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ABSTRACT

Fermentation experiments have been conducted with pineapple juice using pineapple
(Ananas comosus) Red Spanish variety. The experiments were conducted to evaluate the effect
of five types of yeast strains in the sensory characteristics of pineapple wines and to evaluate the
effect of pasteurization and addition of sulfites in the overall ethanol productivity (Qp),
maximum sugar consumption rate (r;) and maximum ethanol production rate (r,m). The effect of
yeast strains was evaluated using the 20 point system of UC Davis. Twenty sensory panelists
were selected and trained. The data was performed with a Balance Incomplete Block Design
(BIB). The effects of pasteurization and addition of sulfites were evaluated with a factorial
design 2x2 with 3 repetitions. The wine with the best evaluation in the UC Davis system was
IVC-GRE with 14.36 average score. The pasteurization had no significant effect in the
fermentation but the addition of sulfites delayed the onset fermentation for 24 to 36 hours,
increased the maximum sugar consumption rate, decreased the overall ethanol productivity and

had no effect in the maximum ethanol production rate.
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RESUMEN

Se realizaron fermentaciones experimentales, utilizando jugo de pifia (Ananas comosus)
de la variedad Espaiola roja. Los experimentos tenian como objetivo evaluar el efecto de las
cepas de levadura en la elaboraciéon de un vino de pifia y evaluar el efecto de la adicién de
sulfitos y pasteurizacion en los parametros de productividad global de etanol (Qp), velocidad
maxima de consumo de azulcares (r;) y velocidad maxima de produccion de etanol (rpm). El
efecto de las cepas de levadura fue evaluado utilizando el sistema de 20 puntos de la UC Davis.
Veinte panelistas fueron seleccionados y entrenados y los datos arrojados por los mismos fueron
analizados utilizando un Disefio de Bloque Incompleto Balanceado. Los efectos de
pasteurizacion y adicion de sulfitos fueron evaluados mediante un disefio factorial 2x2 con tres
repeticiones utilizando la levadura “Montrachet Red Star”. El vino que resultd ser mejor
evaluado fue IVC-GRE con una evaluacion promedio en la escala Davis de 14.36. El efecto de la
pasteurizacion no es significativo, sin embargo el efecto de adicion de sulfitos retraso el inicio de
la fermentacion de 24 a 36 horas, incrementd la razén maxima de consumo de
azucares ,disminuy¢6 la productividad global de etanol y no tuvo efecto en la razon méaxima de

produccion de etanol.
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1 INTRODUCCION

En Puerto Rico la produccion agricola se ha convertido en un reto para los agricultores.
Los altos costos de produccidon, las pequefias extensiones a cultivar y los altos salarios
comparados a otras partes del mundo han influido en la disminucion de la produccion. Hacer
grandes inversiones en maquinaria no resulta rentable ya que las tierras, al no ser de gran
extension se convierten en zonas de baja productibilidad.

Una de las mayores fortalezas de la agricultura Puertorriquefia es la peculiaridad y gran
gusto que poseen sus frutas tropicales; pifias, parchas y mangos son considerados como frutas
exoticas en Europa y Estados Unidos. Estas frutas son apreciadas también por su alto valor
nutricional ademés de que éstas y otras frutas tropicales tienen un alto potencial de negocio en el
mercado internacional.

Sin embargo la produccion de pifia en Puerto Rico en 1993 era 58,674 toneladas y en
1998 decrecid a 15,664 toneladas y se ha mantenido en estos margenes ya que en 2003-2004 la
produccion fue de 19,097 toneladas(DAPR, 2004); esto demuestra el claro descenso en la
produccion en los ultimos afios(Figura 1.1). Este descenso puede deberse a que la produccion de
pina local se ha orientado exclusivamente al consumo local, pues los costos de produccion altos

impiden la comercializacion hacia otros mercados.



Producciéon de Pifia en Puerto Rico
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Figura 1.1. Produccién de pifia en Puerto Rico 1990 a 2004.

Una manera de resolver este problema es brindando valor agregado (Ostergat 2002) a los
productos agricolas. Productos enlatados como el tutti-fruti, frutas deshidratadas, conservas y
jugos empacados son algunos ejemplos de valor agregado a los mismos. En adicion al valor
agregado, el largo de vida 1til de estos productos es mayor por los procesos ulteriores recibidos.

Dentro de todos los tipos de productos con valor agregado que pueden fabricarse a partir
de cultivos agricolas, los mas rentables son las bebidas alcohdlicas. Este tipo de producto
representa ganancias substanciales para el gobierno, pues los impuestos a los mismos son

utilizados directamente en los rubros de salud y educacion poblacional.



Los vinos tienen una ventaja adicional y es que los mismos son asociados a la region
geografica de donde se obtiene la materia prima. En Europa, como en otras partes del mundo,
los vinos de frutas, que son elaborados utilizando otras frutas distintas de la uva, se estan
volviendo cada dia productos mas populares. Esta nueva tendencia emergente puede ser
considerada como una herramienta importante para mercadeo de nuevos productos.

Los vinos de pifa pueden ser una alternativa prometedora ya que es una fruta exotica en
estos paises, sin embargo, para poder competir en estos paises es necesario desarrollar productos
de la mas alta calidad. Este trabajo pretende a través de la investigacion en vino de pifia de la
variedad “Espafiola Roja”, obtener resultados importantes que conduzcan al desarrollo de un

producto de la mas alta calidad.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1

1.1.2

OBJETIVO GENERAL

Generar informacioén importante relacionada a la seleccion de cepas de levaduras y otros

parametros de produccidon que permitan elaborar vinos de pifia de la mas alta calidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del uso de cinco cepas diferentes de levaduras comerciales en la
elaboracion de vino en las caracteristicas de apariencia, aroma, sabor y aceptacion

general, para vinos de pifa frescos y secos.

Estudiar el efecto que tiene la pasteurizacion y la adicion de sulfitos al mosto, en el

consumo de aztcares y produccion de etanol durante la fermentacion del jugo de pifa.



1.2 REVISION LITERARIA

Es importante responder a una polémica que existe en el uso del término “vinos de
frutas” pues, segun el diccionario de la Real Academia de la Lengua Espafiola (RAE, 2006) vino
es un “licor alcoholico que se hace del zumo de las uvas exprimido, y cocido naturalmente por la
fermentacion.” Pero también el mismo diccionario presenta la acepcion de vino como: “zumo de
otras plantas o frutos que se cuece y fermenta al modo del de las uvas”. A medida que esta
tendencia de realizar fermentaciones apegadas a la metodologia del tradicional vino de uvas
aumenta, el uso de la palabra vino de frutas ha tenido un aumento sustancial. (Wang, 2004)

La gran mayoria de las investigaciones en el area de vinos son de caracter
multidisciplinario. Se ha estudiado mucho de vinos en las distintas areas de la ciencia como son:
agricultura (Aradhya, 2003; Arozarena, 2000), quimica (Frias, 2001; Netzel, 2002; Stecher,
2001; Varea, 2001), ingenieria (Lopes, 2002; Cramer, 2002; Luedeking, 2000), microbiologia
(Esteve, 2001; Nissen, 2004; Mills 2002, Naumov 2002, Trabalzini, 2003) y analisis sensorial
(Pet’ka, 2001; Vlassides, 2003). Dentro de los muchos estudios realizados, los estudios
sensoriales de los atributos presentes en un vino son de mucha importancia para esta
investigacion ya que la correlacion de la respuesta de panelistas puede explicar como se
diferencian dos vinos entre si.

Carlucci y colaboradores, propusieron una validacion estadistica apropiada de datos
sensoriales obtenida para un vino tinto joven (Aglianico), utilizando ocho panelistas que
calificaron nueve atributos en 16 productos distintos. Ellos obtuvieron diferencias significativas

para los atributos analizados en los distintos productos, excepto para los atributos de aroma a



cereza y la agudeza en boca. La evaluacion estadistica se realizé mediante un analisis de varianza
(ANOVA). (Carlucci, 2001)

Gallart y colaboradores, evaluaron vinos espumosos por una metodologia conocida como
M¢étodo de Mosalux, que consiste en evaluar ciertos parametros de la espuma y burbujas que se
forman y asi predecir las caracteristicas del vino espumoso. Los autores evaluaron 18 vinos,
utilizando los pardmetros requeridos por el método que son: habilidad de generar espuma (HM),
coeficiente de Bikerman (X) y tiempo de estabilidad de la espuma (TS). Una vez obtenidos, éstos
datos fueron correlacionados con un analisis sensorial realizado por cinco catadores
profesionales. Concluyen finalmente que el Método Mosalux fue efectivo para medir las
caracteristicas sensoriales de los vinos espumosos ya que posee una fuerte correlacion con los
datos obtenidos mediante el andlisis sensorial. (Gallart, 2004)

Vidal y colaboradores, realizaron un estudio sensorial, aislando pro-antocianinas de uva y
manzanas en cantidades suficientes para llevar a cabo un analisis sensorial, que fue realizado por
un panel de 16 voluntarios adiestrados. Los resultados obtenidos demuestran que un aumento en
la fraccion de pro-antocianinas es responsable de la sensacion aspera encontrada en esas
muestras que contribuyen con la percepcion de astringencia en el vino.(Vidal, 2003)

Nurgel y colaboradores, realizaron un estudio en 20 vinos canadienses de las distintas
regiones, encontrando diferencias en los vinos de las regiones de Columbia Britanica y Ontario.
Por medio de analisis quimico encontraron dos diferencias principales: la primera fue la alta
acidez titulable y glucosa en los vinos de Columbia al compararlos con los de Ontario; la
segunda diferencia fue el bajo contenido de color y acetato de etilo en los vinos de Columbia

respecto a los de Ontario. Posteriormente, seleccionaron un panel sensorial de 9 jueces



adiestrados quienes encontraron alta intensidad de aromas a albaricoque, pasas, miel y roble en
los vinos de Ontario, mientras que los vinos de Columbia mostraron olores a pifia y ciertos
aromas oxidados. (Nurgel, 2004)

El efecto del procesamiento del sustrato en las caracteristicas organolépticas del vino, fue
estudiado por Netzel y colaboradores, quienes probaron el efecto del procesamiento de la uva en
las caracteristicas sensoriales del vino tinto. Ademds encontraron que tres diferentes técnicas de
procesamiento influencian la cantidad final de compuestos fendlicos. Estos compuestos
fendlicos ayudan positivamente a la salud y nutricion pero causan problemas de opacidad en los
vinos y ciertos sabores desagradables. Ellos estudiaron tres técnicas de fermentacion: primero la
fermentacion de uva con céscara, luego la fermentaciéon macerando y calentando y por ultimo
una combinacion de los dos. Ellos encontraron que la mayor cantidad de compuestos fenolicos
estaba en el tratamiento combinado. (Netzel, 2002) En la misma linea Shimoda y colaboradores,
investigaron el efecto que tiene el tratamiento térmico en el aroma de jugo de manzana.
Utilizando evaluaciones sensoriales demostraron que existe una marcada diferencia entre el
aroma segun los distintos tratamientos térmicos aplicados. Ellos obtuvieron valores optimos de
temperatura-tiempo para retener la frescura y el olor frutal, y observaron que el olor dulce
aumentaba mientras los olores verdes disminuian. Los valores de tiempo-temperatura fueron 65

s para 80°C, 25 s para 90°C y 15 s para 100°C. (Shimoda, 2003)

Usualmente los enologos mas tradicionalistas no recomiendan pasteurizar los mostos
(Callec, 2004; Eisenman, 1998), previo a las fermentaciones, sin embargo Vogt propone un
tratamiento térmico previo que no sea severo, con el objeto de homogeneizar el producto que se

obtiene, es decir que los vinos posean una calidad reproducible. (Vogt, 1984) Surge entonces la



necesidad de conocer qué cambios puede tener en la calidad del vino el hecho de pasteurizar el
mosto. Esta investigacion buscd responder el efecto de pasteurizacion del sustrato en los
pardmetros que modelan la fermentacion. Dentro de los parametros que modelan la fermentacion
estan los estudiados por Cramer y colaboradores. Ellos desarrollaron un modelo fisico-
matematico que explica la cinética de la fermentacion de un vino. Realizaron fermentaciones con
la levadura Premier Cuveé¢ Red Star y evaluaron el crecimiento celular, utilizando la razon
especifica de crecimiento (n). Ademds evaluaron la razén de consumo de azlcares (rs), el
rendimiento de etanol basado en el consumo de azucares (Ygis) y produccion de etanol, como
parametros explicatorios de la fermentacion. Concluyen que el modelo desarrollado aplica tanto
a las fermentaciones normales, como a las fermentaciones que se transforman en lentas o
muertas. (Cramer, 2002)

Nobile y colaboradores, modelaron el crecimiento celular de cepas de Saccharomyces
cerevisiae; la masa celular, la concentracion de etanol y azucares fue monitoreada durante 200
horas y se obtuvo un modelo deterministico que predice el comportamiento de las levaduras

desde la inoculacion hasta la muerte de las mismas. (Nobile, 2003)

1.3 MARCO TEORICO

El estudio de la fermentacion en vinos comprende muchas variables que es necesario
conocer y controlar para llevar a cabo una elaboracion de alta calidad. Esta seccion pretende
delimitar la investigacion fijando ciertos parametros de la elaboracion y contextualizar dentro de

las distintas maneras de elaborar vino cual es la que peculiarmente se siguio.



Un vino es producto de un esfuerzo agricola de alta calidad para producir la materia
prima de mayor excelencia, asi como un proceso de produccién con mucho control de las
variables que intervienen en el mismo. En la produccion agricola de los vinos, es importante
obtener frutos con la mayor cantidad de azicares disponibles y con una considerable acidez, ya
que estos dos parametros ayudaran mucho en la calidad final del producto. Los azicares son la
fuente de la que se obtendrd el alcohol asi que es importante tener la mayor disponibilidad de los
mismos. Los acidos ayudaran con los sabores durante el proceso de afiejamiento por lo que
también es importante disponer de ellos. En la elaboracion de vinos de gusto frutal es muy
importante la acidez como parametro de equilibrio.

En la elaboracion, el endlogo debera seleccionar el tipo de vino a realizar ya sea dulce
(45 g/ o mas de azuicar residual), semi dulce [demisec] (18-45 g/L azucar residual), semi seco
(9-18 g/L de azucar residual), extra seco [dry] (4-9 g/L de azlcar residual) o brut (<4g/L de
azucar).(Callec, 2004) Para ecllo debera conocer el momento adecuado de detener la
fermentacion o dejar que la misma llegue al consumo méximo por las levaduras.

