fue el minoritario, con concentraciones
promedio cercanas a 600 pg/L. Se observaron diferencias significativas en
funcién del origen Unicamente en el caso del 4-VG, que alcanzé valores de
concentracion inferiores en las sidras vascas, no detectandose en las sidras

maduras.

Entre los alcoholes analizados, el hexanol fue el mas importante, con
una concentracion promedio proxima a 4 mg/L. El origen de la sidra afecto a los
contenidos de t-3-hexenol, c-3-hexenol vy alcohol bencilico, siendo

significativamente inferiores en las sidras de origen vasco.

Los ésteres de etilo y acetatos representaron aproximadamente el 10%
de la fraccidon minoritaria analizada. El propionato y el 4-hidroxibutirato de etilo
alcanzaron las concentraciones mas altas, mientras que el acetato de isoamilo
fue el éster mayoritario entre los acetatos analizados (Tabla 4.2.2). El 4-
hidroxibutirato de etilo, el octanoato de etilo y los acetatos de isoamilo y 2-
feniletilo aportaron diferencias significativas entre las sidras en funcion de su
origen, encontrandose niveles significativamente superiores en las sidras

asturianas.

Otros compuestos analizados fueron el 3-etoxi-l-propanol, la y-
butirolactona y el metionol (Tabla 4.2.2). El 3-etoxi-1-propanol estuvo presente
en mayor concentracion en las sidras asturianas, a diferencia de la y-
butirolactona. ElI metionol se detecté en todos los tipos de sidra analizados en

concentraciones en torno a los 500 pg/L en ambas poblaciones de sidras.

La maduracion de la sidra, que de manera opcional puede realizarse en
contacto con borras, influye notablemente en las caracteristicas sensoriales de

la sidra.
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En cuanto a los volatiles mayoritarios, todos excepto iso-butanol, 1-
butanol, acetoina y 2-feniletanol experimentaron un aumento muy significativo

de la concentracion en las sidras maduras.

Entre los volatiles minoritarios, los alcoholes (hexanol, t-3-hexenol, c-3-
hexenol y bencilico), los ésteres de etilo (propionato, butirato y hexanoato) y los
fenoles volatiles (4-VG y 4-EC) fueron los componentes mas afectados, junto
con el 3-etoxi-1-propanol, la y-butirolactona y el metionol. Todos ellos, excepto

el 4-VG presentaron concentraciones superiores en las sidras maduras.
Perfil olfatométrico de las sidras

Los resultados del estudio olfatométrico de las sidras analizadas se
muestran en la Tabla 4.2.3. Se han establecido de manera convencional dos
grupos atendiendo a la FM (%) media.

El primer grupo esta integrado por aquellos odorantes que alcanzan un
valor promedio de FM = 50% en alguna de las categorias analizadas. Esta
formado por 24 compuestos, detectados en todas las sidras, la mayoria de
ellos con frecuencias modificadas elevadas. Entre estos odorantes se
encuentran diferentes productos de la fermentacion (alcoholes amilicos, 2-
feniletanol, acidos grasos) y fenoles volatiles. Los valores promedio mas altos
de FM correspondieron al 4-EG (83%) y el sotolon (81%) en las sidras
maduras. Ninguno de los compuestos incluidos en este grupo aporta

diferencias significativas en lo referente a la procedencia de la sidra.

En un segundo grupo (FM < 50%) se clasifican 33 odorantes, en este
caso con valores de FM promedio hasta 47%. La mayoria de los compuestos
incluidos en este grupo no se perciben en alguna de las muestras, aunque

algunos alcanzan valores maximos de frecuencia modificada elevados.

El lugar de elaboracion de la sidra afectdé de manera significativa a
cuatro de los compuestos incluidos en este grupo (octanoato de etilo, IRL 1477,
4-hidroxibutirato de etilo, e isoeugenol). En el caso del octanoato de etilo y del

4-hidroxibutirato de etilo, los valores de frecuencia modificada encontrados en
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Tabla 4.2.3. Perfiles olfatométricos de las sidras analizadas: descripcion olfativa, identificacion, frecuencias modificadas promedio,
maxima y minima y resultados de significacion para los diferentes factores (procedencia y maduracion).

Significacién ’SIDRAS ASTURIANAS ’SIDRAS VASCAS
JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS
IRLwax IRLs Descripcion Identidad RefV.
Int Proc.c. Mad. M Max. Min. M Méax. Min.| M Max. Min. M Max. Min.
FM promedio = 50% en alguna de las sidras

931 721 Frutal Acetato de propilo v2 NS ns ns 51 67 30 |52 73 29 |14 22 7 |51 67 15
1074 805 Frutal, dulce, manzana 2-Metibutirato de etilo v6 NS ns ns 62 74 46 |64 79 42 |66 72 56 |63 72 46
1217 753 Tipo alcoholes superiores Alcoholes amilicos v8 NS ns ns 64 77 48 |61 77 45 |58 71 38 |63 74 53
1294 983 Setas 1-Octen-3-ona vi2 Dns ns okk 3 73 7 |72 82 53 (15 26 7 |71 77 59
1299 805 Ahumado, tostado 3-Metil-2-butenol vi3 NS ns % 58 75 7 (22 37 7 |72 76 60 |14 24 7
1383 887 Floral, geranio t-3-Hexenol vie ™ ns ¥ A7 68 7 |56 83 24 (41 59 22 |54 75 33
1448 Vinagre, alcoholes superiores Acido acético v22 NS ns #»x 59 75 32 |68 77 55 |56 66 41 |66 75 58
1529 909 Graso, pesado Acido i-butanoico v30 ™ ns % 20 51 7 |46 79 18 |19 30 7 |50 73 7
1635 954 Rancio, barniz y-Butirolactona v34 NS ns ns 72 82 59 (73 83 60 (70 80 58 |76 81 71
1681 Queso, rancio Acido 2-metilbutanoico v36 NS ns ns 76 85 55 |76 87 62 |71 80 60 |77 83 68
1735 1013 Vegetales cocidos, azufrado  Metionol v38 NS ns bl 68 77 48 |54 72 22 |67 73 46 |55 62 46
1837 1267 Compota, floral Acetato de 2-feniletilo v43 NS ns ns 71 81 48 |69 81 52 |71 79 57 |72 80 55
1860 1174 Graso, establo Acido hexanoico vd4 NS ns ¥k 64 81 46 |71 86 24 |61 73 42 |74 83 60
1929 1175 Rosas 2-Feniletanol vd7 NS ns ns 77 89 54 (80 88 73 |75 80 62 |77 83 61
2047 1294 Dulce, especiado 4-Etilguayacol v52 NS ns ns 76 88 43 |79 89 51 |74 84 65 |83 90 79
2078 1358 Graso, establo, especiado Acido octanoico v64 NS ns ¥»x 26 72 15 [63 80 24 |27 45 13 |62 81 18
2079 Dulce, especiado ni vb5 NS ns ns 62 83 18 |37 60 11 |16 28 7 |50 72 35
2100 1123 Cuero, establo p-Cresol v67 NS  ns ns 41 79 7 |48 73 21 |68 76 53 |48 70 32
2171 1476 Especiado, dulce, establo y-Decalactona v62 NS ns ns 39 67 7 |50 77 21 |46 69 7 |38 67 18
2183 1385 Especiado, clavo Eugenol v63 NS ns k29 47 7 |51 85 24 |39 66 7 |48 65 24
2194 1165 Cuero, establo 4-Etilfenol v64 NS ns ns 70 8 49 |70 86 47 |72 81 61 |74 82 61
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Tabla 4.2.3. (Cont.)

SIDRAS ASTURIANAS

SIDRAS VASCAS

Significacion . _
JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS
IRLwax IRLs Descripcion Identidad RefV.
Int Proc. Mad. M M&x. Min. M Max. Min.| M Max. Min. M Maéax. Min.

2210 1095 Ahumado, especiado, curry Sotolén v66 NS ns ns 77 88 54 |80 88 69 |77 83 70 |81 88 74

2246 1279 Ahumado, especiado 4-Vinilguayacol v68 NS ns ns 52 73 7 |41 63 21 |44 67 18 |50 65 37

2285 1451 Graso, establo Acido decanoico vil NS ns ns 71 83 31 |66 84 11 (71 81 51 |68 82 45
FM promedio < 50% en alguna de las sidras

905 719 Frutal Propionato de etilo vli NS nps ns 15 34 0|19 43 0 (48 62 22 |28 65 0
1057 804 Frutal Butirato de etilo vd NS ps ns 41 66 9|37 62 22 |38 62 15 (43 56 30
1144 879 Frutal, platano Acetato de isoamilo vi NS ns ns 27 57 0|22 42 0 |16 24 0 |20 24 0
1240 1183 Fruta madura Hexanoato de etilo vi0 NS ns ns 46 63 30(44 65 0 |41 54 22 [45 66 30
1364 889 Floral, frutal Hexanol vi5 NS ns ns 20 35 0|22 65 0|0 0 0 |16 33 0
1404 867 Floral, dulce c-3-Hexenol vi7 NS ns 21 44 0 |25 47 0 [13 30 0 [34 71 0
1419 Dulce, especiado ni vi9 NS ns ns 25 63 0|0 O 0 |11 18 0 |16 22 0
1440 1190 Frutal, hierba, resinoso Octanoato de etilo v21 NS ns 17 37 0 |17 50 0 [13 29 0 [12 26 0
1466 908 Polvo, rancio, vegetales cocidos Metional v23 ns *x 21 54 0 |36 63 7 (26 37 0 |22 39 0
1477 Especiado, verdura cocida ni v24 NS ek k24 61 0 |38 57 9 |0 0 0 |39 54 0
1494 957 Frutal, floral 3-Hidroxibutirato de etlo v27 NS ns WEo 17 39 0|41 68 0 |26 33 0 [41 65 0
1508 Graso, frutal ni v28 NS ns ns 29 63 710 0 0 |23 26 0 |7 7 0
1519 856 Graso, establo Acido propanoico v29 NS ns k14 49 0|41 67 11 (26 37 0 |45 58 34
1554 1096 Graso, resinoso 1-Octanol v3i2 NS ns ns 23 47 0|22 42 0 |20 36 7 |22 51 0
1567 966 LActeo, queso azul Acido butanoico v33 ™ ns v 26 44 0|0 O 0 |10 15 0 |16 39 0
1768 Caldoso ni vd0 NS ns ns 38 66 0 [32 55 7 |20 55 0 [40 50 22
1775 Floral, frutal, coco ni V4l Y e e 18 41 0|29 55 0 (14 27 O |7 7 0
1801 Dulce, floral 4-Hidroxibutirato de etilo® v42 NS x ns 30 59 0|29 55 0 [11 9 0 [15 39 0
1880 1118 Ahumado, dulce, especiado Guayacol vd5 NS ns ns 26 63 01|29 54 0 |25 47 0 |31 46 0
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Tabla 4.2.3. (Cont.)

Significacién ,SIDRAS ASTURIANAS ’SIDRAS VASCAS
JOVENES MADURAS JOVENES MADURAS

IRLwax IRLs Descripcion Identidad RefV.

Int Proc. Mad. M Méx. Min. M Max. Min.|M M&x. Min. M Méax. Min.
1903 1071 Floral, frutal, dulce Alcohol bencilico v46 ns ns ns 36 66 9 [33 58 14 |33 49 0 [37 62 18
1986 Floral, especiado ni v49 * o * 14 44 0 |22 66 0 |21 41 0 |15 33 O
2001 1088 Ahumado o-Cresol v50 ns ns ns 26 63 0 |20 43 0 |20 49 0 |22 41 7
2023 Graso, especiado ni v51 > ns *»* 18 25 0 |28 59 0 (21 38 0 (20 41 O
2109 1099 Cuero, establo m-Cresol v58 ns ns il 44 68 0 |22 53 9 [47 66 26 |21 47 0
2143 Dulce, especiado ni v59 ns ns ns 16 33 0 [18 45 0 |27 51 0 |10 11 0
2169 Floral, dulce ni v61l * ns ¥ 37 61 0 |27 53 0 |42 63 0 |16 29 0
2244 Especiado, ahumado ni v67 * ol ns 20 32 0 [20 34 11 (26 45 13 (30 48 0
2252 Especiado, dulce ni v69 ns ns ns 0 0 0 |24 61 7 |15 26 0 |14 21 0
2261 1913 Resinoso, hierba seca Hexadecanoato de etilo  v70 ns ns ns 20 45 0 |33 77 11 (31 71 0 |23 39 0
2297 Establo, fendlico ni V72 * ns k20 27 0 [36 75 9 (36 68 0 |28 37 0
2333 Establo, fendlico ni v75 ns ns ns 13 24 0 |24 52 7 |15 24 0 |30 58 7
2358 Cuadra, floral ni V76 ns ns ns 18 39 0 [13 29 0 [11 18 0 (21 42 0
2360 1496 Ahumado, fendlico Isoeugenol v77 ns ok ns 22 32 0 [12 29 0 |15 37 0 |25 51 0

IRLwax, IRLs: indice de retencion lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; RefV: referencia de las variables; Int: interaccion; ni: no identificado; (***):
significativo al 1%; (**): significativo al 5%; (***): significativo al 10%; ns: no significativo; Proc: procedencia; Mad: maduracion; M: media; Max: maximo;
Min: minimo; a: tentativamente identificado.
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las sidras asturianas fueron significativamente superiores, en concordancia con

una mayor concentracion de estos compuestos (Tabla 4.2.2)

El resto de los picos mostraron diferentes comportamientos. El
compuesto con IRL 1477, descrito como especiado, verdura cocida, se detectd
en ambas sidras maduras con FM similares, mientras que en las sidras jovenes
aparecen diferencias: no es detectado en las sidras vascas, mientras que en

las asturianas se percibe, aunque con una frecuencia modificada baja (24%).

La maduracion afectd significativamente al perfil olfatométrico de las
sidras. De manera general, se produce un incremento de las intensidades de
deteccion en las sidras maduras, excepto 3-metil-2-butenol, metionol, y m-

cresol, que disminuyen (Tabla 4.2.3).

Entre los odorantes con FM = 50%, la maduracion afecta a siete
compuestos. En este grupo se han cuantificado los &cidos hexanoico y
octanoico, 3-metil-2-butenol y metionol. Los dos primeros muestran tendencias
de variacion olfatométrica coherentes con las observadas a nivel cuantitativo,

mientras que el metionol presenta un comportamiento diferente (Tabla 4.2.2).

Entre los odorantes incluidos en el segundo grupo, solo han sido
cuantificados el c-3-hexenol y el 3-hidroxibutirato de etilo, observandose la
misma tendencia en el analisis olfatométrico y en el cuantitativo, es decir, un

aumento de concentraciones e intensidades de percepcion.
4.3. Tipificacion de la sidra natural

Se ha llevado a cabo un analisis de regresion discriminante por minimos
cuadrados (D-PLS), definiendo una variable respuesta de caracter binario, Y
(Origen 6 Maduracion). Las variables predictoras fueron olfatométricas (n= 77)
y quimicas cuantitativas (n= 51), incluyendo aromas, parametros globales,

acidos organicos y polialcoholes.

Como etapa previa al andlisis de regresion, las variables fueron

centradas y se eliminaron seis variables olfatométricas por tener varianza igual
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a cero. La matriz de datos final tuvo una dimensién (filas x columnas) de 58

(observaciones) x 123 (variables).

La variable respuesta se definig, en funcion de la fuente de variacion, del

modo siguiente:

e PLS-Origen: Y= 0 (procedencia Asturias, n= 38), 6 Y= 1 (procedencia Pais
Vasco, n= 20).

e PLS-Maduracién: Y= 0 (sidras maduras, n= 28), 6 Y= 1 (sidras jovenes, n=
30), categorizadas en funcion del tiempo transcurrido desde el mayado,

como se describe en el apartado 4.2.1.

Los modelos discriminantes fueron verificados por validacién cruzada
con tres grupos de cancelacion, asignando de modo aleatorio 19 muestras en

cada grupo.
4.3.1. Origen de las sidras

La utilizacion de las variables quimicas no proporcion6 resultados
satisfactorios en la construccién de modelos de prediccion segun el origen, por
lo que solo se trabajé con las variables olfatométricas. EI modelo lineal

obtenido con estas Ultimas se resume en la Tabla 4.3.1.

Tabla 4.3.1. Parametros estadisticos del modelo discriminante de sidras en funcién del
origen.

Calibracion Prediccion

Pendiente (m) 0,91 0,88
Coeficiente de correlacion (R) 0,95 0,94
Coeficiente de determinacion (R?) 0,90 0,88
Error estandar SEC =0,14 SEP =0,17

SEC: error estandar de calibracion; SEP: error estandar de prediccion

Como se puede observar, el modelo de regresion explica el 88% de la
varianza del origen, con un error de prediccion de 0,17. La relacion entre los
errores de calibracion y de prediccion fue de 1,21, por lo que cabe considerar

qgue el modelo esta correctamente validado, si tenemos en cuenta el criterio de
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no alcanzar una ratio maxima (SEP/SEC) de 1,33. Es decir, el error de

prediccién no puede superar en mas de un 33% al error de calibracion.

En la Figura 4.3.1 se representan los pesos (loadings) de las variables
predictoras sobre el plano formado por las dos primeras componentes, que en

conjunto explican el 42% de la varianza.
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Figura 4.3.1. Proyeccion de las variables olfatométricas sobre el plano de las dos
primeras componentes principales. Referencia de las variables, ver Tabla 4.2.3.

Las variables mas correlacionadas con la CP1 (v2, v12, v36, v47, v52,
v66, correspondientes a acetato de propilo, 1-octen-3-ona, acido 2-
metilbutanoico, 2-feniletanol, 4-EG y sotolén), permiten discriminar las sidras
segun su procedencia, mientras que las variables mas correlacionadas con la
CP2 (v1, v13 y v57, correspondientes a propionato de etilo, 3-metil-2-butenol y

p-cresol), separan las muestras vascas segun su madurez.

En la Figura 4.3.2. se proyectan los valores (scores) de las distintas
observaciones. En esta figura se recoge también la elipse de la T? de Hotelling

al 95% de confianza, no detectandose outliers en este conjunto de muestras.
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P2 Srores

FLS origen, -expl 29% . 13% Y-expl: 75%,16%

Figura 4.3.2. Proyeccion de las sidras sobre el plano formado por las dos primeras
componentes principales. N: Asturias; V: Pais Vasco.

Como se puede apreciar, el primer eje permite separar las sidras por su
lugar de origen, y ademas, la segunda componente principal establece

diferencias entre las sidras vascas por su nivel de maduracion.
4.3.2. Maduracion de las sidras

Una primera estimacion de posible relacion lineal entre las variables
predictoras con la variable binaria Ymaduracisn NOS ha permitido concluir que solo
los perfiles aromaticos (olfatométricos y cuantitativos) presentaban buenas
correlaciones con el factor maduracion, por lo que no se han tenido en cuenta

los pardmetros globales, los acidos organicos, ni los polialcoholes.

El modelo discriminante obtenido utilizando las variables olfatométricas
se resume en la Tabla 4.3.2. Este modelo matematico es capaz de explicar el
92% de la varianza observada, con un error de prediccion de 0,15 que supera
al error de calibracién (0,13) en solo un 15%, por lo que podemos considerar
gue el modelo esta correctamente validado.

Tabla 4.3.2. Parametros estadisticos del modelo discriminante de sidras en funcién de
la madurez, obtenidos a partir de las variables olfatométricas.

Calibracion Prediccioén

Pendiente (m) 0,93 0,88
Coeficiente de correlacién (R) 0,97 0,96
Coeficiente de determinacion (RZ) 0,94 0,92
Error estandar SEC=0,13 SEP=0,15

SEC: error estandar de calibracién; SEP: error estandar de prediccién
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La representacion de los pesos de las variables olfatométricas sobre el
plano de las dos primeras componentes principales nos permite identificar qué
odorantes son relevantes en la construccion del modelo discriminante (Figura
4.3.3). Los odorantes v12 y v13 (1-octen-3-ona y 3-metil-2-butenol) son los mas
correlacionados con el primer eje, y presentan, ademas, los mayores

coeficientes de regresion en el modelo PLS.
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Figura 4.3.3. Proyeccién de las variables olfatométricas sobre el plano de las dos
primeras componentes principales. Referencia de las variables, ver Tabla 4.2.3.

Contribuyen también con altos coeficientes de regresion acidos como
propanoico (v29), i-butanoico (v30), octanoico (v54) y decanoico (v71), fenoles
como eugenol (v63), 4-VG (v68) y m-cresol (v58), ésteres como el 3-
hidroxibutirato de etilo (v27) y acetato de 2-feniletilo (v43), y metionol (v38). El
acido aceético (v22) participa en este modelo con un coeficiente de regresion un

orden de magnitud inferior al de las variables citadas.

En la Figura 4.3.4 se proyectan los valores (scores) de las distintas

observaciones.

El andlisis de componentes principales computado con las variables
olfatométricas permite explicar el 49% de la varianza para las dos primeras
componentes principales, no habiéndose observado outliers en este conjunto

de sidras.
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En esta figura, las sidras jovenes se sitan a la derecha de la primera
componente principal, y las maduras a la izquierda. Entre estas Ultimas se
establecen dos sub-categorias a lo largo del segundo eje, que permite
diferenciar las muestras, ademas, por su lugar de origen. Ello pone de
manifiesto la diferente tipicidad de las sidras asturianas y vascas cuando estan

mas evolucionadas.
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Figura 4.3.4. Proyeccion de las sidras sobre el plano formado por las dos primeras
componentes principales. Sidras maduras: N1-22; V1-10; Sidras joévenes; N23-40;
V11-20).

Tomando como variables predictoras los compuestos volatiles
analizados, se obtiene el modelo discriminante resumido en la Tabla 4.3.3. Este
modelo explica el 66 % de la varianza debida a la madurez de las sidras, con
un error estandar de prediccion de 0,29, que es un 12% inferior al error de
calibracion (0,26).

Tabla 4.3.3. Parametros estadisticos del modelo discriminante de sidras en funcion de
la madurez obtenido a partir de la concentracién aromatica.

Calibracion  Prediccién

Pendiente (m) 0,73 0,69
Coeficiente de correlacion (R) 0,86 0,81
Coeficiente de determinacion (R?) 0,74 0,66
Error estandar SEC =0,26 SEP =0,29

SEC: error estandar de calibracion; SEP: error estandar de prediccion
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El andlisis de componentes principales dio como resultado un modelo
que permite explicar el 61% de la varianza con las dos primeras componentes.
La proyeccion de los loadings de los analitos sobre el plano formado por éstas

se muestra en la Figura 4.3.5. Destaca la relevante correlacion del 4-EC con

ambos ejes.
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Figura 4.3.5. Proyeccion de los aromas en el plano formado por las dos primeras
componentes principales.

En la Figura 4.3.6 se muestran los scores de las sidras sobre el plano
formado por las dos primeras componentes principales, junto con la elipse de la
T2 de Hotelling, que identifica dos muestras outliers: N25 y V10. La mayor parte
de las sidras maduras se proyectan en la parte negativa, y las jévenes, en la
parte positiva del primer eje. Por lo tanto, Las variables mas relacionadas con
la maduracion son 4-EC, 4-EF, hexanol, acido hexanoico, y-butirolactona y
propionato de etilo; sin embargo, el 4-VG esta asociado a las sidras mas

jovenes.

La referencia V10 present6 las mayores concentraciones de hexanol y y-
butirolactona y sus contenidos de propionato de etilo y acido hexanoico se
sitlan también entre los mas altos de la poblacion analizada. Por el contrario,
su nivel de 4-EC fue uno de los mas bajos. La referencia N25 mostro la mayor
concentracion de 4-EC y la menor de 4-VG, mientras que el resto de
compuestos identificados como discriminantes se encontraron en los rangos de

concentracion mas bajos (Tabla 4.2.2).
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P2 Scores
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Figura 4.3.6. Proyeccién de los scores de las sidras sobre el plano de las dos
primeras componentes principales. Asturianas maduras: N1-20; asturianas joévenes:
N23-40; vascas maduras: V1-10; vascas jévenes: V11-20.

Las variables con mayor coeficiente de regresion en el modelo PLS
fueron el propionato de etilo, hexanol, y-butirolactona, &cido hexanoico, 4-VG y
4-EC. De acuerdo con lo expuesto en la Tabla 4.2.2, los contenidos de estos
compuestos fueron superiores en las sidras maduras, excepto el 4-VG, que no

fue detectado en las sidras vascas maduras.
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Capitulo 5

5.1. Introduccion

La crianza sobre borras o lias es una etapa opcional en la elaboracion
de sidra que tradicionalmente se asocia con una mayor complejidad aromatica
y una mejora de los atributos visuales. Esta etapa es una practica enoldgica
habitual en la produccion de vinos espumosos y en algun tipo de vino blanco.
Hoy en dia, el envejecimiento sobre lias esta ganando relevancia también en la
elaboracion de vinos tintos en todas las zonas viticolas (Fornairon-Bonnefond
et al., 2002; Pérez- Serradilla y Luque de Castro, 2008).

La composicion de las borras es muy variable, ya que estan formadas
principalmente por microorganismos (levaduras y bacterias) y sus productos de
autolisis, junto con residuos organicos e inorganicos provenientes del mosto. La
autolisis de las levaduras proporciona a la sidra valiosos componentes
macromoleculares, los cuales juegan un papel importante en el fenébmeno de la
estabilidad coloidal, la estimulacion de la fermentacion malolactica y la mejora
sensorial de los vinos (Fornairon-Bonnefond et al., 2002). Ademas, las borras
son capaces de retener componentes indeseables, como sulfuros y fenoles
volatiles (Chassagne et al., 2005; Pradelles et al., 2008; Vasserot et al., 2003),
lo cual refuerza las evidencias existentes de la capacidad de las borras para

modificar las caracteristicas organolépticas de los vinos.

En cuanto al aroma, existe controversia sobre la influencia de un breve
contacto con lias en la composicion del vino. Bueno et al. (2006) encontraron
diferentes comportamientos en funcion de la variedad de uva utilizada en la
elaboracion; Bautista et al. (2007) observaron un incremento significativo
generalizado de los compuestos volatiles del vino después del contacto con sus
lias, mientras que otros investigadores (Loscos et al., 2009) encontraron el
efecto contrario. En el caso particular de los vinos espumosos, existen perfiles
tipicos de los compuestos volatiles relacionados con el tiempo de
envejecimiento (Francioli et al., 2003; Torrens et al., 2010), y en sidras
espumosas el tiempo de envejecimiento ha sido identificado como el principal
responsable de los cambios en la composicién aromatica (Rodriguez Madrera
et al., 2008).
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El manejo de las lias en la elaboracién del vino ha sido el objeto de
muchos trabajos. Algunas investigaciones incluyen la aplicacion de
microoxigenacion para reducir los olores indeseables a sulfuros reducidos o
para refinar el color y la estabilidad de vino (Gomez-Plaza y Cano-Lopez,
2011), y el uso de enzimas para acelerar el proceso de autolisis 0 mejorar el
potencial aroméatico de los vinos (Masino et al.,, 2008; Moreno-Arribas y Polo,
2005; Rocha et al., 2005; Sanchez Palomo et al., 2005; Torresi et al., 2011).

Los estudios de crianza de la sidra sobre las borras son practicamente
inexistentes. Por ello, dada la repercusion que esta practica puede tener sobre
la calidad aromatica de la sidra, en este capitulo abordaremos la influencia que
la presencia de borra, la microoxigenaciéon y la adicién de enzima tienen sobre

el perfil aromatico y olfatométrico de la sidra natural.
5.2. Diseio experimental

Mil litros de sidra en rama elaborados en un lagar local fueron
distribuidos en diez tanques de acero inoxidable de 100 L. La sidra proviene de
mosto de una mezcla de manzanas de sidra obtenido por el sistema tradicional
y fermentacion espontanea. Las borras provenientes de la fermentacion de esta
sidra fueron utilizadas sin ninguna otra manipulacion. A todas las unidades
experimentales, salvo los controles, se les afadieron borras (5% v/v), y
diferentes combinaciones de enzima (B-glucanasa, 5g/hL) y oxigeno
(6mL/L/mes). El experimento duré dos meses, durante los cuales la
temperatura se mantuvo a 12 °C. Transcurrido este tiempo las sidras fueron

muestreadas y analizadas.

La Figura 5.2.1 recoge el diseiio experimental utilizado. Se trata de un
disefio factorial (2%) de dos factores (microoxigenacioén y enzima) y dos niveles
(ausencia/presencia) para cada factor. Se emplearon dos réplicas para cada
combinacion factorial y dos unidades control. También se compar6 el factor

borras frente a las muestras control.
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SIDRA(1.000 L)
CONTROL | | BORRAS+ OXIGENO BORRAS
(2 tanques) (6 mLL/mes) SIN OXIGENO
SIN ENZIMA ENZIMA SIN ENZIMA ENZIMA
(2 tanques) (B-Glucanasa, 5 g/hL) (2 tanques) {B-Glucanasa, 5 g/hL)
(2 tanques) (2 tanques)
T-0 T-1 T-2 T-3 T-4

Figura 5.2.1. Representacion esquemaética del disefio experimental.
5.3. Resultados

Perfil cuantitativo de las sidras

En la Tabla 5.3.1 se resumen los datos comparativos obtenidos para la
composicion volatil de las sidras sometidas a contacto con borras y los

controles.

Con relacién a los volétiles mayoritarios, el contacto con borras dio lugar
a un decrecimiento de los contenidos de i-butanol, alcoholes amilicos y

acetoina, y al aumento de 1-propanol.

En cuanto a los compuestos volatiles minoritarios, el tratamiento con
borras dio lugar a descensos significativos de los contenidos de 4-VG y
acetatos, e incrementos de la concentracion de todos los demas componentes
analizados, excepto siete (acido decanoico, 4-EG, c-3-hexenol, 3-
hidroxibutirato de etilo, 4-hidroxibutirato de etilo, y-butirolactona y metionol).
Dicho aumento de la concentracion fue notorio en el caso de 3-etoxi-1-

propanol, 4-EC, octanoato de etilo y &cido octanoico.

La variacion experimentada por varios compuestos (1-propanol, 4-VG, 4-

EC, hexanol, t-3-hexenol, bencilico, hexanoato de etilo y 3-etoxi-1-propanol) en

77



Influencia de la crianza sobre borras en el perfil aroméatico de la sidra

Tabla 5.3.1. Efecto del contacto con borras en la composicion volatil (media de

tratamientos + DS) de las sidras estudiadas.

