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RESUMEN

La realizacién de fermentaciones implica recolectar multiples datos
para poder estudiar el comportamiento del sistema. Si la informacion
recolectada presenta errores de medicion, pero ellos no son
detectados y corregidos, las conclusiones inferidas seran errdéneas.
Basado en la aplicacién de balances macroscopicos para la
identificacion de errores de medicién, se desarrolld6 un método
sistematico empleando Matlab, capaz de detectar la presencia de
dichos errores y localizar la fuente de error a través de un test
estadistico, en fermentaciones con mosto Sauvignon blanc. El
sistema de evaluacién de datos experimentales desarrollado, permite
generar conocimiento para analizar, evaluar y optimizar procesos
fermentativos mediante una correcta toma de decisiones.

Para demostrar la utilidad del sistema de evaluacién de datos, se
realizaron 3 fermentaciones a pequefia escala con 30 litros de mosto
S. blanc a una temperatura de 18°C, empleando la levadura
Saccharomyces cerevisiae EC1118. Posteriormente, los datos
corregidos se emplearon para estudiar Ila similitud entre
fermentaciones industriales y a escala de laboratorio. Al comprobar
gue los parametros fermentativos se comportan de manera similar, se
analizd6 la evolucion de compuestos volatiles producto del
metabolismo de la levadura durante la vinificacion.

Durante el anadlisis de consistencia, se determind la presencia de un
unico error de medicion en el flujo de CO,, el cual fue corregido
empleando Matlab. De los compuestos volatiles estudiados, los
ésteres presentan la mayor diferencia entre fermentaciones de
laboratorio e industriales. Aproximadamente un 20% de los ésteres
etilicos y de acetato se pierden por la corriente gaseosa, sin embargo,
los ésteres etilicos en el vino final elaborado a escala de laboratorio
quintuplica la concentracién desarrollada en fermentaciones
industriales. Los resultados mostraron que realizar un analisis de
consistencia previo a la interpretacion de los resultados, permite
enfocarse en datos que no presentan errores de medicidn. La revisién
de parametros fermentativos mostrd que a 18°C no existen
diferencias significativas entre fermentaciones de laboratorio e
industriales, lo que permite su comparacion.



Palabras claves: Andlisis de consistencia, aroma, compuestos
volatiles, Sauvignon blanc



ABSTRACT

Wine fermentation execution implies to gather numerous data in order
to study the system behavior. If the collected information presents
measurement errors, but they are not detected and corrected the
inferred conclusions will be wrong. Based on the application of the
macroscopic balances for detecting the presence of measurement
errors a systematic method using Matlab was developed. This
method is capable of both detecting and locating the measurement
errors through statistical test in fermentation with Sauvignon blanc
must. The evaluation system of experimental data will allow to
generate knowledge to analyze, evaluate and optimize fermentative
process through making decisions correctly. To demonstrate the
benefits of the evaluation system data was realized three
fermentations in low scale with 30 liter of Sauvignon blanc must a
18°C, using Saccharomyces cerevisiae EC11180 yeast. After that, the
correct data was employed for similarity studies between industrial
and laboratory fermentations. When was proved that the fermentive
parameters are behaved in a similar way, the volatile compounds
evolution product yeast metabolism during fermentation was
analyzed.

During consistency analysis was determinate only one measurement
error in CO; flow, which was corrected using Matlab. Of the volatile
compounds which were studying Esters constituted the main class of
compounds. They showing differences between industrial and
laboratory fermentations. The results suggested that 20% of the
ethyl and acetate esters are lost by the gas flow, however ethyl
esters in final wine using a laboratory scale fermentation had 5 times
more concentration than the industrial fermentation.

The results indicated that made a consistency analysis before data
interpretation allow to focus in data which does not present
measurement errors. The fermentative parameter review showed
that there is not significant differences between industrial and
laboratory fermentation at 18°C. This fact allows compare them.