Debe conocer ademds del tipo de levadura que posee, si es buena para potenciar los
aromas, cOmo interactuia con el sustrato, si el pH al que se encuentra es mas favorable, si requiere
nutrientes para iniciar la fermentacion o no, si es mas adecuada para vinos espumosos, blancos,
tintos o rosados, si soporta altos niveles de alcohol y si es buena como re-iniciadora para tanques
muertos o fermentaciones lentas. En fin, debe conocer todos los aspectos en que la levadura
puede ayudarle en la fermentacion. Luego de decidir acerca de la levadura, debe decidir si el
jugo o mosto serd pasteurizado y si la adicion de sulfitos tendra alguna repercusion en el

rendimiento de su fermentacion. Debe saber sobre las condiciones dptimas de la fermentacion,
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es decir, definir la temperatura, agitacion si es necesaria; pH, seleccion del inoculo si la
fermentacion es realizada con un indculo controlado o decidir si sera una de forma espontanea.

Debe establecer si es necesario pre-clarificar el mosto y cual es el mejor método, entre
ellos el uso de enzimas pectinoliticas, uso de agentes floculantes, membranas o filtros. El
endlogo debe tomar en consideracion si es necesario el afiejamiento y cuanto es el tiempo
adecuado para el mismo sin que se oxide el vino o tenga problemas de descomposicion. Para el
trasiego y clarificacion del vino debe tener en cuenta el tipo de barriles a usar y el método de
clarificacion. Finalmente el endlogo debe evaluar la posible pasteurizacion final y el envasado,
el tipo de corcho y color de botella a utilizar.

Esta cantidad de parametros a controlar, hacen necesario fijar ciertas variables en la
elaboracién del vino, por lo tanto, previo a la realizacion de los objetivos de este trabajo se
realizaron pruebas preliminares que buscaban contestar todas las posibles maneras de elaborar

los vinos.

1.3.1 VARIEDAD DE PINA

Primero se comenzo por la seleccion de la variedad de pifa para la elaboracion del vino.
Se seleccionod la variedad Espafiola Roja por ser una de las variedades mas aromaticas y por
poseer en su estado de madurez 6ptimo una cantidad considerable de sélidos disueltos mayor a
14 °Brix. Existe otra variedad de pifia que posee mayor cantidad de grados Brix que es un hibrido
de la variedad Espafiola Roja y la variedad Cayena Lisa pero su disponibilidad es muy poca, ya
que en comparacion a las otras variedades se cultiva en menor proporcion. La Espafiola Roja se

cultiva en la zona norte de Puerto Rico, por la empresa Agrocampos Inc., principalmente en el

11



municipio de Manati. El costo de produccion de esta variedad es mayor que el de otras
variedades por la peculiaridad de la planta de generar muchas espinas que dificultan su

recoleccion durante la cosecha.

Figura 1.2 Pifa variedad Espafiola Roja

1.3.2 SELECCION DE LEVADURAS

Una vez seleccionada la variedad de pina se procedi6 a la seleccion de las cepas de
levadura mas adecuadas para la elaboracion. Los criterios que se evaluaron para la seleccion de
levaduras son los siguientes:

e la capacidad de realzar los sabores y aromas del sustrato
e resistencia a altas concentraciones de alcohol
e buena capacidad para elaboracién de vinos espumosos, tintos y blancos

e resistencia a concentraciones de sulfitos

12



e amplio rango de temperaturas de trabajo

e baja necesidad de nutrientes.

A continuacion se describen las caracteristicas principales de las levaduras escogidas para
la realizacion de los vinos de pina segun el fabricante:

Montrachet Red Star©: Levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae que es
vigorosa a altas concentraciones de SO, y con muy buena tolerancia en altas concentraciones de
alcohol. Buena para propdsitos generales de fermentacion tanto para vinos tintos como blancos.
Ocasionalmente presenta problemas en presencia de H,S. Tiende a formar mayor cantidad de
espuma comparada con otras levaduras.

K1-V1116 Lalvin©: Levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae que es conocida
también como “Montpellier”, posee un factor de inhibicidon para otras levaduras silvestres “Killer
factor”, su poder espumante es bajo y tolera altas temperaturas. Excelente para propdsitos
generales tanto para vinos tintos como blancos. Es capaz de fermentar a concentraciones de
alcohol de hasta 18% en volumen.

71B-1122 Lalvin©: Levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae que es conocida
también como ‘“Narbonne”, produce vinos de aromas y sabores frutales. Puede metabolizar
entre el 15 y 20% de acido malico durante la fermentacion. Debe ser considerada para vinos de

alta acidez.
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EC-1118 Lalvin©: Levadura de la especie Saccharomyces bayanus que es formalmente
conocida como “Prise de Mousse”. Posee un poder espumante bajo, buena para propdsitos
generales es decir, para vinos tintos y blancos. Es también muy buena para vinos espumosos.
Posee la peculiaridad de ser un buen cultivo re-iniciador para tanques muertos o fermentaciones
de lento perfil. Usualmente imparte aromas y sabores citricos a los vinos.

IVC-GRE Lalvin©: Levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura es
de la region de Cornas perteneciente al Valle de Rhone, es muy buena para vinos al estilo “easy
to drink”. Bajo ciertas condiciones controladas puede evitar olores azufrados no deseados que se
producen durante la fermentacion. En vinos blancos contribuye con aromas y sabores a sandia y
albaricoque, que es deseable en los vinos frutales. Su rango de temperatura 6ptima estéd entre los
64 y 96 °F. Tolera alcohol hasta 15% en volumen, pero requiere cierta cantidad inicial de

nutrientes.

1.3.3 METODOLOGIA DE LA FERMENTACION

Para el disefio de la metodologia de fermentacion se fijaron los siguientes parametros:
fermentadores sin agitacion, el pH no fue modificado asi que el mismo no es auto regulado con
ningln agente externo, la temperatura del medio circundante se fijo a 21°C, pero no se coloco a
los fermentadores ningun sistema de auto regulacion interna de la temperatura. La fermentacion
se realizd con las cepas de levaduras seleccionadas y no fue una fermentacion de levaduras
silvestres. El inoculo de las mismas se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante
dejando hidratar las mismas en agua esterilizada a una razén de 0.1g/mL por 30 minutos y se

inocul6 en una proporcion de 0.25g/L respecto al sustrato.
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Luego de fijar los anteriores parametros se realizd experimentos preliminares cuyo
objetivo fue definir para la pifa cual es la manera mas conveniente de obtener un producto de
alta calidad.

El primer experimento se realizd para evaluar la metodologia de extraccion del jugo de
pifia mas adecuado. Esta extraccion puede realizarse por prensado o licuado, se optd por el
método de prensado pues se encontrd que existe un particulado muy fino que se genera en el
método de licuado y que es bien dificil de retirar por los ulteriores procesos de clarificacion. La
figura 1.3 presenta los resultados de ese experimento.

El segundo experimento tenia por objetivo comprobar si es preferible pre-clarificar o solo
se clarifica el vino al finalizar la fermentacion. Se utiliz6 agentes floculantes (bentonita, gelatina
y enzimas pectinoliticas) en las dosis recomendadas por el fabricante y se encontrd que utilizar
bentonita, en una relacion mayor a la propuesta por el fabricante de 1gr/L, al finalizar la
fermentacion brinda resultados de clarificacion aceptables en cuanto a la apariencia final del
vino. La figura 1.4 presenta los resultados de ese experimento.

Debido a que para ciertas levaduras el proceso de fermentacion puede alargarse mucho se
decidio, en base a los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, que en el dia 10 de
fermentacion se agregara sorbato de potasio en las proporciones recomendadas por el fabricante
para detener los procesos a un mismo tiempo. Para ese dia los grados Brix observados estan en
el orden de 7, la fermentacion se vuelve mucho mas lenta pues la cantidad de alcohol presente es

alta y los cambios en la produccion de alcohol son minimos.
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Figura 1.3 Clarificacion Prensando Figura 1.4 Clarificacién con Bentonita

Una vez se defini6 la metodologia completa de la realizacion de la fermentacion y
clarificacion de los vinos, se procedi6 a trabajar en los dos objetivos principales de esta tesis, que
son evaluar el efecto de las levaduras en las caracteristicas sensoriales de los vinos y evaluar el
efecto de pasteurizar y adicionar sulfitos en el jugo de pina. En el siguiente capitulo se presenta
la metodologia especifica de los experimentos realizados para responder a los objetivos

planteados
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2 MATERIALES Y METODOS

Para los experimentos que se describirdn a continuacion se utilizo pifia de la variedad
Espafiola Roja. La pifa utilizada fue provista por Agrocampos Inc. y se cultiva en Manati Puerto

Rico.

2.1 EFECTO DE LEVADURAS

2.1.1 ELABORACION DE LOS VINOS

Cinco fermentadores tipo “glass carboy” se utilizaron, cada fermentador con su
respectiva valvula de agua para el escape de CO, “air lock”. Las pifas utilizadas fueron peladas
y picadas con las técnicas asépticas correspondientes. Se prepararon para cada fermentacion 14
litros de jugo. Los Brix iniciales del jugo fueron medidos como se explica en el procedimiento 1
y se ajustaron a 24 Brix agregando la cantidad correspondiente de fructosa comercial, para
conocer la cantidad a adicionar se realizaron los respectivos balances de masa. (Ver
procedimiento 2 como ejemplo de célculo). Se adiciono al sustrato 75ppm de metabisulfito de
potasio, previo a la inoculacion de las levaduras liofilizadas. Las levaduras utilizadas fueron
Montrachet Red Star (ATCC 36026), Montpellier (K1-V1116), LN.R.A. Narbonne (71B-1122),
Rhoéne (IVC-GRE), Prise de Mousse (EC-1118). Siguiendo las recomendaciones del fabricante
las levaduras se hidrataron en agua estéril a razon de 0.1g/mL a 30 °C por 30 minutos. Luego se
inoculd asépticamente la cantidad correspondiente para los 14 litros de jugo preparado. La

relacion de indculo recomendada por el fabricante es de 0.25g/L.
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El periodo de fermentaciéon fue de 10 dias. Luego de ese periodo de tiempo se agregd
sorbato de potasio en una proporcion de 200 ppm para inactivar las levaduras remanentes y se
dejo reposar el proceso por un dia y se agreg6 una segunda dosis de 75ppm de metabisulfito de
potasio. Posteriormente se procedié al proceso de clarificacion. Para la clarificacion se utilizo
bentonita comercial, previamente hidratada al 5 % en agua estéril. La hidratacion se llevo a cabo
utilizando la bentonita (en polvo). La relacion utilizada de bentonita fue de 5 g de bentonita en
polvo por litro de producto final. Se dejo reposar por 3 dias para alcanzar la mayor separacion
por el agente floculante. Finalmente se procedid a envasar el vino agregando la ultima dosis de
metabisulfito de potasio a razén de 50 ppm. El vino fue envasado en envases de cristal color
verde oscuro de 375ml. marca vino canario moscatel. Los vinos fueron almacenados en un

cuarto frio a temperatura de 5 °C durante 3 meses antes del analisis sensorial.
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2.1.2 ANALISIS SENSORIAL

Para determinar el efecto de las levaduras en las propiedades sensoriales de los vinos y su
calidad en general se realiz6 un analisis sensorial. El andlisis sensorial const6 de 3 etapas,
primero se desarrolld una metodologia de seleccion, adiestramiento y desarrollo de un panel
sensorial. Segundo, se realizaron las pruebas finales de catado en las que el panelista utilizando
la escala de 20 puntos de la Universidad de California en Davis (UCD), evalué los vinos en los
atributos de apariencia, color, aroma, sabor, calidad en general. Finalmente este catado fue
estadisticamente realizado utilizando el Analisis de Varianza ANOVA para un disefio
experimental de Bloque Incompleto Balanceado. A continuacion se detallan las etapas del

analisis sensorial.

2.1.2.1 SELECCION, ADIESTRAMIENTO Y DESARROLLO DE UN PANEL SENSORIAL
DESCRIPTIVO PARA CATADO DE VINO.

Para el correcto desarrollo de un panel sensorial para tipos de Anélisis Descriptivo se
siguid con lo propuesto por Meilgaard y colaboradores. Estos a su vez estan basados en parte de
las normas ASTM “Guia para la seleccion y entrenamiento de los miembros de un panel
sensorial” y en las normas ISO “Guias para la Seleccion y Entrenamiento de Asesores”.

(Meilgaard, 1999)
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2.1.2.1.1 Seleccion de los miembros del panel

Debido a la poca cantidad de candidatos para preseleccion y falta de constancia de los
mismos, asi como a la dificultad de horarios, se tomo la opcion de no rechazar panelistas bajo los
criterios que exigen algunas de las pruebas, segun lo descrito por Meilgaard y colaboradores.
Para compensar esta deficiencia se optd por adiestrar a reconocer cual era el atributo en el que
fallaban para que aprendieran a reconocer las diferencias que se evaluaban en los mismos, a
aquellos panelistas que lo requirieron. En el Apéndice 1 se presentan los modelos de las pruebas

realizadas a los panelistas que se describen a continuacion (Meilgaard, 1999):

Cuestionario a candidatos

El cuestionario a candidatos de preguntas generales acerca del panelista, en las cuales se
incluyen preguntas particulares sobre enfermedades o preferencias que pueden afectar los
sentidos a ser utilizados en las pruebas descriptivas, también se pregunta en general sobre
conocimiento de alimentos y asociacion de ciertos sabores y olores a tipos de alimentos. Se
rechaz6 candidatos que no cumplan con requisitos de horario, o que poseian enfermedades o

problemas con los sentidos de vista, olfato y gusto. (Meilgaard, 1999)

Prueba Pareo
Esta prueba fue utilizada luego de clasificar al personal de la encuesta y se realizd a un
nimero mas reducido de personas. Para este panel descriptivo, en que se necesita tener destrezas

con los sentidos de la vista, el olfato y el gusto, se realizaron las pruebas de pareo para evaluar la
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habilidad inicial de los panelistas de encontrar y ubicar correctamente olores, sabores y
apariencia. Para realizarla se utilizaron las siguientes frutas: pifia, uva, naranja, toronja, limoén y
mandarina, se les extrajo el jugo a estos y se colored para que los panelistas no se preenjuiciaran
con el sentido de la vista, ya que el objetivo fue detectar en un pareo cual es la fruta, inicamente
utilizando el sentido del olfato. En la segunda parte de la misma prueba el panelista tuvo que
detectar cual muestra poseia mayor turbidez. Se utiliz6 agua coloreada y a una de las muestras se
le agregd una pizca de maicena para generar turbidez. En la tercera parte el panelista pared 5
muestras que contenian principalmente agua y un sabor caracteristico, dulce, salado, acido y
amargo. Ademas la Gltima muestra poseia la sensacion de astringencia. Para realizarla se utilizd
azucar, sal, acido citrico, cafeina y alumbre, en las cantidades recomendadas por Meilgaard y
colaboradores. Aquellos candidatos que obtuvieron menos de 75% de las respuestas correctas,

fueron readiestrados hasta obtener resultados satisfactorios. (Meilgaard, 1999)

Prueba de Deteccidén

Esta prueba es utilizada para determinar si el panelista puede identificar muestras
diferentes en cuanto a concentracion de un atributo. Se realizé una prueba triangulo que evalu6
un atributo en especifico, con un umbral de deteccion amplio. El atributo a evaluar fue dulzura.
Para ello se prepard una solucion azucarada de 20g/L y otra sin el atributo y se realizé la prueba
triangulo siguiendo las recomendaciones para la misma explicadas por Meilgaard y

colaboradores (Meilgaard, 1999).
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Prueba de Discriminacion

Esta prueba es utilizada para determinar si el panelista puede identificar muestras
diferentes en cuanto a concentracion de un atributo. Se realiz6 una prueba tridngulo, que evalud
un atributo en especifico, con un umbral de deteccion reducido. El atributo a evaluar fue dulzura,
para ello se preparé una solucion azucarada de 20g/L y otra de 5g/L atributo y se realizd la
prueba triangulo siguiendo las recomendaciones para la misma explicadas por Meilgaard y

colaboradores (Meilgaard, 1999).