Sig Control Borras
Volatiles mayoritarios (mg/L)
Acetaldehido ns 10+4 9+3
Acetato de etilo ns 41 £ 2 40+ 3
Metanol ns 50+2 47 £5
1-Propanol rxk 10+1 14+ 2
i-Butanol * 33+1 31+3
1-Butanol ns 3+x1 3+x1
Alcoholes amilicos® * 233 +8 218 +18
Acetoina *xk 35+6 22+6
Lactato de etilo ns 56 +8 56 +6
2-Feniletanol ns 150 +5 146 £ 11
Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos
Hexanoico ok 3.198 + 488 4,232 + 339
Octanoico il 5.663 + 669 13.543 £ 2.724
Decanoico ns 2.268 + 663 2.400+£1.124
Fenoles Volatiles
4-Etilguayacol ns 110+ 75 159 + 29
4-Etilfenol *xk 1.735 + 268 3.036 £ 178
4-Vinilguayacol rokk 3.173 £ 458 1.832 + 360
4-Etilcatecol *xk 3.332+1.040 14.002 + 3.099
Alcoholes
3-Metil-3-butenol hk 21+3 28+2
1-Pentanol ok 55+13 70+ 6
3-Metil-2-butenol xk 17+3 28+4
3-Metil-1-pentanol * 74 £12 82+5
Hexanol hx 3.741 + 607 4.482 + 296
t-3-Hexenol *x 32+4 36+3
c-3-Hexenol ns 450 + 84 499+ 34
Bencilico ok 94 +21 179+ 34
Esteres de etilo
2-Metilbutirato *x 17+6 26+4
Hexanoato *xk 221 +41 317 +44
Octanoato ok 510 £103 1.841 £ 459
3-Hidroxibutirato ns 47 +9 51+6
4-Hidroxibutirato® ns 725 + 150 710 + 126
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Capitulo 5

Tabla 5.3.1. (Cont.)

Sig Control Borras

Acetatos

Isoamilo ok 455 + 96 333+43
2-Feniletilo *hk 267 £ 75 102 £ 15
Otros

3-Etoxi-1-propanol rrk 70+18 577 £ 169
y-Butirolactona ns 659 +£ 118 699 £171
Metionol ns 514 + 89 449 + 73

(a): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (b): cuantificado como 3-
hidroxibutirato de etilo; DS: desviacidn estandar; ns: no significativo; (***): significativo al 1%;
(**): significativo al 5%; (*): significativo al 10%.

las sidras en contacto con borras sigue la misma pauta que lo observado en las

sidras maduras (Tabla 4.2.2).

El efecto de la aplicacion de microoxigenaciéon y enzima en la

composicién aromatica de las sidras estudiadas se resume en la Tabla 5.3.2.

Entre los volatiles mayoritarios el efecto de la microoxigenacion no fue
significativo, mientras que la adicion de enzima afecté al contenido de todos

excepto el acetaldehido y acetato de etilo.

En cuanto a los acidos grasos, se observl una tendencia hacia valores
mas elevados de concentracion en las sidras sometidas a microoxigenacion
(Tabla 5.3.2), si bien solo se detectaron disminuciones significativas en el acido

decanoico cuando se anadié enzima.

Las sidras tratadas con oxigeno presentaron niveles significativamente
mas elevados de 3-etoxi-1-propanol. Asi mismo, otros compuestos como el 4-
hidroxibutirato de etilo, la y-butirolactona y el metionol experimentaron
aumentos de sus concentraciones como consecuencia de la aplicacion de
microoxigenacion, observandose una interaccion significativa del enzima. Este
altimo factor tuvo una influencia neta sobre el incremento de la concentracion
de octanoato de etilo (Tabla 5.3.2).
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Tabla 5.3.2. Efecto de la aplicacion de oxigeno y/o enzima en la composicion volatil (media del tratamiento + DS) de las sidras

estudiadas.

Int Ox Enz no-Oxigeno Oxigeno no-Enzima Enzima
Volatiles mayoritarios (mg/L)
Acetaldehido ns ns ns 11+£5 11+3 11+£3 11+£5
Acetato de etilo ns ns ns 38+3 39+6 39+4 375
Metanol ns ns *** 45+5 43 +7 47 +6 42 +5
1-Propanol ns ns *** 14+2 14+2 15+£2 13+£1
i-Butanol ns ns ** 30+3 29+4 31+3 28+4
1-Butanol ns ns ** 3+0 2+1 3+0 2+1
Alcoholes amilicos® NS ns *** 209 +19 205 + 29 218 + 20 196 + 24
Acetoina ** s 37 £25 32+11 27+9 42 + 23
Lactato de etilo **  png  x* 56+5 57 +22 62+19 517
2-Feniletanol ns ns ** 139+ 12 137 +18 146 + 12 130+ 14
Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos
Hexanoico ns ns ns 3.906 + 435 4.375 + 654 4.215 + 433 4.066 + 731
Octanoico ns ns ns 12.128 + 2.497 13.227 +2.735 13.124 + 2.064 12.361 + 3.103
Decanoico ns ns ** 1.988 £ 922 2.148 + 452 2.378 £ 839 1.757 £400
Fenoles Volatiles
4-Etilguayacol ns ns ns 123 +45 121+ 30 133 +£39 111 +33
4-Etilfenol ns ns ns 2.772 £ 335 2.985 + 440 2.945 + 324 2.812 + 465
4-Vinilguayacol ns ns ns 1.716 £ 371 1.586 + 322 1.745 £ 342 1.557 + 339
4-Etilcatecol *  *** g 12.652 + 2.630 18.159 +3.474 15.684 + 3351 15.126 + 4875
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Tabla 5.3.2. (Cont.)

Int Ox Enz no-Oxigeno Oxigeno no-Enzima Enzima
Alcoholes
3-Metil-3-butenol ¥»** ns  ns 24+4 28+4 37+3 25+6
1-Pentanol * ns  ns 62 +£10 70 £10 69 +8 63+12
3-Metil-2-butenol ** ns  ns 25+5 29+5 28+3 26 +6
3-Metil-1-pentanol * ns ns 7511 88 £ 12 84 +7 79 £17
Hexanol * ns ns 4.041 + 580 4.412 £ 629 4.347 £ 475 4.107 £ 740
t-3-Hexenol *  ns  ns 32+5 36+6 35+4 337
c-3-Hexenol ns ns ns 452 + 66 518 + 78 497 + 52 473 £ 98
Bencilico * ns  ns 149 + 39 168 + 28 171 + 27 147 + 38
Esteres de etilo
2-Metilbutirato ns ns ns 25+3 24 +7 24 +4 25+ 7
Hexanoato ns ns ns 314 +£40 315 £ 90 296 £ 42 334 £ 85
Octanoato ns ns * 2.069 + 640 1.922 +995 1.647 + 442 2.343 + 979
3-Hidroxibutirato ns ns ns 46 + 7 56 +8 52+6 50+11
4-Hidroxibutirato® ¥ % ng 628 +127 878 + 147 773 +137 733 +226
Acetatos
Isoamilo ns ns ns 315+ 62 312 + 62 310 +49 318+ 73
2-Feniletilo nNs ns ns 94 +14 96 + 29 93+17 97 £ 27
Otros
3-Etoxi-1-propanol ns ** ns 515 +184 1.005+134 788 + 255 731 + 337
y-Butirolactona L o[ 607 + 165 955 + 151 801 + 183 762 + 283
Metionol ¥ % ng 399 +77 536 + 89 484 + 83 450 + 128

(a): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (b): cuantificado como 3-hidroxibutirato de etilo; Int: interaccion; DS: desviacion

estandar; Ox: oxigeno; Enz: enzima; ns: no significativo; (***): significativo al 1%; (**): significativo al 5%; (*): significativo al 10%.
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Influencia de la crianza sobre borras en el perfil aroméatico de la sidra

El andlisis ASCA ha sido recomendado en los casos donde se dispone
de un gran niumero de variables muy correlacionadas y pocas observaciones,
como es este caso, donde el analisis MANOVA puede tener dificultades para
detectar efectos significativos de los factores sobre las variables

correspondientes (Jansen et al., 2005).

El andlisis ASCA realizado dio cuatro vectores: Xa1, Xa2 (promedio de los
tratamientos con y sin oxigeno, respectivamente) y Xg: Y Xg2 (promedio de los
tratamientos con y sin enzima, respectivamente), que se proyectan sobre la
Gnica componente principal computada. Los vectores Xa1 Y Xg2 tuvieron pesos
(loadings) positivos, mientras que se observo lo contrario para Xaz Y Xg1. Cinco
variables quimicas presentaron los pesos mas significativos en esta
componente principal. Por un lado, el 4-EC (0,97) se asocido con los
tratamientos con oxigeno, mientras que se observo lo opuesto para el 4-VG (-
0,06). Por otro lado, el contenido de octanoato de etilo se correlacioné con los
tratamientos con enzima (-0,50), mientras que la produccién de los acidos
octanoico (0,35) y decanoico (0,75) fue superior sin adicion de B-glucanasa.
Este tratamiento de los datos nos ha permitido confirmar la influencia de la
aplicacion de microoxigenacion sobre el incremento de la concentracion de 4-
EC, o poner de manifiesto el efecto del enzima en el descenso del contenido de

acido octanoico, el cual no resultd significativo segun el analisis de varianza.
Perfil olfatométrico de las sidras

En la Tabla 5.3.3 se muestran aquellos odorantes que aportan
diferencias significativas en el andlisis olfatométrico de las sidras tratadas con
borras.

El contacto con borras produjo incrementos significativos de las
intensidades olfatométricas de propionato de etilo, c-3-hexenol, acido acético,

alcohol bencilico y m-cresol. Lo contrario fue observado para el diacetilo.
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Tabla 5.3.3. Odorantes significativamente influenciados por el contacto con borras.

IRLwax IRLs Descripcién Identidad RefV  Sig. Control Borras
905 719 Frutal Propionato de etilo vl * 0 19
972 Mantequilla Diacetilo v3  F 25 0
1404 867 Floral, dulce c-3-Hexenol v1l7 7 43
1448 Vinagre, alcoholes superiores Acido acético v22 % 28 47
1903 1071 Frutal, floral, dulce Alcohol bencilico v46 0 53
2109 1099 Cuero, establo m-Cresol vb8 ** 13 46

IRLwax, IRLs: indice de retencién lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; RefV: referencia de
las variables; Sig: nivel de significacién; (***): significativo al 1%; (**): significativo al 5%; (***):
significativo al 10%.

El efecto de la aplicacion de oxigeno o enzima se muestra en la Tabla

5.3.4. La aplicacion de oxigeno dio lugar a incrementos en la intensidad de olor

de ésteres como el hexanoato de etilo, y de algunos alcoholes (3-metil-2-

butenol, t-3-hexenol), y a la disminucion de la frecuencia media de 1-octen-3-

ona, 4-EG y c-3-hexenol.

butenol.
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Influencia de la crianza sobre borras en el perfil aroméatico de la sidra

Tabla 5.3.4. Perfiles olfatométricos de las sidras analizadas.

IRLwax IRLs Descripcion Identidad Ref.V Significacion Tratamientos

Int Ox Enz |no-Ox Ox no-Enz Enz
FM promedio 2 50%
1093 818 Fruta madura Acetato de butilo V6 *rx rrk o kkk 57 63 55 65
1217 753 Tipo alcoholes superiores Alcoholes amilicos v8 ns ns ns 65 58 66 58
1240 1186 Fruta madura Hexanoato de etilo v10 ns * ns 44 60 46 59
1294 983 Setas 1-Octen-3-ona v12 ns * ns 51 34 42 44
1299 805 Ahumado, tostado 3-Metil-2-butenol v13 ns rrk ok 40 74 63 52
1383 887 Floral, geranio t-3-Hexenol v16 ns * ns 50 69 58 61
1448 Vinagre, alcoholes superiores  Acido acético v22 ns ns ns 52 63 58 58
1466 Polvo, rancio, vegetales cocidos Metional v23 ns ns ns 48 51 51 47
1635 954 Rancio, barniz y-Butirolactona v34 ns ns ns 7179 73 77
1681 Queso, rancio Acido 2-metilbutanoico  v36 ns ns ns 76 75 78 74
1735 1013 Vegetales cocidos, azufrado Metionol v38 ns ns ns 48 47 50 45
1837 1267 Compota, floral Acetato de 2-feniletilo v43 ns ns ns 57 63 63 58
1860 1174 Graso, establo Acido hexanoico va4 ns ns ns 75 75 75 75
1903 1071 Frutal, floral, dulce Alcohol bencilico v46 ns ns ns 44 50 50 44
1929 1175 Rosas 2-Feniletanol va7 ns ns ns 76 81 77 79
2047 1291 Dulce, especiado 4-Etilguayacol v52 ns * ns 61 52 41 71
2086 Dulce, especiado ni v55 ns ns ns 57 82 69 71
2194 1165 Cuero, establo 4-Etilfenol v64 ns ns ns 55 64 56 63
2210 1095 Ahumado, especiado, curry Sotolon V66 ns ns ns 81 78 75 84
2246 1279 Ahumado, especiado 4-Vinilguayacol v68 ns ns ns 33 57 50 41
2285 1451 Graso, establo Acido decanoico v7l ns ns ns 61 76 64 73
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Tabla 5.3.4. (Cont.)

IRLwax IRLs Descripcion Identidad Ref.V Significacion Tratamientos
Int Ox Enz |no-Ox Ox no-Enz Enz
FM promedio < 50%
905 719 Frutal Propionato de etilo vl ns ns ns 22 9 13 18
931 721 Frutal Acetato de propilo V2 ns ns ns 48 44 46 47
972 Mantequilla Diacetilo v3 ns ns ns 6 17 3 20
1074 805 Frutal, dulce, manzana 2-Metilbutirato de etilo v5 el Rk 31 44 34 40
1234 Verdura cocida ni v9 ns ns ns 16 18 22 11
1280 Mantequilla, lacteo Acetoina vll ns ns ns 0 10 7 13
1364 889 Floral, frutal Hexanol v15 ns ns ns 15 16 17 13
1404 867 Floral, dulce c-3-Hexenol v17 ns ¥»** . ns 41 21 30 33
1440 1190 Frutal, hierba, resinoso Octanoato de etilo v21 ns ns ns 24 17 22 19
1494 Frutal, floral 3-Hidroxibutirato de etilo  v27 ns ns ns 47 42 47 43
1529 909 Graso, pesado Acido i-butanoico v30 ns ns ns 19 9 14 14
1653 1090 Floral Fenilacetaldehido v35 ns ns ns 26 34 28 32
1801 Floral, dulce 4-hidroxibutirato de etilo® v42 ns ns ns 18 22 30 21
1880 1118 Ahumado, especiado, dulce Guayacol v45 ns ns ns 29 22 30 21
2078 1358 Graso, establo, especiado Acido octanoico v54 ns ns ns 45 33 40 38
2098 Cuero, establo ni v56 ns ns ns 34 30 24 40
2109 1099 Cuero, establo m-cresol v58 ns ns ns 34 31 41 24
2171 1476 Especiado, dulce, establo y-Decalactona v62 ns ns ns 18 30 21 27
2183 1385 Especiado, clavo Eugenol V63 ns ns ns 25 35 27 34
2261 1913 Resinoso, hierba seca Hexadecanoato de etilo  v70 ns ns ns 16 19 16 22
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Tabla 5.3.4. (Cont.)

IRLwax IRLs Descripcién Identidad Ref.V Significacion Tratamientos
Int Ox Enz [no-Ox Ox no-Enz Enz
2333 Fendlico, establo ni V76 ns ns ns 19 28 35 12
2360 Especiado, fendlico Isoeugenol V77 ns ns ns 20 13 12 22

IRLwax, IRLs: indice de retencion lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; RefV: referencia de las variables; ni: no identificado; (***): significativo al 1%;

(**): significativo al 5%; (***): significativo al 10%; ns: no significativo; Int: interaccién; Ox: oxigeno; Enz: enzima.
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En las Figuras 5.3.1 y 5.3.2 se muestran las proyecciones de las
variables olfatométricas estudiadas sobre la componente principal calculada

para cada factor, oxigeno y enzima.

El 2-metilbutirato de etilo (v5), 3-metil-2-butenol (v13) y un odorante
dulce (v55) fueron los méas correlacionados con el oxigeno, mientras que
acetato de butilo (v6), 4-EG (v52), c-3-hexenol (v17), acido i-butanoico (v30), 1-
octen-3-ona (v12) y propionato de etilo (v1) se correlacionaron con la ausencia

de oxigeno (Figura 5.3.1).
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Figura 5.3.1. Proyeccion de las variables olfatométricas para el tratamiento con
oxigeno. Referencia de las variables, ver Tablas 5.3.3 y 5.3.4.

En relacion con el segundo factor, un pico descrito como fendlico,
establo (v76), 3-metil-2-butenol (v13), y m-cresol (v58) se asociaron con la
ausencia de enzima, mientras que acetato de butilo (v6), diacetilo (v3), y otro
odorante dulce (v56) estuvieron vinculados a los tratamientos con B-glucanasa
(Figura 5.3.2).

La evaluacion de los datos olfatométricos mediante ASCA ha permitido
confirmar la influencia de los factores tecnoldgicos estudiados en el caso del
acetato de butilo y del 2-metilbutirato de etilo para los que se habia observado
una interaccion muy significativa (Tabla 5.3.4). De acuerdo con este andlisis
multivariante, la aplicacion de oxigeno y/o enzima podria potenciar la

intensidad de percepcion de estos odorantes.
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Figura 5.3.2. Proyeccion de las variables olfatométricas para el tratamiento con
enzima. Referencia de las variables, ver Tablas 5.3.3 y 5.3.4.

En el caso de las variables v55 (IRL 2079), v3 (diacetilo), v30 (4cido i-
butanoico) y v56 (IRL 2098), no se observé efecto significativo de los factores
estudiados (Tabla 5.3.4), sin embargo, mediante ASCA se ha podido poner de
manifiesto la influencia del oxigeno y del enzima en las variaciones de
percepcion experimentadas por estos compuestos. Asi mismo, y en coherencia
con los resultados del analisis de varianza, la técnica ASCA ha identificado una
interaccibn muy elevada con las variables v6 y v5 (acetato de butilo y 2-
metilbutirato de etilo). Otras interacciones relevantes han sido las
correspondientes al acido octanoico (v54), los odorantes v76 (IRL 2333), v77

(isoeugenol) y v27 (3-hidroxibutirato de etilo).

Estos hechos indican que la adicion del enzima tiene un efecto diferente

sobre la percepcion de los odorantes en funcién de la presencia de oxigeno.
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Capitulo 6

6.1. Introduccion

El aroma de una bebida fermentada es el resultado de multiples factores:
agroecologicos, practicas de elaboracion, meétodos de estabilizacion, y

condiciones de conservacion (tiempo y temperatura) una vez embotellada.

En el ambito del vino, los trabajos dirigidos a estudiar la naturaleza y
amplitud de los cambios -quimicos o sensoriales- asociados a la permanencia
en botella son numerosos. Entre los estudios enfocados a determinar la
influencia de esta etapa sobre la composicion aromatica podemos citar los
realizados por Gonzalez-Vifas et al. (1996, 1998) en vinos de la variedad
Airén, los de Pérez Coello et al. (2003) sobre vinos blancos del mercado, o los
de Sirvertsen et al. (2001) en vinos chilenos de Cabernet Sauvignon. A grandes
rasgos, los resultados indican una disminucion de la concentracion de ésteres,
la pérdida de los caracteristicos atributos de fresco y frutal, y la aparicion de

aromas especiados y vegetales.

La temperatura de conservacion es un aspecto primordial, siendo
aceptable en el caso de los vinos un rango comprendido entre 5y 18 °C (Tao et
al., 2014). A temperaturas inferiores a 10° C, Hernanz et al. (2009) observaron
un decrecimiento progresivo de la concentracion volatil de vinos blancos, con
una disminucion mas pronunciada de los alcoholes, mientras que Garde-
Cerdan et al. (2008) han descrito un incremento de los contenidos de ésteres y
acidos grasos durante el almacenamiento. La conservacion de vinos a
temperaturas proximas o superiores a 20 °C origina la aparicion de notas
lefiosas, ahumadas y esparragos en conserva, posiblemente relacionados con
reacciones de oxidacion (Makhotina et al., 2012). Hopfer et al. (2013)
analizaron los efectos combinados de la temperatura, el embalaje y el corcho
sobre las propiedades sensoriales y fisico-quimicas de vinos Cabernet
Sauvignon almacenados seis meses, encontrando diferencias significativas en
funcion de la temperatura. Las reacciones de oxidacion durante el tiempo de
conservacion han sido asociadas con diversas transformaciones, entre otras,
con la formacion y degradacién de compuestos azufrados (Lee et al., 2011;
Ugliano, 2013).
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Sidra natural de nueva expresion: influencia de las condiciones de conservacion

La filtracion siempre ha sido un tema de controversia, especialmente en
lo relacionado con su influencia sobre la calidad del vino. Sin embargo, son
relativamente escasos los estudios disefiados para evaluar los efectos de este
proceso sobre las caracteristicas organolépticas del producto final. Entre estos,
cabe mencionar el realizado por Arriagada-Carrazana et al. (2005), quienes
compararon los perfiles arométicos, fendlicos y sensoriales de vinos de
Cabernet Sauvignon, antes y después de su filtracion a través de membranas
de tamafio de poro de 0,65 pm. Sus resultados indican una influencia
significativa de esta etapa. Analogamente, Jiménez-Moreno et al. (2006)
estudiaron el efecto de la filtracion a través de tierra de diatomeas sobre el
contenido en ésteres del vino, observando una pérdida significativa de estos

compuestos en las muestras sometidas a filtracion tras la maduracion en tonel.

La sidra natural de nueva expresién es un producto con una cierta
presencia en el mercado asturiano, elaborada de acuerdo con las practicas
tradicionales utilizadas en nuestra regién pero sometida a una etapa final de
clarificacion por filtracion (Figura 1.1.6). Est4 destinada a grupos de
consumidores potencialmente interesados por bebidas frescas y de baja
graduacion, pero no habituados a la turbidez tipica de la sidra natural

tradicional.

Desde el punto de vista tecnoldgico y comercial, es importante conocer
la influencia de etapas como la filtracion o la conservacion en botella sobre las
caracteristicas quimicas y sensoriales de la sidra y, hasta donde alcanza
nuestra informacion, no se conocen estudios similares a los mencionados
anteriormente en esta bebida. El objetivo de este capitulo es, por un lado,
describir el perfil aromatico de la sidra de nueva expresion presente en el
mercado y, por otro, evaluar el efecto de las condiciones de conservacion
(temperatura y tiempo de permanencia en botella) sobre la composicion

aromatica y las caracteristicas organolépticas de este producto.
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6.2. Descripcion de sidras de nueva expresion de me  rcado
6.2.1. Muestras

Se analizaron nueve muestras elaboradas en diferentes bodegas de la
region comercializadas durante la campafia 2009. Se tomaron seis botellas por
muestra que fueron almacenadas a 12° C hasta el andlisis, durante un tiempo
maximo de un mes. Estas sidras fueron elaboradas con diferentes mezclas de
manzana, de acuerdo con las condiciones particulares utilizadas por cada
bodega, todas ellas, excepto una, amparadas por el Consejo Regulador de la
Denominacion de Origen “Sidra de Asturias” (Tabla 6.2.1).

6.2.2. Resultados

Parametros enoldgicos

En la Tabla 6.2.1 se resumen los parametros enoldgicos de las sidras
estudiadas. A grandes rasgos, se trata de bebidas secas, con una graduacién

promedio de 6,33 (% Vv/v), y con una ligera aguja.

Todos los parametros analizados en este conjunto de sidras fueron
concordantes con los observados en las sidras tradicionales jovenes. La
referencia INIA 23 se aparta de esta tendencia general, ya que fue la que
presento el mayor valor de acidez volatil y la menor concentracion de glicerina.
El modo de elaboracion de esta sidra es también Unico en este conjunto, ya
qgue no incluye la filtracion como sistema de estabilizacién, sino un periodo

prolongado de decantacién en tonel.
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Tabla 6.2.1. Caracteristicas y métodos de elaboracion de las sidras de nueva expresién de mercado analizadas.

INIA 3 INIA 4 INIA 5 INIA 6 INIA 9 INIA 10 INIA 11 INIA23  INIA 24

Mezcla de manzana Acidulada Acido- Acido-  pciqulada  Acidulada Acido- Acida Acido- 1 cidulada
amarga amarga amarga amarga

Enzimas pectoliticas - Si - - - Si - - -
Prensa Rapida Réapida Réapida Rapida Réapida Rapida Tradicional Tradicional Rapida
Levaduras seleccionadas No Si No No No Si No No No
Filtracion’ 1 1 2 4 1 3 2 5 4
Grado alcohdlico (%v/v) 6,08 5,6 6,04 5,98 6,64 6,5 6,49 6,44 7,24
pH 3,64 3,53 3,71 3,69 3,81 3,83 3,85 3,76 3,73
Acidez volatil (g &c. acético/L) 0,28 0,26 1,18 0,67 1,63 0,37 1,15 1,83 1,68
Acidez total (g ac. sulfdrico/L) 2,69 3,44 4,06 3,26 3,72 2,59 3,63 4,28 3,73
Acido lactico (g/L) 5,3 6,7 6,2 6,2 5 5,6 5,7 6,4 4,9
Glicerina (g/L) 4,3 4 2,2 3,4 3,8 4,3 2,4 0,7 4
Sorbitol (g/L) 6.4 7,8 8,3 7,5 7,2 8,9 8,6 8,1 53
Presion (Bares, 20 °C) 0,99 0,97 1,6 2,92 1,13 1,07 1,07 1,6 0,99

(1): Microfiltracion por membranas de tamafio nominal de poro de 0,45um; (2): placas, 0,45um; (3): tierra de diatomeas; (4):

absoluto de 0,65um; (5): decantacion prolongada en tonel.
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Capitulo 6

Perfil cuantitativo de las sidras

Los resultados obtenidos en el analisis de compuestos volatiles junto con
su evaluacion estadistica se resumen en la Tabla 6.2.2. Se han observado

diferencias significativas entre las sidras en su concentracion aromatica.

Entre los componentes mayoritarios, el lactato de etilo, los alcoholes
amilicos y el 2-feniletanol fueron, en promedio, los mas importantes. En este
conjunto de muestras destacaron las referencias 4, 6 y 24 por sus menores
contenidos en 2-feniletanol; en la situacion opuesta se encuentra la sidra
denominada INIA 23.

Con respecto a los compuestos volatiles minoritarios, los 4cidos grasos
constituyeron alrededor del 40% de esta fraccibn aromatica, seguidos por
alcoholes (20%) y fenoles volatiles (20%). Los ésteres de etilo y acetatos
representaron en conjunto alrededor del 5%. Asimismo, otros componentes,

como la y-butirolactona, alcanzaron niveles de concentracién importantes

En este grupo de muestras destacaron las referencias 23 y 11 por sus
concentraciones de acidos grasos, fundamentalmente octanoico, junto con INIA
4. La referencia INIA 23 present6 también uno de los niveles més altos en
fenoles volatiles y ésteres de etilo, los mayores contenidos en alcoholes, y la
menor concentracion de y-butirolactona. La sidra INIA 9 presento el mayor

contenido de fenoles volatiles, seguida de las muestras 23y 6.
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Tabla 6.2.2. Composicion volatil de las sidras estudiadas.

INIA3 INIA4 INIA5 INIA6 INIA9 INIA10 INIA11 |INIA23 INIA24 Media DS

Volatiles mayoritarios (mg/L)

Acetato de etilo 38c 17a 64f 45d 81h 33b 729 55e 123i 59 31
Metanol 3ilc 35d 34cd 17a 649 28b 54f 44e 130h 49 34
1-Propanol 10a 12b 43f 12b 33e 13b 19c 459 24d 23 14
iso-Butanol 5le 32c 97¢g 25a 33c 45d 61f 28b 102h 53 29
Alcohol alilico nd nd 17c nd 4a nd 29d 7b nd 6 11
1-Butanol 4a nd nd 2a 6C 2a 6bc 5b 5b 3 2
Alcoholes amilicos® 255¢g 168b 301h 126a 168b 246f 237e 211c 218d 214 53
Lactato de etilo 2319 132b 166d 201f 188e 209f 117a 141c 258h 183 47
2-Feniletanol 152f 17a 1569 16a 86¢C 137e 128d 244h 25b 107 78

Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos

Hexanoico 2.544b 4.375¢ 2.919c 4.247e 2.837c 1l.774a 2.836c 5.170f 3.845d 3.394 1.074
Octanoico 4.737de 5.975f 4.301lcd 4.790e 3.384b 3.976c 6.127f 11.072g 2.16228 5.169 2.528
Decanoico 1.581d 1.058b 1.211c 1.011b 1.333¢c 1.591d 2.271e 4.331f <LC 1.626 1.151
Fenoles volatiles

4-Etilguayacol 643d 265b 637d 1.529f 1.080e 93a 477c 1282 226b 564 479
4-Etilfenol 1.371a 2.509d 1.723b 2.856e 3.181f 1.616b 2.308c 2.926e 1.317a 2.200 712
4-Vinilguayacol 355bc 1.235e  609d 329b 411c  1.229%e 1442 2.428f 307b 783 733
4-Etilcatecol 504a 617a b86a 3.296c 6.929d 442a  3.401c 3.427c 1.180b 2.264 2.196
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Tabla 6.2.2. (Cont.)