Key words: consistency analysis, aroma, volatile compounds, S. blanc



NOMENCLATURA

A Matriz elemental que posee solo los compuestos medidos

a, B, 0,0, 1, ¢, p Coeficientes estequiométricos en mol; a en mol de
sustrato/C-mol biomasa; B en mol de NH3/C-mol biomasa; d en mol
de glicerol/C-mol biomasa; o en mol de etanol/C-mol biomasa; T en
mol de acetato/C-mol biomasa; ¢ en mol de CO2/C-mol biomasa; p
en mol de succinato/C-mol biomasa

Ci Concentracion del compuesto i en el fermentador

¢i Concentracién de cada compuesto volatil (gr/L)

CV Coeficiente de variacién

0 Errores de medicidn de las tasas especificas

€ Vector de residuos

E Matriz elemental de dimension m x n

Ec. Matriz de compuestos cuyas tasas no han sido medidas
E." Matriz de la seudo-inversa de la matriz E.

Em Matriz de las tasas medidas experimentalmente

E(Z) Esperanza de una variable aleatoria Z

F Matriz de varianza-covarianza de los errores de medicién d
f; Medicién acumulada de la variable i

H test que permite evaluar si la ecuacion 1.18 posee diferencias
significativas de 0

m NuUmero de ecuaciones
m NuUmero de mediciones de CO, acumuladas

m; Masa de cada compuesto volatil (gr)



M Numero de productos

n Numero de compuestos totales analizados
n moles

N Numero de sustratos

P Matriz de varianza de los residuos €

P Presion en atmosferas

Pi Representacion de productos

r Vector de las tasas especificas

ra Tasa especifica de produccion de acetato en mol acetato/C-mol
biomasa - hr

rc Tasa especifica de produccién de CO, en mol CO,/C-mol biomasa -
hr

rc Vector de tasas especificas no medidas experimentalmente

le Tasa especifica de produccién de etanol en mol etanol/ C-mol
biomasa - hr

rg Tasa especifica de produccion de glicerol en mol glicerol/ C-mol
biomasa - hr

ri Tasa de reaccion del compuesto i

rm Vector de las tasas especificas reales

T'm Vector de las tasas especificas medidas experimentalmente

rn Tasa especifica de consumo de nitrogeno en mol nitrogeno/ C-mol
biomasa - hr

rs Tasa especifica de consumo de sustrato (glucosa y fructosa) en
mol sustrato/ C-mol biomasa - hr



rsuece Tasa especifica de consumo de succinato en mol succinato/ C-
mol biomasa - hr

rx; . Tasa de crecimiento de biomasa en 1/hr

R Constante de los gases ideales en unidades de (atmosfera -
litros)/(mol - K)

Si Representacion de sustratos
T Temperatura en Kelvin

v Vector de rendimientos

V Volumen en Litros

V4 Volumen de diclorometano empleado para la extraccién de los
compuestos volatiles (L)

Var (Z) Varianza de una variable aleatoria Z
Xi Representacion de biomasa

Yya Coeficiente de rendimiento en mol acetato/C-mol biomasa o
también C-mol acetato/C-mol biomasa

Y. Coeficiente de rendimiento en mol CO,/C-mol biomasa

Yye Coeficiente de rendimiento en mol etanol/C-mol biomasa o
también C-mol etanol/C-mol biomasa

Yxg Coeficiente de rendimiento en mol glicerol/C-mol biomasa o
también C-mol glicerol/C-mol biomasa

Y«n Coeficiente de rendimiento en mol nitrégeno/C-mol

Yxs Coeficiente de rendimiento en mol (glucosa+fructosa)/C-mol
biomasa o también C-mol (glucosa+fructosa)/C-mol biomasa

Yysuce Coeficiente de rendimiento en mol succinato/C-mol biomasa o
también C-mol succinato/C-mol biomasa

At+ Intervalo de tiempo [ti, ti+1]



At- Intervalo de tiempo [tii, ti]
Atl Intervalo de tiempo |t - ti.1]
At2 Intervalo de tiempo |t - tio|

x> distribucién de probabilidad Chi-cuadrado
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1 INTRODUCCION

“... Constituido por un sistema complejo de
cientos de compuestos que interaccionan entre si
en secreta armonia, el aroma es una de las

cualidades mas misteriosas del vino; y a pesar de ello, nuestros sentidos son
capaces de inspirar su efluvio, y desvelar su verdadera esencia”...

Anonimo, 1946.