Prueba de Ordenamiento

Esta prueba es utilizada para determinar si el panelista tiene la capacidad de ordenar las
muestras en cuanto a la intensidad de un atributo. Se realizo la prueba de ordenamiento para 4
categorias. Aquellos panelistas que no tuvieron correctas todas sus respuestas, recibieron
adiestramiento para reconocer el atributo evaluado. Se evalu¢ el atributo de dulzura, para ello se
prepard 4 soluciones azucaradas de 20g/L 10g/L 5 g/L y 1g/L y se realiz6 la prueba de
ordenamiento siguiendo las recomendaciones para la misma explicadas por Meilgaard y

colaboradores (Meilgaard, 1999).
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Prueba de uso de Escalas

Esta prueba es utilizada para evaluar la capacidad del panelista en traducir a escalas una
percepcion. Se utilizé la prueba de evaluacion de escalas con figuras. El rechazo en esta prueba
estd sugerido para panelistas que obtuvieron 20% o menos de los aciertos.

Una vez concluida la etapa de pruebas y adiestramientos basicos sobre el andlisis
sensorial, los panelistas fueron adiestrados en el uso correcto de la escala de 20 puntos de la
Universidad de California en Davis para la evaluacion de vinos blancos y en las técnicas a

utilizar para la realizacion adecuada de un catado de vino (Meilgaard, 1999).

2.1.2.2 Entrenamiento de un panel Sensorial Descriptivo para Vinos utilizando el Sistema

de 20 Puntos de la Universidad de California en Davis (UCD)

Los vinos utilizados para las distintos adiestramientos fueron: Cuvée de los altos, Jacob Greek
Chardonnay de 2003, Durius Viura Sauvignon blanc 2004, Condes de Albare, Gato Blanco

Chardonnay de 2003, Jacob’s Creek, Andes, Albarifio, Ernest Julio Gallo, Pinot Grigio.

Primera Sesion:
Objetivos:
e Desarrollar en el Panel conciencia sobre la importancia de la actitud en un panel
sensorial.
e Que el Panel se comience a familiarizar con la Escala UCD.

e Reconocer atributos de apariencia y color de vinos y como medirlos
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Desarrollo: Mediante una charla se explicé a los panelistas:

1.

La importancia de los sentidos de la vista, olfato y gusto dentro del analisis a
realizar

La relacion de las percepciones fisiologicas con las respuestas psicofisicas del
panelista

Los factores que influyen en el panel sensorial

La escala UCD, qué atributos mide y cudles son los puntajes que otorga por
atributo en el vino

Como se evalua el color en un vino y en qué puntaje se traduce en escala UCD
Como se evalua la apariencia del vino y se traduce esto en puntaje segun la escala
uUCD

Ademas se realizd una prueba sensorial de cata en color y apariencia en vino

como parte del adiestramiento.

Segunda Sesion:

Objetivo: Desarrollar en el Panel conocimientos y destrezas en el reconocimiento del atributo

aroma en vino y cdmo medirlo.

Desarrollo: Mediante una charla a los panelistas se explicd la forma en que se evaltian los

siguientes aspectos:

I.

El aroma en vinos.
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2. Las percepciones positivas y negativas en aroma y su puntuacion en la Escala
uCD
3. Coémo se hace una cata orto-nasal y retro-olfativa de un vino (Callec, 2004)
4. Coémo utilizar la rueda de aromas para vinos
5. Realizacion de prueba sensorial de cata de Aroma en Vino
Ademas se repaso los conocimientos aprendidos en la sesion anterior y se realizd una prueba

sensorial de cata de color, apariencia y aroma de vinos comerciales blancos.

Tercera Sesion:
Objetivos: Desarrollar en el Panel conocimientos y destrezas asociados al reconocimiento del
atributo de sabor en vino y como medirlo. Desarrollar en el Panel conocimientos y destrezas en
el reconocimiento de la complejidad de caracteres de un vino en general y como medirlo.
Desarrollo: Mediante una charla a los panelistas se explico:
1. Como se evalua el sabor y sensaciones orales en vinos.
2. Cémo se diferencian los sabores en las zonas de la lengua y cudles son las
sensaciones mas importantes en un vino.
3. Como estas percepciones positivas y negativas en sabor se traducen en
puntuacion en la Escala UCD.
4. Qué parametros se debe tener en cuenta en un criterio de evaluacion de

calidad general del vino
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Ademas se repasé el conocimiento aprendido en la sesion anterior y se realizd una prueba

sensorial de cata de sabor y calidad general del vino, utilizando vinos comerciales blancos.

Una vez realizadas estas pruebas se pasé al catado de los vinos. Estos, como se dijo, fueron
evaluados utilizando el sistema de 20 puntos de la UCD. A continuacion se explica los criterios
utilizados por la escala UCD para evaluar a un vino y cudles son los atributos y cémo deben ser

medidos por los panelistas.

2.1.2.3 SISTEMA DE 20 PUNTOS PARA EVALUACION DE VINOS
DESARROLLADO POR LA UNIVERSIDAD DE CALIFORNIA EN DAVIS

El sistema de 20 puntos para la evaluacion de vinos consiste en ciertos criterios de
evaluacién para los atributos de apariencia, color, aroma, sabor y calidad general. La evaluacion
global del aroma estd compuesta por dos criterios: aroma y olor vinagre; de la misma manera la
evaluacion del sabor se divide en cinco criterios: acido total, azucar, cuerpo, aroma en boca

“flavor” y astringencia
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APARIENCIA: La apariencia del vino evalué qué tan atractivo el vino es al consumo. Este
atributo se midi6 sensorialmente con el sentido de la vista. La puntuacion brinda un maximo de
2.0 y un minimo de 0.0 utilizando los criterios:

Puntuacion Otorgada Criterio de Evaluacion

2.0 Brillante, transparente, atractivo, pulido

1.5 Transparente pero no tan brillante, limpio como cristal
1.0 Apagado y posibles rastros de turbidez

0.0 Opaco y con turbidez evidente

COLOR: En el atributo de color se evalud si el color del vino corresponde al de un vino fresco o
si existen rastros de oxidacion en el vino. La puntuacion brinda un maximo de 2.0 y un minimo
de 0.0 utilizando los criterios:

Puntuacion Otorgada  Criterio de Evaluacion

2.0 Color paja claro, con destellos verdes y atractivo.
1.0 Duda si esta oxidado o no.
0.0 Evidentemente oxidado

AROMA: El aroma y la complejidad en nariz de los vinos se midi6 utilizando tanto la nariz
como la boca, mediante un catado orto-nasal y un catado retro-olfativo (Callec, 2004), para
poder encontrar mejor percepcion de los aromas. Este atributo en la escala Davis se divide en dos

27



partes: la primera evaltia Aroma y Bouquet del vino con un méximo de 4.0 y un minimo de 0.0.
En vinos frescos, como los evaluados, no existe bouquet desarrollado; por tanto la puntuacion se
realizoé basicamente en el aroma. En la segunda parte se evalud el olor avinagrado del vino,
conocido como “Asecent” con un maximo de 2.0 y un minimo de 0.0. Asi el aroma recibe un
puntaje total de 6.0. Debe tenerse en cuenta que se utilizd la rueda de aromas para facilitar al
panelista la identificacion de los aromas positivos y negativos de los vinos. Los criterios usados

para esa puntuacion son los siguientes:
AROMA

Puntuacion Otorgada  Criterio de Evaluacion
4.0 Aroma facilmente identificable a fruta, indicios de la fruta que se

hizo y otros aromas agradables (florales especies)

3.0 Aromas identificables a frutas sin ninglin otro aroma agradable.

2.0 Aromas agradables no identificables y sin aromas desagradables

1.0 No tiene aroma, con la posible excepcion del alcohol

0.0 Tiene aromas desagradables (quimicos, oxidado, terroso,
microbioldgico)
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VINAGRE (ASCESENT)

Puntuacion Otorgada  Criterio de Evaluacion

2.0 No tiene olor a vinagre
1.0 Un poco, o dudo si tiene o no tiene olor a vinagre
0.0 Evidentemente tiene olor a vinagre

SABOR: La evaluacion del sabor y las sensaciones en la boca segun la escala Davis se divide
en: acido total 2.0, Azucar 1.0, Cuerpo 1.0, Sabor 2.0, Astringencia o post-gusto 2.0. Asi se
distribuyen los 8.0 puntos de sabor en la escala. Los panelistas fueron adiestrados en reconocer
en qué zonas de la lengua se perciben con mayor intensidad los distintos sabores, asi como
también fueron adiestrados para reconocer en qué zonas de la boca se encuentran las principales
sensaciones a evaluar en un vino. Los criterios utilizados para evaluar cada uno de ellos fueron

los siguientes:

ACIDO TOTAL

Puntuacion Otorgada Criterio de Evaluacion

2.0 Apropiado balance de acido respecto a otros sabores
1.0 Ligeramente acido
0.0 Acido predomina evidentemente sobre los demés sabores
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AZUCAR
Puntuacion Otorgada

1.0

0.0

CUERPO
Puntuacion Otorgada

1.0

0.0

AROMA EN BOCA
Puntuacion Otorgada

2.0

1.5

1.0

0.0

Criterio de Evaluacion
Apropiada y balanceada (vino seco apenas sensible, vino dulce
sensible)

Inapropiada (vino seco dulce o vino dulce apenas sensible)

Criterio de Evaluacion

Apropiado y balanceado (vino blanco mas ligero que vino tinto)

Inapropiado (vino blanco pesado, o vino tinto muy ligero)

Criterio de Evaluacion
Sabor complejo y acordemente balanceado al aroma (tan complejo
que cada vez encuentro una nueva sensacion)

Sabor frutal acorde al aroma

Sabor agradable

Casi sin sabor parecido al agua o con sabor desagradable
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ASTRINGENCIA

Puntuacion Otorgada  Criterio de Evaluacion

2.0 El post-gusto es largo y agradable; d4 la sensacion de querer ingerir
mas

1.5 El post-gusto es corto y agradable

1.0 El post-gusto es corto pero es muy fuerte; reseca

0.0 El post-gusto es largo y muy fuerte, reseca, desagradable

CALIDAD GENERAL: Este criterio es muy individual de cada panelista se evalu6 con un
maximo de 2.0 y un minimo de 0.0, pero se utilizd las siguientes preguntas guias para facilitar la

respuesta del panelista:

Puntuacion Otorgada Criterio de Evaluacion

2.0 Le agrada tanto que lo regalaria como un regalo especial.
1.5 Le agrada lo suficiente para comprarlo

1.0 Le agrada pero no lo compraria

0.0 No le agrada en absoluto
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La suma total de los criterios es 20 puntos, esta escala se utilizd6 como la variable
respuesta para el andlisis estadistico de un Disefio de Bloque Incompleto Balanceado (DBIB). La
puntuacién de la escala se traduce de la siguiente manera: vinos con puntaje entre 20 y 17 son
vinos con excelentes caracteristicas y sin ningun defecto notable. Vinos evaluados entre 13y 16
tienen excelente caracter pero defectos poco notables. Vinos evaluados entre 9 y 12 son de
aceptabilidad comercial pero con defectos notables. Vinos evaluados entre 5 y 8 son vinos por

debajo de la aceptabilidad comercial. Vinos entre 1 y 4 son vinos totalmente arruinados.

2.1.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los vinos fueron evaluados estadisticamente utilizando un Anélisis de Varianza ANOVA
para un Disefio de Bloque Incompleto Balanceado. La restriccion de que un panelista no puede
evaluar mas de 4 vinos a la vez y poseer un nimero de tratamientos de 5 hace idoneo este tipo de
disefio. Esta restriccion esta basada en la disminucion de las capacidades sensoriales del panelista

al ingerir bebidas alcohoélicas (Meilgaard, 1999)

El disefio de Bloque Incompleto Balanceado es en un disefio experimental estadistico que
permite evaluar un nimero de tratamientos (t) en (b) bloques homogéneos y aleatorizados, con
la restriccion de que no pueden evaluarse los (t) tratamientos en cada bloque escogido, sino s6lo
un numero inferior al nimero de tratamientos. Este nimero inferior lo llamaremos sub-bloque
(k). Este disefio exige que para poder realizarse las comparaciones correctamente de los (t)
tratamientos, €stos se encuentren balanceados a través de los (b) bloques del disefio. El Balanceo

implica que un tratamiento (t) debe ser evaluado el mismo nimero de veces (r) en el total de
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bloques, asi como las comparaciones de a pares (A) deben ser las mismas a través de todo los

bloques.

Chocran y Cox en el plan 11.la, proponen un disefio de bloques incompletos
balanceados donde t=5, k=3,r=6 ,b=10 y A=3. (Chocran y Cox, 1957) Lo anterior sugeriria el
uso de 10 panelistas, pero se realizé con 20 para duplicar la precision en la medicion y siguiendo
con la recomendacion de Meilgaard y colaboradores de poseer un niumero de panelistas superior
a 16 (Meilgaard, 1999). Entonces el plan real utilizado fue t=5, k=3, =12, b=20 y A=6. Los 5
tratamientos, los 20 panelistas y el ordenamiento de las 3 posiciones en las que el panelista debia
analizar los vinos fueron debidamente aleatorizados, para luego ubicarlos en el disefio
seleccionado. Se codifico las muestras de tal manera para evitar que el panelista asociara algun
tipo de orden a las muestras que pudiese causar sesgos en las mediciones. En el Apéndice 2 se

muestran las distintas aleatorizaciones y los co6digos finalmente usados para los panelitas.
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2.2 EFECTO DE PASTEURIZACION Y ADICION DE SULFITOS

Para evaluar el efecto de la pasteurizacion y la adicion de sulfitos en la fermentacion de
vinos se realizaron fermentaciones de prueba, las cuales fueron preparadas como se explica en el
procedimiento 2.3.3. Estas fueron monitoreadas para evaluar las curvas de produccion de etanol
y consumo de azucares. En la curva de produccion de etanol se evaluo6 los parametros de razon
maxima de produccion de etanol (rpm) y productividad global de etanol (Qp). En la curva de
consumo de aztcares totales se evaluod la razon maxima de consumo de azucares total, utilizando
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (rs,). La metodologia para calcular cada una
de estas variables, asi como la definicion matematica de las mismas, se explica en el
procedimiento 2.3.4. Las variables anteriores sirven como variables respuestas de un disefio
experimental.