INIA3 INIA 4 INIA 5 INIA 6 INIA9 INIA10 INIA11 1NIA23 INIA24 Media DS
Alcoholes
3-Metil-3-butenol <LC <LC 24e 18c 339 <LC 19d 43h 29f 22 11
1-Pentanol 45¢c 37b 54d 39D 110e 35b <LC 219f 108e 72 65
3-Metil-2-butenol 14b 112 41e 17c 41e 17c 34d 72f 33d 31 19
3-Metil-1-pentanol 43e 82 35d 9a 41e 23c 48f 93¢g 20b 36 26
Hexanol 3.646b 3.910bc 4.394cd 5.736f 5.266ef 2.746a 4.245¢c 7.638g 4.831de 4.712 1.409
t-3-Hexenol 23b 41f 34d 37e 30c 18a 40f 51g 34d 34 10
c-3-Hexenol 421f 103a 274d 341le 177b 216¢ 185b 548¢g 190b 273 141
Alcohol bencilico 64ab 55a 321g 78b 267f 141c 219d 374h 240e 195 117
Esteres de etilo
2-Metilbutirato 9ab 7a 11b 23c 30d 10b 29d 35e 33e 21 11
Hexanoato 105b 204f 131c 2299 132c 9la 148d 217fg 168e 158 49
Octanoato 158d 181le 172e 172e 144c 132b 203f 3249 1022 176 63
3-Hidroxibutirato 18b 8a 143p 44c 124f 18b 68d 99%e 120f 57 a7
4-Hidroxibutirato? 239c 262d 446f 283d 610g 174a 377e 379 217b 332 136
Acetatos
Isoamilo 428e 389d 472f 77a 199b 396d 370d 528¢g 3l4c 353 139
2-Feniletilo 478h 41d 167f <LC 84e 55cd 72de 208g 24b 126 147
Otros
3-Etoxi-1-propanol 39a 35a 312e 84b 179c 97b 748g 364f 252d 234 226
y-Butirolactona 1.879d 3.864f 2.567e 3.804f 1.485¢c  1.008b 850b 361a 1.437c 1.917 1.254
Metionol 557¢c 622d 1,012h 418b 360a 710e 363a 933g 785f 640 240

(1): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (2): cuantificado como 3-hidroxibutirato de etilo; LC: Limite de cuantificacién; Valores con diferentes
letras en la misma fila son significativamente diferentes de acuerdo con el test de Duncan (a=0,05).
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Perfil olfatométrico de las sidras

Los resultados del estudio olfatométrico se presentan en la Tabla 6.2.3.
Se establecieron dos grupos de odorantes atendiendo a la FM (%) media del
conjunto. El primer grupo esta formado por 20 compuestos con frecuencias
modificadas medias entre 50 y 78% vy, por lo tanto, claramente percibidos en
todas las sidras. El valor promedio més alto de la FM correspondio al 4-EG vy al

acido 2-metilbutanoico (78%), seguido por el 2-feniletanol (75%).

En el segundo grupo se encontraron 35 odorantes, entre los cuales, otro
fenol volatil, el 4-VG, presenté el valor mas alto de FM media (46%). La
mayoria de los odorantes incluidos en este grupo (24) no fueron percibidos en
alguna de las muestras y otros, como metionol, eugenol y y-decalactona

alcanzaron valores de FM superiores al 50% en algunas sidras.

Como se muestra en la Tabla 6.2.3, 23 de los 35 compuestos incluidos
en este grupo, y cinco de los 20 presentes en el primero, permiten discriminar
entre muestras. Algunos de estos odorantes potencialmente diferenciadores,
como por ejemplo, 1-octen-3-ona, metionol, eugenol, cis-3-hexenol, y los
acidos octanoico, propanoico e i-butanoico fueron significativamente asociados

con el grado de maduracion de la sidra natural tradicional.
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Tabla 6.2.3. Perfiles olfatométricos de las sidras de nueva expresion de mercado.

IRLwax IRL5 Descripcién Identidad Quimica  Sig. RefV I3 14 15 16 19 110 111 123 124 Media
FM promedio = 50%
931 721 Frutal Acetato de propilo ns v2 64 62 56 54 53 59 51 47 68 57
1074 805 Frutal, dulce, manzana 2-Metilbutiratode etlo ns v5 69 46 55 65 48 68 70 75 75 63
1217 753 Tipo alcoholes superiores Alcoholes amilicos ns v8 69 76 75 65 66 65 72 58 65 68
1240 1186 Fruta madura Hexanoato de etilo ns vi0 65 44 37 56 45 52 52 35 59 50
1294 983 Setas 1-Octen-3-ona * yl2 63 43 32 48 72 47 53 70 72 55
1299 805 Ahumado, tostado 3-Metil-2-butenol ns vi3 40 69 59 48 26 65 68 51 58 54
1383 887 Floral, geranio t-3-Hexenol ns vl 75 74 76 69 73 71 68 72 80 73
1448 Vinagre, alcoholes superiores Acido acético ns v22 53 40 65 56 61 56 74 56 65 58
1635 954 Rancio, barniz y-Butirolactona ns v34 75 80 61 77 77 76 81 72 67 74
1681 Queso, rancio Acido 2-metilbutancico ns v36 84 73 76 77 79 83 76 79 77 78
1837 1267 Compota, floral Acetato de 2-feniletlo ns v43 69 45 74 55 53 56 56 69 49 59
1860 1174 Graso, establo Acido hexanoico ns v44 70 71 76 66 67 76 73 73 83 73
1903 1071 Frutal, floral, dulce Alcohol bencilico *»* v46 47 16 66 51 64 52 40 56 64 50
1929 1175 Rosas 2-Feniletanol ns v47 59 78 76 84 82 82 74 63 81 75
2047 1294 Dulce, especiado 4-Etilguayacol ns vb3 77 77 75 76 77 77 78 85 77 78
2078 1358 Graso, establo, especiado Acido octanoico * yb4 78 58 62 65 59 81 78 73 63 69
2153 Cuero, ahumado ni * v60 79 40 47 43 67 41 47 47 76 54
2194 1165 Cuero, establo 4-Etilfenol ns ve4 70 76 65 57 76 65 77 69 62 68
2210 1095 Ahumado, especiado, curry  Sotolon ns ve6 65 85 61 77 46 55 81 85 72 70
2285 1451 Graso, establo Acido decanoico * vy7l 68 65 35 55 36 77 73 77 45 59
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Tabla 6.2.3. (Cont.)

IRLwax IRLs Descripcion Identidad Quimica Sig. RefvV 13 14 |5 16 19 110 111 123 124 Media
FM promedio < 50%

905 719 Frutal Propionato de etilo ns viI 9 0 34 13 27 16 18 28 6 17
1057 804 Frutal Butirato de etilo i vd 38 44 7 44 42 26 38 48 47 37
1093 818 Fruta madura Acetato de butilo *x v6 31 44 0 27 13 0 O 6 0 14
1144 879 Frutal, platano Acetato de isoamilo ns v/ 20 13 29 0 16 25 24 16 30 19
1364 889 Floral, frutal Hexanol ns vl15 43 21 47 46 37 52 18 27 39 37
1404 867 Floral, dulce c-3-Hexenol ¥ yl7 49 9 7 30 0 36 29 53 O 24
1413 Vinagre, tipo alcoholes superiores ni * yl8 0 O O 0 22 36 0 O 0 7
1419 Dulce, especiado ni * vl9 0 0 7 O O O O O 65 8
1432 1016 Dulce, especiado, frutal 2-Octanol *  yv20 29 6 0 9 34 0 O 29 O 12
1440 1190 Frutal, hierba, resinoso Octanoato de etilo * yv21 52 60 17 63 6 40 29 27 24 35
1466 908 Polvo, rancio, vegetales cocidos  Metional *  yv23 0 49 0 0 25 9 9 O 9 11
1486 Frutal, floral, dulce ni * v26 0 0O O O 47 6 34 16 20 14
1494 957 Frutal, floral 3-Hidroxibutirato de etilo ns v27 36 25 21 18 27 38 36 29 33 29
1519 856 Graso, establo Acido propanoico * v29 0 0 68 0O O O O 57 O 14
1529 909 Graso, pesado Acido iso-butanoico *  v20 6 0 32 22 60 29 0 40 51 27
1554 1096 Graso, resinoso 1-Octanol * y32 59 17 32 0 19 20 9 O 0 17
1567 966 Lacteo, queso azul Acido butanoico *  v33 45 38 45 6 0 17 22 9 55 26
1653 1090 Floral Fenilacetaldehido *»* v35 77 6 65 13 46 30 47 58 19 40
1735 1013 Vegetales cocidos, azufrado Metionol ns v38 38 60 42 57 16 59 34 48 43 44
1775 Floral, frutal, coco ni * o v4l 49 13 15 13 49 0 29 40 53 29
1801 Dulce, floral 4-Hidroxibutirato de etilo ns v42 22 16 34 6 6 13 13 13 13 15
1880 1118 Ahumado, dulce, especiado Guayacol ns v45 37 39 39 40 38 40 9 25 43 35
1986 Floral, especiado ni ns v49 44 6 45 19 0 29 27 29 34 26
2001 1088 Ahumado o-Cresol ns vb0 29 26 42 21 53 41 29 30 20 32
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Tabla 6.2.3. (Cont.)

IRLwax IRLs Descripcién Identidad Quimica  Sig. RefV 13 14 I5 16 19 110 111 123 124 Media
2100 1123 Cuero, establo p-Cresol ns v57 0 0 47 29 17 26 27 43 23 24
2109 1099 Cuero, establo m-Cresol ns vb8 40 30 24 47 10 23 18 0 28 25
2171 1476 Especiado, dulce, establo y-Decalactona ns v62 0 9 34 70 60 51 40 73 29 41
2183 1385 Especiado, clavo Eugenol *»*  v63 70 76 54 0 41 65 0 0 62 41
2219 Ahumado ni * y¢5 0 O O 9 40 60 0 0 0 12
2246 1279 Ahumado, especiado 4-Vinilguayacol *  v68 63 34 29 62 61 37 53 49 26 46
2261 1913 Resinoso, hierba seca Hexadecanoato de etilo **  v70 0 0 0 0 0 36 6 34 38 13
2305 Floral, vegetal ni *»*  yv7i3 0 O O O 33 6 18 9 36 11
2323 Balsamico, dulce ni *  yv74 6 0 O O O 0 31 27 40 12
2333 Establo, fendlico ni *»* y75 11 6 7 42 65 31 54 56 35 34
2360 1496 Especiado, fendlico Isoeugenol * o y77 45 51 0 19 9 6 6 0 24 18

IRLwax, IRLs: indice de retencion lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; ni: no identificado; RefV: referencia de las variables Sig: significacion; (*):
significativo al 10%; (**): significativo al 5%; (***): significativo al 1%; 13-124: muestras INIA 3 a 24.
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6.3. Efecto de las condiciones de conservacion en | a
composicidon aromatica de la sidra

6.3.1. Disefio experimental

Se analizaron 42 sidras, recogidas en sus bodegas de origen (6), y
obtenidas segun las practicas de rutina de cada lagar. De acuerdo con la
informacion facilitada por los elaboradores, las sidras fueron clarificadas
mediante filtracidbn, en su mayoria a través de filtros de membrana o
polipropileno de tamafio nominal de poro de 0,45um y, esporadicamente, por
placas y tierras de diatomeas (un elaborador en cada caso). La clarificacién se

llevo a cabo a temperatura controlada, entre 6 y 9° C.

Las muestras analizadas se distribuyeron de acuerdo con el disefio
ilustrado en la Figura 6.3.1. El conjunto estudiado consistio en seis sidras en
rama (tradicionales no filtradas) y sus correspondientes productos filtrados. Las
sidras en rama se almacenaron a 12° C, mientras que las sidras filtradas fueron
divididas en dos grupos y conservadas a 12° y 20° C. Los muestreos fueron

realizados transcurridos 1, 6 y 12 meses desde su embotellado.

SIDRA EN RAMA
(6 muestras)

v

FILTRACION/ESTABILIZACION

A 4 A 4
Conservaciona 12 °C Conservacion a 20 °C

Figura 6.3.1. Esquema del disefio experimental.
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6.3.2. Resultados

Perfil cuantitativo de las sidras

En la Tabla 6.3.1 se resumen los perfiles aromaticos cuantitativos de las
sidras incluidas en el disefio experimental. En esta tabla se presentan los
valores promedio en cada punto de muestreo y se incluyen los resultados de la
evaluacion de la influencia del tiempo de conservacion obtenidos mediante un

analisis de varianza de medidas repetidas.

El analisis de varianza efectuado dio como resultado la ausencia de
diferencias significativas para el factor temperatura en todos los aromas. Por su
parte, el tiempo de embotellado si tuvo una influencia significativa sobre la
composicién aromatica de las sidras de nueva expresion, no encontrdndose

interaccidon entre ambos factores.

Entre los aromas mayoritarios, solo el lactato de etilo experimento
cambios en su contenido durante el periodo estudiado. Por lo que se refiere a
los aromas minoritarios, hay que resaltar que el acido hexanoico alcanzé un
méaximo de concentracion transcurridos seis meses en botella. Sin embargo, el
acido decanoico aumenté su contenido (p < 0,050) tras seis meses de

almacenamiento, no experimentando variaciones significativas posteriormente.

Por lo que respecta a los fenoles volatiles, conviene destacar que ni el 4-
EG ni el 4-EF experimentaron cambios a lo largo de todo el periodo estudiado,
sin embargo, el 4-VG aumentd significativamente su contenido a los seis
meses de embotellado, disminuyendo con posterioridad. Por su parte, el 4-EC

aumenté su concentracién a los 12 meses.

En relacion con los alcoholes, el 3-metil-3-butenol, el 3-metil-1-pentanol
y el t-3-hexenol permanecieron constantes a lo largo del afio. En general, se
detectd que los alcoholes alcanzaron un maximo de concentracion a los seis
meses del embotellado. El c-3-hexenol tuvo un comportamiento diferente, ya

gue disminuyé a lo largo del periodo de almacenamiento.
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Tabla 6.3.1. Composicién aromatica de las sidras (+ DS) tras el proceso de filtracion y
embotellado.

Int.  Sig. 1 Mes 6 Meses 12 Meses
Volatiles mayoritarios (mg/L)
Acetaldehido 3+2 <L.C. <L.C.
Acetato de etilo ns ns 66 + 40 69 + 37 72+ 33
Metanol ns ns 48 + 21 49 + 20 43 + 17
2-Butanol ns ns 8+10 810 79
1-Propanol ns ns 23+8 23+8 22+8
i-butanol ns ns 35+9 35+8 32+8
Alcohol alilico ns ns 65 6+5 6+5
1-Butanol ns ns 4+2 4+2 4+1
Alcoholes amilicos* ns ns 193 + 31 195 + 31 182 + 28
Lactato de etilo ns *xk 197ab + 32 209b + 28 182a + 30
2-Feniletanol ns ns 83+ 36 84 + 36 79 +£32
Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos
Hexanoico ns *x 2.965ab £+583  3.270b + 809 2.618a + 450
Octanoico ns ns 3.632+1.679 4.216 +1.451 3.945 + 1.306
Decanoico ns *x 1.084ab +526  1.215b + 429 1.279b + 356
Fenoles volatiles
4-Etilguayacol ns ns 318 £ 301 318 £273 295 £ 255
4-Etilfenol ns ns 1.866 + 656 1.990 + 682 1.790 + 630
4-Vinilguayacol ns *x 443ab + 277 614b + 385 313a + 186
4-Etilcatecol ns *x 768a + 604 844a + 580 2.227b £ 2.034
Alcoholes
3-Metil-3-butenol ns ns 32+6 34+9 29+10
1-Pentanol ns rxk 100a + 27 119b + 27 114b + 30
3-Metil-2-butenol ns rkk 5la+14 61b +15 50a + 18
3-Metil-1-pentanol ns ns 30+12 33+12 31+12
Hexanol ns *x 4.,200a + 680 4,799b £ 601 4.,330ab + 709
t-3-Hexenol ns ns 37+8 41 +9 37 +8
c-3-Hexenol ns rxk 326b + 143 279b + 163 162a+ 77
Alcohol bencilico ns *x 278a + 97 313b £ 116 276a 98
Esteres de etilo
Propionato ns *rk 409a £+ 210 640ab + 342 916b + 598
Butirato ns *xk 214b+ 66 129a + 64 115a +54
2-Metilbutirato ns ns 256 +12 30 £11 22+9
Hexanoato ns * 154b + 60 140ab + 67 110a + 45
Octanoato ns *k 358b + 105 302b + 86 260a =77
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Tabla 6.3.1. (Cont.)

Int. Sig. 1 Mes 6 Meses 12 Meses
3-Hidroxibutirato ns ns 54+27 54 + 32 49 + 31
4-Hidroxibutirato? ns Fokk 538b + 211 435ab + 177 308a + 86
Acetatos
Butilo ns ok 43b +10 37ab + 14 32a+11
Isoamilo ns ok 393b + 198 343b £ 124 277a+113
2-Feniletilo ns *k 119b +83 162c £ 143 88a+ 48
Otros
3-Etoxi-1-propanol ns rokk 805b * 260 719b £ 289 446a + 319
y-Butirolactona ns Frx 1.317a+712 2.392b+1.598 1.440a + 487
Metionol ns ns 741 + 399 661 + 324 466 + 239

(2): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (2): cuantificado como 3-
hidroxibutirato de etilo; LC: Limite de cuantificacion; Int: interaccién tiempo x temperatura; Sig:
significacién con el factor tiempo; (*): significativo al 10%; (**): significativo al 5%; (***):
significativo al 1%; Valores con diferentes letras en la misma fila son significativamente
diferentes

Con caracter general, se observdé una disminucion del contenido de
ésteres a lo largo del almacenamiento, con excepcion del propionato de etilo,
éster de caracter frutal, que aumentd su concentracién con el tiempo, y el 3-
hidroxibutirato de etilo, que no experimentd variacion alguna en el periodo
estudiado. Los ésteres de acetato disminuyeron durante la conservacion, con
excepcion del acetato de 2-feniletilo que aumentd su concentracion tras seis

meses en botella, disminuyendo al final del afio.

Otros compuestos analizados, como el 3-etoxi-1-propanol, disminuyeron
durante el almacenamiento, mientras que la y-butirolactona alcanzé un maximo

de concentracion tras seis meses de almacenamiento.

La influencia de condiciones de conservacion se evalud también
mediante ASCA. Para ello, se construyeron las matrices correspondientes a los

dos factores estudiados: temperatura y tiempo y la interaccion.

En la Figura 6.3.2 se muestran los resultados correspondientes al efecto
de la temperatura. Las variables con mayores pesos en esta componente
principal fueron acido octanoico (0,638), hexanol (0,442), 4-EC (0,435), acido
hexanoico (0,263), propionato de etilo (0,242), 4cido decanoico (0,224), 4-EG
(0,105) y 3-etoxi-1-propanol (-0,094). La conservaciéon de las sidras a 20 °C dio
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lugar a un aumento de &cido octanoico, hexanol y 4-EC, mientras que el
mantenimiento de las muestras a 12 °C favorece el incremento de la

concentracion de 3-etoxi-1-propanol.

0.9 PCT X-loadings
] : : 20°C
1 1 72 R E.Q':.ta,n.o,ic.a':jiq ........
] . &mm&technl
0.3 — d ..................
i - DEUAGRGA A
- “  4-Ethylguaiacol :
0 — + 4 Ri ’ '”.'
. o« ot 4 I
. + 3-Ethoxy-1-f
wal M2ec |
PCT
[ L L L L L L L L L L L L L ELEL L AL EL LN AL DL AL AL AL LI DL LA AL L L L L DL L AL L L L |
-0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

RESULT1, X-expl: 100%,100%

Figura 6.3.2. Representacion de las variables quimicas sobre el componente principal
de temperatura.

La influencia del tiempo sobre la composicion aromatica cuantitativa se
representa en la Figura 6.3.3. Se obtuvieron dos componentes principales al
disponer de tres niveles para este factor. En este caso, la primera componente
principal, que explico el 92% de la varianza, aumentd con el tiempo de
conservacion. Las variables quimicas asociadas con esta componente fueron
4-EC (0,918), propionato de etilo (0,161), metionol (-0,102), 4-VG (-0,112) y 3-
etoxi-1-propanol (-0,279). La concentracion de 4-EC experimentd un notable y
significativo incremento al final del periodo estudiado, mientras que la de 3-
etoxi-1-propanol disminuy6 (Tabla 6.3.1), lo cual es coherente con la relacion
observada en esta grafica de cada componente con el tiempo. El resultado que
proporciona ASCA nos indica, ademas, que la composicion aromatica de la
sidra experimentd los mayores cambios a partir de los seis meses de

permanencia en botella.
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RESULT4, X-expl: 92% 8%

Figura 6.3.3. Representacion de las variables quimicas sobre el plano formado por las
dos componentes principales correspondientes al tiempo de conservacion. t1: 1 mes;
t2: seis meses; t3: doce meses.

A diferencia de lo observado mediante andlisis de varianza, hay que
sefalar que el analisis ASCA ha detectado un efecto de interaccién entre el
tiempo y la temperatura de conservacion. Los fenoles volatiles se han visto muy
influenciados por el tiempo de permanencia en botella, pero su evolucion varia
en funcion de la temperatura (Figura 6.3.4). Asi por ejemplo, el 4-VG, se
relaciona con tiempos largos de conservacion a 12 °C, mientras que el 4-EC lo

hace con tiempos prolongados a 20 °C.
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-0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

RESULTS, X-expl: 90%,10%

Figura 6.3.4. Representacion de las variables cuantitativas sobre el plano formado por
las dos componentes principales correspondientes a la interaccion entre los factores.
t1: un mes; t2: seis meses; t3: doce meses.
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Perfil olfatométrico de las sidras

En el analisis olfatométrico se identificaron un total de 49 compuestos
(datos no mostrados), de los cuales, los ésteres y acetatos fueron los mas

abundantes, seguidos de fenoles volatiles, acidos y alcoholes.

Al no haberse detectado efecto significativo de la temperatura ni en la
composicién cuantitativa ni a nivel sensorial, se analizaron Unicamente las
sidras conservadas a 12 °C. En la Tabla 6.3.2 se muestran aquellos
compuestos que experimentaron diferencias significativas en el perfil

olfatométrico debidas al tiempo en botella.

De manera analoga a lo observado a nivel cuantitativo, componentes
como el octanoato de etilo, acido propanoico, guayacol, 4-EG, hexadecanoato
de etilo y dos compuestos no identificados descritos como especiado, frutal,
dulce, floral (IRL 1470 y 1477) alcanzaron valores maximos de frecuencia

modificada tras seis meses de permanencia en botella.

Por su parte, la intensidad de percepcion disminuyé a lo largo del
periodo estudiado en el caso del 3-metil-2-butenol, el 4cido hexanoico y el o-

cresol. Lo contrario fue observado para el 2-feniletanol y el sotoldn.

108



Capitulo 6

Tabla 6.3.2. Variaciéon de perfiles olfatométricos en las sidras analizadas.

1 mes 6 meses 12 meses
IRLwax IRLs Identificacion Descripcién Sig. _ ) _ _ _ _ ) _ -
Media Maximo Minimo | Media Maximo Minimo | Media Maximo Minimo
1299 3-Metil-2-butenol Ahumado, tostado el 55 72 43 48 61 0 32 52 0
1440 1190 Octanoato de etilo Frutal, hierba, resinoso *kk 10 21 0 16 30 0 9 27 0
1470 ni Especiado, dulce, floral *x 20 39 0 40 75 0 30 68 0
1477 ni Especiado, verdura cocida  ** 12 26 0 14 55 0 11 24 0
1519 856 Acido propanoico Graso, establo * 25 58 0 28 58 13 27 39 0
1860 1174 Acido hexanoico Graso, establo * 73 80 62 63 79 39 49 54 39
1880 1118 Guayacol Ahumado, dulce, especiado  *** 23 49 7 35 a7 26 4 9 0
1929 1175 2-Feniletanol Rosas * 71 84 51 75 85 66 85 88 82
2001 1088 o-Cresol Ahumado *x 16 29 7 14 42 0 2 7 0
2023 ni Especiado, dulce *rk 42 84 0 37 79 0 78 83 73
2047 1294 4-Etilguayacol Dulce, especiado *** 48 72 11 51 75 11 16 33 7
2183 1476 Eugenol Especiado, clavo, dulce ** 41 66 22 39 62 18 60 77 53
2210 1095 Sotoldn Curry, especiado *x 60 67 46 70 82 55 77 84 65
2253 Hexadecanoato de etilo Resinoso, hierba seca * 11 21 0 16 30 7 4 7 0

IRLwax, IRLs: indice de retencion lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; ni: no identificado; Sig: significacion; (*): significativo al 10%; (**): significativo
al 5%; (***): significativo al 1%.
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6.4. Influencia de la composicibn aromatica en los perfiles
sensoriales de la sidra de nueva expresion

En general, el efecto “catador” fue significativo en todos los atributos. Por
ello, para determinar la influencia de los factores de interés (muestras, tiempo o
temperatura) hemos utilizado un modelo de efectos aleatorios para el calculo
de varianza, tomando a los catadores como factor. De esta forma, las
conclusiones obtenidas a partir de estos analisis sensoriales quedan referidas a
aguella poblacion de personas que, con el mismo entrenamiento, muestren una
habilidad similar para la evaluacion de sidras (Lea et al., 1997). El valor de la F
se calcul6 para todos los atributos dividiendo su media cuadratica por la media

cuadratica de la correspondiente interaccion.
6.4.1. Perfiles sensoriales de sidras de mercado

Para la medida de los diferentes atributos se emplearon escalas lineales
de 9 puntos, en las que se definieron los extremos y el centro. En el analisis
sensorial de las sidras se encontraron diferencias significativas entre muestras
para los atributos de olor frutal, floral, lacteo y borras. Como se puede observar
en la Figura 6.4.1, las muestras de referencias 9, 11 y 10 mostraron las
mayores intensidades de frutal; la referencia INIA 9 fue la mas floral, dulce y
especiada del conjunto, mientras que la muestra INIA 23 alcanzoé la puntuacion
mas alta para el atributo borras, seguida de la INIA 10. Las sidras 23 y 24
fueron descritas como las mas lacteas del conjunto. En general, la percepcion
del olor o aroma a vinagre fue débil o muy débil, a pesar del rango de variacion

observado en la acidez volatil (Tabla 6.2.1).
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Vinagre
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Figura 6.4.1. Gréfico de arafia de los perfiles sensoriales de las sidras de mercado.
Las puntuaciones mostradas corresponden a porcentajes de intensidad de percepcion.
(**): significativo al 5%; (***): significativo al 1%.

6.4.2. Variacion de los perfiles sensoriales de la  sidra de nueva expresion
durante el periodo de conservacion en botella

En la Tabla 6.4.2 se muestran las intensidades de percepcién promedio
de cada uno de los atributos de olor evaluados en sidras de nueva expresion,

durante el periodo de conservacion.

En primer lugar, cabe destacar que no se observo influencia significativa
de la temperatura sobre los atributos sensoriales evaluados, mientras que el
tiempo de almacenamiento afectd a la percepciéon de los olores floral, dulzon,

especiado y borras.

De modo andlogo a lo observado entre los datos cuantitativos y
olfatomeétricos, todos los atributos sensoriales mostraron un maximo de
percepcion a los seis meses de embotellado, con la excepcion de frutal (Figura
6.4.2). Dicho maximo fue muy notable en el caso de dulzon y borras.
Transcurrido un afo, las intensidades de percepcion de todos los atributos,

excepto el frutal, disminuyeron.
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Tabla 6.4.2. Valores de intensidad promedio (%) de atributos de olor en sidras de
nueva expresion en funcién de las condiciones de conservacion.

Sig Vinagre Frutal Floral Dulzon Lacteo Especiado Borras
RefM t Lagar T ns ns *% **k% ns *k% *k%
T ns ns ns ns ns ns ns
Int. ns ns ns ns ns ns ns
INIA2A 1 1 12 8 38 27 14 10 16 6
INIA2B 1 1 20 2 34 21 16 4 13 7
INIA 2A 2 1 12 2 26 17 19 6 12 18
INIA2B 2 1 20 3 22 19 26 9 13 21
INIA 2A 3 1 12 1 44 21 15 11 17 6
INIA2B 3 1 20 0 42 19 18 1 19 3
INIA15 1 2 12 3 38 24 10 6 18 10
INIA16 1 2 20 1 26 19 17 7 14 12
INIA15 2 2 12 0 44 19 31 9 22 25
INIA16 2 2 20 0 23 15 29 15 14 27
INIA15 3 2 12 0 32 10 13 17 18 19
INIA16 3 2 20 0 31 11 19 10 18 22
INIA12 1 3 12 2 23 15 25 5 7 9
INIA13 1 3 20 2 35 15 24 4 6 11
INIA12 2 3 12 0 24 25 30 13 19 16
INIA13 2 3 20 1 42 31 20 12 19 9
INIA12 3 3 12 2 32 19 8 7 7 2
INIA13 3 3 20 0 32 16 4 12 10 0
INIA25 1 4 12 0 50 22 18 8 19 8
INIA26 1 4 20 0 43 21 9 10 16 13
INIA25 2 4 12 2 40 23 18 6 21 9
INIA26 2 4 20 3 31 14 9 10 17 12
INIA25 3 4 12 3 30 25 17 6 23 11
INIA26 3 4 20 5 25 10 8 9 15 10
INIA18 1 5 12 4 32 15 19 7 8 9
INIA19 1 5 20 4 30 23 21 8 7 8
INIA18 2 5 12 0 36 29 39 11 20 3
INIA19 2 5 20 2 20 22 42 11 24 3
INIA18 3 5 12 0 29 14 12 4 9 6
INIA19 3 5 20 0 31 12 6 7 16 6
INIA21 1 6 12 1 20 9 3 4 1 3
INIA22 1 6 20 2 16 7 4 6 2 2
INIA21 2 6 12 10 23 16 22 8 11 11
INIA22 2 6 20 16 27 22 28 10 16 13
INIA21 3 6 12 6 27 14 10 7 8 6
INIA22 3 6 20 16 28 6 4 4 9 16

RefM: referencia de la muestra; t: tiempo de conservacion (1: un mes; 2: seis meses; 3: 12
meses); T: temperatura; Int.: Interaccion; ns: no significativo; (*): significativo al 10%; (**):
significativo al 5%; (***): significativo al 1%.
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Vinagre

Frutal

Borras*** .-~
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Especiado 7 Floral**

Lacteo ™~ 77T T Dulzéntt

== 1 mes —8=— 5 meses =12 meses

Figura 6.4.2. Grafico de arafia de los perfiles sensoriales de las sidras durante el
periodo analizado. Las puntuaciones mostradas corresponden a porcentajes de
intensidad de percepcion. (**): significativo al 5%; (***): significativo al 1%.

La variacion experimentada por los atributos sensoriales durante el
tiempo de conservacion a dos temperaturas fue evaluada mediante la técnica
ASCA. De forma analoga a lo explicado en relaciébn con la composicion
aromatica cuantitativa, este método de andlisis ha permitido poner de
manifiesto la influencia de la temperatura de conservacion en la variacion de

las caracteristicas organolépticas de las sidras.