El disefio experimental utilizado fue un disefio factorial de dos factores con dos niveles
de evaluacion y tres repeticiones. En este disefio se prueban las siguientes hipodtesis:

1. Existe un efecto de la pasteurizacion del sustrato afectando las variables respuesta de la
fermentacion

2. Existe un efecto de la adicion de sulfitos afectando las variables respuesta de la
fermentacion

3. Existe un efecto combinado de la pasteurizacion y adicion de sulfitos en las variables
respuesta de la fermentacion
Un esquema del disefio experimental se presenta en la Tabla 2.1. En este esquema se

muestra la codificacion utilizada durante la experimentacion, las muestras fueron evaluadas
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durante las 200 horas siguientes a la inoculacion cada 12 horas, como se explica en el
procedimiento 2.3.4 y fueron almacenadas en un ultra-congelador “ultrafreezer” modelo
“isotemp Basic” para su posterior analisis mediante cromatografia. Este analisis se realiz6 como
se describe en le procedimiento 2.3.5. Con los datos obtenidos se realiz6 Andlisis de varianza

para evaluar las variables respuesta descritas anteriormente.

Tabla 2.1 Diseiio experimental utilizado

DISENO FACTORIAL 2X2 CON 3 REPETICIONES

Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado
Con Sulfitos Repeticion (A1, A2, A3) Repeticion (B1, B2, B3)
Sin Sulfitos Repeticion (C1, C2, C3) Repeticion (D1, D2, D3)

Todos los analisis estadisticos descritos en este capitulo fueron realizados mediante el programa
estadistico INFOSTAT® Estudiantil Version 2.0 de la Universidad Nacional de Cordoba,

Argentina.
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2.3 PROCEDIMIENTOS

2.3.1 PROCEDIMIENTO 1: FERMENTACIONES DE PRUEBA

El in6culo de levadura se prepard pesando levadura liofilizada de forma aséptica y se
diluy6 con agua estéril a razéon de 0.33g/L para cada condicion experimental. Se dejo hidratar 30
min a 30°C en una incubadora. Para cada conjunto de experimentos se extrajo el jugo de tres
pinas. El jugo se obtuvo mediante un procesador de jugos (Hamilton Beach) Luego fue filtrado
en una malla de tela comercial. Se ajusto a 24 °Brix el contenido de solidos mediante la adicion
de fructosa comercial (Abel Sales Inc.). Para ello se midio el grado Brix original del jugo con un
refractometro de mano (Reichtec modelo 10431) y se hizo el balance de masa correspondiente
para determinar la fructosa afiadida (ver apéndice 9 para ejemplo de calculo). EI jugo con los
grados Brix ajustados se repartio en 4 alicuotas de 125 mL para cada condicion experimental. Se
aplicé entonces los tratamientos de pasteurizacion y adicion de sulfitos segun se describe en la

Tabla 2.1.

La pasteurizacion se llevo acabo a 76 °C por 15 segundos; para calentar el jugo, éste se
sumergio aceite vegetal a una temperatura de 320 °F. Para las condiciones experimentales que
asi lo requirieron se afiadi6 metabisulfito de potasio a razén de 75ppm. Posteriormente se llevo a
30°C las muestras para las cuatro condiciones experimentales y se inocularon las mismas con el
in6culo de levadura. El inéculo de levadura se afiadi6 a razén de 330 pL utilizando una micro-

pipeta marca Fisher Brand modelo “Finnpipette” de 100-1000 pl , para cada uno de 4 matraces.
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Utilizando un agitador magnético previamente esterilizado, se agit6 el contenido de cada
matraz con una manta eléctrica “hot plate” (marca Fisher Scientific modelo “310T”).
Manteniendo la agitacion se reparti6 el contenido del matraz en 20 tubos de ensayo previamente
esterilizados utilizando pipetas estériles de 10 mL, colocando en cada tubo de ensayo SmL. Se
utilizd un succionador eléctrico para pipetas marca “Drumond” modelo “Hood Mate” para
realizar estas transferencias. Finalmente los tubos fueron colocados en gradillas y sumergidos en
el bafio de agua a (30 + 5°C.) Estos se mantuvieron asi durante el proceso de fermentacion. Se
realizaron muestreos a las siguientes horas 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144,

156, 168, 180, 192 y 204 siguiendo el procedimiento 2.3.2 para cada muestra.

2.3.2 PROCEDIMIENTO 2: TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Para la condicion a muestrear, se tom6 uno de los tubos de ensayo inoculados y se agitod
vigorosamente utilizando un Vortex© durante 10 segundos para asegurar su homogeneidad. Se
tom6 una alicuota de 1 ml del tubo correspondiente y se diluy6 hasta completar 10 mL en un
matraz volumétrico. Se tomd entonces dos alicuotas de esta dilucion y se filtraron con una
membrana de nylon marca “Fisher Brand” de 0.45 um y colocadas en viales para su posterior

analisis por HPLC

37



2.3.3 PROCEDIMIENTO 3: ANALISIS CROMATOGRAFICO DE MUESTRAS

El andlisis cromatografico para el analisis del contenido de azlcares se llevo a cabo
utilizando un cromatografo liquido de alta resolucion HPLC por sus siglas en inglés “High
Performance Liquid Chromatography”. Marca Waters®. Las azlcares analizadas fueron
sacarosa, glucosa y fructosa. El instrumento utilizado poseia un inyector automatico de muestras,
modelo 770 plus. La fase movil utilizada fue agua desionizada con 0.05g de Ca EDTA por litro
de solucion. Esta fue bombeada a una razon de flujo de 0.5mL/min, con una bomba Millipore®
modelo M45. La columna utilizada fue una Sugar Pak® operada entre 0.5-1 Kpsi de presion y a
90°C. El detector utilizado fue un Refractometro modelo 410 cuya celda se mantuvo a 35 °C.

Con los datos obtenidos, se prepararon curvas de consumo de azucares y produccion de
etanol. Estas curvas se realizaron utilizando el programa estadistico INFOSTAT® teniendo
como variables en el eje de las ordenadas la concentracion (g/100 mL) y en el eje de las abscisas

el tiempo (h) .

2.3.4 DEFINICION DE VARIABLES RESPUESTA

2.3.4.1 PRODUCTIVIDAD GLOBAL DE ETANOL

Este parametro representa la cantidad total de etanol producido dividido entre el tiempo
que tardo en llevarse a cabo la fermentacién. Es una cantidad que no tiene significado fisico,

pero que da una idea general del comportamiento de la fermentacion y es un buen parametro de
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comparacion entre las condiciones experimentales evaluadas. La siguiente expresion la define

numéricamente:

¢ 2.1)

2.3.4.2 RAZON MAXIMA DE PRODUCCION DE ETANOL

Este parametro representa la velocidad méxima que alcanza la razén de produccion de
etanol a lo largo de la curva de generacion del alcohol. La siguiente expresion define

matematicamente la razon de produccion de etanol:

dP
r,=—=t
P dt (2.2)

El valor de la razon mdxima se encontrd para cada condicion experimental haciendo una
regresion sobre la curva de etanol obtenida. Luego se derivo esta funcion y se encontro el punto
en que se volvid cero la ecuacion derivada, es decir, un maximo. Este parametro puede ser
calculado también con una regresion lineal en puntos seleccionados en las cercanias de la

pendiente méaxima en la curva de produccion de etanol. La pendiente de la regresion lineal es la

razoén maxima de produccion de etanol (rpm).



2.3.43 RAZON MAXIMA DE CONSUMO DE AZUCARES

Este parametro representa la velocidad méxima que alcanza la razén de consumo del
azucar total presente a lo largo de la curva de consumo de azlcares totales. La siguiente

expresion define matematicamente la razon de consumo de azlicares totales:

dG

dt (2.3)

s

El valor de la razén méxima se encontr6 para cada condicion experimental haciendo una
regresion sobre la curva de azucares totales obtenida. Luego se derivo esta funcion y se encontro
el punto en que se volvid cero, es decir, un maximo. Este pardmetro puede ser calculado también
con una regresion lineal en puntos seleccionados en las cercanias de la pendiente méaxima en la
curva de consumo de azucares totales. La pendiente de la regresion lineal es la razon maxima de

consumo de azucares totales (rgpy).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EFECTO DE LEVADURAS

3.1.1 RESULTADOS ANALISIS SENSORIAL

Los resultados que se muestran en la Tabla 3.1, corresponden a las evaluaciones globales
en la escala UCD recibida por los panelistas para cada uno de los vinos. En esta misma tabla se
muestra también la distribucion real de los vinos en el disefio de bloques incompletos

balanceados.

Tabla 3.1 Resultados globales de la evaluacion de vinos utilizando la escala UCD

RESULTADOS
Montrachet | K1-V1116 | EC-1118 | 71B-1122 | IVC-GRE

panelista/vino Vino 1 Vino 2 Vino 3 vino 4 Vino 5

1 12 19 16.5

2 12.5 17 16.5

3 17.5 16.5 16

4 19.5 19 18.5

5 9.5 4.5 14

6 10 9 13.5

7 7 15.5 15.5

8 8 16.5 14

9 10 9.5 5.5

10 11 13.5 17

11 14 15 14.5

12 9 17.5 10.5

13 12 14.5 15

14 15.5 6 17.5

15 4.5 8.5 4.5

16 11 13.5 14.5

17 12.5 11 16.5

18 11 14.5 8

19 13.5 4 10.5

20 18 13.5 18
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Utilizando estos datos se hizo un analisis de varianza (ANOVA) sobre todas las variables
medidas por la escala Davis. Estos ANOVA se realizaron utilizando el programa (INFOSTAT®).
Los resultados finales ANOVA se presentan en la Tabla 3.2. En el Apéndice 3 se pueden

encontrar los resultados de las pruebas de ANOVA vy Fisher para todos los atributos

Tabla 3.2 .Resultados de ANOVA y Test Fisher para los atributos evaluados

Atributo Valor p Vinos Levaduras Mejor
significativamente Puntuadas™**
diferentes (Prueba

Fisher)
ucCD Panelistas 0.0021* 3y5 EC-1118
Vinos 0.0593 IVC-GRE
Apariencia Panelistas 0.0070* lyS5 Montrachet
Vinos 0.2232 IVC-GRE
Color Panelistas 0.0114* 1,3y5 Montrachet
Vinos 0.0655 EC-1118
IVC-GRE
Aroma Panelistas 0.0097* No diferentes EC-1118
Vinos 0.4334 IVC-GRE
Olor a Vinagre | Panelistas 0.0110%* No diferentes EC-1118
Vinos 0.3281 KI1-V1116
Acido Total Panelistas 0.0375* No diferentes EC-1118
Vinos 0.7194 IVC-GRE
Azucar Panelistas 0.0008* 43y5 71B-1122
Vinos 0.0829 EC-1118
IVC-GRE
Sabor Panelistas 0.0150* 3 EC-1118
Vinos 0.2235
Astringencia Panelistas 0.0496 45y3 71B-1122
Vinos 0.1907 IVC-GRE
EC-1118
Calidad Panelistas 0.1216 3y5 EC-1118
General Vinos 0.0293* IVC-GRE

*Valores (p<=0.05) significativamente diferentes

** Resultados independientemente si son significativos o no
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uCDh

Para el analisis global (UCD) de la Tabla 3.2 se infiere que entre los cinco vinos no
existen diferencias significativas ya que el valor p es mayor que 0.05. La diferencia que se
obtuvo es apenas minima y por ello la prueba Fisher de comparacion si encuentra diferencias
entre los vinos 3 y 5 en comparacion con los vinos 1, 2 y 4. Esta variabilidad esta afectada por la
diferencia que presentan los panelistas. Las diferencias de los panelistas son significativas, ya
que obtuvo un p menor de 0.05. La variabilidad de los panelistas confirma la no existencia de
diferencias significativas en los vinos. Sin embargo la puntuacion otorgada por los panelistas
califica a los vinos fermentados con las levaduras EC-1118 e IVC-GRE, (vinos 3 y 5
respectivamente), en vinos estandares con excelente caracter y muy pocos defectos, segun los
criterios de la escala UCD.

Los vinos realizados con las levaduras Montrachet, 71B-1122 y K1-V1116 fueron
evaluados como vinos de calidad aceptable comercialmente, pero con defectos notables. Esta
clasificacion de la escala concuerda con las diferencias que encuentra el método comparativo de
minima diferencia significativa de Fisher (LSD, por sus siglas en ingles). El método de Fisher da
una idea de esas diferencias pero no puede ser concluyente en este caso, pues no se rechazod el
ANOVA, lo que implica como se dijo al inicio que no existen diferencias significativas entre los

vinos con una confianza del 95%.
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APARIENCIA

Para la Apariencia en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los 5 vinos evaluados, la prueba de Fisher propone una ligera diferencia del
vino IVC-GRE respecto a los otros obteniendo en promedio un mejor valor en apariencia. En
general el atributo de apariencia fue evaluado positivamente ya que en términos de la escala
UCD, los vinos, segun el criterio global de los panelistas, son transparentes, no tan brillantes
pero limpios como cristal. Se observa también que los vinos realizados con las levaduras IVC-

GRE y Montrachet son los mejor puntuados en éste atributo

COLOR

Para el Color en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen diferencias significativas
entre los 5 vinos evaluados, aunque el criterio estd en el cercano al limite con un p de 0.0655
apenas mayor a 0.05. La prueba de Fisher propone una diferencia del vino IVC-GRE , EC-1118
y Montrachet, respecto a los otros obteniendo en promedio un mejor valor en color. En general el
atributo de Color fue evaluado positivamente, pues la prueba de Fisher presenta a los vinos
realizados con las levaduras IVC-GRE, EC-1118, Montrachet y 71B-1122 con un puntaje mayor
a 1.5. Este valor, en términos de la escala UCD, significa que los vinos tienen a no presentar
oxidacion sino mas bien concuerdan con el color paja verdoso que se espera que tengan. Esto no
puede decirse del vino fermentado con la levadura K1-V1116 ya que los panelistas en promedio

presentan dudas si este vino esta oxidado o no.
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AROMA

Para el Aroma en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen diferencias significativas
entre los cinco vinos evaluados, ya que el p observado es de 0.4334 y la prueba de Fisher lo
corrobora ya que no encuentra diferencias entre las medias. Este resultado en términos de la
escala. UCD significa, que el aroma de los vinos posee muy pocos aromas agradables
identificables facilmente. Se observa también que los vinos realizados con las levaduras IVC-

GRE y EC-1118 son los mejor puntuados en éste atributo

OLOR A VINAGRE

Para el olor a vinagre “Acescent”, en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen
diferencias significativas entre los 5 vinos evaluados, ya que el p observado es de 0.3281 y la
prueba de Fisher lo corrobora ya que no encuentra diferencias entre las medias. Este resultado en
términos de la escala UCD significa, que en el olor vinagre “Acescent” de los vinos, los
panelistas dudan si lo posee o no, es decir, que hay panelistas que lo detectaron, otros que no y
otros que dudan del mismo. Se observa también que los vinos realizados con las levaduras K1-

V1116 y EC-1118 son los mejor puntuados en éste atributo.

ACIDO TOTAL
Para el sabor acido total en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los 5 vinos evaluados, ya que el p observado es de 0.7194 y la prueba de

Fisher lo corrobora ya que no encuentra diferencias entre las medias. Este resultado en términos
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de la escala UCD significa, que el sabor acido total de los vinos, es ligeramente acido. Se
observa también que los vinos realizados con las levaduras IVC-GRE y EC-1118 son los mejor

puntuados en éste atributo.

AZUCAR

Para el sabor Azlcar en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los 5 vinos evaluados, ya que el p observado es de 0.0829, pero la diferencia
se detecta como minima ya que es un valor muy cercano a p =0.05 de rechazo. La prueba de
Fisher si detecta diferencias significativas en el atributo y presenta a los vinos realizados con las
levaduras IVC-GRE, EC-1118 y 71B-1122 como los mejor evaluados. La puntuaciéon obtenida
por estos tres vinos se interpreta como que la cantidad de azucar es apropiada y balanceada para
el tipo de vino que es. Los resultados obtenidos por los vinos realizados con las levaduras
Montrachet y K1-V1116 se interpretan como que estos vinos tienen a no poseer el azlcar

apropiado.

CUERPO

Para la sensacion de cuerpo en la Tabla 3.2, se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los 5 vinos evaluados, ya que el p observado es de 0.2235. La prueba de
Fisher si detecta diferencias significativas en el atributo y presenta al vino realizado con la
levadura EC-1118 como el mejor evaluado. La puntuacion obtenida por este vino se interpreta

como un vino con un cuerpo balanceado y apropiado, para ser fresco, blanco y seco. La

46



puntuacién obtenida por este vino fue la maxima que otorga la escala para cuerpo. Los
resultados obtenidos por el resto de los vinos se interpretan como que estos vinos tienden a no

poseer el cuerpo balanceado del todo y existe algunos defectos en el mismo.

AROMA EN BOCA

Para la sensacion de aromas en boca o gusto del vino, en la Tabla 3.2, se puede observar
que no existen diferencias significativas entre los cinco vinos evaluados, ya que el p observado
es de 0.2142. La prueba de Fisher si detecta diferencias significativas en el atributo y presenta al
vino realizado con la levadura IVC-GRE como el mejor evaluado. La puntuacion obtenida por
este vino se interpreta como un vino con un aroma en boca frutal, acorde con la fruta de la cual
se realiza el vino, balanceado y apropiado, mas no demuestra ningtn rasgo de complejidad. Los
resultados obtenidos por el resto de los vinos se interpretan como que estos vinos poseen un
aroma en boca agradable, mas no presentan rasgos florales o complejos facilmente detectables.
Inclusive el vino realizado con la levadura K1-V1116, se puede interpretar que tiende a no tener

aroma en boca, o es muy poco perceptible, segun el criterio de los panelistas.

ASTRINGENCIA

Para la sensacion de Astringencia y post-gusto, en la Tabla 3.2 se puede observar que no
existen diferencias significativas entre los cinco vinos evaluados, ya que el p observado es de
0.1907. La prueba de Fisher si detecta diferencias significativas en el atributo y presenta a los

vinos realizados con las levaduras: IVC-GRE, EC-1118 y 71B-1122 como los mejor evaluados.
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La puntuacion obtenida por estos vinos se interpreta como que los vinos posean un post-gusto
corto pero agradable. Los resultados obtenidos por el resto de los vinos se interpretan como que
estos vinos poseen un post-gusto corto pero fuerte, que reseca demasiado que no provoca la

sensacion de desear mas del mismo.

CALIDAD GENERAL

Para calidad en general, es decir, la opinion del panelista como atributo de evaluacion de
la calidad del vino. En esta se puede observar que si existen diferencias significativas entre los 5
vinos evaluados, ya que el p observado es de 0.0293. La prueba de Fisher detecta diferencias
significativas en el atributo y presenta a los vinos realizados con las levaduras: IVC-GRE y EC-
1118 como los mejor evaluados. En este caso en particular la prueba Fisher es una prueba
concluyente ya que el ANOVA muestra diferencias significativas. Este criterio se ve reforzado
con el analisis que reporta la prueba sobre los panelistas, en el cual no existe diferencia entre las
respuestas que brindan los mismos. Por tanto en base a la preferencia personal, los panelistas
estan de acuerdo con una confiabilidad de 95% de que los vinos realizados con las levaduras

IVC-GRE y EC-1118 son los mejores.

3.1.2 DISCUSION DE RESULTADOS DEL EFECTO DE LAS LEVADURAS

Las levaduras tienen una gran responsabilidad en la formacién de aromas y sabores en los
vinos. Ferreira y colaboradores presentan en su estudio realizado en sustancias que brindan

aromas y sabores en los vinos, que de los 14 componentes estudiados 12 son aportados por las
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levaduras en el proceso de la fermentacion, mientras que solo dos son propios de la fruta. Por
tanto la influencia de las levaduras en la conformacion final del vino es primordial (Ferreira,
2000). En nuestro caso se encontr6 que las levaduras influyeron de la misma manera que en el
estudio citado, en las evaluaciones sensoriales. En cuanto a estos andlisis sensoriales, puede
decirse con certeza, que los panelistas que recibieron el adiestramiento detectaron las diferentes
variables que afectan la calidad sensorial del vino. Las variables que detectaron estaban
enmarcadas dentro de los criterios de calidad que brinda la escala UCD.

Los resultados mostrados en la Tabla 3.2 indican que los vinos no son significativamente
diferentes, es decir que el criterio global con el que midi6 la escala UCD no encontr6 diferencias
estadisticamente hablando, pero si detectd diferencias significativas en la respuesta de los
panelistas. Por tanto el panel sensorial como un todo de medicidn, no detecta diferencias en los
atributos de apariencia, color, aroma y sabor; pero si reconocen un vino de otro en cuanto a la
calidad general. En este atributo de calidad general, si existe un acuerdo comun de los panelistas
de que los vinos IVC-GRE y EC-1118 son los de mejor calidad. Esto puede observarse en los
resultados del ANOVA en la Tabla 3.2 y en la Figura 3.2

La Figura 3.1 presenta la puntuacion global recibida por los vinos segun el criterio de lo
panelistas. Aunque el ANOVA para estas medias no fue significativo, la puntuacion de calidad
general coincidid perfectamente con la preferencia de os panelistas cuyo ANOVA demostro ser
significativo. Estos resultados colocan los vinos preparados con EC-118 y IVC-GRE como los

de mejor puntaje.
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Figura 3.1 Puntuacion promedio global de cada vino, segun criterio de los panelistas

Puntuacion global de vinos en cuanto a preferencia de los panelistas
14.53

13594
12.66
11.724
10.79. .

K1-V1116 Montrachet 71B-1122 EC-1118 VC-GRE
Levaduras utilizadas para vino

Puntuacién UCD

Figura 3.2 Puntuacion promedio para calidad general, segiin criterio de los panelistas

Puntuacion de vinos en cuanto a calidad general
1.224

1.004

0.784

Puntuacion UCD

0.56

0.34 .

K1-V1116 71B-1122 Montrachet EC-1118 IVC-GRE
Levaduras utilizadas para vino
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En la Tabla 3.3 se muestra en resumen la puntuacion maxima obtenida, las levaduras mejor

calificadas y si la diferencia que se establece es significativa o no estadisticamente

Tabla 3.3 Resumen de resultados de analisis sensorial.

ATRIBUTO LEVADURAS MEJOR | CALIFICACION | ANOVA
CALIFICADAS PROMEDIO SIGNIFICATIVO
UCD -20.0 IVC-GRE —EC-1118 14.36 14.20 NO
APARIENCIA- 2.0 IVC-GRE - MONT 1.82-1.63 NO
COLOR- 2.0 IVC-GRE — MONT- | 1.83-1.83-1.77 |NO
EC-1118
AROMA- 4.0 IVC-GRE 2.98 NO
OLOR VINAGRE- 2.0 | EC-1118 1.73 NO
ACIDO TOTAL-2.0 | EC-1118 1.38 NO
AZUCAR- 1.0 71B-1122 0.85 NO
CUERPO-1.0 EC-1118 1.0 NO
FLAVOR-2.0 IVC-GRE 1.31 NO
ASTRINGENCIA-2.0 | 71B-1122- IVE-GRE —| 128 -1.26—1.26 |NO
EC-1118
CALIDAD IVC-GRE — EC-1118 1.18 —0.96 SI
GENERAL-2.0
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3.2 EFECTO DE PASTEURIZACION Y ADICION DE SULFITOS
3.2.1 PERFILES GENERALES

En las Figuras 3.3, a 3.6 se presenta el perfil general de las fermentaciones en las cuatro
condiciones experimentales estudiadas. El perfil incluye el comportamiento del consumo de
azucares totales, el consumo de sacarosa, el consumo de glucosa, el consumo de fructosa y el
perfil de la produccion de etanol.

Las Figuras 3.3, 3.4, 3.5 y 3.6 presentan el perfil de consumo de azicares y produccion
de etanol, en funcién del tiempo, para las condiciones de: jugo pasteurizado con adicion de
sulfitos, jugo no pasteurizado con adicion de sulfitos, jugo pasteurizado sin adicidon de sulfitos y
jugo no pasteurizado sin adicion de sulfitos, respectivamente.

Todos estos resultados se obtuvieron después de tabular los datos obtenidos del andlisis

de HPLC, el Apéndice 16 muestra la tabulacion de la data obtenida del andlisis.
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Concentracion (g/100mL)

Jugo Pasteurizado y Con Sulfitos
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Figura 3.3 Curvas de Consumo de Azicares y Produccion de Etanol jugo pasteurizado con sulfito
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Figura 3.4 Consumo de Aziucares y Produccion de Etanol jugo no pasteurizado y sin sulfitos
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Concentracion (g/100mL)

Jugo Pasteurizado y Sin Sulfitos
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Figura 3.5 Consumo de Azicares y Produccion de Etanol jugo pasteurizado sin sulfitos
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Concentracion (g/mL)

Jugo No Pasteurizado y Sin Sulfitos
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Figura 3.6 Consumo de Azicares y Produccion de Etanol jugo no pasteurizado sin sulfitos
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3.2.2 RAZON DE CONSUMO DE AZUCARES

Con los datos obtenidos para sacarosa, fructosa, glucosa y azlcares totales por el andlisis
de HPLC se evalu¢ la razon de consumo de azlcares (rpm). Estos calculos se realizaron
utilizando las formulas que se encuentran en el procedimiento 2.3.4. Los resultados obtenidos se
muestran en las Tablas 3.4, 3.5, 3.6 y 3.7. Las regresiones realizadas para obtener estos
resultados pueden verse en los Apéndices: 5, 6,7 y 8 A estos resultados se les realizo analisis de

varianza que se muestra un ejemplo de calculo en lo Apéndices: 10, 11, 12y 13.

Tabla 3.4 Valores p para Analisis de Varianza ANOVA

ANOVA RAZON DE CONSUMO MAXIMA VALOR p
SACAROSA

PASTEURIZADO 0.33
ADICION DE SULFITOS 0.0068*
EFECTO COMBINADO 0.6195

*Existe diferencia significativa p<0.05

El ANOVA realizado para estudiar el efecto de la adicion de sulfitos y pasteurizacion
muestra que, con un nivel de confianza de 95%, no existe efecto combinado que sea significativo
en la razén maxima de consumo de sacarosa, ya que el p de la interaccion fue 0.6195. Al no
existir interaccion los efectos principales son los que poseen prioridad. El efecto principal de

pasteurizacion no es significativo con un 95% de confianza ya que el valor p observado fue de
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0.3319. Finalmente el efecto principal de adicion de sulfitos si fue significativo con un 95% de

confianza ya que el valor p observado fue de 0.0068.

Tabla 3.5 Valores p para Analisis de Varianza ANOVA

ANOVA RAZON DE CONSUMO MAXIMA | VALOR p
GLUCOSA

PASTEURIZADO 0.8718
ADICION DE SULFITOS 0.6305
EFECTO COMBINADO 0.2769

*Existe diferencia significativa p<0.05

El ANOVA realizado para estudiar el efecto de la adicion de sulfitos y pasteurizacion muestra
que, con un nivel de confianza de 95%, no existe efecto combinado que sea significativo en la
razon maxima de consumo de glucosa. No existe efecto principal de pasteurizacion, y tampoco
existe efecto principal de adicion de sulfitos. Los valores de p observados son todos mayores

que 0.05
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Tabla 3.6 Valores p para Analisis de Varianza ANOVA

ANOVA RAZON DE CONSUMO MAXIMA | VALOR p
FRUCTOSA

PASTEURIZADO 0.2106
ADICION DE SULFITOS 0.0185
EFECTO COMBINADO 0.8263

*Existe diferencia significativa p<0.05

El ANOVA realizado para estudiar el efecto de la adicion de sulfitos y pasteurizacion muestra
que, con un nivel de confianza de 95%, no existe efecto combinado que sea significativo en la
razén maxima de consumo de fructosa, ya que el p de la interaccion fue 0.8263. Al no existir
interaccion los efectos principales son los que poseen prioridad. El efecto principal de
pasteurizacion no es significativo con un 95% de confianza ya que el valor p observado fue de
0.2106. Finalmente el efecto principal de adicion de sulfitos si fue significativo con un 95% de

confianza ya que el valor p observado fue de 0.0185.
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Tabla 3.7 Valores p para Analisis de Varianza ANOVA

ANOVA RAZON DE CONSUMO MAXIMA | VALOR p

AZUCARES TOTALES

PASTEURIZADO 0.2772
ADICION DE SULFITOS 0.0345
EFECTO COMBINADO 0.5425

*Existe diferencia significativa p<0.05

El ANOVA realizado para estudiar el efecto de la adicion de sulfitos y pasteurizacion
muestra que, con un nivel de confianza de 95%, no existe efecto combinado que sea significativo
en la razon maxima de consumo de azlcares totales, ya que el valor p de la interaccion fue
0.5425. Al no existir interaccion los efectos principales son los que poseen prioridad. El efecto
principal de pasteurizaciéon no es significativo con un 95% de confianza ya que el valor p
observado fue de 0.2772. Finalmente el efecto principal de adicion de sulfitos si fue significativo

con un 95% de confianza ya que el valor p observado fue de 0.0345.
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3.2.3 DISCUSION DE RESULTADOS RAZON DE CONSUMO DE
AZUCARES

Cramer y colaboradores, estudiaron la razén de consumo de azlcares como pardmetro
explicatorio de un modelo cinético de la fermentacion de un vino realizado con uvas Chardonnay
usando la levadura Premier Cuveé. Este parametro en el estudio realizado por Cramer®, fue
utilizado para determinar la razén especifica de produccion de etanol () y el rendimiento de
etanol basado en el consumo de azicares (Ygss) (Cramer, 2002).