En la Figura 6.4.3 se representan los resultados obtenidos con respecto
al factor temperatura. Como se puede observar, la intensidad del aroma a
vinagre fue mayor en las sidras mantenidas a 20 °C, mientras que la del olor
frutal, el aroma dulzén y la calidad post-gusto fueron superiores en las sidras

almacenadas a 12 °C.
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RESULTS, X-expl: 100%,100%

Figura 6.4.3. Representacion de los atributos sensoriales sobre el componente
principal de temperatura.
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RESULTS, X-expl: 80%,20%

Figura 6.4.4. Representacion de los atributos sensoriales sobre el plano formado por
las dos componentes principales correspondientes al tiempo de conservacion. tl1: un
mes; t2: seis meses; t3: doce meses.

La evaluacion del tiempo de embotellado se representa en la figura
6.4.4. En esta grafica se puede comprobar la diferenciacion entre los tres
puntos de muestreo a lo largo de la primera componente principal (80% de la
varianza). Los aromas dulzones se desarrollan mas a los seis meses de
conservacion en botella y, por el contrario, los aromas a vinagre estan

relacionados con mayores tiempos de conservacion.

El disefio factorial de dos factores, temperatura (T) y tiempo (t) de
conservacion en botella, con dos niveles para la temperatura (12 y 20 °C) y tres

para el tiempo (1, 6 y 12 meses), dio origen a seis (N) combinaciones
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factoriales para la interaccion que fueron tratadas mediante un andlisis de

componentes principales.

Las dos primeras componentes, de las cinco posibles (N-1), acumularon
el 100% de la varianza. Como se puede observar en la Figura 6.4.5, donde se
proyectan los scores promedio correspondientes a cada una de las seis
combinaciones estudiadas junto con las variables sensoriales, se detectd una
interaccion (t x T) entre ambos factores, ya que la evolucion en el tiempo sobre
la primera componente principal estuvo condicionada por la temperatura. Asi,
por ejemplo, los scores en la primera componente disminuyen con el tiempo de

permanencia en botella a 20 °C, mientras que a 12 °C aumentan.
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RESULT7, X-expl: 64%,36%

Figura 6.4.5. Representacion de los atributos sensoriales sobre el plano formado por
las dos componentes principales correspondientes a la interaccion entre los factores.
t1: un mes; t2: seis meses; t3: doce meses.

La conservacion a 20 °C esta relacionada con la mayor percepcion de
aromas a borras (lees), vinagre (vinegar) y lacteo (DL-A); por el contrario, la
calidad de sabor (Cal-S), el atributo floral, calidad post-gusto (CPG),
astringencia (AST) y dulzén (DP) se vinculan mas a una conservacion a 12° C.
Transcurrido un mes, se aprecian diferencias en las percepciones aromaticas
en funcion de la temperatura. Asi, por ejemplo, la intensidad aromatica (IntA) y
de olor (IntO) son mas elevadas a 12 °C y, sin embargo, la calidad aromatica
(CalA) y de olor (CalO) son mayores a 20 °C. A los seis meses se detecta una

correlacion entre al aroma a borras y la sidra conservada a 12 °C que
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desaparece posteriormente, mientras que los aromas floral y especiado (Floral-
A, Esp-A) se potencian a los seis meses de conservacion a 20 °C.

6.4.3. Modelos de prediccién de atributos sensorial  es

Con el fin de explicar la posible influencia de la composicion aromatica
analizada en las percepciones sensoriales, se han construido diferentes
modelos de regresion lineal multivariante sobre componentes principales (PLS-
1) utilizando los porcentajes de intensidad de cada uno de los atributos
sensoriales y los promedios de las intensidades olfatométricas. Se han incluido
para este calculo las sidras en rama de partida, las sidras de nueva expresion
de mercado y las muestras filtradas conservadas a 12 °C, con el fin de dar

mayor robustez a los modelos estadisticos.

Se trabajé con una matriz de 31 objetos y 77 variables, obteniéndose
tres modelos con elevados coeficientes de correlacion correspondientes a los

atributos frutal, especiado y calidad aromatica (Tabla 6.4.3).

Tabla 6.4.3. Caracteristicas de los modelos de calibracion y prediccion de atributos
sensoriales a partir de variables olfatométricas.

N° CP  Pendiente R %VE RMSEP
Frutal 4 0,94 0,97 94 6,51
Especiado 2 0,68 0,83 69 5,62
Calidad aromaética 4 0,92 0,96 92 6,32

CP: componentes principales; R: coeficiente de correlacién; VE: varianza explicada; RMSEP:
Error cuadratico medio de predicciéon

Con respecto al atributo frutal, se obtuvo un modelo de regresion a partir
de cuatro componentes principales capaz de explicar un 94% de la varianza de
este atributo. En la Figura 6.4.6 se muestran los pesos de las variables
olfatométricas en los dos primeros ejes principales, y en la Figura 6.4.7 las
proyecciones de las sidras sobre ese plano. Las variables olfatométricas con

mayores coeficientes de regresion se recogen en la Tabla 6.4.4.
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Tabla 6.4.4. Pesos de las variables olfatométricas y sus coeficientes de regresion en el
modelo PLS-1 del atributo frutal.

Metional v23 0,227 -1,30E-02 0,185
Acido propanoico v29 -2,78E-02 -0,138 -0,125
Acido i-butanoico v30 7,93E-03 0,142 0,148
y-Butirolactona v34 6,52E-02 7,47E-02 0,121
Guayacol v45 -8,67E-02 8,80E-02 8,52E-02
2-Feniletanol va7 9,06E-02 1,88E-02 7,89E-02
Eugenol V63 -4,09E-02 0,171 0,130
4-VG v68 0,196 -0,183 -9,25E-02
Hexadecanoato de etilo v70 2,73E-02 4,72E-02 8,23E-02

CP: componente principal

En la prediccion del frutal participaron de forma positiva compuestos
pertenecientes a diversas familias, entre ellos, dos fenoles (guayacol y
eugenol) un acido graso (i-butanoico), un alcohol (2-feniletanol), un aldehido
(metional), una lactona (y-butirolactona), y un éster de etilo de cadena larga
(hexadecaonato de etilo). El acido propanoico y el 4-VG fueron los dnicos

odorantes observados con una contribucion negativa a este atributo.
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RESULTZ, H-expl 21% 21% v-expl 458% 329

Figura 6.4.6. Pesos de las variables olfatométricas sobre el plano formado por las dos
primeras componentes principales del modelo frutal.

En la Figura 6.4.7 se puede apreciar una cierta discriminacion de las
sidras. En la parte superior de la gréfica se situaron practicamente todas las
muestras comerciales (excepto INIA 23 e INIA 24). Este conjunto de sidras esta
asociado con variables de caracter especiado como 4-EG (v52), v59 y v69 (LRI
2145y 2252), 0 v65 (LRI 2219).

117



Sidra natural de nueva expresion: influencia de las condiciones de conservacion
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Figura 6.4.7. Proyeccion de las sidras sobre el plano formado por las dos primeras
componentes principales del modelo frutal.

Como se puede observar, no se obtiene una relacion sencilla para la
percepcion del frutal en sidras, y, sorprendentemente, no se incluyen otros
ésteres ademas del mencionado. La mayor contribucion al modelo procedi6 de
componentes de caracter dulzon o especiado, e incluso de tipo vegetal como,

por ejemplo, el metional.

El modelo correspondiente al atributo especiado se construyé a partir de
dos componentes principales, que explicaron un 69% de la varianza de dicho
atributo. Las variables olfatométricas con mayores coeficientes de regresion se
recogen en la Tabla 6.4.5. A este modelo contribuyen positivamente tres
fenoles volatiles (4-EG, 4-EF y eugenol), asi como el sotolon. Solo el acido
octanoico y un odorante no identificado (IRL 2023), descrito como dulzén y

especiado, influyeron en sentido negativo sobre este atributo.
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Tabla 6.4.5. Pesos de las variables olfatométricas y sus coeficientes de regresion en el
modelo PLS-1 del atributo especiado.

Odorantes szfﬁgi?:éa CcP1 cP2 Cog'gcr':snito?nde
IRL 2023 v51 -0,696 3,65E-02 -0,110
4-EG vb2 0,563 -2,89E-02 8,82E-02
Acido octanoico v54 0,105 -0,328 -4,90E-02
Eugenol V63 0,170 -5,88E-02 3,05E-02
4-EF v64 -0,456 0,380 1,95E-02
Sotolén v66 -0,391 0,330 2,49E-02

CP: componente principal; IRL: indice de retencion lineal en columna DBy ax.

Finalmente, la calidad aroméatica se relacioné principalmente con los

odorantes recogidos en la Tabla 6.4.6.

Tabla 6.4.6. Pesos de las variables olfatométricas y sus coeficientes de regresion en el
modelo PLS-1 para la calidad aromatica.

Odorantes R\‘f;‘?iraet?lg'ss CP1 cP2 Cog;'g;fnde
Acido i-butanoico v30 -7,63E-02 0,113 5,99E-02
2-Feniletanol v47 4,77E-02 0,186 4,70E-02
Acido octanoico vb4 -0,205 0,397 5,54E-02
IRL 2143 v59 -0,328 3,52E-02 -7,71E-02
IRL 2169 v61l -0,177 -0,117 -0,106
Eugenol V63 -8,55E-02 0,321 0,165
4-EF v64 0,399 -0,332 -2,50E-02

CP: componente principal; IRL: indice de retencion lineal en columna DBy ax.

Las variables con mayor contribucion a este modelo fueron el eugenol y
un odorante descrito como especiado y dulzéon (IRL 2169). Participaron de
manera positiva dos acidos grasos y el 2-feniletanol, y negativamente el 4-EF y
un compuesto no identificado con caracter dulzén y floral (IRL 2143). Ambos
compuestos no identificados (IRL 2143 y 2169) se detectaron con valores de

FM superiores al 30% Unicamente en las sidras en rama.

Las relaciones observadas en estos modelos entre atributos sensoriales
y variables olfatométricas son destacables, y podrian considerarse como el
punto de partida de los futuros estudios de reconstitucién, imprescindibles para

explicar el aroma de la sidra.
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7.1. Introduccion

Los trabajos de investigacion realizados en el campo de los vinos
espumosos Yy cavas han sido abundantes a lo largo de los ultimos afios (Pozo-
Bayon et al.,, 2009; Torresi et al., 2011). Se ha estudiado la influencia de
diferentes factores sobre la fraccidbn aromatica de este producto, como la
levadura utilizada y las caracteristicas del vino base (Torrens et al. 2008) o el
suelo, los estados de maduracion, y las variedades utilizadas en su elaboracion
(Coelho et al. 2009), los cambios que tienen lugar como consecuencia de la
segunda fermentacién o la crianza sobre lias (Hidalgo et al.; 2004 Pozo-Bayén
et al.; 2003; Riu-Aumatell et al.; 2006), las condiciones de envejecimiento
(Escudero et al., 2000), el periodo de tiempo en botella (Torchio et al., 2012), o
el método de extraccion en el analisis de los compuestos volatiles (Bosch Fusté
et al., 2007).

Torrens et al. (2010), han estudiado la composicion volatil vy
olfatométrica, asi como las caracteristicas sensoriales de los vinos base y sus
correspondientes vinos espumosos, resultando el perfil sensorial de los vinos
espumosos mucho mas complejo que el del vino base. Campo et al. (2008)
identificaron algunos compuestos aromaticos potencialmente responsables de

las caracteristicas de estos vinos especiales.

En el ambito de la sidra, son pocos los trabajos realizados hasta el
momento. Asi, en lo referente al aroma, Suarez Valles et al. (2008) evaluaron la
capacidad de un grupo de levaduras para llevar a cabo la segunda
fermentacion de sidras espumosas. La cepa de levadura influyo
significativamente sobre el contenido de glicerina, acetaldehido, acetato de
etilo, metanol, propanol, i-butanol y 2-feniletanol. Rodriguez Madrera et al.
(2008) analizaron la influencia de la cepa de levadura (Saccharomyces
bayanus y Saccharomyces cerevisiae) y el tiempo de envejecimiento (hasta 15
meses sobre lias) en la fraccién volatil de la sidra espumosa elaborada de
acuerdo con el método tradicional. El tiempo de envejecimiento afectdé a la
concentracion de acetaldehido, acetato, lactato, hexanoato y octanoato de etilo,

entre otros, analogamente a lo descrito en cavas (Hidalgo et al., 2004). La
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concentracion de metanol, 2-feniletanol, lactato de etilo y octanoato de etilo fue

superior en las sidras elaboradas con la cepa de levadura S. bayanus.

Con respecto a la sidra de hielo, y hasta donde alcanza nuestra
informacion, en la unica referencia encontrada (Radu, 1999) se evaluaron
diferentes métodos de concentracién (congelacion de manzana, mosto y sidra)
y su influencia sobre la calidad del producto, utilizando las variedades Cortland

y Mclintosh.

En el campo de los vinos de hielo se ha estudiado su composicion y
caracteristicas sensoriales (Cliff et al., 2002; Nurgel et al., 2004), el impacto
sobre estos aspectos de factores tales como la cosecha y la region viticola
(Soleas y Pickering, 2007), la cepa de levadura y el método de inoculacion
(Erasmus et al., 2004; Kontkanen et al., 2004). En cuanto al aroma, Setkova et
al. (2007) pusieron de manifiesto la existencia de perfiles volatiles y sensoriales
capaces de discriminar significativamente las muestras en funcion de la zona
de elaboracion, y Bowen y Reynolds (2012) identificaron mediante olfatometria
aromas potencialmente asociados al tipo de elaboracion en vinos de las

variedades Riesling y Vidal.

En este capitulo se aborda una descripcién preliminar del aroma de las
sidras espumosas Yy de hielo existentes en el mercado asturiano, con el fin de
observar la influencia de dos tipos de elaboracion especial sobre la estructura

aromatica de la sidra.
7.2. Sidra espumosa

7.2.1. Muestras

Se analizaron seis sidras espumosas pertenecientes a las cosechas
2009, 2010 y 2011. Las muestras fueron conservadas a 12 °C hasta su analisis
quimico y sensorial. Cinco de ellas se elaboraron bajo el reglamento de la

Denominacion de Origen Protegida “Sidra de Asturias”.

124



Capitulo7

7.2.2. Resultados
Parametros enoldgicos

La Tabla 7.2.1 proporciona informacion detallada sobre las

caracteristicas analiticas y tecnoldgicas de las sidras.

El método de elaboracion mas utilizado en Asturias es el de segunda
fermentacion en botella. Las muestras obtenidas por este método alcanzaron
grados alcohdlicos superiores a 7% (v/v); por su parte, las sidras procedentes

del sistema Granvas presentaron contenidos mayores de azlcares residuales.

Tabla 7.2.1. Parametros enolégicos de las sidras analizadas.

Sig. E1 E2@ E3 E4 E5 E6

Grado alcohdlico (% v/v) *rk 7,38 7,74 6,77 6,52 7,63 7,34
pH ns 3,71 378 388 378 381 3,88
Acidez volatil (g &c. acético/L) ns 0,65 1,21 1,27 1,04 0,69 1,48
Acidez total (g ac. sulfurico/L) ns 3,24 4,05 3,28 3,20 2,88 3,22

SO, total (mg/L) ns 67 14 51 26 13 87
Acido lactico (g/L) ns 6,0 7,6 54 5,9 6,1 5,0
Glicerol (g/L) ns 49 41 1.4 2,8 40 2,3
Sorbitol (g/L) ns 9,0 8,0 6,4 6,4 9,3 6,2
Sobrepresion (Bar, 20° C) ns 4.1 5,6 4.6 3,0 40 5,3
Glucosa (g/L) ns nd 2,6 6,3 5,1 nd nd
Fructosa (g/L) ns nd 2,8 7,0 6,4 nd nd
Método de elaboracién 1 1 2 2 1 1

nd: no detectado; 1: método Champenoise; 2: método Granvas; Sig: significacion; ns: no
significativo; (***): significativo al 1%; (a): no DOP.

Perfil cuantitativo de las sidras

La Tabla 7.2.2 resume las concentraciones de compuestos volatiles

mayoritarios y minoritarios encontrados en las sidras espumosas analizadas.

Anélogamente a lo observado en los capitulos anteriores, la fraccion
correspondiente a los componentes mayoritarios se caracterizé por la
presencia de altos niveles de alcoholes amilicos y lactato de etilo, con valores

promedio de 168 y 210 mg/L, respectivamente.
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Tabla 7.2.2. Composicion volatil de las sidras analizadas.

E1l E2 E3 E4 E5 E6 Media DS Max. Min.
Volatiles mayoritarios (mg/L)
Acetaldehido nd nd nd nd nd 10 10 10 nd
Acetato de etilo 53b 77d 39a 64c 44a 74d 58 15 77 39
Metanol 85f 125¢g 3la 35b 41c 47d 61 37 125 31
2-Butanol nd nd nd nd nd 8 8 8 nd
1-Propanol 20b 38d 28c 21b 16a 62e 31 17 62 16
i-Butanol 27b 43c 68e 26ab 23a 49d 39 17 68 23
Alcohol alilico nd nd 9 nd nd nd 9 9 nd
1-Butanol 4d 4c 2a 4d 4c 3b 3 1 4 2
Alcoholes amilicos® 130a 216¢ 201c 150b 157b 157b 168 33 216 130
Acetoina 27c 57d 5a 4a 16b 3a 19 21 57 3
Lactato de etilo 252d 251d 185b 217c 225c¢ 130a 210 46 252 130
2-Feniletanol 84d 107e 20a 15a 43c 27b 50 38 107 15
Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos
Hexanoico 3.410a 3.120a 5.701c 7.416e 6.426d 4.457b 5.088 1.713 7.416 3.120
Octanoico 4.444b 3.612a 5.846d 6.371f 5.271c 5.070c 5.102 985 6.371 3.612
Decanoico 1.368d 775b 665a 653a 1.041c 1.290d 965 315 1.368 653
Fenoles volatiles
4-Etilguayacol 7470 1.235d 827b 996¢c 991c 219a 836 346 1.235 219
4-Etilfenol 1.868a 6.719c 1.792a 2.032a 3.933b 1.847a 3.032 1.985 6.719 1.792
4-Vinilguayacol 409a 379a 889b 405a 1413d 1.310c 801 475 1.413 379
4-Etilcatecol 934a 13.871e 2.003b 4.115d 18.425f 3.342c 7.115 7.227 18.425 934
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Tabla 7.2.2. (Cont.)

E1l E2 E3 E4 E5 E6 Media DS Max. Min.
Alcoholes
3-Metil-3-butenol 27a 28a 30a 33b 35¢ 41d 32 5 41 27
1-Pentanol 186d 143c 90a 124b 140c 125b 135 32 186 90
3-Metil-2-butenol 38a 50c 42a 46b 51c 62d 48 8 62 38
3-Metil-1-pentanol 94e 48c 20a 21ab 51d 24b 43 29 94 20
Hexanol 5.775¢c 4.150a 6.481d 8.157e 7.835e 5.069b 6.244 1.564 8.157 4,150
t-3-Hexenol 85¢c 50b 40a 41a 48b 41a 51 17 85 40
c-3-Hexenol 183a 585d 580d 446¢ 286b 304b 398 166 585 183
Alcohol bencilico 174b 315d 141a 268c 279c 455e 272 112 455 141
Esteres de etilo
Propionato 667e 260c 212b 473d 170a 992f 462 320 992 170
Butirato 197d 48a 146b 294f 263e 168c 186 88 294 48
2-Metilbutirato 42e 16a 21b 26¢ 28d 21b 26 9 42 16
Hexanoato 205bc 68a 215c¢c 297d 375e 194b 226 104 375 68
Octanoato 141b 74a 144b 136b 212c 141b 141 44 212 74
3-Hidroxibutirato 87b 36a 114c 85hb 87b 124d 89 31 124 36
4-Hidroxibutirato® 308a 328a 857d 447b 710c 1.020e 612 296 1.020 308
Acetatos
Propilo 427c 381b 363b 169a 193a 185a 286 116 427 169
Butilo 47b nd nd nd 29a 47b 41 10 47 nd
Isoamilo 443f 99a 325c¢ 262b 403e 355d 315 123 443 99
2-Feniletilo 293e 92d 2l1a 17a 47c 33b 84 106 293 17
Otros
3-Etoxi-1-propanol 116a 1.133d 389c 123a 337b 357bc 409 374 1.133 116
y-Butirolactona 1.745a 2.155b 2.563c 3.985e 3.035d 2.076b 2.593 814 3.985 1.745
Metionol 612b 885¢c 591b 369a 914c 384a 626 235 914 369

(1): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (2): cuantificado como 3-hidroxibutirato de etilo; nd: no detectado; Valores con

diferentes letras en la misma fila son significativamente diferentes (test de Duncan, 0=0.05)
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El metanol, i-butanol y 1-propanol se encontraron en concentraciones
similares a las observadas en otros tipos de sidras, independientemente de su
origen y forma de elaboracion. En el caso del metanol, las sidras obtenidas

utilizando el método Granvas presentaron concentraciones menores.

En la fraccién volatil minoritaria cabe destacar, de nuevo, los altos
contenidos de fenoles volatiles y acidos grasos (33 y 31% respectivamente),
ademas de la y-butirolactona. Destacaron por sus concentraciones el 4-EF (del
orden de 3 mg/L) y el 4-EC (en torno a 7 mg/L), siendo las muestras E2 y E5
las que presentaron las mayores cantidades de ambos. La muestra E2
presentd, ademas, el mayor nivel de 4-EG, y la E5 de 4-VG, lo que convierte a

estas sidras en las mas fenolicas de las seis estudiadas.

Entre los acidos grasos analizados, cabe destacar los acidos hexanoico
y octanoico, que presentaron concentraciones en el entorno de 5 mg/L. La sidra
E4 presentd los valores maximos, muy superiores a los detectados para el

acido decanoico.

Los alcoholes constituyeron el 20% de los volatiles minoritarios. El
hexanol sigue siendo el mas importante, con contenidos en el entorno de 6
mg/L, ligeramente superiores a los detectados en otras sidras. Salvo en el caso
del hexanol y del c-3-hexenol, se ha observado con caracter general que el
resto de alcoholes alcanza concentraciones superiores en las sidras

elaboradas con el método Champenoise.

Por su parte, los ésteres de etilo y los acetatos representaron el 7% de la
fraccion volatil minoritaria analizada. En lo que respecta a los ésteres de etilo,
los niveles de concentracion mas altos fueron los correspondientes a 4-
hidroxibutirato y propionato de etilo (E6). El éster minoritario fue el 2-
metilbutirato, con concentraciones promedio de 26 pg/L. El acetato de butilo
solo fue detectado en el 50% de las muestras, mientras que el acetato de
propilo alcanzd concentraciones mas elevadas en estas sidras que en las

sidras tradicionales anteriormente estudiadas.

En el caso del 3-etoxi-1-propanol, se encontraron concentraciones

mayores en las sidras espumosas que en las sidras tradicionales. Por su parte,
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la y-butirolactona y el metionol alcanzaron concentraciones promedio similares

a las descritas anteriormente.
Perfil olfatométrico de las sidras

Los resultados obtenidos para el andlisis olfatométrico se muestran en la
Tabla 7.2.3, en la que se relacionan 34 odorantes diferentes, de los cuales dos
no han sido identificados (IRL 2153: ahumado, cuero, dulce e IRL 2305:
vegetal, floral).

El grupo de odorantes con FM promedio = 50 incluye, entre otros,
alcoholes amilicos, 2-feniletanol, acidos grasos y fenoles volatiles. Destaca en
estas muestras el sotolon, que alcanzé el valor mas elevado de frecuencia
modificada (83%), seguido del 4-EG (80%) y el 2-feniletanol (78%). Todos los
odorantes incluidos en este grupo son también detectados con frecuencias
modificadas promedio superiores a 50% en las sidras tradicionales. Ninguno de

estos compuestos aporto diferencias significativas entre sidras.

El segundo grupo lo integran 20 odorantes con FM promedio inferiores a
48%, entre los que se encontraron ésteres de etilo y acetatos, acidos y fenoles
volatiles. El 50% de estos odorantes no se percibié en alguna de las muestras

analizadas.

El &cido acético alcanzd el valor mas alto de frecuencia modificada
(48%), seguido del alcohol bencilico (42%), el 3-hidroxibutirato de etilo y el
acido decanoico (37%). En la situacion opuesta se encuentran un compuesto
no identificado (IRL 2305, 13%), acetato de isoamilo (14%) y guayacol (15%).
La mayoria de los ésteres de etilo y acetatos fueron detectados en todas las
muestras, exceptuando el octanoato de etilo, que sélo se percibié en el 50%, y
el acetato de isoamilo, ausente en la muestra E2, que presentd la menor
concentracion de este compuesto (Tabla 7.2.2). Entre los acidos, cabe resaltar
gue el decanoico se identificé en todas y cada una de las muestras, al contrario
de lo que ocurrié con el resto (acético, propanoico y butanoico).
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Tabla 7.2.3. Perfiles olfatométricos de las sidras espumosas analizadas.

IRLwax IRLs Descripcién Identidad Quimica El E2 E3 E4 E5 E6 Media Sig.
FM promedio = 50%

1074 805 Frutal, dulce, manzana 2-Metilbutirato de etilo 66 66 61 66 61 37 59 ns
1217 753 Tipo alcoholes superiores Alcoholes amilicos 57 65 61 58 74 70 64 ns
1294 983 Setas 1-Octen-3-ona 58 76 74 72 71 51 67 ns
1383 887 Floral, geranio t-3-Hexenol 74 62 29 39 52 52 51 ns
1635 954 Rancio, barniz y-Butirolactona 72 75 81 79 70 75 75 ns
1681 Queso, rancio Acido 2-metilbutanoico 81 76 75 60 79 70 73 ns
1735 1013 Vegetales cocidos, azufrado Metionol 51 51 60 57 59 71 58 ns
1837 1267 Compota, floral Acetato de 2-feniletilo 63 63 73 67 62 53 64 ns
1860 1174 Graso, establo Acido hexanoico 57 66 76 73 70 70 68 ns
1929 1175 Rosas 2-Feniletanol 81 79 83 74 80 70 78 ns
2047 1294 Especiado, dulce 4-Etilguayacol 84 83 84 71 81 77 80 ns
2078 1358 Graso, establo, especiado Acido octanoico 81 62 47 66 63 58 63 ns
2194 1165 Cuero, establo 4-Etilfenol 81 83 84 73 80 59 76 ns
2210 1095 Curry, ahumado, especiado Sotolon 82 84 83 85 88 77 83 ns
FM promedio < 50%

905 719 Frutal Propionato de etilo 9 39 11 29 7 11 18 ns
931 721 Frutal Acetato de propilo 44 37 37 26 37 37 36 ns
1057 804 Frutal Butirato de etilo 33 15 22 49 26 21 28 ns
1144 879 Frutal, platano Acetato de isoamilo 7 0 12 18 11 35 14 ns
1240 1186 Fruta madura Hexanoato de etilo 15 26 37 26 a7 63 36 *x
1404 867 Floral, dulce c-3-Hexenol 25 38 7 34 0 0 17 *

1440 1190 Frutal, hierba, resinoso Octanoato de etilo 26 0 0 46 22 0 16 xkx
1448 Vinagre, alcoholes superiores  Acido acético 0 54 42 75 47 72 48 *rk
1466 908 Vegetales cocidos, polvo, rancio Metional 58 a7 9 22 11 18 28 *x
1494 957 Frutal, floral 3-Hidroxibutirato de etilo 11 53 18 26 67 47 37 **
1519 856 Graso, establo Acido propanoico 0 49 7 7 7 56 21 *rk
1567 966 Lacteo, queso azul Acido butanoico 39 15 7 18 0 15 16 *

1880 1118 Ahumado, especiado, dulce Guayacol 0 29 11 18 21 9 15 ns
1903 1071 Frutal, floral, dulce Alcohol bencilico 34 34 52 55 52 26 42 ns
2100 1123 Cuero, establo p-Cresol 0 11 27 37 24 41 23 ns
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Tabla 7.2.3. (Cont.)

IRLwax IRL5 Descripcion Identidad Quimica El E2 E3 E4 E5 E6 Media Sig.
2153 Ahumado, cuero, dulce ni 26 21 34 46 48 21 33 ns
2171 1476 Especiado, dulce, establo y-Decalactona 32 0 0 24 0 53 18 ok
2246 1279 Ahumado, especiado 4-Vinilguayacol 11 29 26 59 21 47 32 *

2285 1451 Graso, establo Acido decanoico 21 55 21 7 67 53 37 *k
2305 Vegetal, floral ni 7 13 0 0 24 37 13 ns

IRLwax, IRLs: indice de retencion lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; ni: no identificado; Sig; significacion; ns: no significativo; (*): significativo al

10%; (**): significativo al 5%; (***): significativo al 1%; a: tentativamente identificado.
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De acuerdo con el anélisis ANOVA, solo algunos de los compuestos con
FM < 48% fueron capaces de diferenciar las muestras analizadas (Tabla 7.2.3),
como los acidos acético, propanoico, butanoico y decanoico, los ésteres de
etilo, hexanoato, octanoato y 3-hidroxibutirato, el c-3-hexenol, el metional, la y-
decalactona y el 4-VG. Todos ellos, exceptuando el acido acético, el 3-
hidroxibutirato de etilo y la y-decalactona, resultaron ser también discriminantes

entre sidras de nueva expresion.

7.3. Sidra de hielo

7.3.1. Muestras

Se analizaron tres sidras de hielo elaboradas en lagares asturianos,
empleando como método de concentracion la crioextraccion. La fermentacion y
crianza se llevaron a cabo en toneles de acero y/o madera. En todos los casos

se empled manzana asturiana.
7.3.2. Resultados
Parametros enoldgicos

En la Tabla 7.3.1 se resumen los parametros enolégicos de las sidras de
hielo estudiadas. Se trata de bebidas con una elevada concentracion de

azucares y con un grado alcohélico promedio de 11,04 % (v/v).

Los niveles de azucar residual (glucosa + fructosa) en estas muestras

fueron elevados, asi como la acidez total en el caso de la muestra SH1.

Tabla 7.3.1. Composicion quimica de las sidras de hielo analizadas.