En el presente estudio, utilicé la razéon de consumo maxima de sustrato, para evaluar
como el efecto de la pasteurizacion y adicion de sulfito; afecta el consumo de sacarosa, glucosa,
fructosa y los azucares totales en la fermentacion. La adicion de sulfitos es un factor que tiene un
efecto significativo, tanto retrasando el inicio de la fermentacion como aumentando la razon de
consumo de azlicares. El inicio se ve retrasado probablemente porque las levaduras son
sometidas a estrés con el sulfito, del cual se recuperan posteriormente.

Los sulfitos son aditivos quimicos ampliamente utilizados en la industria de alimentos,
tanto como antioxidantes y como antimicrobianos. Como antioxidantes, su mecanismo sigue la
interrupcion de la oxidacion interactuando con los radicales libres que se forman y que son los
principales precursores de la reaccion de oxidacion (Bakalinsky, 2004). Inhiben también a la
polifenol oxidasa y su principal funcién en vinos es que protege a los polifenoles. Los
polifenoles, tienen un gran valor nutricional y nutracéutico y son responsables del post-gusto y el
grado de astringencia del vino (Bakalinsky, 2004).

Como agentes antimicrobianos , los sulfitos tienen el efecto de inhibir enzimas como

gliceraldehido-3-.fostato-dehidrogenasa y  alcohol-dehidrogenasa,  afectando a  los
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microorganismos directamente en el ciclo de Embden-Meyerhoff-Parnas que es la ruta
alternativa de los microorganismos cuando se encuentran en condiciones fermentativas para
obtener ATP. Al no poder obtener el ATP se ven inhibidos de crecimiento. Pero
microorganismos del genero Saccharomyces, Candida y Zygosaccharomyces, no se ven
inhibidos por que poseen la enzima SSU1 que degrada el sulfito y hace que este no interfiera con
la ruta metabolica antes descrita (Bakalinsky, 2004). Este mecanismo que se ha descrito de la
enzima SSU1 puede ser el que haga que la fermentacion comience mas tarde alrededor de las 36
horas y eso explicaria por que las fermentaciones que poseen sulfito inician después.

Un hallazgo importante observado, es que las curvas que muestran el efecto de adicion
de sulfitos, poseen una razoén de consumo mayor, que las que no poseen sulfito. La Tabla 3.8
muestra como a excepcion del consumo de glucosa, la diferencia entre adicion y no adicion de

sulfitos es significativa aumentando la razén maxima de consumo cuando se tiene sulfitos.
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Tabla 3.8 Efectos principales de razones de consumo de azicares

Promedio por
experimento

(2/100mL-h)

Con Sulfitos

Sin Sulfitos

Pasteurizado

No

Pasteurizado

Razdén Maxima de
Consumo de
Azucares Totales

(/100mL)

0.36*

0.28*

0.30

0.34

Razdén Maxima de

Consumo de

Sacarosa (g/100mL)

0.08*

0.06*

0.07

0.07

Raz6én Maxima de
Consumo de Glucosa

(g/100mL)

0.02

0.02

0.02

0.02

Razdén Maxima de
Consumo de

Fructosa (g/100mL)

0.28*

0.20*

0.22

0.26

* Razones de consumo significativamente diferentes con un 95% de confianza

A partir de lo observado en la Tabla 3.8 surge una contradiccion. Podria suponerse que
las levaduras, al estar sometidas al estrés de sulfitos, se vuelvan mas lentas que las que no
estuvieron sometidas al efecto, pero los nimeros anteriores demuestran lo contrario. Existe un
efecto positivo de la adicion de sulfitos, en cuanto que acelera la razon de consumo de aztcares.
Esto se explica mediante el mecanismo de accion de los sulfitos. Allan Bakalinky, explica

basado en otros estudios que los sulfitos, al encontrarse en forma intracelular en las levaduras,
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acidifican el interior de la célula estimulando especificamente la enzima F1-ATP-asa, la cual
promueve un agotamiento interno de ATP (Bakalinsky, 2004). Por tanto, esto me hace suponer
que la levadura al verse disminuida en ATP, debe aumentar el consumo de azucares para poder
suplir sus necesidades mediante la utilizacion de la via metabdlica Embden Meyerhoft (Glicdlisis)
lo que redunda en un consumo mayor de azlcares para obtener la energia necesaria brindada por
el ATP.

Sobre el efecto de pasteurizacién se puede comentar que visualmente la pasteurizacion
parecia que habia afectado la fermentacion, pues las fermentaciones pasteurizadas siguieron un
patron muy distinto que, no pasteurizadas. En la Figura 3.7 se puede observar estos
comportamientos. Pero los resultados obtenidos del experimento factorial demuestran que la
pasteurizacion no tiene un efecto significativo sobre la fermentacion en cuanto a la variable
respuesta de razon de consumo. Este comportamiento diferente en apariencia puede estar mas
relacionado a la desnaturalizacion térmica de proteinas y pectinas que mantienen la
homogeneidad del jugo, logrando que éste se pueda separar se en dos fases. Estas fases pueden
ser claramente observadas en la Figura 3.6, pero como se dijo la influencia en cuanto al

comportamiento de la fermentacion no es significativo.
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Figura 3.7 Fermentaciones experimentales

Se observa que las condiciones de jugo pasteurizado (tubos A y C de la Figura 3.7)
tienen una separacion de fases dando la impresion de clarificacion del jugo. Las condiciones de
jugo no pasteurizado (tubos B y D de la Figura 3.7) presentan la turbidez normal encontrada al

extraer el jugo de la pifia.

3.2.4 RAZON DE PRODUCCION DE ETANOL

Para cuantificar el efecto de la pasteurizacion y adicion de sulfitos sobre la produccion de
etanol se evalu6 tres variables respuesta que fueron la productividad global de etanol (Q’p), la
razon maxima de produccion de etanol (rpm). El célculo se realizo como se explica en el
procedimiento 2.3.4, las Tablas 3.9, 3.10 y 3.11 presentan los efectos principales de la adicion de
sulfitos y pasteurizacion. Los valores obtenidos de las regresiones lineales, asi como los analisis

de varianza realizados a estos resultados se muestran en los Apéndices 4, 14y 15.
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Tabla 3.9 Valores p para Analisis de Varianza ANOVA

ANOVA PRODUCTIVIDAD GLOBAL DE VALOR p
ETANOL

PASTEURIZADO 0.9147
ADICION DE SULFITOS 0.0079*
EFECTO COMBINADO 0.5091

*Existe diferencia significativa p<0.05

El ANOVA realizado para la adicion de sulfitos y pasteurizacion, muestra que, con un

nivel de confianza de 95%, no existe efecto combinado, que sea significativo en la productividad

global de etanol, ya que el valor p de la interaccion fue

efectos principales son los que poseen prioridad. El efecto principal de pasteurizacion no es
significativo con un 95% de confianza ya que el valor p observado fue de 0.9147. Finalmente el

efecto principal de adicion de sulfitos si fue significativo con un 95% de confianza ya que el

valor p observado fue de 0.0079.
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Tabla 3.10 Valores p para Analisis de Varianza ANOVA

ANOVA RAZON DE PRODUCCION MAXIMA | VALOR p
ETANOL TOTALES

PASTEURIZADO 0.9363
ADICION DE SULFITOS 0.3908
EFECTO COMBINADO 0.4791

*Existe diferencia significativa p<0.05

El ANOVA realizado para las condiciones adicion de sulfitos y pasteurizacion muestra
que, con un nivel de confianza de 95%, no existe efecto combinado que sea significativo en la
razén maxima de produccion de etanol. No existe efecto principal de pasteurizacion, y tampoco
existe efecto principal de adicion de sulfitos. Los valores de p observados son todos mayores que

0.05

3.2.5 DISCUSION SOBRE RAZON DE PRODUCCION DE ETANOL

En los resultados observados anteriormente, se tuvo diferencias significativas inicamente
en el pardmetro de productividad global de etanol. Este pardmetro es muy util, pues nos ayuda a
explicar como se comportara la cantidad de etanol producida para un proceso en lotes. En este
caso la adicion de sulfitos estaria afectando el tiempo necesario para el proceso en lote
haciéndolo mas grande. El resultado que se muestra en la tabla 3.11, comprueba que la razon de
produccion de etanol con sulfitos es menor que cuando no son adicionados. Para el otro

parametro de razén maxima de produccion de etanol no se encontré diferencias significativas.
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La razéon maxima de consumo (rp) es una variable que sirve para predecir la alimentacion de una

fermentacion incremental. En este caso (ry,), no se veria afectado con la adicion de sulfitos.

Tabla 3.11 Promedio por experimento de parametros que miden produccion de etanol

Con Sulfitos Sin Sulfitos
Productividad global de 0.15 0.21
etanol (g/100mL-h)
Razén maxima de 0.18 0.19

produccion de etanol

(g/100mL-h)
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4 CONCLUSIONES

Respecto al objetivo de evaluar el efecto de las levaduras en la elaboracion de vino se

encontro que los panelistas difieren significativamente en opinidn en el analisis sensorial. Por lo

que las conclusiones sobre este analisis son limitadas.

Se puede concluir basado en los resultados de la Tabla 3.2 que las dos levaduras mejor
evaluadas son IVC-GRE y EC-1118. Es concluyente esta aseveracion Uinicamente para el
criterio de calidad general de los vinos, debido a que los panelistas estuvieron en acuerdo
(no hay diferencias significativas en ANOVA) y las medias obtenidas para estos vinos si
son estadisticamente diferentes.

Los otros criterios, incluyendo el puntaje total de la escala no muestran diferencias
significativas entre los vinos, aun asi, los puntajes de los vinos estdn en un rango por
encima del criterio comercialmente aceptable. Esto ultimo implica que los resultados
obtenidos pueden ser utilizados como guias para decidir cual es la mejor levadura para

realizar el vino, mas no es un criterio absoluto, pues no es estadisticamente significativo.
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Respecto al objetivo de evaluar el efecto de pasteurizacion y adicion de sulfitos se tienen las

siguientes conclusiones:

e No existe un efecto combinado de pasteurizacion y adicion de sulfitos en el parametro

razon de consumo de azucares.

e No existe un efecto principal de pasteurizacion en la razéon de consumo, por tanto, no

afecta la fermentacion en términos de rendimiento la pasteurizacion.

e Los patrones diferentes observados en pasteurizacion no influyen en la fermentacion

aunque si en su apariencia.

e Existe un efecto principal de adicion de sulfitos, retardando el inicio de la fermentacion y
aumentando la razén de consumo. Estos dos efectos se explican asi: el inicio de la
fermentacion es retardado. Esto puede deberse al trabajo que requiere para la enzima
SSUTI degradar el sulfito evitando el ataque a la levadura. La razén de consumo se ve
incrementada. Esto puede deberse a que la presencia de sulfito acidifica en interior
celular de la levadura y promueve la activacion de la enzima F1-ATP-asa que agota la
reserva interna de ATP en la levadura. Para contrarrestar ese efecto la levadura consume

mas azucares para producir mas ATP.

e No existe un efecto combinado de pasteurizacion y adicidon de sulfitos en los pardmetros
razon de produccion maxima de etanol, productividad global de etanol y rendimiento de

etanol basado en consumo de azucares.
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e No existe un efecto principal de pasteurizacion en los parametros de razéon de produccion

maxima de etanol y productividad global de etanol.

e No existe un efecto principal de adicion de sulfito en los parametros razon de produccion
maxima de etanol. Esto significa que una fermentacion incremental no se veria afectada

ni con la pasteurizacion del jugo ni con la adicion de sulfitos al mismo.

e Si existe un efecto principal de adicion de sulfito en la productividad global de etanol.
Esto significa que una fermentacion por lotes si se vera afectada retrasandose el tiempo

promedio en que tarda en llevarse a cabo.
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APENDICE 1 PRUEBAS REALIZADAS AL PANEL SENSORIAL

1. Cuestionario a candidatos
2. Prueba de Pareo

3. Prueba de Deteccion

4. Prueba de Discriminacion
5. Prueba de Ordenamiento

6. Prueba de Escalas
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Nombre:

Cuestionario Panel Sensorial de Vino

Direccion postal:

Teléfono (ext):

E mail:

, Teléfono celular:

Conteste por favor las siguientes preguntas:

1. Estaria usted disponible los martes y jueves durante la hora universal para recibir

adiestramientos sensoriales (S/N): de no ser asi que horario le parece mas

adecuado:

2. Padece alguna de las siguientes condiciones: (S/N)

o

o

o

o

o

o

Diabetes

Hipoglicemia

Alergia a alimentos (si su respuesta es si diga cuales)

Algun tipo de enfermedad Bucal:

Toma algin tipo de medicamentos que afecten sus sentidos de gusto y
olfato

Es alérgico o hipersensible a la pifia

Es alérgico o hipersensible al vino

Fuma: Frecuentemente , Ocasionalmente , Nunca

3. Sobre habitos alimenticios:

(0]

Se encuentra en algin tipo de dieta rigurosa (si su respuesta es Si

explique)

(Con qué frecuencia come en Fast Foods?
=  Menos de 2 vez por semana
= 2 veces por semana
= Mas de 2 veces por semana

(Cual es (son) su (s) comida(s) favorita(s)?

(Qué comida no le gusta?
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o Le gusta el vino (S/N) ; cerveza(S/N) ; brandy(S/N) _ ; otras

bebidas alcohdlicas

o (Coémo considera su habilidad en detectar olores y sabores

Olores Sabores
=  Mejor que El promedio ~ Mejor que El promedio
=  Promedio Promedio

= Mas bajo que el promedio __ Mas bajo que el promedio

o Diga algunas comidas que tengan sabor similar al yogurt:

o (Cual cree usted que es la diferencia entre sabor y aroma?

o (Cuadl cree usted que es la diferencia entre sabor y textura?

o Describa los sabores mas notables de un refresco de cola

o Describa los sabores mas notables de la mayonesa

o Describa los sabores mas notables de una Salchicha

o Describa los sabores mas notables de una galleta Ritz
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Test 1 Pareo

PRIMER ENTRENAMIENTO
No. de panelista: Nombre: Fecha:
L. Parte
Instrucciones:

Luego de analizar con su sentido del olfato las siguientes muestras; coloque el
nimero de la muestra en el espacio que corresponde a la fruta indicada.

China:
Pifia:

Uva:

Mango:
Toronja:
Limon:

Parcha:
Guayaba:

1I. Parte
Instrucciones:

Luego de analizar con su sentido de la vista las siguientes muestras; coloque el
nimero de la muestra en el espacio que corresponde.

Turbia:

Transparente:
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II1. Parte
Instrucciones:

Luego de analizar con su sentido del gusto las siguientes muestras; coloque el
numero de la muestra en el espacio que corresponde.

Dulce:
Amarga:
Acida:
Salada:

Astringente:
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Test 2
Deteccion / Discriminacion

No. de panelista: Fecha:

Nombre:

Atributo: Dulzura
Instrucciones: Se le presentan a continuacion 3 muestras de Agua azucarada, analicelas de

izquierda a derecha unicamente con el atributo de Dulzura, favor no oler las muestras. Existen

dos muestras iguales y una diferente. En espacio que se le proporciona a continuacion escriba el

namero de la muestra diferente.

Muestra diferente
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Test 3
Deteccion / Discriminacion

No. de panelista: Fecha:

Nombre:

Atributo: Dulzura
Instrucciones: Se le presentan a continuacion 3 muestras de Agua azucarada, analicelas de

izquierda a derecha unicamente con el atributo de Dulzura, favor no oler las muestras. Existen

dos muestras iguales y una diferente. En espacio que se le proporciona a continuacion escriba el

namero de la muestra diferente.

Muestra diferente

81



Test 4
Ordenamiento
CUARTO ENTRENAMIENTO
No. de panelista: Fecha:

Nombre:

Atributo: Dulzura

Instrucciones: Se le presentan a continuacion 4 muestras de Agua azucarada, analicelas de
izquierda a derecha unicamente con el atributo de Dulzura, favor no oler las muestras. Ordénelas
de la mas dulce a la menos dulce. En los espacios que se le proporciona a continuacion escriba el

namero de las muestras ordenadas.

Muestra mas Dulce

Muestra menos Dulce
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Test S
Ejercicios de Escalas
QUINTO ENTRENAMIENTO
No. de panelista: Fecha:

Nombre:

Instrucciones: Marque en la linea de la derecha la proporcion del drea sombreada.

Ejemplos:
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APENDICE 2 ALEATORIZACION PANEL SENSORIAL

Aleatorizaciones de vinos por panelista*.

Panelista vino Panelista vino

3 1 2 3 6 2 3
5 1 2 5 20 2 5
8 1 4 5 2 4 5
7 3 4 18 3 4
19 3 4 5 10 4 5
1 1 2 4 17 2 4
13 1 3 4 12 3 4
15 1 3 5 4 3 5
1 2 3 5 14 3 5

2 4 5 16 4 5

Aleatorizacion de Levaduras.

Levadura

Vino

Montrachet

K1-V1116

EC-1118

71B-1122

IVC-GRE

albdwiN

*Segun el plan 11.1a Cochran Cox
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Codificacion entregada a los panelistas

Panelista /

vino 1 2 3 4 5
1 412 334 740
2 816 968 637
3 628 212 130

4 324 265 432
5 369 943 255
6 834 356 213

7 269 755 935

8 513 349 222
9 554 125 865
10 247 863 611
11 131 345 166

12 256 812 844

13 827 261 912

14 367 119 151
15 343 751 236
16 425 837 144
17 232 328 854

18 955 241 329

19 154 225 713
20 928 447 567
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APENDICE 3 EJEMPLO DE COMPUTO PARA ANOVA Y PRUEBA FISHER EN
ESCALA UCD Y ATRIBUTOS, UTILIZANDO PROGRAMA INFOSTAT®

Resultados de ANOVA y Test Fisher para puntuacion global UCD

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo I)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 659.62 23 28.68 2.94 0.0019
Panelista 561.81 19 29.57 3.03 0.0021
vino 97.81 4 24.45 2.50 0.0593
Error 351.69 36 9.77
Total 1011.31 59

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 2.58786
Error: 9.7691 gl: 36

vino Medias n

2.00 10.96 12 A

1.00 11.54 12 A

4.00 13.23 12 A B
3.00 14.29 12 B
5.00 14.36 12 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Resultados ANOVA y Prueba Fisher para Calidad General

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 12.75 23 0.55 1.82 0.0521
Panelista 9.05 19 0.48 1.56 0.1216
vino 3.71 4 0.93 3.04 0.0293
Error 10.96 36 0.30
Total 23.71 59

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.45687
Error: 0.3045 gl: 36

vino Medias n

2.00 0.38 12 A

4.00 0.68 12 A B

1.00 0.69 12 A B

3.00 0.96 12 B C
5.00 1.18 12 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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APENDICE 4 REGRESION LINEAL PARA CALCULO DE RAZON MAXIMA DE
PRODUCCION DE ETANOL (EJEMPLO DE COMPUTO UTILIZANDO PROGRAMA
INFOSTAT®)

Variable N R? R2AS
Al 4 0.92 0.88

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef. Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T Valor p CpMallows
const -5.18 2.24 -14.83 4.47 -2.31 0.1471
Tiempo 0.16 0.03 0.02 0.30 4.79 0.0409 16.65

Tabla de analisis de la varianza SC Tipo III

EV SC gl CM F Valor p
Modelo 54.58 1 54.58 22.98 0.0409
Tiempo 54.58 1 54.58 22.98 0.0409
Error 4.75 2 2.38
Total 59.33 3

A1
10.69-
°
8.004 °

EI

O 5.32]

L

o

o

2.64-
°
-0.04 . . . .
33.00 4950 66.00 8250 99.00
Tiempo
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APENDICE 5 REGRESION LINEAL PARA CALCULO DE RAZON MAXIMA DE
CONSUMO DE SACAROSA (EJEMPLO DE COMPUTO UTILIZANDO PROGRAMA
INFOSTAT®)

Anadlisis de regresién lineal

Variable N R? R2Aj
SAl 4 0.97 0

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef. Est. E.E. LI(95%) LS (95%) T Valor p CpMallows
const 9.17 0.47 7.14 11.21 19.39 0.0027
Tiempo (h) -0.06 0.01 -0.09 -0.03 -8.77 0.0128 52.58

Tabla de analisis de la varianza SC Tipo III

FV SC gl CM F Valor p
Modelo 8.13 1 8.13 76.87 0.0128
Tiempo (h) 8.13 1 8.13 76.87 0.0128
Error 0.21 2 0.11
Total 8.34 3

SACAROSA A1
7.26-
°

6.17
- °
<
wl
A 5.084 °
L
1
o

4.004

®
291 T T T 1
33.00 4950 66.00 8250  99.00
Tiempo (h)
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APENDICE 6 REGRESIONES LINEALES PARA CALCULO DE RAZON MAXIMA DE
CONSUMO DE GLUCOSA (EJEMPLO DE COMPUTO UTILIZANDO PROGRAMA
INFOSTAT®)

Variable N R? R2AS
GAl 4 0.89 0.83

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef. Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T Valor p CpMallows
const 2.42 0.34 0.96 3.88 7.12 0.0192
Tiempo (h) -0.02 0.01 -0.04 0.00 -3.96 0.0584 11.77

Tabla de analisis de la varianza SC Tipo III

EV SC gl CM F Valor p
Modelo 0.85 1 0.85 15.65 0.0584
Tiempo (h) 0.85 1 0.85 15.65 0.0584
Error 0.11 2 0.05
Total 0.96 3

GLUCOSA A1
1.914
°

1.54
< °
(DI
A 1174
w
o
o

0.804

°
°

0.43 . . .

33.00 4950 66.00 8250  99.00
Tiempo (h)
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Apéndice 7 Regresiones lineales para calculo de razon maxima de consumo de fructosa (ejemplo
de computo utilizando programa infostat®)

Variable N R? R2Aj
FAl 4 0.98 0.97

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef. Est. E.E. LI(95%) LS (95%) T Valor p CpMallows
const 26.50 1.97 18.04 34.96 13.48 0.0055
Tiempo (h) -0.27 0.03 -0.39 -0.14 -9.17 0.0117 57.42

Tabla de andlisis de la varianza SC Tipo III

EV SC gl CM F Valor p
Modelo 153.47 1 153.47 84.14 0.0117
Tiempo (h) 153.47 1 153.47 84.14 0.0117
Error 3.65 2 1.82
Total 157.11 3

FRUCTOSA A1
18.06+
°

13.524
<
I-I_I
A 8.984
w
g
o °

4.434

°®
-0.11 T T T 1
33.00 4950 66.00 8250 99.00
Tiempo (h)
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APENDICE 8 REGRESIONES LINEALES PARA CALCULO
CONSUMO DE AZUCARES TOTALES (EJEMPLO DE
PROGRAMA INFOSTAT®)

Variable N R? R2AS
TOTAL Al 4 0.99 0.98

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

DE RAZON MAXIMA DE
COMPUTO UTILIZANDO

Coef. Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T Valor p
const 38.09 1.99 29.52 46.67 19.11 0.0027
Tiempo (h) -0.35 0.03 -0.48 -0.22 -11.80 0.0071
Tabla de analisis de la varianza SC Tipo III

EV SC gl CM F Valor p
Modelo 261.20 1 261.20 139.28 0.0071
Tiempo (h) 261.20 1 261.20 139.28 0.0071
Error 3.75 2 1.88
Total 264.95 3

TOTAL A1
27.23

21.274

PRED_TOTAL A1
o
w
i

9.34

(J
338 T T T 1
33.00 4950 66.00 8250  99.00

Tiempo (h)
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APENDICE 9 BALANCES DE MATERIA PARA AJUSTE DE BRIX

El calculo de la cantidad de fructosa comercial necesaria para alcanzar 24° Brix se realizd
de la siguiente manera:

Se realizé un balance global de materia asi:

{acumulacio’ n} = {entrada }+ {salida }+ {produccio'n }+ {consumo } 2.1

Debido a que este es un proceso sin reaccion quimica la produccion y el consumo son
cero y como es un proceso de lote la salida es cero también. La ecuacion 2.1 se convierte

entonces en la siguiente:

{acumulacién} = {entrada (2.2)

Se utilizo la siguiente simbologia J para la masa de jugo, F para la masa de fructosa, M
para la masa de la mezcla final, Xj para la fraccion masica de so6lidos en el jugo, Xf para la
fraccién masica de solidos en el aztcar y Xm para la fraccion masica de sélidos en la mezcla

final. Sustituyendo el término acumulacion y entrada en la ecuacion 2.2 se tiene:

Mi={J+F} (2.3)

Luego se plante6 un balance de masa para los solidos solubles asi:
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{MXim | = {IX] + FXF } (24)

Sabiendo que Xf =1, despejando para M en 2.4 y sustituyendo en 2.3 se tiene:

Xm—Xj
F=J ——
(I—ij (2.5)

Asi la ecuacion 2.5 se utiliz6 para calcular la cantidad de fructosa necesaria para alcanzar
24° Brix. Se asume que la densidad del jugo es aproximadamente la del agua, es decir 1g/L para

facilitar el calculo de la masa de F.
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APENDICE 10 RESULTADOS DE RAZON MAXIMA DE CONSUMO DE SACAROSA,
ANOVA Y PRUEBA FISHER

Razon maxima de consumo de sacarosa por condicion experimental

VALORES DE (rms )EN CONDICIONES ESTUDIADAS (g/100mL-h)

Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado

Con Sulfitos -0.06 -0.06
-0.06 -0.05
-0.04 -0.08

Sin Sulfitos -0.09 -0.09
-0.07 -0.08
-0.08 -0.08

ANOVA y Prueba Fisher en condiciones: adicion de sulfitos y pasteurizacion

Variable N R?2 R2AY CV
rmS 12 0.64 0.51 15.97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0.00 3 0.00 4.80 0.0338
pasteurizado 0.00 1 0.00 1.07 0.3319
sulfito 0.00 1 0.00 13.07 0.0068
pasteurizado*sulfito 0.00 1 0.00 0.27 0.6195
Error 0.00 8 0.00

Total 0.00 11
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Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.01489
Error: 0.0001 gl: 8

pasteurizado Medias n
2.00 -0.07 6 A
1.00 -0.07 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.01489
Error: 0.0001 gl: 8

sulfito Medias n
2.00 -0.08 6 A
1.00 -0.06 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.02105
Error: 0.0001 gl: 8

pasteurizado sulfito Medias n
2.00 2.00 -0.08 3 A
1.00 2.00 -0.08 3 A
2.00 1.00 -0.06 3 A
1.00 1.00 -0.05 3

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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APENDICE 11 RESULTADOS DE RAZON MAXIMA DE CONSUMO DE GLUCOSA,
ANOVA Y PRUEBA FISHER

Razon maxima de consumo de glucosa por condicion experimental

VALORES DE (rmg )JEN CONDICIONES ESTUDIADAS (g/100mL-h)
Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado
Con Sulfitos -0.02 -0.04

-0.01 -0.02
-0.02 -0.02
Sin Sulfitos -0.01 -0.01
0.00 -0.01
-0.06 -0.01

ANOVA y Prueba Fisher en condiciones: adicion de sulfitos y pasteurizacion

Variable N R?2 R2AY CV
rmG 12 0.17 0.00 90.37

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0.00 3 0.00 0.55 0.6644
pasteurizado 0.00 1 0.00 0.03 0.8718
sulfito 0.00 1 0.00 0.25 0.6305
pasteurizado*sulfito 0.00 1 0.00 1.36 0.2769
Error 0.00 8 0.00

Total 0.00 11
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Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.02306
Error: 0.0003 gl: 8

pasteurizado Medias n
1.00 -0.02 6 A
2.00 -0.02 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.02306
Error: 0.0003 gl: 8

sulfito Medias n
1.00 -0.02 6 A
2.00 -0.02 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.03261
Error: 0.0003 gl: 8

pasteurizado sulfito Medias n
2.00 1.00 -0.03 3
1.00 2.00 -0.02 3
1.00 1.00 -0.02 3
2.00 2.00 -0.01 3

i

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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APENDICE 12 RESULTADOS DE RAZON MAXIMA DE CONSUMO DE FRUCTOSA,
ANOVA Y PRUEBA FISHER