SH1 SH2 SH3 Media DS

Grado alcohdlico (% v/v) 9,80 11,22 12,11 11,04 1,17
pH 3,65 4,02 4,27 3,98 0,31
Acidez volatil (g &c. acético/L) 1,44 0,60 0,89 0,98 0,43
Acidez total (g ac. sulfarico/L) 12,25 4.40 3,49 6,71 4.82
Acido lactico (g/L) 3,7 5,6 5,6 5,0 1,1
Acido malico 9,0 1,4 <0,3 3,48 4,79
Glicerol (g/L) 9,7 6,9 7,7 8,1 1.4
Sorbitol (g/L) 19,8 22,6 7,1 16,5 8,3
Glucosa (g/L) 43,6 5,7 11,9 20,4 20,3
Fructosa (g/L) 174,3 52,5 49,0 91,9 71,4

DS: desviacién estandadr
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Cabe destacar que las tres sidras tienen acido malico, residual en el
caso de la sidra SH3, pero en grandes cantidades en la muestra SH1, poniendo

de manifiesto diferentes fases en el proceso de la transformacion malolactica.
Perfil cuantitativo de las sidras

La Tabla 7.3.2 muestra las concentraciones promedio de los volatiles

mayoritarios y minoritarios encontradas en las sidras de hielo analizadas.

Tabla 7.3.2. Composicion volatil de las sidras de hielo analizadas.

SH1 SH2 SH3 Media DS

Volatiles mayoritarios (mg/L)

Acetaldehido 43c 26b 20a 30 12
Acetato de etilo 171c 82b 38a 97 68
Metanol 289b 149a 154a 197 79
2-Butanol nd nd nd

1-Propanol 25¢ 23b 16a 22 5
i-Butanol 21b 39c 16a 25 12
Alcohol alilico nd nd nd

1-Butanol 18c 11b 8a 12 5
Alcoholes amilicos® 90a 151c 113b 118 31
Acetoina 7b 33c 4a 15 16
Lactato de etilo 326¢ 143b 74a 181 130
2-Feniletanol 6a 27c 10b 14 11

Volatiles minoritarios (ug/L)
Acidos grasos

Hexanoico 4513c 1.585a 3.385b 3.161 1.477
Octanoico 1.511a 1.635a 4.586b 2577 1.741
Decanoico 700a 658a 1.699b 1.019 589
Fenoles Volatiles

4-Etilguayacol 287c 121b 73a 160 112
4-Etilfenol 1.668b 843a 2.148c  1.553 660
4-Vinilguayacol 1.202c 681b 536a 806 350
4-Etilcatecol 313a 3.371b 252a 1.312 1.783
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Tabla 7.3.2. (Cont.)

SH1 SH2 SH3 Media DS

Alcoholes

3-Metil-3-butenol 56¢ 67b 19a 47 25
1-Pentanol 373c 304b 94a 257 145
3-Metil-2-butenol 33a 73b 79c 62 25
3-Metil-1-pentanol 2la 26b 28b 25 3
Hexanol 9.828c 4.759a 6.028b 6.872 2.638
t-3-Hexenol 110c 50b 36a 65 40
c-3-Hexenol 375c 184b 102a 220 140
Bencilico 114a 271b 332c 239 113
Esteres de etilo

Propionato 150b 114a 105a 123 24
Butirato 325¢ 209b 143a 226 92
2-Metilbutirato 124c 51b 17a 64 55
Hexanoato 358b 96a 103a 186 150
Octanoato 166¢ 121b 100a 129 34
3-Hidroxibutirato 676¢C 108a 187b 324 308
4-Hidroxibutirato® 1.898a 2.890b 2.753b 2.514 537
Acetatos

Propilo 148c 134b 57a 113 49
Butilo 56a 60a 140b 85 47
Isoamilo 112a 144b 272c 176 84
2-Feniletilo <LC <LC 67 22 39
Otros

3-Etoxi-1-propanol 373a 348a 1.770b 830 814
y-Butirolactona 7.947c 1.951b 1.197a 3.698 3.698
Metionol 902c 474b 264a 547 325

(2): corresponde a la suma de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol; (2) cuantificado como 3-
hidroxiubutirato de etilo; DS: desviacion estandar; nd: no detectado; LC: limite de
cuantificacion; Valores con diferentes letras en la misma fila son significativamente diferentes
segun el test de Duncan (a=0,05).

Entre los volatiles mayoritarios, destaca el metanol, con concentraciones
promedio de 197 mg/L, muy superiores a los encontrados en las sidras
naturales y espumosas. Se detectaron ademas concentraciones elevadas de
lactato de etilo y de alcoholes amilicos. Por el contrario, los niveles de 2-
feniletanol fueron inferiores a los descritos en la mayoria de las sidras naturales
estudiadas. A diferencia de lo observado en todas las demas muestras, las
sidras de hielo presentaron concentraciones de acetaldehido entre 20 y 43

mg/L.
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En la fraccion volatil minoritaria los alcoholes y los acidos grasos
representaron el mayor porcentaje (30 y un 20% respectivamente), seguidos
por los fenoles volatiles (15%) y los ésteres de etilo y acetatos.

Entre los alcoholes destacd el hexanol, con contenidos promedio en

torno a los 7 mg/L, seguido del 1-pentanol, el alcohol bencilico y el c-3-hexenol.

En lo que respecta a los acidos grasos, se observaron valores entre 1y
3 mg/L, presentando el acido hexanoico la concentracion mas elevada seguida
del octanoico y el decanoico. En cuanto a los fenoles volatiles, los mas
abundantes fueron el 4-EF y el 4-EC, con concentraciones promedio en torno a
1,5 mg/L, manteniéndose el orden observado en otras sidras: 4-EF = 4-EC > 4-
VG > 4-EG. Cabe destacar el hecho de que las sidras de hielo resultaron

mucho menos fendlicas que las sidras tradicionales.

En el caso de los ésteres de etilo, el 4-hidroxibutirato de etilo fue el éster
mayoritario, alcanzando concentraciones un orden de magnitud superior al
resto. Estos niveles de 4-hidroxibutirato de etilo resultan ser también superiores
a los detectados en sidras tradicionales, en las que su concentracion no
alcanzé 1 mg/L. En el mismo caso se encontro el 2-metilbutirato de etilo, éster
minoritario que alcanzé concentraciones promedio de 64 ug/L, superior a las
detectadas en las demas sidras estudiadas.

Entre los acetatos, el de isoamilo sigue siendo el mayoritario. Por su
parte, el minoritario resultd ser el de 2-feniletilo, presente en concentraciones
inferiores al limite de cuantificacion (17 pg/L) en dos de estas muestras (Tabla
7.3.2).

Otros compuestos analizados como el 3-etoxi-l1-propanol y la y-
butirolactona presentaron niveles de concentracion muy diferentes en estas
sidras, (Tabla 7.3.2). El 3-etoxi-1-propanol se detect6 en la referencia SH3 en
concentraciones superiores a 1,5 mg/L, cinco veces superior al encontrado en
las otras dos muestras y en las sidras naturales estudiadas, pero similar al
observado en sidras maduradas sobre borras y oxigeno. La y-butirolactona
alcanzé valores elevados en la muestra SH1, que fueron significativamente

superiores a los encontrados en sidras naturales. Por ultimo, el metionol se
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detectd en estas sidras en concentraciones similares a las ya observados en

las demas sidras estudiadas.
Perfil olfatométrico de las sidras

Los resultados del estudio olfatométrico se muestran en la Tabla 7.3.3.
Se detectaron un total de 49 picos olfatométricos, de los cuales 11 no han

podido ser identificados.

Entre los odorantes identificados, los acidos grasos, los alcoholes y los
fenoles volatiles fueron las familias mas relevantes, seguidas de los ésteres de
etilo y los acetatos; este perfil difiere ligeramente del encontrado en las sidras

naturales.

Entre los odorantes con FM promedio = 50%, se encuentran compuestos
que también fueron detectados con altas frecuencias modificadas en las sidras
naturales estudiadas, a excepcion del diacetilo, el metional, un compuesto no
identificado con IRL 1508 y el guayacol, que con anterioridad habian sido
detectados con FM inferiores a 50%. Entre estos odorantes se encuentran
cinco que aportan diferencias significativas entre muestras (2-metilbutirato de
etilo, 3-metil-2-butenol, metional, guayacol y acido decanoico). En el caso del 2-
metilbutirato de etilo y del 3-metil-2-butenol, las sidras que presentaron los
valores menores de frecuencia modificada (SH3 y SH1 respectivamente)
alcanzaron concentraciones minimas también en el andlisis cuantitativo (Tabla
7.3.2).

En el segundo grupo de odorantes (FM < 50), han sido detectados ocho
picos que no habian sido observados en las sidras estudiadas hasta el
momento, mayoritariamente descritos como dulzones (marcados en negrita en
la Tabla 7.3.3). Entre los odorantes de esta segunda categoria, cabe destacar
el acetato de isoamilo y el t-3-hexenol, que aportan diferencias muy
significativas entre muestras y se detectan con las frecuencias mas elevadas
en SH3 y SH1 respectivamente en concordancia con el analisis cuantitativo
(Tabla 7.3.2). Asi mismo, el butirato de etilo también aporta diferencias
significativas entre las muestras estudiadas, alcanzando frecuencias mas

elevadas en las referencias SH2 y SH3.
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Tabla 7.3.3. Perfiles olfatométricos de las sidras analizadas: descripcién olfativa, identificacion, frecuencias modificadas, frecuencia
modificada promedio y resultados de significacion.

IRL \wax IRLs Descripcion Identidad Quimica Significacion SH1 SH2 SH3 FM Promedio
FM promedio = 50%
972 Mantequilla Diacetilo ns 56 61 38 52
1074 805 Frutal, dulce, manzana 2-Metilbutirato de etilo *x 63 73 49 62
1217 750 Tipo alcoholes superiores Alcoholes amilicos ns 66 71 67 68
1299 805 Ahumado, tostado 3-Metil-2-butenol * 37 72 70 59
1448 Vinagre, alcoholes superiores  Acido acético ns 76 68 75 73
1466 908 Polvo, rancio, vegetales cocidos Metional rkk 75 15 74 55
1508 Graso, frutal ni ns 66 71 76 71
1635 954 Rancio, barniz y-Butirolactona ns 66 79 77 74
1681 Queso, rancio Acido 2-metilbutanoico ns 77 65 80 74
1735 1013 Vegetales cocidos, azufrado Metionol ns 70 57 37 54
1837 1267 Compota, floral Acetato de 2-feniletilo ns 75 66 74 72
1860 1174 Graso, establo Acido hexanoico ns 40 68 73 60
1880 1118 Ahumado, dulce, especiado Guayacol *x 42 71 63 59
1929 1175 Rosas 2-Feniletanol ns 80 73 75 76
2047 1294 Dulce, especiado 4-Etilguayacol ns 81 82 71 78
2078 1358 Graso, establo, especiado Acido octanoico ns 55 68 63 62
2194 1165 Cuero, establo 4-Etilfenol ns 53 38 68 53
2210 1095 Ahumado, especiado, curry Sotol6n ns 88 70 87 81
2285 1451 Graso, establo Acido decanoico * 42 75 75 64
FM promedio < 50%
994 Caramelo, dulce ni ns 43 13 15 24
1016 Dulce, frutal ni ns 33 51 7 30
1057 804 Frutal Butirato de etilo Fhk 9 58 42 36
1093 818 Fruta madura Acetato de butilo * 57 26 58 47
1098 Frutal ni *x 7 7 37 17
1144 879 Platano, frutal Acetato de isoamilo rrk 7 9 50 22
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Tabla 7.3.3. (Cont.)

IRLwax IRLs Descripcion Identidad Quimica Significacion SH1 SH2 SH3 FM Promedio
1240 1183 Fruta madura Hexanoato de etilo ns 46 32 27 35
1294 983 Setas 1-Octen-3-ona *k 55 32 33 40
1364 889 Floral, frutal Hexanol ns 45 35 42 41
1383 887 Floral, geranio t-3-Hexenol rkk 72 54 7 44
1404 867 Floral, dulce c-3-Hexenol ns 50 35 33 39
1435 Comida, ketchup, rancio ni * 38 0 12 25
1494 957 Frutal, floral 3-Hidroxibutirato de etilo ns 41 26 34 34
1519 856 Graso, establo Acido propanoico ns 33 11 41 28
1567 966 Lacteo, queso azul Acido butanoico ns 37 37 39 37
1591 Dulce, caramelo ni ns 22 42 47 37
1736 Graso Acido pentanoico ns 33 63 41 46
1768 Caldoso ni ik 55 15 19 29
1801 Dulce, floral 4-Hidroxibutirato de etilo? o 58 18 13 30
1903 1071 Floral, frutal, dulce Alcohol bencilico ns 24 35 7 22
1954 Sudado, graso ni ns 37 21 0 29
1966 Especiado dulce, floral ni ns 53 41 43 46
1986 Floral, especiado ni ns 34 20 11 21
2001 1088 Ahumado o-cresol ns 32 7 11 17
2109 1099 Cuero, establo m-cresol * 47 32 68 49
2171 1476 Especiado, dulce, establo  y-Decalactona ns 32 29 41 34
2183 1385 Especiado, clavo Eugenol ns 57 42 57 52
2215 Queso, dulzén ni ns 29 11 33 24
2246 1279 Ahumado, especiado 4-Vinilguayacol ns 32 35 66 44
2261 1913 Resinoso, hierba seca Hexadecanoato de etilo ns 67 32 34 44

IRLwax, IRLs: indice de retencion lineal en las columnas DB-WAX y DB-5; ni: no identificado; ns: no significativo; (*): significativo al 10%; (**): significativo al 5%; (***):

significativo al 1%; a: tentativamente identificado.
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Capitulo 8

8.1. Composicién cuantitativa

En esta memoria se ha llevado a cabo el analisis del aroma de los
diferentes tipos de sidra presentes en el mercado (tradicional, nueva expresion,
espumosa y de hielo), evaluandose mediante analisis cuantitativo vy
olfatométrico el efecto sobre su perfil aroméatico del origen y la maduracion de

la bebida, las condiciones de conservacién en botella, y la crianza sobre borras.

Entre los compuestos volatiles mayoritarios  destacaron los alcoholes
amilicos, el acetato de etilo y el lactato de etilo, junto con otros alcoholes
superiores como el i-butanol y el 1-propanol. Todos estos componentes son
productos tipicos de la fermentacién y, por lo tanto, su presencia y contenidos
son similares a los de otras bebidas fermentadas (Pires et al., 2014; Swiegers
et al., 2005).

El origen de las sidras tuvo una influencia significativa en el contenido de
acetato de etilo, 2-butanol, i-butanol, alcohol alilico, 1-butanol, amilicos y 2-
feniletanol (Tabla 4.2.2). Estas diferencias pueden atribuirse a diferentes
factores tecnoldgicos: las variedades de manzana utilizadas, las cepas de
levaduras y bacterias lacticas predominantes en cada zona, los sistemas de
prensado, o la turbidez de los mostos durante la fermentacién (Cabranes et al.,
1997; Duenias et al., 1994; Gonzalez Calvo, 2004; Haider et al., 2014; Mangas
et al., 1993; Pando Bedrifiana et al., 2010; Pollard et al., 1966; Satora et al.,
2009; Suérez et al., 2007a; Vidrih y Hribar, 1999).

La maduracién de la sidra tradicional puede llevarse a cabo sobre las
borras o en ausencia de éstas, efectuando un primer trasiego al final de la
fermentacion. Posteriormente, y hasta el momento de comercializacion, se
puede optar por mezclar diferentes sidras con el fin de obtener una mayor

homogeneidad en la bodega.

Las concentraciones de los compuestos volatiles mayoritarios, excepto
del 1-butanol, i-butanol y acetoina, son significativamente superiores en las
sidras maduras (Tabla 4.2.2). Los microorganismos involucrados en la

fermentacién y la mayor presencia de alcoholes permitirian explicar la
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produccion de ésteres. La transformaciéon malolactica contribuiria también de
modo significativo al aumento del contenido de lactato de etilo (Beech y Carr,
1977).

El estudio de la crianza sobre borras puso de manifiesto una influencia
negativa del contacto con lias sobre los contenidos de i-butanol, alcoholes
amilicos y acetoina, y el aumento de la concentracion de 1-propanol (Tabla
5.3.1). La aplicaciéon de microoxigenacion no tuvo influencia alguna sobre la
composicién aromatica, mientras que la adicion de B-glucanasa dio lugar a una
disminucién significativa de casi todos los compuestos analizados (Tabla 5.3.2).
Trabajos previos realizados en vinos han puesto de manifiesto la dificultad de
interpretar el efecto sobre el aroma de un breve contacto con borras o del
tratamiento con oxigeno y/o enzima (Bautista et al., 2007; Bueno et al., 2006;
Masino et al., 2008; Hernandez-Orte et al., 2009; Rodriguez-Bencomo et al.,
2010). La variabilidad de los resultados obtenidos se explica sobre la base de
la influencia de otros factores, como la variedad de uva (Bueno et al., 2006;
Hernandez-Orte et al.,, 2009; Ortega-Heras et al.,, 2008), la naturaleza y
caracteristicas de las lias y el tiempo de contacto con éstas (Bautista et al.,
2007; Gallardo-Chacén et al., 2010).

Con respecto a la fraccion aromatica minoritaria  de la sidra, las
familias predominantes son acidos grasos, alcoholes y fenoles volatiles, que
han sido descritos en diversos estudios cualitativos previos (Williams, 1974;
Williams y May, 1981; Williams y Tucknott, 1971; 1978; Williams et al., 1978).

Los &cidos grasos representaron entre el 25 y el 40% de esta fraccion

aromatica. El acido octanoico fue el mayoritario, seguido del hexanoico y el
decanoico. Este perfil fue coincidente con el descrito en vinos tranquilos y
cavas (Garde-Cerdan et al.,, 2008; Genovese et al., 2007; Perestrelo et al.,
2006; Pérez-Coello et al., 2003; Sanchez Palomo et al., 2007; Torrens et al.,
2010), aunque discrepa ligeramente de lo observado en otros estudios
realizados en sidras en los que, o bien no se encuentran diferencias en los
contenidos de estos acidos (Margolles Cabrales et al., 2003), o bien el acido

decanoico es el mayoritario (Blanco Gomis et al., 2001). En las sidras de hielo
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analizadas, el acido hexanoico fue el principal componente de esta familia, de
acuerdo con lo descrito en vinos de hielo (Cliff et al., 2002).

Los contenidos medios de acidos grasos fueron similares a los descritos
con anterioridad en sidras naturales (Blanco Gomis et al., 2001; Mangas et al.,
1996; Wang et al., 2004). Esta concentracion podria atribuirse, entre otros
factores, a las diferentes mezclas de manzana, cuyos perfiles varian en funcion
de las variedades y cosechas (Blanco Gomis et al., 2002), y a las condiciones
de fermentacion, habiéndose descrito en vinos una clara influencia de las
cepas autoctonas de Saccharomyces cerevisiae (Antonelli et al.,, 1999;
Tufariello et al.,, 2014). Sin embargo, no se han observado diferencias
significativas en las concentraciones de estos componentes en funcion del

origen de esta bebida.

El contacto con las borras de fermentacion afecto a las concentraciones
de los acidos hexanoico y octanoico que experimentaron un incremento
significativo (Tabla 5.3.1), en concordancia con lo observado en vinos (Bautista
et al., 2007; Bueno et al., 2006), potenciado por la accion del oxigeno (Tabla
5.3.2). Este comportamiento fue también coherente con el descrito en vinos
tintos por Cejudo-Bastante et al. (2011a; 2012) y Ortega-Heras et al. (2008), y
depende del estado de la fermentacion en el momento de la aplicacion del
tratamiento de microoxigenaciéon y de la variedad de uva (Cejudo-Bastante et
al., 2011a, b; Hernandez-Orte et al.,, 2009). Por su parte, la adicion de -
glucanasa dio lugar a un descenso de la concentracion de todos los &cidos

grasos, significativo en el caso del &cido decanoico (Tabla 5.3.2).

Los acidos grasos estan involucrados en la sintesis de ésteres v,
dependiendo del equilibrio acido-éster, pueden esperarse distintas tendencias
de variacion (Sumby et al., 2010). Asi, la disminucion de la concentracion de
acido octanoico asociada al tratamiento con B-glucanasa podria explicar el

incremento en el contenido en octanoato de etilo.

Durante la conservacion en botella de las sidras de nueva expresion, se
observoé el incremento de las concentraciones de todos los acidos grasos a los

seis meses, para disminuir posteriormente, si exceptuamos el 4cido decanoico
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gque mostré un aumento neto al final del periodo estudiado. Tendencias
similares han sido descritas en vinos blancos fermentados sin sulfuroso
(Garde-Cerdan et al., 2008), vinos de la variedad Sauvignon Blanc (Makhotina
et al., 2012), o incluso en vinos obtenidos a partir de mostos sometidos a

hiperoxidacion (Cejudo-Bastante et al., 2011c).

Los fenoles volatiles contribuyeron a la fraccion aromatica minoritaria
con porcentajes comprendidos entre 14-33%, hecho que podria considerarse
caracteristico de la sidra. Estos compuestos han sido tradicionalmente
asociados al caracter especiado o fendlico, tipico de esta bebida (Williams y
Tucknott, 1978). A pesar de estar considerados como responsables de olores
descritos como cuero o establo (Chatonnet et al., 1993), ninguna de las sidras
estudiadas presentd este defecto, por lo que esta asociacion deberia revisarse
(Buron et al.,, 2011a; Romano et al., 2009). Las concentraciones encontradas
en todas las muestras estudiadas fueron superiores a las descritas en otras
bebidas, como vinos (Castro-Mejias et al., 2003; Diez et al., 2004; Lépez et al.,
2002), o cervezas (Vanbeveden et al., 2006; 2008a), y comparables a las
observadas en sidras francesas (Buron et al., 2011a). De manera general, el

fenol volatil mas abundante fue el 4-EC, y el 4-EG fue el minoritario.

La concentracion de los fenoles volatiles esta relacionada con el
metabolismo de los lactobacilos, en particular, de algunas cepas de
Lactobacillus paracollinoides, las cuales son capaces de sintetizar grandes
cantidades de estos compuestos a partir de los acidos hidroxicinamicos (Beech
y Carr, 1977; Buron et al.,, 2011b), de acuerdo con el esquema de la Figura
8.1.1.

En las sidras naturales asturianas, los acidos p-cumarico y cafeico estan
presentes a nivel residual, destacando en estos perfiles la presencia de acido
hidrocafeico resultante de la reduccion del acido cafeico (Rodriguez et al.,
2006). Por su parte, el acido ferulico se encuentra en las sidras espafolas en
niveles muy bajos (Alonso-Salces et al., 2004b), lo que explicaria las menores
concentraciones de 4-EG con respecto a los demas fenoles volatiles. Ademas,

estudios realizados en vino muestran que las levaduras Saccharomyces son
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capaces de transformar por descarboxilacion no oxidativa el acido ferudlico en el
vinilfenol correspondiente (4-VG). Esta actividad se expresa durante la
fermentacion alcohdlica con una intensidad variable en funcién de la cepa
(Chatonet et al.,, 1993), lo que podria explicar, en parte, las diferencias

encontradas en la concentracion de este fenol volatil sobre la base del origen

de las sidras.
S CO2H N
hidroxicinamato vinilfenol

HO decarboxilasa HO reductasa HO

R R R
R Acidos hidroxicinamicos Vinilfenoles Etilfenoles
H acido p-cumarico 4-vinilfenol (4-VP) 4-etilfenol (4-EF)
OH acido cafeico 4-vinilcatecol (4-VC) 4-etilcatecol (4-EC)
OCHg; acido feralico 4-vinilguayacol (4-VG)  4-etilguayacol (4-EG)

Figura 8.1.1. Principales &cidos hidroxicinamicos y sus derivados volatiles.

El grado de maduracion afectd significativamente a las concentraciones
de 4-VG y 4-EC tanto en las sidras asturianas como en las vascas. El primer
compuesto disminuyd, e incluso desaparecio en las sidras vascas, mientras
que el segundo aumenté su contenido. Este mismo comportamiento fue
observado al comparar las sidras trasegadas, utilizadas como control, con las
sidras en contacto con borras (Tabla 5.3.1). Estudios previos realizados sobre
el efecto de la crianza sobre borras en la concentracion de fenoles volatiles en
vino describen distintos patrones de variacion. Por un lado, se ha puesto de
manifiesto la influencia de la cepa de levadura en la disminuciéon de estos
compuestos debido a su adsorcion por parte de las borras (Chassagne et al.,
2005; Pradelles et al., 2008) y, por otro, se han observado incrementos
significativos de fenoles volatiles como consecuencia del contacto con lias
(Masino et al., 2008). En nuestro caso, el aumento en los contenidos de 4-EF y

4-EC en las sidras en contacto con borras puede estar relacionado ademas con
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el metabolismo de bacterias lacticas. Cabe destacar el hecho de que las sidras

de hielo resultaron menos fendlicas que las sidras naturales.

La conservacion en botella de las sidras originé también incrementos en
las concentraciones de estos fenoles volatiles, de acuerdo con lo descrito en
cervezas (Vanbeneden et al., 2008b), pero contrario a la observado en vinos

Chardonnay (Cejudo-Bastante et al., 2011c).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede considerar el 4-
EC como un marcador apropiado para definir el estado de madurez de la sidra

natural.

Los alcoholes minoritarios contribuyen a la fracciébn volatil con

porcentajes comprendidos entre el 17 y el 28%. Entre estos alcoholes el
hexanol fue el mas importante, con contenidos similares a los encontrados en
otras sidras extranjeras (Wang et al., 2004; Satora et al., 2009). Los isomeros
geométricos del 3-hexenol han sido previamente descritos en extractos de
manzana y sidra (Mehinagic et al., 2006; Xu et al., 2007). Estos alcoholes, que
aportan notas olfativas herbaceas mas o0 menos intensas segun su
concentracion, provienen de los productos de oxidacion de lipidos formados
durante la etapa pre-fermentativa, lo que podria explicar las diferencias
cuantitativas observadas en funcién del origen (Tabla 4.2.2). La maduracion y
la crianza sobre borras de las sidras dieron lugar al incremento en el contenido

todos estos alcoholes de seis atomos de carbono (Tablas 4.2.2. y 5.3.1).

En relacion con el tiempo de permanencia en botella, hay que resaltar
gue el 3-metil-1-pentanol y el t-3-hexenol permanecieron constantes a lo largo
del periodo de conservacion (Tabla 6.3.1). En general, se detectdé que los
alcoholes alcanzaron un maximo de concentracidbn a los seis meses del
embotellado, en concordancia con lo descrito en vinos almacenados a
temperatura ambiente (Garde-Cerdadn et al., 2008). Este comportamiento
podria explicarse por la posible transformacion de aminoacidos residuales en
los correspondientes alcoholes una vez completada la fermentacion alcohdlica
(Garde-Cerdan et al., 2007). El c-3-hexenol tuvo un comportamiento diferente,

ya que disminuyo a lo largo del periodo de almacenamiento. Este alcohol, junto

146



Capitulo 8

con hexanol y t-3-hexenol, provienen de la degradacion oxidativa de los acidos

grasos y no estan relacionados con el metabolismo de los aminoacidos.

Los ésteres de etilo y acetatos, familias minoritarias en todas las sidras,

representaron entre el 5 y el 14% de esta fraccion aromética. Estos
compuestos suelen estar asociados con el aroma frutal de las bebidas
fermentadas, estando su formacion muy influenciada por las condiciones de
elaboracion. El propionato y el 4-hidroxibutirato de etilo alcanzaron las
concentraciones mas altas, mientras que el acetato de isoamilo fue el

mayoritario entre los acetatos analizados.

Los datos obtenidos para las sidras tradicionales fueron ligeramente
inferiores a los observados en estudios previos de sidras asturianas (Mangas et
al., 1996; Rodriguez et al., 2005). El origen de la sidra afect6 de modo
significativo a los contenidos de 4-hidroxibutirato de etilo, de octanoato de etilo
y de los acetatos, excepto el de butilo, encontrandose niveles superiores en las
sidras asturianas con respecto a las vascas. El acetato de isoamilo,
caracterizado por su aroma a platano, se forma por esterificacion entre el acido
acético y el alcohol isoamilico. Su contenido en sidra esta influenciado tanto por
el prensado (Gonzéalez Calvo, 2004) como por el tipo de levadura que conduce
la fermentacién alcohodlica (Lilly et al., 2000), lo que podria explicar las
diferencias observadas en las concentraciones entre sidras asturianas y
vascas. Por otra parte, la producciéon de acetato de isoamilo se encuentra
intimamente ligada a la actividad de las levaduras no-Saccharomyces, segun
estudios realizados en zumos de manzana fermentados (Pietrowski et al.,
2012) y en vinos (Rojas et al., 2001). La influencia de estas levaduras sobre los
contenidos de acetato de 2-feniletilo y octanoato de etilo ha sido puesta de
relieve en el aguardiente de magaya (Rodriguez Madrera et al., 2013), y en
vinos (Antonelli et al., 1999; Tufariello et al., 2014).

La maduracion aumentd significativamente la concentracion de
propionato, butirato y hexanoato de etilo (Tabla 4.2.2), hecho que podria estar
relacionado con la capacidad de las bacterias lacticas de sintetizar ésteres de

etilo y otros compuestos volatiles como &cidos grasos, alcoholes y y-
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butirolactona (Sumby et al., 2010; Ugliano et al., 2005). Cuando la maduracion
tuvo lugar sobre borras se incrementaron los contenidos de los ésteres de etilo,
con excepcion del 3- y el 4-hidroxibutirato de etilo, y de los ésteres de acetato
(Tabla 5.3.1). Por el contrario, la microoxigenacién no afecté al contenido de
ésteres, en concordancia con lo descrito en vinos tintos de la variedad Cencibel
(Cejudo-Bastante et al., 2012), mientras que la adiciéon de enzima aumento el

contenido de octanoato de etilo (Tabla 5.3.2).

El tiempo de conservacion en botella provocé una disminucion del
contenido de ésteres, con excepcion del propionato de etilo que aumenté su
concentracion con el tiempo, y el 3-hidroxibutirato de etilo, que no experimentd
variacion alguna en el periodo estudiado. El 2-metilbutirato de etilo y el acetato
de 2-feniletilo manifestaron, también, un comportamiento ligeramente diferente,
ya que aumentaron su concentracion tras seis meses en botella, disminuyendo
al final del afio. Estos resultados son similares a los observados en vino (Pérez-
Prieto et al., 2003; Pérez-Coello et al., 2003; Roussis et al., 2005;
Lambropoulos et al., 2007; Ferreira et al., 1997) y en cerveza (Vanderhaegen et
al., 2003), y podrian ser explicados en funcién de los diferentes equilibrios de
hidrolisis-esterificacion de los ésteres (Ramey et al., 1980; Ferreira et al., 1995;
Sumby et al., 2012). Este hecho es relevante, ya que los ésteres de etilo y los
acetatos se asocian con el caracter frutal de las bebidas. Cabe destacar la
elevada concentraciéon de 4-hidroxibutirato de etilo en las sidras de hielo (Tabla
7.3.2).

Otros compuestos analizados fueron el 3-etoxi-l-propanol, la V-

butirolactona y el metionol.

El 3-etoxi-1-propanol se detectd en concentraciones superiores en sidras
asturianas (Tabla 4.2.2). Su produccion es altamente dependiente de la cepa
de levadura, ya que se trata de un metabolito sintetizado por levaduras
Saccharomyces a partir de la homoserina e inhibido por un exceso de
metionina (Irwin, 1992). La baja concentracién de homoserina en manzanas y

sidras (Blanco Gomis et al., 1992) sugiere que esta ruta no sea importante en
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la sintesis de este compuesto. La reaccion de la acroleina con el etanol puede

justificar la formacion del 3-etoxi-1-propanol por otra via.

El grado de madurez, la crianza sobre borras y el tratamiento con
oxigeno incrementaron la concentracion de este compuesto (Tablas 4.2.2, 5.3.1
y 5.3.2). Sin embargo, se detectd una disminucién durante el tiempo de
almacenamiento, en concordancia con lo observado en vinos blancos jévenes
(Pérez-Coello et al., 2003).

La y-butirolactona alcanz6 concentraciones en torno a 1,5 mg/L. Las
lactonas se forman por reacciones de esterificacion intra-molecular de los
correspondientes hidroxidcidos en condiciones &cidas o por reacciones
enzimaticas. Las sidras vascas tienen valores de pH mas acidos que las
asturianas (Tabla 4.2.1), hecho concordante con la mayor concentracion de y-
butirolactona en estas sidras. Esta lactona alcanz6 un maximo de

concentracion tras seis meses de permanencia en botella.

El metionol se detectd en todos los tipos de sidra analizados, en
concentraciones similares a las descritos en vino (Mestres et al.,, 2000),
cerveza (Hill y Smith, 2000) y en sidras (Gonzélez Calvo, 2004). Se trata de un
sulfuro volatil que se genera a partir de la metionina que aporta olor a coliflor si

se supera la concentracion umbral.

Las sidras maduras presentaron concentraciones superiores de metionol
y y- butirolactona, hecho que, como ya se ha dicho, podria estar relacionado

con la capacidad de las bacterias lacticas de sintetizarlos (Ugliano et al., 2005).
8.2. Perfiles olfatométricos

El analisis olfatométrico revelo la importante contribucion al aroma de la

sidra de los ésteres de etilo, acetatos, fenoles volatiles y &4cidos grasos.

Estos perfiles han sido descritos con anterioridad en sidras inglesas
(Williams y Tucknott, 1978), destilados de sidra (Guichard et al., 2003), en
sidras elaboradas a partir de la variedad Fuji y cultivares chinos (Wang et al.,
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2004; Xu et al., 2007), asi como en sidras dulces francesas (Villiere et al.,
2012).

Con el objeto de identificar aquellos odorantes mas importantes, se
consideraron las unidades activas de olor (OAV), definidas como la relacién
entre la concentracién del compuesto volatil (ug/L) y su umbral de percepcién
olfativo (ug/L). Para ello, se calcul6 el valor de las OAV de las sidras en cada
grupo de muestras y posteriormente se realizo el promedio. Como se puede
observar en la Tabla 8.2.1, 15 de los 35 compuestos cuantificados tuvieron
OAV = 1. Estos volatiles son comunmente considerados como los principales
contribuyentes del aroma (Guth, 1997; Ferreira y Cacho, 2009), aunque su
influencia a nivel sensorial esta determinada por complejas relaciones de
sinergia y antagonismo entre los distintos componentes, asi como por las

posibles interacciones de éstos con la matriz no volatil de la sidra.

En esta tabla se incluyeron, ademas, los odorantes cuantificados que no
han sido detectados en el analisis olfatométrico, bien debido al método de
extraccion utilizado, o bien a sus elevados umbrales de deteccion. Entre estos
se encuentran la mayoria de los compuestos volatiles mayoritarios, de los que
Unicamente el acetaldehido y el acetato de etilo podrian tener una contribucién

relevante en el aroma de la sidra.

Entre los compuestos con altas OAV se identificaron ésteres de etilo
(butirato, 2-metilbutirato, hexanoato y octanoato), acetatos (de etilo y de
isoamilo), acidos grasos (hexanoico, octanoico y decanoico), fenoles volatiles
(4-EG, 4-EF y 4-VG), y-butirolactona, acetaldehido, alcoholes amilicos y 2-

feniletanol.
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Tabla 8.2.1. Valor promedio de las Unidades Activas de Olor (OAV) calculadas para las sidras estudiadas y diferentes tipos de vinos.

Sidra de

Sidra

Sidra

Sidra

Sidra

Sidra

Compuesto Umbral nueva asturiana vasca asturiana vasca Sidra Vinp tinto 45 \(ino tig,t% Vi“%’,m,n Vinos clj»?
(Hg/L) expresion  madura madura joven joven espumosa . pielg envejecido joven blanco hielo

Esteres de etilo y acetatos
Propionato de etilo 5.000" <01 0,37 0,28 <0,1 <01 <01 <0,1 <0,1-0,74
Butirato de etilo 20° 10,7 8,02 7,99 5,78 5,77 9,3 11,28 15,3-259 <0,1-62,50 7,95-8,00 3,93-6,86
2-Metilbutirato de etilo 182 1,44 2,39 1,69 1,21 1,93 1,43 3,56 1,03-3,40 0,2-1,1 0,62 1,52
Hexanoato de etilo 14° 10,98 12,4 12,66 10,48 10,23 16,12 13,26 18,2-36,00 <0,1-114,29 17,10-90,00 27,20-34,30
Octanoato de etilo 5° 61,35 42,11 35,48 41,44 31,57 28,24 25,84 32,40-70,10 <0,1-205,00 1,04-26,00 88,30-148,00
3-Hidroxibutirato de etilo 20.000° <0,1 <0,1 <0,1 <01 <01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Acetato de propilo 65.000" nc <0,1 <0,1 <0,1 <01 <01 <0,1
Acetato de butilo 1.800° <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01
Acetato de isoamilo 30° 13,09 14,76 8,1 20,65 6,09 10,49 5,86 83,00 5-16,22 5,77
Acetato de 2-feniletilo 2507 0,48 0,36 0,19 1,13 0,17 0,34 nc 0,05-0,19 <0,1-0,40 0,57-1,16 0,04
Alcoholes
3-Metil-1-pentanol 50" <0,1 <01 <01 <01 <01 <01 <01
Hexanol 8.000° 0,52 0,64 0,62 0,47 0,5 0,78 0,86 0,28 <0,1-1,54 0,21 0,10-0,19
t-3-Hexenol 39" 0,95 0,86 0,7 0,67 0,54 1,3 1,68 0,05
c-3-Hexenol 4007 0,82 0,55 0,36 0,43 0,25 0,99 0,55 0,51-1,99 <0,1-1,50 0,07-0,35
Alcohol bencilico 200.000° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Alcoholes amilicos 30.000° 6,42 6,44 5,98 5,69 4,05 1,08 3,93 1,50 9,86
2-Feniletanol 10.000" 8,9 9,55 6,21 9,28 4,17 0,73 1,44 1,71-5,94 1,0-6,0 0,55-2,64
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Tabla 8.2.1. (Cont.)

Sidra de Sidra Sidra Sidra Sidra . Sidra N N . Vinos
Compuesto Umbral nueva  asturiana vasca asturiana vasca Sidra de Vino tinto 45 Vino t'g,t{)s Vlng,lo,ll e
(hg/L) expresion  madura madura joven joven ESpUMosa a1y envejecido joven blanco hielo *2
Acidos grasos
Acido hexanoico 420° 7,06 7,9 10,66 6,28 6,46 12,11 7,53 3,43-9,92 0,63-9,2 6,72
Acido octanoico 500° 7,26 8,16 10,48 8,69 6,82 10,2 515 2,19-6,61 <0,1-9,9 11,49-43,70
Acido decanoico 1.000° 1,08 1,73 1,79 2,3 1,72 0,97 1,02 0,29-0,57 <0,1-2,71 2,25
Fenoles volatiles
4-Etilguayacol 33° 9,64 19,68 16,16 17,64 19,35 25,33 484 6,00 <0,1-4,3
4-Etilfenol 440° 4,24 5,26 5,25 4,48 51 6,89 3,53 0,27-11,00 <0,1-0,30 0,01
4-Vinilguayacol 40° 11,08 20,85 <0,1 55,63 28,02 20,02 20,16 <0,1-31,00 1,35-61,5
Otros
y-Butirolactona 100° 13,17 17,36 26,41 512 11,37 2593 36,98 0,60-1,38 <0,1-0,46
Metionol 1.000° 0,74 0,59 0,62 0,45 0,49 0,63 0,55 1,70-3,88 <0,1-1,20 2,90
Acetoina 150.000° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0, 1,42 0,1 0,03-0,21
Compuestos no analizados por olfatometria
Acetaldehido 5007 5,78 9,76 4,82 1,19 0,16 nd 59,73 84,9-97,2
Acetato de etilo 12.264° 5,28 7,54 5,59 3,79 2,51 1,87 8,08 6,90
Metanol 668.000° <0,1 0,12 <0,1 <0,1 <0,1 2,27 0,3
2-Butanol 1.000.000" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,86
1-Propanol 830.000° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 1,03 <0,1 <0,1
iso-butanol 40.000° 0,85 0,97 0,92 0,93 0,65 1,3 0,63 1,40 2,70
1-Butanol 820.000° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 1,69 <0,1 <0,1 <0,1
Lactato de etilo 154.636> 1,29 1,3 1,41 0,73 0,79 0,83 1,17 0,10
3-Etoxi-1-propanol 50.000" <0,1 <01 <01 <01 <01 <0,1 <01

nc: no cuantificado; 1: Moreno et al., 2005; 2: Ferreira et al., 2002b; 3: Escudero et al., 20Q7; 4: Culleré et al., 2004; 5: Aznar et al., 2001; 6: Escudero et al., 2004; 7:
Noguerol-Pato et al., 2012; 8: Capone et al., 2013; 9: Losada et al., 2012; 10: Gonzalez-Alvarez et al., 2011; 11: Pet'ka et al., 2006; 12: Bowen y Reynolds, 2012.
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Destaca, en particular, el octanoato de etilo, con OAV comprendidos
entre 25,84 y 61,35, seguido del hexanoato de etilo y el acetato de isoamilo en
sidras tradicionales asturianas maduras. En el caso del octanoato de etilo,
estos valores fueron superiores a los descritos en vinos blancos (Losada et al.,
2012; Gonzéalez-Alvarez et al., 2011; Pet'ka et al., 2006) y, exceptuando el
descrito en vinos jovenes de la variedad Garnacha Tintorera (Noguerol-Pato et
al., 2012), similares a los encontrados en vinos tintos. Los valores de OAV
observados para el hexanoato de etilo resultaron inferiores a los descritos en
vinos tintos envejecidos y blancos, pero acordes con el rango descrito en tintos
jovenes (Aznar et al., 2001; Culleré et al., 2004; Escudero et al., 2004;
Noguerol-Pato et al., 2012; Capone et al., 2013). En el caso del acetato de
isoamilo, los valores calculados en sidras fueron semejantes a los encontrados
para vinos blancos (Pet’ka et al., 2006; Gonzalez-Alvarez et al., 2011; Losada
et al., 2012). Estos valores de OAV revelan una importante componente frutal
en las sidras, ya que los ésteres estan asociados a este atributo. Como ya se
ha indicado, su formacion estd muy influenciada por el sistema de elaboracion,
lo que explicaria las diferencias observadas entre los diferentes tipos de sidras.
Los &cidos grasos contribuyen notablemente a la fraccién aromatica de la sidra
y se describen como queso, graso y notas rancias. Estudios realizados en
vinos tintos de Burdeos (Kotseridis y Baumes, 2000) corroboran la importancia
de los acidos grasos en el aroma. En la sidra, los acidos octanoico y hexanoico
presentaron OAV entre 5,15 y 12,11, valores similares a los encontrados en
vinos tintos (Culleré et al., 2004; Aznar et al., 2001; Escudero et al., 2004,
Noguerol-Pato et al., 2012; Capone et al., 2013), e inferiores a los detectados
en vinos blancos en el caso del acido octanoico (Pet’ka et al., 2006; Gonzalez-
Alvarez et al., 2011; Losada et al., 2012).

Entre los fenoles volatiles destacaron el 4-EG y el 4-VG, especialmente
en sidras tradicionales jovenes. En el caso del 4-EG estos valores fueron
superiores a los detectados en vinos; mientras que el 4-EF alcanz6 valores
maximos de 6,89, inferiores a los descritos en vinos tintos envejecidos (Tabla
8.2.1). El 4-VG se encuentra en rangos similares a los encontrados en vinos

tintos jévenes y blancos (Aznar et al., 2001; Culleré et al., 2004; Escudero et
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al., 2004; Pet’ka et al., 2006; Gonzalez-Alvarez et al., 2011; Noguerol-Pato et
al., 2012; Losada et al., 2012; Capone et al., 2013). Estos compuestos, junto
con el sotolén, contribuyeron a la definicion del atributo “especiado” en las

sidras naturales estudiadas.

Otros compuestos activos de la sidra fueron la y-butirolactona, el acetato
de etilo, los alcoholes amilicos y el 2-feniletanol. En concreto, la y-butirolactona
y el 2-feniletanol contribuyeron de manera positiva al atributo “frutal”,

alcanzando ambos valores de OAV superiores a los encontrados en vinos.

Es particularmente llamativo el caso del acetaldehido, que alcanzé
valores superiores de OAV en las sidras de hielo, siendo, en todo caso,
inferiores a los detectados en vinos tintos (Culleré et al., 2004; Aznar et al.,
2001). La baja concentracion de este compuesto en sidra natural estd asociada
a la ausencia o bajas concentraciones de anhidrido sulfuroso en las etapas de
prensado y fermentacién (Herrero et al., 2003).

Si se comparan las sidras de hielo con los vinos homologos, se observa
gue las primeras alcanzaron valores superiores de las OAV para el butirato de
etilo, el 2-metilbutirato de etilo y el hexanol, e inferiores para el hexanoato y el

octanoato de etilo (Bowen y Reynolds, 2012).

El analisis olfatométrico puso de manifiesto la existencia de una serie de
odorantes presentes en todas las muestras estudiadas. Entre ellos, se
encontraron ésteres de etilo y acetatos (2-metilbutirato de etilo, hexanoato de
etilo, 3-hidroxibutirato de etilo y acetato de 2-feniletilo), acidos (acético, 2-
metilbutanoico, hexanoico, octanoico y decanoico), fenoles volatiles (guayacol,
4-EG, y 4-EF), alcoholes (amilicos, t-3-hexenol, c-3-hexenol y 2-feniletanol), y
otros odorantes como metional, y-butirolactona, metionol, y-decalactona y
sotolén. Ocho de ellos se encuentran presentes, ademas, con frecuencias
modificadas superiores al 50%. Es el caso de los alcoholes amilicos, la y-
butirolactona, el acido 2-metilbutanoico, el acetato de 2-feniletilo, el &cido
hexanoico, el 2-feniletanol, el 4-EF y el sotoldn, todos ellos productos tipicos de
la fermentacion. Estos odorantes no aportaron diferencias entre muestras y

alcanzaron, de manera general, valores de OAV = 1.
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Asimismo, estos compuestos han sido también descritos con elevadas
intensidades en sidras elaboradas con variedades de manzana chinas (Xu et
al., 2007), y en sidras francesas (Villiere et al., 2012), por lo que podrian ser

asignados a la estructura basica del aroma de la sidra.

En la situacién contraria se encuentran compuestos, en general no
identificados, caracteristicos de un Unico tipo de sidra, y que podriamos
considerar componentes diferenciadores. Es el caso de los odorantes con IRL
994,1016, 1098, 1435, 1736, 1954, 1966 y 2215, que son descritos en general
como dulzones, y que estan presentes Unicamente en las sidras de hielo (Tabla

7.3.3). Los odorantes no identificados 1486 y 2219 se localizaron solo en
algunas sidras naturales de nueva expresion (Tabla 6.2.3). Todos estos

compuestos alcanzan valores bajos de FM, generalmente inferiores al 50%.

El analisis olfatométrico ha demostrado ser una herramienta de gran
utilidad para discriminar entre sidras tradicionales en funcién de su origen y
estado de maduracion. Algunos odorantes como acetato de propilo, 1-octen-3-
ona, acido 2-metilbutanoico, 2-feniletanol, 4-EG y sotolén permiten diferenciar
las sidras en funcion de su procedencia, mientras que 1-octen-3-ona y 3-metil-
2-butenol discriminan las muestras por su estado de maduracién, junto con los
acidos propanoico, i-butanoico, octanoico y decanoico, eugenol, 4-VG, m-

cresol, 3-hidroxibutirato de etilo, acetato de 2-feniletilo y metionol.

Se ha demostrado que la utilizacién de los perfiles olfatométricos es un
criterio eficaz para diferenciar sidras en funcion de su grado de maduracion,

superior al tradicionalmente basado en el valor de la acidez volatil.

Los perfiles olfatométricos descritos han permitido construir tres modelos
matematicos para explicar la percepcion del frutal, el especiado y la calidad
aromatica de las sidras de nueva expresion. En estos modelos contribuyeron,
especialmente, seis compuestos con OAV > 5 (acido octanoico, 4-EG, 4-EF, 4-

VG, y-butirolactona y 2-feniletanol), junto con otros nueve odorantes.

La ausencia de ésteres de etilo y acetatos entre los principales
contribuyentes del modelo frutal resulté algo sorprendente. Cabe apuntar un

posible efecto enmascarante de otros componentes de la sidra que dificulten la
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plena percepcién de este atributo, aspecto que requiere, obviamente, mas
investigacion. La participacion de acidos grasos en la percepcion del caracter

frutal ha sido descrita con anterioridad en vino tinto (San Juan et al., 2011)

Los resultados indican, por otra parte, la especial relevancia de los
fenoles volatiles en el aroma de la sidra, no solo por sus rangos de
concentracion, sino también por su positiva contribucion al caracter especiado
de esta bebida, asociacion tradicionalmente descrita (Williams y Tucknott,
1978), que debe confirmarse mediante los correspondientes ensayos de

reconstitucion y omision.
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Del trabajo expuesto en la presente memoria se extraen las siguientes

conclusiones:

1. Se ha realizado, por primera vez, la caracterizacion cuantitativa y
olfatométrica de sidras naturales. Desde el punto de vista cuantitativo,
los acidos grasos son la familia mas relevante seguida de fenoles
volatiles y alcoholes.

2. El andlisis olfatométrico revela la importancia de los ésteres de etilo y

acetatos, identificandose una estructura basica comin a todos los tipos

de sidra, constituida principalmente por ésteres de etilo y acetatos,
acidos y fenoles volatiles, ademas de alcoholes y otros odorantes como

metional, y-butirolactona, metionol, y-decalactona y sotolon.

3. De entre estos compuestos, ocho de ellos se encuentran presentes con
frecuencias modificadas superiores al 50%. Es el caso de los alcoholes
amilicos, la y-butirolactona, el acido 2-metilbutanoico, el acetato de 2-

feniletilo, el acido hexanoico, el 2-feniletanol, el 4-EF y el sotoldn.

4. Las variables quimicas no proporcionaron resultados satisfactorios en la
construccién de modelos de prediccién segun el origen de las sidras.

5. Las variables predictivas mas correlacionadas con el origen de las sidras
han resultado ser acetato de propilo, 1-octen-3-ona, &acido 2-
metilbutanoico, 2-feniletanol, 4-EG y sotol6n, y por tanto, estos
compuestos pueden ser considerados adecuados marcadores en la

diferenciacion de las sidras por su procedencia.

6. Las variables mas relacionadas con el grado de madurez son 1-octen-3-

ona y 3-metil-2-butenol. .

7. Se ha evaluado el efecto que tiene en la composicion volétil de las sidras
naturales y en los perfiles olfatométricos de la sidra la aplicacion de
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9.

tratamientos basados en el contacto con borras de fermentacion. El perfil
cuantitativo experimenta numerosos cambios asociados a este factor,
siendo los mas significativos el incremento de los contenidos de 4-EC y

acido octanoico.

La sidra natural de nueva expresion se mantiene estable en botella al
menos durante seis meses. Transcurridos este tiempo se observan
cambios significativos en la concentracion de la mayoria de los
compuestos analizados, en patrticular, la disminucion de ésteres de etilo
y acetatos y el aumento de 4-EC y acido octanoico. A nivel
olfatométrico, los resultados revelan que el tiempo de embotellado
influye de manera muy significativa sobre la intensidad de percepcion de
ésteres, alcoholes, fenoles volatiles y otros compuestos como el sotoldn,
aumentando de manera general, su intensidad. Transcurrido un afio, las
intensidades de percepcion sensorial de todos los atributos alcanzan su

minimo.

Se ha evaluado la influencia de la composicion aromatica en las
percepciones sensoriales en sidra de nueva expresion. En la prediccion
del frutal participan de forma positiva guayacol, eugenol, acido i-
butanoico, 2-feniletanol, metional, y-butirolactona y hexadecanoato de
etilo. El acido propanoico y el 4-VG son los unicos odorantes observados
con una contribucidon negativa a este atributo. Al atributo especiado

contribuyen fundamentalmente los fenoles volatiles y el sotolon.

10.Se ha descrito el perfil aromatico de seis sidras con segunda

fermentacion, el cual parece menos complejo que el de las sidras
naturales. Se identificaron compuestos olfatométricos capaces de
discriminar entre muestras como acido acético, acido propanoico, acido
butanoico, acido decanoico, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, 3-

hidroxibutirato de etilo, cis-3-hexenol, metional, y-decalactona y 4-VG.
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Conclusiones

11.Se ha llevado a cabo un estudio preliminar sobre el perfil aroméatico de
tres sidras de hielo. Los alcoholes son la familia mayoritaria, seguidos de
acidos grasos y fenoles volatiles, hecho que difiere de los perfiles
encontrados en otros tipos de sidras. En cuanto al perfil olfatométrico,
han sido detectados ocho picos no identificados y descritos como
dulzones, que no habian sido observados en otros tipos de sidras.
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Anexos

Aromatic Profile of Ciders by Chemical
Quantitative, Gas Chromatography-Olfactometry,

and Sensory Analysis

Maria José Antdn, Belén Sudrez Valles, Ana Garcia Hevia, and Anna Picinelli Lobo

Abstract:  Nine samples of Asturias cider have been analyzed for volatile, olfactometric, and sensorial profiles. The
aromatic composition was mainly constituted by fusel alcohols and ethyl esters. Among the minor volatile compounds,
fatty acids, volatile phenols, and alcohols were the main components. The olfactometric analysis revealed the existence
of 55 aromatic areas, exhibiting a wide range of intensities. Components like amyl alcohols, 2-phenylethanol, ethyl esters
such as 2-methylbutyrate, hexanoate and octanoate, hexanoic and octanoic acids 2-phenylethyl acetate, 4-ethyl guaiacol,
and 4-ethyl phenol could be considered as being part of the structure of cider aroma. The extract dilution analysis of one
extract identified 2 volatile phenols (4-ethyl guaiacol and 4-ethyl phenol) among the most powerful odorants in cider.
These components gave significant correlations with the sensory attributes sweet, spicy, and lees.

Keywords: aromas, chemical composition, cider, GC-olfactometry, sensory evaluation

Practical Application:
focused to the knowledge of its aromatic composition. However, the characteristic aroma profile of cider suggests that

Although cider is a popular and worldwide beverage, only a few and partial studies have been

some concepts relating high contents of volatile phenols or acetic acid with sensory defects should be revised in the case

of this beverage.

Introduction

Odor and flavor are the most important quality factors in an al-
coholic beverage, and they are closely related to the making pro-
cedure. Therefore, the study of the aroma of foods and beverages
is a challenging but difficult task, involving gas chromatographic,
o]factometry, and sensory techniques.

Cider-making is one of the most relevant agro-food indus-
tries in Asturias, a region located on the Atlantic coast of north-
ern Spain. Production rates of cider (sparkling and still cider)
place this region in the 4th position of Europe, following the
United Kingdom, Ireland, and France (http://www.aicv.org). This
product is recognized as Protected Designation of Origin by the
European Union (Commission Regulation Nr. 2154/2005), and
takes into account 2 products: still and sparkling cider. The making
of cider follows a traditional method which includes pressing of
cider apples and spontaneous alcoholic fermentation and malolac-
tic transformation by the autochthonous microorganisms typically
associated to each cellar year after year (Sudrez-Valles and oth-
ers 2007a), giving rise to characteristic cellar profiles. Although
cider is a popular and well-known beverage in Europe, to the
best of our knowledge there are only a few quantitative studies
about its aroma profile. The volatile composition of cider is char-
acterized by the presence of fusel alcohols, ethyl acetate, and ethyl
lactate as major compounds (Picinelli and others 2000), together
with short- and medium-chain fatty acids, esters, and carbonyls
(Mangas and others 1996; Wang and others 2004; Rodriguez
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Madrera and others 2005; Xu and others 2007; Rodriguez Madr-
era and others 2008; Satora and others 2008, 2009). Moreover,
olfactometric researches on cider aroma are even scarcer. For in-
stance, Xu and others (2007) described the olfactometric profiles
of 2 single-cultivar apple ciders by measuring olfactory intensi-
ties, comparing the results obtained by using difterent methods
for the extraction of the volatile compounds and Villiere and oth-
ers (2012) compared 2 headspace methods to identify odor active
compounds in sweet commercial French ciders.

The aims of this paper were to quantify the aromatic com-
position of natural cider to seek for odor-active and potentially
discriminatory compounds in cider on the basis of their olfacto-
metric and sensory profiles. To measure the olfactometric data,
a technique combining detectionfrequency and odor intensity of
the eluting components was chosen.

Materials and Methods

Cider samples

Nine samples of cider (6 bottles each) made in the 2008 harvest
were taken at bottling at their respective cellars and kept at 12 °C
until chemical and sensory analysis, for a maximum of 1 mo. These
ciders were made with different apple mixtures, according to the
particular conditions used by the respective cider makers, under the
rules of the Protected Designation of Origin regulation. They were
obtained by spontaneous fermentations excepting those referred
to as C4, C6, and C10, which were made by using commercial
Saccharomyces strains. The chemical composition of these samples,
obtained by MID-FTIR spectroscopy (Picinelli and others 2006),
is shown in Table 1.
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Table 1-Chemical composition of ciders.

C3 C4 C5 C6 C9 C10 C11 C23 C24
Alcoholic 6.08 5.60 6.04 598 6.64 650 649 644 7.24
degree (%
v/v)
Total dry 21.8 247 241 27.0 244 249 239 222 253
extract (g/L)
pH 3.64 353 371 3.69 381 383 385 376 3.73
Volatile acidity  0.28 0.26 1.18 0.67 1.63 037 1.15 1.83 1.68
(g acetic/L)
Total acidity (g 2.69 3.44 4.06 326 3.72 259 3.63 428 3.73
sulfuric/L)
Lactic acid 53 67 62 62 50 56 57 64 49
(g/L)
1,3- nd nd 16 03 1.0 =nd 1.3 21 02
Propanediol
%)
Glycerol (g/L) 43 40 22 34 38 43 24 07 40
Sorbitol (g/L) 64 78 83 75 72 89 86 81 53

nd, not detected.

Table 2-References for sensory attributes of cider®.

Attributes Consensus definition References

Fruity Ripe fruit, ripe apple Ethyl 2-methylbutyrate, 2 mg/L
Floral Floral, roses 2-Phenylethanol, 100 mg/L
Sweet Sweet, cake-like Vanillin, 200 mg/L

Lactic Lactic Acetoin, 100 mg/L +

2-methylbutyric acid, 5mg/L

?Solutions prepared in ethanol:water (6:94).

Reagents and standards

The volatile standards were supplied by Sigma (St. Louis,
Mo., US.A.), Aldrich (Gillingham, UK.), and Flucka (Buchs,
Switzerland). Pentane (VWR, Hipersolv, Darmstadt, Germany),
dichloromethane (chromatographic quality), absolute ethanol,
ammonium sulfate, and anhydrous sodium sulfate were from Pan-
reac (Barcelona, Spain). All the reagents were of chromatographic
quality.

Sensory analysis

Eight judges (4 men and 4 women aged from 25 to 50), belong-
ing to the Sensory Panel of the Protected Designation of Origin
“Cider from Asturias” were selected and trained for sensory de-
scriptive analysis according to the specifications of the Spanish
Assn. for Normalization (AENOR 1997). This group completed
60 h of specific training with natural ciders and references to clarify
definitions, as described in Table 2.

The trained panel was scheduled to assess the samples once
a week. The ciders were kept and served at 12 °C, randomly
presented in normalized glasses (UNE 87021), and evaluated in
duplicate. A maximum of 8 glasses were assayed in each session.
Ten odor and flavor difterent attributes (fruity, floral, sweet, lactic,
spicy, vinegar, lees, acid, bitter, and astringent) were evaluated
by means of a 9-point scale (1, very weak; 5, moderate; 9, very
strong). Assessments for odor, aroma, taste, and after-taste qualities
were also done on a 9-point scale defined in this way: 1, very bad;
5, fair; 9, excellent.

Analysis of major volatiles compounds

Major volatiles (acetaldehyde, methanol, acrolein, ethyl acetate,
1-propanol, iso-butanol, 2-butanol, acetoine, amyl alcohols, allyl
alcohol, ethyl lactate, and 2-phenylethanol) were analyzed by di-
rect injection into a Hewlett-Packard model 6890 (Agilent Tech-

nologies, Palo Alto, Calif., U.S.A.) GC-FID as described elsewhere
(Suérez Valles and others 2005).