Razon maxima de consumo de fructosa por condicion experimental

VALORES DE (rms )EN CONDICIONES ESTUDIADAS (g/100mL-h)
Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado
Con Sulfitos -0.27 -0.30

-0.23 -0.25
-0.30 -0.35
Sin Sulfitos -0.18 -0.14
0.14 -0.23
-0.20 -0.29

ANOVA y Prueba Fisher en condiciones: adicion de sulfitos y pasteurizacion

Variable N R? R2Aj CV
rmF 12 0.57 0.41 21.21

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0.03 3 0.01 3.53 0.0681
pasteurizado 0.00 1 0.00 1.85 0.2106
sulfito 0.02 1 0.02 8.69 0.0185
pasteurizado*sulfito 0.00 1 0.00 0.05 0.8263
Error 0.02 8 0.00

Total 0.05 11
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Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.06778
Error: 0.0026 gl: 8

pasteurizado Medias n
2.00 -0.26 6 A
1.00 -0.22 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.06778
Error: 0.0026 gl: 8

sulfito Medias n
1.00 -0.28 6 A
2.00 -0.20 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.09585
Error: 0.0026 gl: 8

pasteurizado sulfito Medias n
2.00 1.00 -0.30 3 A
1.00 1.00 -0.27 3 A
2.00 2.00 -0.22 3 A
1.00 2.00 -0.17 3

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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APENDICE 13 RESULTADOS DE RAZON MAXIMA DE CONSUMO DE AZUCARES
TOTALES, ANOVA Y PRUEBA FISHER

Razon maxima de consumo de azicares por condicion experimental

VALORES DE (rmt )JEN CONDICIONES ESTUDIADAS (g/100mL-h)
Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado
Con Sulfitos -0.35 -0.40

-0.29 -0.32
-0.36 -0.45
Sin Sulfitos -0.27 -0.24
0.21 -0.32
-0.34 -0.31

ANOVA y Prueba Fisher en condiciones: adicion de sulfitos y pasteurizacion

Variable N R?2 R2AY CV
rmTOTAL 12 0.51 0.32 16.93

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0.02 3 0.01 2.75 0.1127
pasteurizado 0.00 1 0.00 1.36 0.2772
sulfito 0.02 1 0.02 6.47 0.0345
pasteurizado*sulfito 0.00 1 0.00 0.40 0.5425
Error 0.02 8 0.00

Total 0.05 11
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Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.07252
Error: 0.0030 gl: 8

pasteurizado Medias n
2.00 -0.34 6 A
1.00 -0.30 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.07252
Error: 0.0030 gl: 8

sulfito Medias n
1.00 -0.36 6 A
2.00 -0.28 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.10255
Error: 0.0030 gl: 8

pasteurizado sulfito Medias n
2.00 1.00 -0.39 3 A
1.00 1.00 -0.33 3 A
2.00 2.00 -0.29 3 A
1.00 2.00 -0.27 3

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

101



APENDICE 14 RESULTADOS DE PRODUCTIVIDAD GLOBAL DE ETANOL, ANOVA
Y PRUEBA FISHER

Productividad global de etanol

VALORES DE (Q,”)EN CONDICIONES ESTUDIADAS (g/100mL-h)
Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado
Con Sulfitos 0.09 0.12

0.12 0.12
0.14 0.16
Sin Sulfitos 0.16 0.17
0.17 0.18
0.22 0.18

ANOVA y Prueba Fisher en condiciones: adicion de sulfitos y pasteurizacion

Variable N R?2 R2AT CV
Qp 12 0.63 0.49 16.75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0.01 3 0.00 4.50 0.0395
pasteurizado 0.00 1 0.00 0.08 0.7810
sulfito 0.01 1 0.01 13.02 0.0069
pasteurizado*sulfito 0.00 1 0.00 0.40 0.5472
Error 0.01 8 0.00

Total 0.01 11

102



Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.03439
Error: 0.0007 gl: 8

pasteurizado Medias n
1.00 0.15 6 A
2.00 0.16 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.03439
Error: 0.0007 gl: 8

sulfito Medias n
1.00 0.13 6 A
2.00 0.18 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.04863
Error: 0.0007 gl: 8

pasteurizado sulfito Medias n
1.00 1.00 0.12 3
2.00 1.00 0.13 3
2.00 2.00 0.18 3
1.00 2.00 0.18 3

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

103



APENDICE 15 RESULTADOS DE RAZON MAXIMA DE PRODUCCION DE ETANOL,
ANOVA Y PRUEBA FISHER

Razon maxima de produccion de etanol

VALORES DE (rmp)EN CONDICIONES ESTUDIADAS (g/100mL-h)
Condiciones Experimentales | Pasteurizado No Pasteurizado
Con Sulfitos 0.16 0.14

0.17 0.17
0.22 0.19
Sin Sulfitos 0.14 0.20
0.17 0.20
0.25 0.20

ANOVA y Prueba Fisher en condiciones: adicion de sulfitos y pasteurizacion

Variable N R?2 R2AT CV
rpm 12 0.15 0.00 19.00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0.00 3 0.00 0.46 0.7176
pasteurizado 0.00 1 0.00 0.01 0.9363
sulfito 0.00 1 0.00 0.82 0.3908
pasteurizado*sulfito 0.00 1 0.00 0.55 0.4791
Error 0.01 8 0.00

Total 0.01 11
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Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.04660
Error: 0.0012 gl: 8

pasteurizado Medias n
2.00 0.18 6 A
1.00 0.19 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.04660
Error: 0.0012 gl: 8

sulfito Medias n
1.00 0.18 6 A
2.00 0.19 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Test : LSD Fisher Alfa: 0.05 DMS: 0.06590
Error: 0.0012 gl: 8

pasteurizado sulfito Medias n
2.00 1.00 0.17 3
1.00 1.00 0.18 3
1.00 2.00 0.19 3
2.00 2.00 0.20 3

P i

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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APENDICE 16 RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS EXPERIMENTOS POR HPLC Y
VARIABLES RESPUESTA UTILIZADAS EN ANOVA

VARIABLES RESPUESTA
Qp' (g/100mL-h) rp Srs Grs Frs total rs
0.09 0.16 | -0.06 | -0.02 | -0.27 -0.35
0.12 0.17 | -0.06 | -0.01 | -0.23 -0.29
Pasteurizado Con Sulfitos 0.15 0.22 | -0.04 | -0.02 -0.3 -0.36
0.12 0.14 | -0.06 | -0.04 -0.3 -0.4
No Pasteurizado Con 0.12 0.17 | -0.05 | -0.02 | -0.25 -0.32
Sulfitos 0.17 0.19 | -0.08 | -0.02 | -0.35 -0.45
0.16 0.14 | -0.09 | -0.01 | -0.18 -0.27
0.17 0.17 | -0.07 0 -0.14 -0.21
Pasteurizado Sin Sulfitos 0.22 0.25 | -0.08 | -0.06 -0.2 -0.34
0.17 0.2 -0.09 | -0.01 | -0.14 -0.24
No Pasteurizado Sin 0.18 0.2 -0.08 | -0.01 -0.23 -0.32
Sulfitos 0.18 0.2 -0.08 | -0.01 | -0.29 -0.31

106



ResuLTADOS HPLC

107



A B C D
tiempo

(h) S G F Total | Etanol G F Total | Etanol S G F Total | Etanol | S G F Total | Etanol
0] 7.38 | 1.55 17.8 | 26.73 0.354 7.94 | 155 17.8 | 27.29 0.08 | 6.22 | 145 | 15.97 | 2364 | 0.339 | 665 | 1.31 | 1442 | 22.38 | 0.128

0| 809 | 1.76 | 16.32 | 26.17 0.73 8.07 | 1.74 | 16.07 | 25.88 074 | 74 162 | 1452 | 2354 | 0.376 | 7.92 | 1.71 | 15697 | 256 0.85

0| 799 | 0.95 | 18.24 | 27.18 0 8.06 | 0.69 | 17.91 | 26.66 0| 8.89 1.1 20.5 | 30.49 | 1.693 | 7.94 | 0.86 | 18.59 | 27.39 | 1.016
12 | 7.94 | 1.77 | 18.61 | 28.32 0.399 6.01 2 17.9 | 25.91 023 | 6.81 | 1.63 | 17.41 | 2585 | 0.557 | 7.07 | 1.92 18.5 | 27.59 | 0.617
12 | 712 | 1.69 | 14.46 | 23.27 0.549 7.33 | 1.81 | 1517 | 24.31 0.86 | 7.74 | 1.79 | 15.81 | 25.34 | 1.256 | 7.93 | 1.88 16.3 | 26.11 | 1.324
12 | 7.71 | 1.18 18.9 | 27.79 0.218 7.92 | 1.11 | 19.39 | 28.42 0.54 | 7.66 1.1 ] 19.02 | 27.78 | 1.693 | 7.8 1.1 | 19.29 | 28.19 | 1.745
24 | 753 | 1.75 | 18.03 | 27.31 0.399 546 | 243 | 16.95 | 24.84 357 | 724 | 1.22 14.2 | 22.66 | 4.333 | 5.56 | 1.23 | 11.84 | 18.63 | 4.115
24 | 8.01 | 1.93 | 16.55 | 26.49 0.91 757 | 196 | 16.37 | 259 074 | 7.7 143 | 1231 | 2144 | 4183 | 659 | 1.35 | 955 | 1749 | 6.771
24 | 7.72 | 1.34 | 19.79 | 28.85 0.429 7.79 | 1.28 | 20.19 | 29.26 01| 765 | 69| 1596 | 30.51 | 5.025 | 7.47 | 0.43 | 13.61 | 21.51 | 5.695
36 | 7.06 | 1.85 | 17.28 | 26.19 0.399 517 | 2.65 | 17.86 | 25.68 032 | 6.2 | 098 | 844 | 1562 | 8.983 | 3.83 1.1 6.72 | 11.65 | 9.118
36 | 747 | 1.73 | 14.95 | 24.15 1.587 7.37 | 216 | 16.85 | 26.38 0.61 | 691 | 1.28 | 7.18 | 1537 | 8.629 | 547 | 1.35 | 5.13 | 11.95 | 9.404
36 | 718 | 1.31 | 18.77 | 27.26 0.805 744 | 141 ] 20.05 | 28.9 0.96 | 752 | 0.24 | 9.71 | 1747 | 9.479 | 6.66 | 0.28 6.9 | 13.84 | 10.49
48 | 591 | 1.38 | 13.83 | 21.12 1.836 446 | 245 | 17.16 | 24.07 169 | 441 | 085 | 456 | 9.82 | 11.17 | 245 | 0.91 418 | 754 | 11.04
48 | 7.39 | 1.22 | 9.96 | 18.57 6.011 6.19 | 1.86 | 13.76 | 21.81 1.38 | 562 | 1.34 411096 | 10.86 | 422 | 135 | 3.05 | 862 | 11.68
48 | 7.23 | 0.61 | 13.85 | 21.69 6.064 758 | 1.13 | 18.04 | 26.75 21601029 | 479 | 1109 | 1136 | 453 | 035 | 289 | 7.77 | 12.37
72 | 5.03 | 0.74 | 5.55 | 11.32 8.185 2.38 | 0.81 5.66 | 8.85 879 | 211 | 0.74 174 | 459 | 1154 | 1.07 | 0.58 | 0.79 | 244 | 1252
72 | 5.83 1.1 3.02 | 9.95 10.18 6.14 12 | 5.88 | 13.22 9.93 | 4.14 | 1.28 192 | 7.34 | 1294 | 2.72 | 1.27 1.56 | 5.55 | 14.08
72 | 662 | 02| 4.98 11.8 12.13 525 | 0.32 | 4.53 10.1 12.5 | 3.91 | 0.51 132 | 574 176 | 228 | 0.2 119 | 3.67 | 13.98
96 | 3.11 | 0.65 1.61 5.37 9.246 158 | 0.52 169 | 3.79 118 | 121 | 046 | 048 | 215 | 13.16 | 0.7 0| 0.58 1.28 | 13.26
96 | 4.29 1.1 117 | 6.56 12.32 379 | 1.21 241 7.41 11.8 | 2.74 | 1.16 1.31 521 | 1322 | 151 | 094 | 0.91 3.36 | 13.82
96 | 458 | 0.18 | 0.78 | 5.54 14.22 2.72 02| 087 | 3.79 159 | 261 | 016 | 046 | 3.23 | 15.57 | 1.26 | 0.01 0 1.27 | 14.07
120 | 2.48 | 0.56 | 0.87 | 3.91 10.61 1.08 | 0.58 0 1.66 12 | 0.77 | 0.53 0 1.3 | 13.59 0 0 0 0| 13.28
120 | 3.58 | 1.06 | 0.91 5.55 13.6 2.3 1.1 1.58 | 4.98 14 | 1.85 | 0.96 1 381 | 1333 [ 114 | 095 | 0.98 | 3.07 | 1243
120 | 2.93 | 0.11 0| 3.04 15.43 163 | 015 | 0.73 | 251 16.1 | 1.32 | 0.02 0 1.34 | 1441 | 0.54 0 0| 054 | 14.91
144 211052 | 063 | 3.25 12.9 0.66 0 0| 0.66 11.1 | 0.73 | 0.52 0 1.25 | 13.09 0 0 0 0| 13.11
144 | 2.77 | 0.98 1 4.75 13.64 1.61 1.01 1.06 | 3.68 12.4 1.5 ] 0.92 1 342 | 1239 | 09092 | 092 | 274 | 14.92
144 | 2.02 | 0.07 0| 2.09 14.08 0.76 0 0| 0.76 23.7 | 0.91 0 0| 091 | 1448 | 0.37 0 0| 037 13.93
168 | 1.29 | 0.61 0 1.9 13.46 0.67 | 047 0 1.14 12.6 | 0.65 0 0| 0.65| 12.88 0 0 0 0| 9.682
168 2.6 | 0.98 1 4.58 12.94 1.45 1 1.01 3.46 14 1.2 | 0.91 0.92 | 3.03 | 12.62 | 0.86 0 0| 0.86 | 13.56
168 | 1.79 | 0.07 0 1.86 14.69 0.31 0 0| 031 14.5 | 0.75 0 0| 075 | 13.62 | 0.19 0 0| 019 | 1475
192 | 0.67 | 0.49 0 1.16 13.41 0 0 0 12 | 0.68 0 0| 0.68 | 10.06 0 0 0 0| 11.72
192 | 195 09| 091 3.76 12.7 11| 094 | 092 | 296 14.9 1.1 1 0 21| 12.22 0 0 0 0 12.5
192 | 1.34 0 0 1.34 12.83 0.33 0 0] 033 13.6 | 0.46 0 0| 046 | 14.67 | 0.05 0 0] 0.05]| 1235
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