Analysis of minor volatiles compounds

Minor volatile 8 alcohols (3-methyl-3-butenol, 1-pentanol,
3-methyl-2-butenol, 3-methyl-1-pentanol, hexanol, frans-3-
hexenol, cis-3-hexenol, and benzyl alcohol), 5 ethyl esters (2-
methylbutyrate, hexanoate, octanoate, 3-hydroxybutyrate, and
4-hydroxybutyrate), 3 fatty acids (hexanoic, octanoic, and de-
canoic), 2 acetate esters (isoamyl and 2-phenylethyl), 4 volatile
phenols (4-ethylguaiacol, 4-ethylphenol, 4-vinylguaiacol, and 4-
ethylcatechol), 3-ethoxy-1-propanol, y-butyrolactone, and me-
thionol were analyzed by GC-FID, after an isolation and concen-
tration step by liquid-liquid extraction.

Cider samples were filtered through hydrophilic cotton and ho-
mogenized by magnetic stirring for 2 min. Forty-five grams of
ammonium sulfate were added to a volume of 150 mL of sample,
adjusting the pH to 3.00 with hydrochloric acid. Then, one-step
liquid-liquid extraction was performed in 250-mL decantation
funnels with 30 mL of a pentane:dichloromethane (2:1, v/v) mix-
ture, shaking for 10 min at room temperature. Aqueous phase
was discarded and then, the funnel was washed with 5 mL of
the extractant mixture, and added to the organic phase. This one
was centrifuged at 20000 g at 5 °C for 10 min. Next, 20 mL
of the organic phase was collected, filtered through filter paper
(Whatman 1PS silicone treated) and anhydrous sodium sul-
fate, washed with the extractant mixture, and subsequently
concentrated by means of a Turbo Vap II™ Evapora-
tor (Zymark, Caliper Life Sciences, Mass., U.S.A.) at 30
°‘C under nitrogen gas flow to a final volume of 0.5
mL. Sample extracts were filtered through a 0.45 um
PVDF (polyvinyl difluorure; Teknokroma, Barcelona, Spain) be-
fore chromatographic analysis.

The chromatographic analyses were performed with a Hewlett-
Packard 6890N model fitted with a flame ionization detector, a
DB-WAX column (30 m x 0.32 mm., 0.50 um, J&W Folson,
Calif., U.S.A.), using helium as carrier gas (3 mL/min). Chro-
matographic conditions were as follows: initial temperature, 40 °C
maintained for 5 min, then, program rate 3 °C/min to achieve
135 °C, 1 °C/min to reach a final temperature of 225 °C, and kept
at this temperature for 5 min. Injector and detector temperatures,
275 °C. Injection volume, 1 uL (split ratio 1/50). Quantifica-
tion was done by the external standard procedure. The standard
solutions were prepared in a pentane:dichloromethane (2:1, v/v)
mixture.

Additionally, to confirm the identity of the volatile compounds
and the absence of interferences and coeluting peaks, the samples
were injected onto an Agilent 7890 GC model, fitted with a
mass spectrometry detector 5975C (Agilent Technologies, Palo
Alto, Calif., U.S.A.), using the above-mentioned chromatographic
conditions, and the total ion mode (SCAN) in the range m/z 40
to 400 (2.6 scan/s). The identification of volatile compounds was
performed by comparing their spectra against the library Wiley
138, and confirmed by coinjection of the pure standards, whenever
possible. Injection volume, 1 uL, was done in the splitless mode
(1.0 min).

Olfactometric analysis

Olfactometric analyses were done by means of a Hewlett-
Packard 5890 model fitted with a flame ionization detector and
a sniffing port 275 (Ingenieria Analitica, S.L., Barcelona, Spain)
heated at 220 °C, connected by a flow splitter to the exit of a
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DB-WAX column (30 m x 0.32 mm; 0.50 um from J&W Fol-
son, Calif., U.S.A.). Gradient conditions were as follows: starting at
40 °C for 5 min, rising to 100 °C at 4 °C/min, 2nd step 6 “C/min
to reach 200 °C, isocratic step at this temperature for 4 min,
10 °C/min to reach a final temperature of 225 °C, maintained
for 5 min. Injector and detector temperatures, 275 °C. Injection
volume 1 uL (splitless 1.0 min).

A panel of 6 to 8 people carried out the sniffings of the afore-
mentioned cider extracts. Each judge evaluated the samples once
(35 min). The overall intensity of each odor was measured using a
5-point scale (1, very weak; 3, clearly recognizable, but moderate
intensity; 5, very intense odor), with 9 possible scores (half values
were allowed). The data processed were a mixture of intensity
and frequency of detection, named modified frequency, ME cal-
culated with the formula proposed by Dravnieks (1985): MF (%)
= / F(%)x1(%), where F(%) is the detection frequency, and I(%)
the average intensity, expressed as percentage of the maximum
intensity.

The identification of the odorants was carried out by com-
parison of their odors, by chromatographic retention index with
those of the pure reference standards in both DB-WAX and DB-5
columns (30 m x 0.32 mm; 0.25 um from J&W Folson, Calif.,
U.S.A.), and GC-MS spectra in the conditions established for ol-
factometric analyses.

Statistical analysis

To assess the influence of the cider samples, the quantitative data
were submitted to variance analyses. Sensory data were evaluated
by multivariate analysis of variance, taking ciders and judges as
factors. To check the existence of significant differences among
samples, GC/O data were submitted to 2 analyses: a x? test on
the citation data, and a variance analysis on the individual intensity
scores. Pearson bivariate correlation analyses were also performed
to seek for significant correlations between olfactometric inten-
sities and the logarithm of concentrations of minor volatiles plus
amyl alcohols and 2-phenylethanol. In all the cases, a significant
level of 5% (e = 0.05) was selected. The statistical package used
was SPSS v. 12.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Ill., US.A.).

Results and Discussion

Sensory profiles

Sensory data were evaluated by analysis of variance taking a
significance level of 5% (o = 0.05). The sensory panel disagreed
in the use of the quantitative scales as the effect of judges was
significant for most of the attributes; however, they were consistent
at evaluating floral and lees because the interaction samples x
judges were not significant (data not shown). In those cases in
which significant interactions were found, a mixed model was
considered, taking judges as a random effect. Thus, the F-value
was calculated by dividing the mean square of cider samples by the
mean square of the corresponding samples-by-judges interactions.

There were found significant differences among samples for
the attributes fruity, floral, lactic, and lees. As seen in Figure 1,
the samples referred to as 9, 11, and 3 had the highest scores for
fruity; the cider referred to as 9 was also the most floral, sweet, and
spicy, whereas sample referred to as 23 had the highest score for the
attribute lees, followed by cider 10. No significant differences were
found for any of the rest of the attributes. In general, these ciders
were described as moderate for acid taste and weak in bitterness
and astringency. It is worth to note that the vinegar sensation
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was assessed as weak or very weak, even though the wide range
observed for volatile acidity (Table 1).

The samples were also assessed for odor and flavor quality. Pear-
son analyses of correlation gave several significant correlations
(P < 0.05) among sensory attributes. Odor quality showed pos-
itive correlations with fruity, floral, and taste quality. In its turn,
fruity was positively correlated with the attributes floral, sweet,
and spicy, whereas the lactic odor exhibited negative correlations
with odor and taste qualities and floral.

Quantitative aromatic profiles of ciders

The results obtained from the analyses of major volatile com-
pounds by direct injection are summarized in Table 3. Among
those compounds, it is worth to note the contents of 2-
phenylethanol and amyl alcohols, with mean values of 107 and
214 mg/L respectively. Both of them are products of the alcoholic
fermentation, and their contents depend on the technological con-
ditions, such as turbidity of the musts and the making process, and
the yeast strains involved in the fermentation process (Mangas and
others 1993; Vidrih and others 1999; Suarez and others 2007b).
Methanol, iso-butanol, and 1-propanol presented also significant
amounts. The contents of methanol in cider are related to apple
cultivar and maturity, as it is the result of pectin methyl esterase
action on methoxy groups of pectins in the crushed fruit. The
other 2 components are typical fermentation products, and de-
pend on the yeast strains conducting the fermentation (Antonelli
and others 1999; Satora and others 2009).

Among the minor volatile compounds, fatty acids represent 43%
of the aromatic composition. Octanoic acid was the major one,
followed by hexanoic and decanoic acids. The contents found
in these samples were included in the range between 0.2 and
11 mg/L, with mean values similar to those described elsewhere
(Mangas and others 1996; Blanco-Gomis and others 2001; Wang
and others 2004). The fatty acids present in cider come from
apples, their profile being related to apple cultivars and harvests
(Blanco-Gomis and others 2002); alcoholic fermentation provides
also a certain amount of fatty acids, which depends on the yeast
strains involved in the fermentation (Arias-Abrodo and others
2005).

Volatile phenols and alcohols, respectively, account for 24% and
23% of the minor aromatic composition. Among the alcohols
analyzed, hexanol was the main one, with contents ranging be-
tween 2.7 and 7.6 mg/L, similar to those reported for ciders made
from single varieties (Wang and others 2004; Satora and others
2009). Other C6-alcohols analyzed were cis-3-hexenol and trans-
3-hexenol, the 1st one being more important from the quantita-
tive point of view (Table 3). Both of them had been described in
apple extracts and ciders, imparting floral and herbaceous odors
(Mehinagic and others 2006; Xu and others 2007). Other alcohols
such as 1-pentanol and benzyl alcohol have been reported in cider
extracts (Williams and May 1981).

Four volatile phenols were quantified in the ciders studied: 4-
ethylguaiacol (4-EG), 4-ethylphenol (4-EP), 4-vinylguaiacol (4-
VG), and 4-ethylcatechol (4-EC). Their mean contents decreased
in the order 4-EC > 4-EP > 4-VG > 4-EG. Comparing the
values obtained for the Asturian ciders with those reported for
French ciders (Buron and others 2011a), some differences can be
highlighted. The Asturian ciders presented higher levels of 4-EP
and lower of 4-EC than French ones. In any case, the high contents
of both 4-EP and 4-EC in ciders is related to the metabolism of
lactobacilli, in particular, some strains of Lactobacillus paracollinoides,
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Figure 1-Spider graphs of the sensory profiles of ciders. Scores shown are mean values of the sensory panel.

which are able to synthesize those components from hydroxycin-
namic acids (Buron and others 2011b).

Although volatile phenols are considered as markers of sensory
defects, this concept should be revised because despite the high
contents of volatile phenols found in the ciders analyzed, none
of them presented this defective character. As reported elsewhere
(Buron and others 2011a), a clear phenolic taint off-flavor was not
perceived until a 4-EC concentration of 11.8 mg/L was achieved.

Ethyl and acetate esters represent the 5% of the minor aro-
matic fraction analyzed in these ciders. Among the ethyl esters,
4-hydroxybutyrate and octanoate reached the higher amounts,
whereas isoamyl acetate was the major one between the analyzed
acetates (Table 3). The present data are slightly lower than those
observed in previous studies on Asturian ciders (Mangas and oth-
ers 1996; Rodriguez Madrera and others 2005). These compounds
are synthesized from alcohol and acids at different stages of the fer-
mentation process, by the action of yeasts and lactic bacteria, or by
chemical esterification during the ageing time. For instance, ethyl
octanoate and ethyl hexanoate contents are influenced by the time
of contact with lees (Rodriguez Madrera and others 2008). There-
fore, the ester profiles are subjected to continuous changes due to
the complexity of cider.

Olfactometric profiles of ciders

The results from the GC-O study of the ciders are presented
in Table 4. In these ciders, 128 odorants were initially detected,
but those not reaching a maximum GC-O score of 30% MF in
any of the 9 ciders were not further considered. According to
this criterion, the final number of components was reduced to
55, subsequently ranked and statistically evaluated. Among the
components identified by olfactometry, alcohols were the most
abundant, followed by ethyl esters and volatile phenols, acids, and
acetate esters. All these compounds have long been reported in
cider (Williams and Tucknott 1978; Williams and May 1981),

cider distillates (Ledauphin and others 2003), and more recently
in ciders made from Fuji (Wang and others 2004) and Chinese
apple varieties (Xu and others 2007) prepared at laboratory scale,
and sweet French commercial ciders (Villiere and others 2012).

Two groups of odorants can be made, attending to their mean
MEF (%) value. In the 1st one, there were 20 components with av-
erage modified frequencies between 50% and 78%, and therefore,
clearly perceived in all of the ciders; these compounds included dif-
ferent fermentation by-products (amyl alcohols, 2-phenylethanol,
fatty acids) and volatile phenols, and they were present in a wide
range of concentrations, as seen in Table 3. The highest mean
value for MF corresponded to that of 4-EG and 2-methylbutyric
acid (78%), followed by 2-phenylethanol (75%). In general terms,
the results obtained in this set of Asturian ciders were in agreement
with those reported for other ciders (Xu and others 2007); it is
worth to note that many of the odorants presenting MF > 50% in
this study exhibited also the highest aroma intensities in the above-
mentioned report, such as ethyl esters (2-methylbutyrate, hex-
anoate, and octanoate), acids (2-methylbutyric, hexanoic, and oc-
tanoic), amyl alcohols and 2-phenylethanol, 2-ethylphenyl acetate,
1-octen-3-one, and volatile phenols (4-EG and 4-EP). Therefore,
these compounds could be considered as part of the structural
aroma of cider.

In the 2nd group, there were 35 odorants with average MF up
to 46%. Again, another volatile phenol, 4-VG, reached the highest
value for mean MF (46%). Most of the odorants included in this
group (24) were not perceived in some of the samples, but some
of them reached very high values for ME

The ability of the odorants considered in this study to discrim-
inate among ciders was evaluated through variance analyses of
the individual intensities assigned by the participants in the snift-
ing sessions (ANOVA), X2 on the citation frequencies, and the
range of the olfactometric measures (MF,,,x-MF,,;,). As shown
in Table 4, 23 out of 35 components included in the 2nd group,
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Table 3-Volatile composition of ciders.

c3 C4 c5 C6 c9 C10 C11 Cc23 C24 Mean SD
Major volatiles (mg/L)

Ethyl acetate 38¢ 17 64¢ 454 81h 33b 728 55¢ 1231 59 31
Methanol 31° 354 34¢d 17* 648 28b 54f 44¢ 130" 49 34
1-Propanol 10° 120 43f 12b 33¢ 13b 19¢ 458 244 23 14
Iso-Butanol 51¢ 32¢ 978 25° 33¢ 454 61f 28b 102n 53 29
Allyl alcohol nd nd 17¢ nd 4 nd 294 7° nd 6 11
1-Butanol 4 nd nd 28 6° 2 6P 5b 5b 3 2
Amyl alcohols 2558 168° 301" 126* 168° 246f 237¢ 211¢ 2184 214 53
Ethyl lactate 2318 132> 1669 201 188° 209F 17 141° 258h 183 47
2-Phenyl ethanol 152f 17 1568 16° 86° 137° 1284 244h 25b 107 78
Minor volatiles (ng/L)

Fatty acids

Hexanoic 2,544P 4,375¢ 2,919¢ 4,247¢ 2,837¢ 1,774 2,836° 5,170 3,8454 3,394 1,074
Octanoic 47374 5,975f 4,301 4,790° 3,384P 3,976 6,127% 11,0728 2,162 5,169 2,528
Decanoic 1,5814 1,058° 1,211¢ 1,011° 1,333¢ 1,5914 2,271¢ 4,331F <320 1,626 1,151
Volatile phenols

4-ethyl guaiacol 6434 265> 6374 1,520° 1,080¢ 93* 477° 128" 226" 564 479
4-ethyl phenol 1,371° 2,509¢ 1,723 2,856° 3,181F 1,616°  2,308¢ 2,926° 1,317 2,200 712
4-vinyl guaiacol 355b¢ 1,235¢ 609¢ 320P 411¢ 1,229¢ 1440 2,428f 307> 783 733
4-ethyl catechol 504 617" 586 3,296 6,9294 442° 3,401¢ 3,427¢ 1,180 2,264 2,196
Alcohols

3-Methyl-3-butenol <18 <18 24¢ 18¢ 338 <18 194 43h 29f 22 11
1-Pentanol 45¢ 37b 544 39b 110° 35b <12 219F 108¢ 72 65
3-Methyl-2-butenol 14P 11° 41¢ 17¢ 41¢ 17¢ 344 72f 334 31 19
3-Methyl-1-pentanol 43¢ 8 354 9 41¢ 23¢ 48f 938 20b 36 26
Hexanol 3,646P 3,910 4,394 57360 52667 2,746 4,245¢ 7,6388 4,831 4,712 1,409
trans-3-Hexenol 23k 41f 344 37 30° 18 40f 518 344 34 10
cis-3-Hexenol 421f 103 2744 341° 177° 216¢ 185> 5488 1900 273 141
Benzyl alcohol 640 55% 3218 78b 267" 141° 2194 3742 240° 195 117
Ethyl esters

2-Methylbutyrate 9ib 7t 11b 23¢ 304 100 294 35¢ 33¢ 21 11
Hexanoate 105" 204" 131¢ 2298 132° 91? 1484 217% 168¢ 158 49
Octanoate 158¢ 181¢ 172¢ 172¢ 144 1320 203f 3248 102* 176 63
3-Hydroxybutyrate 18> 8 14> 44¢ 124f 18> 684 99° 120f 57 47
4-Hydroxybutyrates 239¢ 2624 446f 2834 6108 174 377° 379¢ 217° 332 136
Acetate esters

Isoamyl 428¢ 3894 472f 77 199° 3964 3704 5288 314¢ 353 139
2-Phenyl ethyl 478" 414 167 <18 84° 55 729 2088 240 126 147
Others

3-Ethoxy-1-propanol 39° 35% 312¢ 84> 179° 97b 7488 364" 2524 234 226
y-Butyrolactone 1,879¢ 3,8641 2,567¢ 3,804¢ 1,485¢ 1,008" 850P 361° 1,437¢ 1,917 1,254
Methionol 557¢ 6224 1,012 418° 360° 710¢ 363" 9338 7851 640 240

nd, not detected; squantified as ethyl 3-hydroxybutyrate. Values with different letters in the same column are significantly different (e = 0.05).

and 5 out 20 of those present in the 1st one, were found to
be potentially differencing, as measured by both statistical tests.
The x2 showed significant differences for other 5 compounds (4-
EG, sotolon, p-cresol, m-cresol, and y-decalactone). Likewise, all
the above potentially discriminatory compounds exhibited ranges
of their modified frequencies higher or equal to 30%, excepting
4-EG. However, the opposite was not always true since 10 com-
ponents, which are written in bold letters in Table 4, did not
significantly discriminate among ciders, despite their high ranges
for MF (%). The intrinsic properties of the components analyzed
may explain some of the difficulties found to discriminate be-
tween stimulus levels. In the case of methionol, its olfactory signal
becomes saturated at concentrations only 10-fold its perception
threshold (Culleré and others 2004). The opposite situation was
represented by ethyl propionate, isoamyl acetate, and hexanol,
producing transitory stimulus, with low to medium olfactory in-
tensities.

In order to identify the most powerful odorants, the cider re-
ferred to as C3 was selected on the basis of its high odor intensity
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and quality (data not shown) to perform an AEDA study. To do
so, the extract was sequentially diluted by a rate of 2 with the
extractant mixture, analyzed by the 5 most sensitive judges, and
the citation frequencies being measured. The flavor dilution factor
of each odorant corresponds to the maximum dilution that could
be perceived by at least one of the panelists, and it is shown in the
last column of Table 4.

According to the results of this experiment, 28 components
had values for DF different from zero. The most powertul odor-
ants were 2-phenylethanol, 4-EG and 4-EP, followed by amyl al-
cohols, frans-3-hexenol, 2-methylbutyric acid, and octanoic acid.
Other odorants such as sotolon, methionol, ethyl octanoate, 3-
methyl-2-butenol, and 4-VG had also noticeable values for di-
lution factors. Taking apart 2-phenylethanol and amyl alcohols,
being major components of the volatile profile of cider, the other
compounds can be considered as potentially active odorants of this
beverage. Likewise, it is worth to note that 4 of these potentially
active compounds were also identified as discriminatory: 4-EG,
octanoic acid, ethyl octanoate, and 4-VG (Table 4).
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Table 4-Olfactometric profiles of ciders: olfactory description, chemical identification, modified frequencies, MF (%), and AEDA
dilution factors (DF).

LRIwax LRI5 Description Chemical identity C3 C4 C5 C6 C9 C10 C11 C23 C24 Mean x2 ANOVA difMax-min DF

Average MF > 50%

931 721  Fruity Propyl acetate 64 62 56 54 53 59 51 47 68 57 ns ns 21 16
1074 805  Fruity, sweet, apple Ethyl 2-methyl butyrate 69 46 55 65 48 68 70 75 75 63  ns ns 28 4
1217 753 Like amylics Amyl alcohols 69 76 75 65 66 65 72 58 65 68  ns ns 18 128
1240 1186 Ripen fruit Ethyl hexanoate 65 44 37 56 45 52 52 35 59 50  ns ns 30 0
1294 983  Mushroom 1-Octen-3-one 63 43 32 48 72 47 53 70 72 55 kxk ok 40 32
1299 805 Smoked, toasted 3-Methyl-2-butenol 40 69 59 48 26 65 68 51 58 54 ns ns 43 32
1383 887  Flowery, geranium  trans-3-Hexenol 75 74 76 69 73 71 68 72 80 73 ns ns 12 128
1448 Vinegar, like fusel ~ Acetic acid 53 40 65 56 61 56 74 56 65 58 ns ns 33 0
alcohols,
ketchup
1635 954  Rancid, varnish y-Butyrolactone 75 80 61 77 77 76 81 72 67 74  ns ns 20 16
1681 Cheese, rancid 2-Methyl butyric acid 84 73 76 77 79 83 76 79 77 78 ns ns 11 128
1837 1267 Stewed fruit, 2-Phenylethyl acetate 69 45 74 55 53 56 56 69 49 59 ns ns 29 16
flowery
1860 1174 Fatty, stable Hexanoic acid 70 71 76 66 67 76 73 73 83 73 ns ns 16 16
1903 1071  Fruity, flowery, Benzyl alcohol 47 16 66 51 64 52 40 56 64 50 % sk 50 8
sweet
1929 1175 Roses 2-Phenyl ethanol 59 78 76 84 82 82 74 63 81 75 ns ns 25 256
2047 1294  Sweet, spicy 4-Ethyl guaiacol 77 77 75 76 77 77 78 85 77 78 k% ns 10 256
2078 1358 Fatty, stable, spicy ~ Octanoic acid 78 58 62 65 59 81 78 73 63 69 kk *ok 23 128
2153 Leather, smoked ni 79 40 47 43 67 41 47 47 76 54 k% ok 39 16
2194 1165 Leather, stable 4-Ethyl phenol 70 76 65 57 76 65 77 69 62 68  ns ns 20 256
2210 1095 Smoked, spicy, Sotolon 65 85 61 77 46 55 81 8 72 70 % ns 39 64
curry
2285 1451 Fatty, stable Decanoic acid 68 65 35 55 36 77 73 77 45 59 ok *ok 42 16
Average MF < 50%
905 719  Fruity Ethyl propionate 9 0 34 13 27 16 18 28 6 17 ns ns 34 0
1057 804  Fruity Ethyl butyrate 38 44 7 44 42 26 38 48 47 37wk *ok 41 16
1093 818 Ripen fruit Butyl acetate 31 4 0 27 13 O 0 6 0 14 % k% 44 0
1144 879  Fruity, banana Isoamyl acetate 20 13 29 0 16 25 24 16 30 19 ns ns 30 0
1364 889  Flowery, fruity Hexanol 43 21 47 46 37 52 18 27 39 37 ns ns 33 0
1404 867  Flowery, sweet cis-3-Hexenol 49 9 7 30 0 36 29 53 0 24wk ok 53 0
1413 Vinegar, like fusel  ni 0O 0 0 0 22 36 0 0 0 7 sk Kok 36 0
alcohols
1419 Sweet, spicy ni o o0 7 0 0 0 0 0 65 8 *k k% 65 0
1432 1016 Sweet, spicy, fruity 2-Octanol 29 6 0 9 34 0 0 29 0 12 %k *% 34 0
1440 1190  Fruity, grass, Ethyl octanoate 52 60 17 63 6 40 29 27 24 35 *k %k 57 32
resinous
1466 908 Dust, rancid, Methional 0O 49 0 0 25 9 9 0 9 11 *ok *k 49 0
cooked
vegetables
1486 Fruity, flowery, ni 0O 0 0 0 47 6 34 16 20 14 % *ok 47 0
sweet
1494 957  Fruity, flowery Ethyl 3-hydroxybutyrate 36 25 21 18 27 38 36 29 33 29 ns ns 20 8
1519 856 Fatty, stable Propanoic acid 0O 0 68 0 0 0 0 57 0 14 %% *k 68 0
1529 909  Fatty, heavy iso-Butyric acid 6 0 32 22 60 29 0 40 51 27wk ko 60 0
1554 1096  Fatty, resinous 1-Octanol 59 17 32 0 19 20 9 0 0 17 % k% 59 0
1567 966  Lactic, sharp, blue  Butanoic acid 45 38 45 6 0 17 22 9 55 26 kk ok 55 0
cheese
1653 1090 Flowery Phenyl acetaldehyde 77 6 65 13 46 30 47 58 19 40wk *ok 71 0
1735 1013 Cooked vegetables, Methionol 38 60 42 57 16 59 34 48 43 44 ns ns 44 64
sulfury
1775 Flowery, fruity, ni 49 13 15 13 49 0 29 40 53 29wk ko 53 2
coconut
1801 Sweet flowery Ethyl 4-hydroxybutyrate® 22 16 34 6 6 13 13 13 13 15 ns ns 28 2
1880 1118 Smoked, sweet, Guaiacol 37 39 39 40 38 40 9 25 43 35 ns ns 34 8
spicy
1986 Flowery, spicy ni 44 6 45 19 0 29 27 29 34 26 ns ns 45 0
2001 1088 Smoked o-Cresol 29 26 42 21 53 41 29 30 20 32 ns ns 33 0
2100 1123 Leather, stable p-Cresol 0O 0 47 29 17 26 27 43 23 24 xk ns 47 0
2109 1099 Leather, stable m-Cresol 40 30 24 47 10 23 18 0 28 25wk ns 47 8
2171 1476 Spicy, sweet, y-Decalactone 0 9 34 70 60 51 40 73 29 41 ek ns 73 0
leather
Continued
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Table 4-Continued.

LRIwax LRI; Description Chemical identity C3 C4 C5 C6 C9 C10 C11 C23 C24 Mean )(2 ANOVA difMax-min DF
2183 1385 Spicy, clover Eugenol 70 76 54 0 41 65 0 0 62 41 K% *k 76 0
2219 Smoked ni 0O 0 0 9 40 60 0 0 0 12 sk ok 60 0
2246 1279 Smoked, spicy 4-Vinyl guaiacol 63 34 29 62 61 37 53 49 26 46 kx ok 37 32
2261 1913 Resinous, dry grass Ethyl hexadecanoate 0 0 0 0 0 36 6 34 38 13 % *ok 38 0
2305 Flowery, vegetal ni o o0 0 0 33 o6 18 9 36 11 sk *ok 36 0
2323 Balsamic, sweet ni 6 0 0 0 0 0 31 27 40 12 Kk Kk 40 16
2333 Stable, phenolic ni 11 6 7 42 65 31 54 56 35 34 sk ok 58 0
2360 1496  Spicy, phenolic Isoeugenol 45 51 0 19 9 6 6 0 24 18 *k *k 51 4

LRIwax, LRIs: linear retention index on DB-WAX and DB-5 columns, respectively; ni:

*significant at the 5% level.

Table 5-Pearson correlation coefficients between odor sensory
attributes and olfactometric mean intensities or logarithm of
volatile contents.

Odor
attributes I (%) Log concentration
Vinegar  Butyl acetate (—0.706; P = 0.034)  —
Amyl alcohols (=0.679; P = 0.044)
LRI 1413 (0.755; P = 0.019)
LRI 2219 (0.767; P = 0.016)
Isoeugenol (—0.739; P = 0.023)
Fruity t-3-hexenol (—0.677; P = 0.045) Methionol (—0.831; P =
0.005)
LRI 1486 (0.626; P = 0.071)
Methionol (—0.745; P = 0.021)
Sweet LRI 1486 (0.842; P = 0.004) Methionol (—0.659; P =
0.053)
Methionol (—0.761; P = 0.017)
4-EP (0.819; P = 0.007)
LRI 2305 (0.814; P = 0.008)
Spicy Amyl alcohols (—0.663; P = 0.051)  Methionol (—=0.608; P =
0.082)
LRI 1486 (0.767; P = 0.016)
Methionol (—0.772; P = 0.015)
4-EP (0.837; P = 0.005)
Sotolon (—0.635; P = 0.066)
LRI 2305 (0.728; P = 0.026)
Lees Ethyl 2-methylbutyrate (0.673; Octanoic acid (0.671; P =
0.048)
P = 0.047) Decanoic acid (0.602; P =
0.087)

2-Methylbutyric acid (0.642;
P =0.062)
4-EP (—0.627; P = 0.071)

4-EG (—0.682; P = 0.043)
4-VG (0.725; P = 0.027)
y-butyrolactone (—0.668;
P = 0.049)
Ethyl hexadecanoate (0.634; P =
0.067)

The role that some of these potentially active components may
play in the interpretation of sensory perceptions can be evaluated
through the correlations obtained between the mean scores of
sensory attributes and the mean olfactometric intensities or the
logarithm of volatile contents, as shown in Table 5.

Thus, the olfactometric intensities of 4-EP, amyl alcohols, trans-
3-hexenol, 2-methylbutyric acid, methionol, and sotolon were
significantly correlated with different odor sensory attributes.
Other components such as butyl acetate or the nonidentified peaks
(LRI 1413, 1486, and 2305) showed also significant correlations
with sensory descriptors.

In agreement with their respective olfactometric assessments,
the vinegar odor was negatively correlated with butyl acetate, and
positively related to the nonidentified peak at 1413, described as
vinegar (Table 4). The sensory attributes fruity, sweet, and spicy
were positively correlated with the unknown peak at 1486 (de-
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not identified; ns: not significant

scribed as fruity, floral, and sweet), and negatively with methionol
(Table 5). The powerful odorant 4-EP was directly associated with
the sensory perceptions sweet and spicy, and inversely with the
attribute lees.

The quantitative volatile composition analyzed gave less signifi-
cant correlations with the sensory descriptors of ciders. It is worth
to note that no relationship was found between the vinegar odor
and the volatile acidity of the ciders. In fact, values for this param-
eter higher than 1.40 g acetic/L are common in Asturian Cider
(Picinelli and others 2000) with no detrimental effect on its sensory
quality. As reported elsewhere, acetic acid is more penetrating in
thin ciders of low acidity than in full-bodied ones (Whiting 1973).
Similarly, the odor detection for acetic acid in Ice wines is 3-fold
that of table ones (Cliff and Pickering 2006), reinforcing the hy-
pothesis of the masking effect of cider matrix. Likewise, methionol
content was negatively correlated with the assessments of fruity,
sweet, and spicy, while lees was directly associated to fatty acids
and 4-VG, and inversely with 4-EG and y-butyrolactone.

Unlike previous results on wine aroma (Escudero and others
2007), no correlations were found between fruity sensory notes
and the contents of ethyl or acetate esters in cider, neither in-
dividually nor grouped (data not shown). Compared with wine
aromatic composition, fatty acids and volatile phenols are predom-
inant in cider, so that a strong masking effect should be expected.
Also, many other cider components of cider such as polyphe-
nols could contribute to decrease the volatility of those esters and
subsequently, their sensory perception (Lorrain and others 2013).

Conclusions

The quantitative analysis of these ciders has shown the pres-
ence of high amounts of fatty acids, alcohols, and volatile phenols
as typical components of the aromatic profile of quality ciders.
From the olfactometric study carried out, 55 components have
been ranked by their intensities, 28 of them were found to be of
greater importance to discriminate among samples. Components
such as amyl alcohols, 2-phenylethanol, ethyl esters such as 2-
methylbutyrate, hexanoate and octanoate, hexanoic and octanoic
acids 2-phenylethyl acetate, 4-EG and 4-EP, were found to be
common to other ciders, so that they could be considered as part
of the aromatic structure of this beverage. Two volatile phenols
(4-EG and 4-EP) were identified as powerful odorants, and were
involved in the perception of the sensory attributes sweet, spicy,
and lees.
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Abstract

The effect of different treatments involving contact with natural lees on the aromatic profile
of cider has been evaluated. Comparing with the untreated ciders, the contact with lees
brought about a significant increase of the concentrations of most of the volatile compounds
analyzed, in particular fatty acids, alcohols, ethyl esters and 3-ethoxy-1-propanol. The
opposite was observed among fusel acetate esters and 4-vinylguaiacol. The addition of [3-
glucanase enhanced the increase of ethyl octanoate, but produced a decrease in the contents
of decanoic acid and all of the major volatiles excepting acetaldehyde, ethyl acetate and
acetoine, whereas the application of oxygen influenced the rise of the level of 3-ethoxy-1-
propanol only. The olfactometric profiles also revealed significant effects of the treatment
with lees for ethyl propionate, diacetyl, cis-3-hexenol, acetic acid, benzyl alcohol, and m-
cresol, while the addition of oxygen significantly influenced the perception of ethyl

hexanoate, 1-octen-3-one, 3-methyl-2-butenol, #-3-hexenol and c¢-3-hexenol.
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1. Introduction

Odour and flavour are the most important quality aspects of alcoholic beverages, paramount
to determine the preferences of potential consumers. The development of these attributes
throughout the making process is influenced by the succession of different and complex

steps: selection of raw material, fermentation process and maturation or ageing.

Maturation and ageing are traditional oenological practices aiming at improving the
organoleptic characteristics of wines. Sparkling and some types of white wines are usually
left on their lees but nowadays, the ageing over-lees is gaining relevance also in the
production of red wines in all viticultural areas (Fornairon-Bonnedond, Camarasa, Moutounet

& Salmon, 2002; Pérez- Serradilla & Luque de Castro, 2008).

The composition of lees is highly variable as they are mainly formed by
microorganisms (yeasts and bacteria) and their autolysis products, together with organic and
inorganic residues coming from the must. The autolysis of yeasts provides the must with
valuable macromolecular components which play important roles in colloidal stability
phenomena, stimulation of malolactic fermentation and sensory improving of wines
(Fornairon-Bonnedond ef al., 2002). Besides, lees are able to retain undesirable components
such as sulfurs and volatile phenols (Chassagne, Guilloux-Benatier, Alexandre & Voilley,
2005; Pradelles, Alexandre, Ortiz-Julien & Chassagen, 2008; Vasserot, Steinmetz & Jeandet
2003), reinforcing existing evidences of the ability of lees to modify wine organoleptic

characteristics.

Regarding aroma, the influence of a short contact with lees on the aromatic
composition of wines is controversial. Bautista, Fernandez, and Falqué (2007) observed a

generalised significant increase of the volatile compounds of wines after contact with lees,
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while others (Loscos, Hernandez-Orte, Cacho & Ferreira, 2009) found the opposite effect. In
the particular case of sparkling wine, there are typical profiles of volatile compounds related
to ageing time (Francioli, Torrens, Riu-Aumatell, Lopez-Tamames, & Buxaderas, 2003;
Torrens, Riu-Aumatell, Vichi, Lopez-Tamames & Buxaderas, 2010). Ageing time has been
identified as the main responsible for changes in the aromatic composition of sparkling ciders

(Rodriguez Madrera, Garcia Hevia, Palacios Garcia & Suarez Valles, 2008).

Cider is a worldwide popular drink which consumption figures have been increasing
in the last years. Asturias, with making rates close to 80M litres, is the fifth European
producer (www.aicv.org). In this region, traditional cider is made by spontaneous
fermentation (alcoholic and malolactic) of apple musts, followed by an optional step of
maturation over-lees, which is claimed to bring about positive sensory characteristics, such as
improved foaming properties and aroma complexity. Because of the cider-making process,

lees are expected to be complex, since they include the presence of lactic bacteria.

The management of lees in winemaking has been the focus of many studies. Those
reports include the application of microoxygenation to reduce sulphur off-odours or to
improve wine colour and stability (Gémez-Plaza & Cano-Lopez, 2011), and the use of
enzymes to either accelerate the autolysis process or enhance the aromatic potential of wines
(Masino, Montececchi, Arfelli & Antonelli, 2008; Moreno-Arribas & Polo, 2005; Rocha,
Coutinho, Delgadillo, dias Cardoso & Coimbra, 2005; Sanchez Palomo, Diaz-Maroto,
Gonzalez-Vifias & Pérez-Coello 2005; Torresi, Frangipane & Anelli, 2011). However, to the
best of our knowledge, these studies have not been made before in cider. Therefore, the
purpose of this paper is to evaluate the effect of different treatments based on the contact with

fermentation lees on the volatile composition and the olfactometric profiles of cider.

2. Materials and methods
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2.1 Reagents and Standards

The volatile standards were supplied by Sigma (St. Louis, MO), Aldrich (Gillingham, U.K.),
and Flucka (Buchs, Switzerland). Pentane (Merck, Darmstadt, Germany), dichlorometane,
absolute ethanol, ammonium sulphate and anhydrous sodium sulphate were from Panreac
(Barcelona, Spain). All the reagents were of chromatographic quality. A [B-glucanase

commercial preparation (Enovin Glucan) was purchased from Agrovin (Leon, Spain).

2.2 Micro-Oxygenation equipment

A multiple diffuser micro-oxygenation DosiOx equipment provided by Agrovin (Ledn,
Spain) was used. The oxygen employed was Ultrapure Plus from Carburos Metalicos

(Barcelona, Spain).

2.3 Experimental design

A thousand litres of clean racked cider were obtained from a local cellar, and distributed
between 100L-stainless steel tanks. This cider was made according to the usual procedure
that is, pressing of a mixture of cider apples, spontaneous clarification and alcoholic and
malolactic fermentation. The lees coming from the fermentation of this cider were also
sampled, homogenized and used without further handling. Two tanks containing cider
without treatment were taken as controls, and the other eight batches were added with lees
(5% v/v) and different combinations of enzyme (B-glucanase, 5 g/hL) and oxygen
(6mL/L/month), as shown in Figure 1. The experiment lasted two months at 12° C, and after

that, the ciders were sampled and analysed.

2.4 Analysis of major volatile compounds
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Major volatiles were analysed by direct injection by GC-FID, as described elsewhere (Suarez

Valles, Pando Bedrifiana, Fernanez Tascon, Gonzalez Garcia & Rodriguez Madrera, 2005).

2.5 Analysis of minor volatile compounds

Minor volatiles were analysed by GC-FID, after a one-step liquid-liquid extraction, as

described elsewhere (Anton, Suarez Valles, Garcia Hevia & Picinelli Lobo, 2014).

2.6 Olfactometric analysis

Olfactometric analyses were done by means of a Hewlett-Packard 5890 model fitted
with a flame ionization detector, coupled to an Olfactory Port 275 at 220° C (Ingenieria
Analitica, S.L., Barcelona, Spain), and a DB-WAX column (30 m x 0.32 mm; 0.50 pum from
J&W Folson, CA, USA). The odorants were also injected on a DB-5 column (30m x
0.32mm; 0.25 um from J&W Folson, CA, USA) for identification purposes. A panel of 6-8
people carried out the sniffings of the aforementioned cider extracts according to the

methodology optimized by Antén et al. (2014).

2.7 Statistical analysis

A multivariate two-way analysis of variance was carried out to assess the influence of
oxygen and enzyme on the chemical composition of ciders and GC/O profiles by means of

the SPSS v.12.0 for Windows.

Subsequently, an (ANOVA)-Simultaneous Component Analysis (ASCA) was
performed to model the influence of the variation sources (application of microoxygenation
and/or enzyme) on the chemical and olfactometric profiles of ciders by applying the
following generalized model:

Xijk=p + Aj + Bj + ABjj + gk
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where Xjj 1s the value of any variable (chemical or olfactometric) for the cider k with 1 and j
levels for A (oxygen) and B (enzyme) factors, respectively; u is the general mean value; A;is
the contribution of factor A at level 1; B; is the contribution of factor B, at level j; AB;
represents the interaction between the factors A and B at levels 1 and j, and ;; is the variation
captured in the term error. In our case, the nomenclature used to name means of treatments
was as follows: Xai: oxygen; Xa: no-oxygen; Xg;: enzyme; Xg;: no-enzyme. Four matrices
were constructed: one for each factor, the interaction and error matrices, and PCA was

subsequently applied on each one. The statistical program used was Unscrambler 9.2.

3. Results and discussion

3.1 Quantitative volatile component analyses

The ciders were analysed in duplicate for volatile composition, and data were
statistically evaluated, the factors being the addition of lees only, or lees combined with

oxygen and/or enzyme.

Regarding major volatiles and compared with the control ciders, the contact with lees
brought about a significant decrease of the contents of iso-butanol, amyl alcohols, and
acetoine, and the increase of those of 1-propanol. Among the minor components, only seven
components were not influenced by the contact with lees: decanoic acid, 4-ethylguaiacol (4-
EQG), cis-3-hexenol, ethyl 3-hydroxybutyrate and ethyl 4-hydroxybutyrate, y-butyrolactone,
and methionol. The general effect was the increase of the concentrations, those of 3-ethoxy-
I-propanol, 4-ethylcatechol (4-EC), ethyl octanoate and octanoic acid being the most
noticeable. Conversely, the contact with lees gave a significant decrease in the concentrations
of the fusel acetate esters and 4-vinylguaiacol (4-VG) (Table 1). The levels of volatile

phenols found in these ciders ranged between a hundred pg/L and 18 mg/L, which are similar
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to those described for French ciders (Buron, et al., 2011b). Some studies reported the
influence of the yeast strains on the sorption of volatile phenols by lees (Chassagne et al.,
2005; Pradelles et al., 2008), while others show significant increases of these components as
a consequence of the contact with wine lees (Masino et al., 2008). In our case, the increase in
the contents of 4-EP and 4-EC in the ciders with lees could be related to the presence of
different strains of Lactobacillus collinoides lactic acid bacteria (data not shown), which are
able to synthesize large amounts of those compounds from hydroxycinnamic acids,
particularly 4-EC (Beech & Carr, 1977; Buron, Guichard, Coton, Ledauphin & Barillier,

2011a).

The effect of the application of microoxygenation or enzyme on the aromatic
composition of treated ciders is summarised in Table 2. As seen, the presence of oxygen
influenced the content of 3-ethoxy-1-propanol only, while the addition of enzyme did affect
the concentrations of decanoic acid, ethyl octanoate and all of the major volatiles excepting
acetaldehyde and ethyl acetate. Contents of methanol and fusel alcohols decreased in the
ciders submitted to enzymatic treatment. As reported in previous works, the effect of
treatments of wines with lees alone or together with B-glucanase and/or microoxygenation is
not straightforward (Bautista et al., 2007; Bueno, Peinado, Medina & Moreno, 2006;
Hernandez-Orte, et al., 2009; Masino et al., 2008; Rodriguez-Bencomo, Ortega-Heras &
Pérez-Magarifio, 2010). This variability was explained on the basis of many factors: grape
varieties (Bueno et al., 2006; Ortega-Heras, Rovero-Pérez, Pérez-Magarino, Gonzalez-Huerta
& Gonzalez-Sanjosé, 2008), nature and characteristics of lees or the time of contact with

them (Bautista et al., 2007; Gallardo-Chacon, Vichi, Lopez-Tamames & Buxaderas, 2010).

Among the minor volatiles, the addition of B-glucanase had a negative effect on

decanoic acid contents, while the application of microoxygenation produced the rise of 3-
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ethoxy-1-propanol concentration. Within the group of volatile phenols, the presence of
oxygen increased the contents of 4-EC only, although a significant interaction between
factors was observed. As said before, different strains of Lactobacillus collinoides should be
associated to the synthesis of 4-EC; these microorganisms are microaerophilic and therefore,

their activity should be favoured by the presence of tiny amounts of oxygen (Table 2).

An ANOVA-Simultaneous Component analysis (ASCA) was used to reinforce the
conclusions from multivariate variance analysis. This approach is useful when many
variables are taken into account with only a few observations (Jansen, Hoefsloot, van der
Greef, Timmerman, Westerhuis & Smilde, 2005). In this study, ASCA gave four vectors:
Xa1, Xaz2 (average of treatment with or without oxygen), Xp;, Xp2 (average of treatments with
or without enzyme), which were projected onto the only principal component computed. Xa;
and Xp, vectors had positive loadings, while the opposite was detected for Xa, and Xg;. Five
chemical variables gave the most significant loadings onto this principal component. On the
one hand, 4-EC was strongly associated with the treatments with oxygen (loading = 0.97),
whereas the opposite was observed for 4-VG (loading = -0.06). On the other hand, the
content of ethyl octanoate was correlated to the treatments with enzyme (loading = -0.50)
while the production of octanoic (loading= 0.35) and decanoic acids (loading= 0.75) was
higher without enzyme added. Lactic acid bacteria can profit the products released from the
autolysis of yeasts to synthesize ethyl esters (Sumby, Grbin & Jiranek, 2010), as well as
many other volatile components, such as fatty acids, alcohols, methionol, and y-
butyrolactone, this activity being strain-dependent (Pozo-Bayén et al., 2005; Ugliano &

Moio, 2005).

In general terms, the results obtained from ASCA were complementary with those

from MANOVA so as to ascertain the effect of the application of oxygen or enzyme on the
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chemical profiles of ciders and the olfactometric perception of different components, where
the MANOVA approach did not show significant differences for these factors. This was the

case for octanoic acid, which contents were found to be higher in ciders without enzyme.

3.2 Olfactometric volatile analyses

Comparing with the control ciders, the contact with lees significantly increased the
intensities of ethyl propionate, acetic acid, two alcohols (c-3-hexenol and benzyl alcohol),
and m-cresol, and decreased that of diacetyl; this fact may be related to the synthesis of 2,3-

butanediol by lactic bacteria (Swiegers, Bartowsky, Henschke & Pretorius, 2005).

The effect of the subsequent applications of microoxygenation or enzyme on the
olfactometric profile of ciders are summarised in Table 3. Two groups of odorants have been

established on the basis of the average of their mean values for mean frequencies (MF).

In the first group were included those volatiles exhibiting a MF = 50% in at least one
of the treatments. In this category there were components clearly perceived in all the samples,
including fusel alcohols (amylics and 2-phenylethanol), being major contributors to the
aroma of cider from the quantitative point of view, or not quantifiable components, such as
sotolon. In the second group, twenty-nine odorants were included. From the qualitative point
of view, almost all of these components have been described in Chinese and French ciders
(Xu, Fan & Qian, 2007; Villiere, Arvisenet, Lethuaut, Prost & Serot, 2012). Comparing with
a previous report on Spanish ciders (Antén et al., 2014), different components have been
found: diacetyl, acetoine, two sweet-like odorants (V55, V56), and one compound described

as cooked vegetables (V9).

The influence of the application of microoxygenation and/or enzyme has been

evaluated by a multivariate analysis of variance. As shown in Table 3, the presence of oxygen
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increased the odour intensity of ethyl hexanoate and alcohols (3-methyl-2-butenol, #-3-
hexenol), and decreased those of 4-EG, 1-octen-3-one, and cis-3-hexenol. On the contrary,
the addition of the enzyme gave a significant decrease of the perception of 3-methyl-2-
butenol and the odorant referred to as V76. No significant interactions were found between
these technological factors excepting for butyl acetate, ethyl 2-methylbutyrate (p< 0.001), and

isoeugenol (p<0.05).

Figures 2 and 3 show the projection of the olfactometric variables studied onto the
principal component computed for oxygen and enzyme factors. As can be seen, ethyl 2-
methylbutyrate (V5), 3-methyl-2-butenol (V13) and a sweet odorant (V55) were the most
correlated with oxygen, while butyl acetate (V6), 4-EG (V52), cis-3-hexenol (V17), iso-
butyric acid (V30), 1-octen-3-one (V12) and ethyl propionate (V1) were better correlated
with the absence of oxygen (Figure 2). On the other hand, one peak described as phenolic,
stable (V76), 3-methyl-2-butenol (V13), and m-cresol (V58) were associated with the
absence of enzyme, while butyl acetate (V6), diacetyl (V3), and another sweet odorant (V56)

were linked to the enzyme treatments (Figure 3).

Among the olfactometric components, iso-butytic acid, ethyl propionate, m-cresol and
the odorants referred to as V56 and V76 were also related to the factors evaluated. Moreover,
the analysis of these data by ASCA allowed to ascertain that both enzyme and
microoxygenation significantly increased the perception of butyl acetate and ethyl 2-

methylbutyrate.

4. Conclusions

The contact with lees brought about significant changes in the volatile composition of cider

as evidenced the general increase in the contents of almost all of the minor volatile
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compounds. From the technological point of view, the addition of B-glucanase and/or
microoxygenation may benefit the aromatic potential of cider, taking into account the effect
of these factors on the perception of ethyl hexanoate, 4-EG, butyl acetate and ethyl 2-
methylbutyrate. However, more research is needed to evaluate the convenience and

consequences of the application of such treatments or their combinations.
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Table 1 Effect of the contact with lees on the quantitative volatile composition (mean of

treatments =+ sd) of ciders

Sig Control Lees
Major volatiles (mg/L)
Acetaldehyde ns 10+4 9+3
Ethyl acetate ns 41+2 40+3
Methanol ns 50+2 47+5
1-Propanol oAk 10+1 14+ 2
iso-Butanol * 33+1 31+3
1-Butanol ns 3+1 3+1
Amyl alcohols * 233+8 218+ 18
Acetoine otk 35+6 22+6
Ethyl lactate ns 56+ 8 56+6
2-Phenyl ethanol ns 150+5 146 £ 11
Minor volatiles (ng/L)
Fatty acids
Hexanoic k3198 +£488 4,232 +339
Octanoic k5,603 + 669 13,543 +£2,724
Decanoic ns 2,268+663 2400+1,124
Volatile phenols
4-Ethylguaiacol ns 110+ 75 159+ 29
4-Ethylphenol *k* O 1,735+£268 3,036 +178

4-Vinylguaiacol Rk 3,173 +£458  1,832+360
4-Ethylcatechol ko 3,332+ 1,040 14,002 + 3,099

Alcohols

3-Methyl-3-butenol =~ *** 21+3 28+2
1-Pentanol oAk 55+13 70+ 6
3-Methyl-2-butenol ~ *** 17+3 28+4
3-Methyl-1-pentanol  * 74 £12 825
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Table 1 Continued

Sig  Control Lees
Hexanol k3741 +£ 607 4,482 +£296
trans-3-hexenol ok 32+4 363
cis-3-hexenol ns 450+ 84 499 + 34
Benzylic Rk 94+21] 179 +34
Ethyl esters
2-Methylbutyrate ok 176 264
Hexanoate ¥k 221441 317 +44
Octanoate *¥*% 510+ 103 1,841 +459
3-Hydroxybutyrate ns 47+9 51+6

4-Hydroxybutyrate ns 725+£150 710=£126

Acetate esters

Isoamyl *EE S 455+£96 333+43
2-Phenylethyl *kERE 267+ 75 102+ 15
Others

3-Ethoxy-1-propanol *** 70+ 18 577+ 169
v-Butyrolactone ns 659+£118 699=+171

Methionol ns 514+ 89 449 + 73

Sig: significance; ns: not significant; (*) significant at 10% level; (**) significant at 5% level; (***) significant at 1%

level
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Table 2 Effect of the application of oxygen and/or enzyme on the quantitative volatile

composition (mean of treatments = sd) of ciders

Sig
Ox no-Ox Enz no-Enz
Int Ox Enz

Major volatiles (mg/L)
Acetaldehyde ns ns ns 11+3 11+5 11+5 1143
Ethyl acetate ns ns ns 39+6 38+3 37+£5 39+4
Methanol ns ns KE¥ 43+7 45+£5 42 +£5 47+6
1-Propanol ns ns kX 14 £2 14+2 13+1 15+2
iso-Butanol ns ns ¥ 29+4 30+3 28+ 4 3143
1-Butanol ns ns ** 2+1 3£0 2+1 3£0
Amyl alcohols ns ns KX 205 £29 209 £ 19 196 + 24 218 £20
Acetoine ¥ opg KX 32+11 37+£25 42+23 27+9
Ethyl lactate ¥k png K 57+22 56+5 51+7 62+19
2-Pheny! ethanol ns ns K*¥ 137+ 18 139+ 12 130+ 14 146 + 12
Minor volatiles (ng/L)
Fatty acids
Hexanoic ns ns ns 4,375+ 654 3,906 + 435 4,066 + 731 4,215+ 433
Octanoic ns ns ns 13227+2,735 12,128 £2,497 12,361 +£3,103 13,124 +£2,064
Decanoic ns ns F¥ 2,148 £ 452 1,988 + 922 1,757 + 400 2,378 + 839
Volatile phenols
4-Ethylguaiacol ns ns ns 121 +£30 123 +45 111+33 133+39
4-Ethylphenol ns ns ns 2,985 + 440 2,772 £ 335 2,812 £ 465 2,945 + 324
4-Vinylguaiacol ns ns ns 1,586 + 322 1,716 £ 371 1,557 +£339 1,745 + 342

4-Ethylcatechol
Alcohols
3-Methyl-3-butenol
1-Pentanol

3-Methyl-2-butenol

sk

koK

ksk

kkok

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

18,159 £3,474

28+4
70+ 10

29+5

12,652 £2,630

24+4

62+10

25+5

15,126 £ 4875

25+6

63+12

26+6

15,684 £3351

37+3

69 +8

28+3
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Table 2 Continued

Sig
Ox no-Ox Enz no-Enz
Int Ox Enz

3-Methyl-1-pentanol **  ns  ns 88 £ 12 75+ 11 79+ 17 84 +7
Hexanol ¥ ns  ns 4,412 + 629 4,041 +580 4,107+740 4,347+475
trans-3-hexenol ** ns ns 36+£6 32+5 3317 35+4
cis-3-hexenol ns ns ns 51878 452 + 66 473 £ 98 497 £ 52
Benzylic **  ns  ns 168 +28 149 + 39 147 + 38 171 £ 27
Ethyl esters
2-Methylbutyrate ns ns ns 24 +£7 25+3 25+7 24+4
Hexanoate ns ns ns 315+90 314 +40 334+ 85 296 + 42
Octanoate ns ns k¥ 1,922 +£ 995 2,069+ 640 2,343+£979 1,647+442
3-Hydroxybutyrate ns ns ns 56+8 46 +7 5011 52+6
4-Hydroxybutyrate RO | 878 £ 147 628 + 127 733 +£226 773 £ 137
Acetate esters
Isoamyl ns ns ns 312+ 62 315+62 318 +73 310 +49
2-Phenylethyl ns ns ns 96 + 29 94 + 14 97 +27 93 +17

Others
3-Ethoxy-1-propanol ns *** ng 1,005 + 134 515+ 184 731 +337 788 £ 255
v-Butyrolactone *kOkE g 955 £ 151 607 £ 165 762 +283 801 + 183

Methionol *ROOHFE g 536 + 89 399 £ 77 450 =128 484 £ 83

Sig: significance; ns: not significant; (*) significant at 10% level; (**) significant at 5% level; (***) significant at 1% level

218



Anexos

Table 3 Influence of the presence of oxygen and enzyme on the olfactometric profiles of

ciders
Sig
LRIwax LRI Description Identity RefV Ox no-Ox Enz No-Enz
Int Ox Enz

Average MF> 50%
1093 818 Ripen fruit Butyl acetate V6 o RERE Rk xEk 63 57 65 55
1217 753  Like fusel alcohols Amyl alcohols A% ns  ns ns 58 65 58 66
1240 1186 Rippen fruit Ethyl hexanoate V10  ns * ns 60 44 59 46
1294 983  Mushroom 1-Octen-3-one V12 ns * ns 34 51 44 42
1299 805 Smoked, toasted 3-Methyl-2-butenol V13 ns ¥¥* k74 40 52 63
1383 887  Flowery, geranium t-3-Hexenol V16 ns * ns 69 50 61 58
1448 Vinegar, like fusel alcohols Acetic acid V22 ns ns ns 63 52 58 58
1466 Dust, rancid, cooked vegetables Methional V23 ns ns ns 51 48 47 51
1635 954 Rancid, varnish y-Butyrolactone V34 ns ns ns 79 71 77 73
1681 Cheese, rancid 2-Methylbutyric acid V36 ns ns ns 75 76 74 78
1735 1013 Cooked vegetables, sulphury Methionol V38 ns ns ns 47 48 45 50
1837 1267 Stewed fruit, flowery 2-Phenylethyl acetate V43  ns  ns ns 63 57 58 63
1860 1174 Fatty, stable Hexanoic acid V44 ns  ns ns 75 75 75 75
1903 1071  Fruity, floral, sweet Bencyl alcohol V46 ns  ns ns 50 44 44 50
1929 1175 Roses 2-Phenylethanol V47 ns  ns ns 81 76 79 77
2047 1291 Spicy, sweet 4-Ethylguaiacol V52  ns * ns 52 61 71 41
2086 Sweet, spicy ni V55 ns ns ns 82 57 71 69
2194 1165 Leather, stable 4-Ethylphenol V64 ns ns ns 64 55 63 56
2210 1095 Smoked, spicy, curry Sotolon V66 ns ns ns 78 81 84 75
2246 1279 Smoked, spicy 4-Vinylguaiacol Vo8 ns  ns ns 57 33 41 50
2285 1451 Fatty, stable Decanoic acid V71 ns  ns ns 76 61 73 64

Average MF<50%
905 719 Fruity Ethyl propionate V1 ns  ns ns 9 22 18 13
931 721  Fruity Propyl acetate \ ns  ns ns 44 48 47 46
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Table 3 Continued

Significance
LRIwsx LRIg Description Identity RefV Ox no-Ox Enz No-Enz
Int Ox Enz
972 Butter Diacetyl V3 ns ns ns 17 6 20 3

1074 805 Fruity, sweet, apple  Ethyl 2-methylbutyrate V5 ok ek ek 44 31 40 34

1234 Cooked vegetables n.i. V9 ns ns ns 18 16 11 22
1280 Butter, lactic Acetoine VIl ns ns ns 10 0 13 7
1364 889 Flowery, fruity Hexanol VIS5 ns ns ns 16 15 13 17
1404 867 Flowery, sweet ¢-3-Hexenol V17 ns *** ns 21 43 33 30
1440 1190 Fruity, grass, resinous Ethyl octanoate V21 ns ns ns 17 24 19 22
1494 957  Fruity, flowery Ethyl 3-hydroxybutyrate V27 ns ns ns 42 47 43 47
1529 909 Fatty, heavy iso-Butyric acid V30 ns ns ns 9 19 14 14
1653 1090 Flowery Phenylacetaldehyde V35 ns ns ns 34 26 32 28
1801 Flowery, sweet Ethyl 4-hydroxybutyrate® V42 ns ns ns 22 18 21 30
1880 1118 Smoked, spicy, sweet Guaiacol V45 ns ns ns 22 29 21 30
2078 1358 Fatty, stable, spicy Octanoic acid V54 ns ns ns 33 45 38 40
2098 Sweet n.i. V56 ns ns ns 30 34 40 24
2109 1099 Leather, stable m-Cresol V58 ns ns ns 31 34 24 41
2171 1476 Spicy, sweet, leather v -Decalactone V62 ns ns ns 30 18 27 21
2183 1385 Spicy, clover Eugenol V63  ns ns ns 35 25 34 27

2261 1913 Resinous, dry grass Ethyl hexadecanoate =~ V70  ns ns ns 19 16 22 16
2333 Phenolic, stable n.i. V76 ns ns ** 28 19 12 35

2360 1496 Spicy, phenolic Isoeugenol V77 ** ns ns 13 20 22 12

LRIwax, LRIs: lineal retention indeces on the WAX and DBS columns; RefV: references for variables; Sig: significance; Int: interaction;
OX: oxygen; Enz: enzyme; ni: not identified; ns: not significant; (*) significant at 10% level; (**) significant at 5% level; (***) significant

at 1% level; a: tentatively identified.
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CIDER (1,000 L)

CONTROL LEES + OXYGEN LEES
(2 tanks) (6 mL/L/month) NO OXYGEN
NO ENZYME ENZYME NO ENZYME ENZYME
(2 tanks) (B-Glucanase, 5 g/hl) (2 tanks) (B-Glucanase, b g/hlL)
(2 tanks) (2 tanks)
T-0 T-1 T-2 T-3 T-4

Figure 1 Schematic representation of the experimental design
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Figure 2 Projection of olfactometric variables onto the principal component computed for

oxygen factor. For identification of variables: see table 4
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Figure 3 Projection of olfactometric variables onto the principal component computed for

enzyme factor. For identification of variables: see table 4
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