1.1 Motivacion

El mundo actual estd rodeado de datos, muchos de los cuales son
adquiridos experimentalmente. La informacidon que obtenemos del
procesamiento de estos datos es importante para dirigir desde
actividades tan cotidianas como pagar una cuenta hasta aquellas mas
complejas como sistemas de control en procesos industriales. Un
analisis utilizando resultados erroneos puede repercutir en pérdidas
millonarias, sin contabilizar el tiempo perdido en el procesamiento de
estos datos.

En la industria del vino se realizan diferentes tipos de mediciones,
para cuantificar la evolucion de parametros como etanol, biomasa,
azucares. Si los resultados de las mediciones son incorrectos y por
tanto los datos obtenidos erréneos, la proyeccion de los resultados no
sera adecuada. Un ejemplo de ello, es no considerar las pérdidas por
stripping en los balances de masa, lo que provoca una subestimacion
en la produccidn de ciertos compuestos como el etanol.

Para abordar este problema, el estudio consideré un &rea poco
desarrollada en procesos de ferrpentacién vinica conocida como
analisis de consistencia de datos. Este es un andlisis estadistico que
permite detectar la presencia de errores de medicion y localizar el o
los compuestos que causan dichos errores, convirtiéndose en una
poderosa herramienta en el procesamiento de datos. Debido a la
cantidad de datos a procesar, se desarroll6 una herramienta
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computacional que permite cuantificar los errores de manera mas facil
y rapida.

Descripcidon matematica de las principales variables de un sistema
biolégico se puede lograr utilizando balances elementales en un
sistema denominado caja negra. En éste sistema, todas las
reacciones son agrupadas en una reaccidn quimica simple, cuyos
coeficientes estequiométricos corresponden a los rendimientos. Los
balances elementales son aplicados directamente desde datos
empiricos de etanol, biomasa, sustrato, CO, y glicerol, arrastrando
errores que influyen por ejemplo, en el balance de masa final.

En una fermentacién para la elaboracion de vinos blancos, ademas de
los balances elementales, es de interés conocer la evolucion de ciertos
compuestos volatiles; dentro de estos compuestos, el estudio de los
aromas, enfocado a determinar las etapas claves de su produccion vy
liberacién, permite implementar estrategias orientadas a mejorar la
calidad del vino final.

Para entender la evolucién de los compuestos volatiles, se emplean
técnicas de analisis analiticas que permiten separar, identificar vy
cuantificar estos compuestos, tal como cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa (GC-MS) y técnicas estadisticas
como el andlisis de componentes principales (PCA) que permite
observar patrones en un set de datos que posee un gran nimero de
variables.

El aporte de este trabajo en términos de compuestos volatiles se
focaliza en comparar los resultados obtenidos en fermentaciones de
vino blanco a pequefia escala con aquellos que se obtienen en
fermentaciones industriales, afin de poder extrapolar el conocimiento
adquirido en el analisis de los experimentos de laboratorio.
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2 ESTADO DEL ARTE

2.1 Proceso de Obtencion de vino blanco

Las levaduras son los microorganismos que conducen la fermentacién
alcohdlica, luego de su inoculacién en el mosto (jugo de uva). Poseen
un papel relevante al contribuir positivamente en la generacién de
aromas del vino. Producen etanol, CO,, glicerol, enzimas que
transforman los precursores de aroma neutro de las uvas en aromas
activos y cientos de metabolitos secundarios, tales como acidos,
alcoholes, ésteres, fenoles (Fleet, 2003; Swiegers et al., 2005),
convirtiendo al vino en una mezcla de compuestos, que provienen
tanto de las uvas como del proceso de elaboracién del vino o
fermentacion (Conde et al., 2007)

La vinificacién del vino blanco sigue 6 etapas principales desde la
cosecha de uva (Figura 2-1):

1. Recepcion de la uva. La uva que se recepciona en las bodegas
proviene de la cosecha, la cual se puede realizar de forma manual o
automatica, dependiendo de las practicas de cada vifa. Una vez
recibidos los racimos de uva pueden pasar directamente a la prensa
(disminuye el dafio mecanico de la uva, aumenta el rendimiento de
prensado, pero disminuye la capacidad de la prensa) o ser sometidas
al proceso de despalillado! y molienda.

2. Despalillado y Molienda. Esta etapa es opcional y consiste en
separar las bayas del escobajo, empleando un cilindro perforado y
luego molerlas mediante rodillos.

3. Prensado. Se reciben los racimos enteros o la uva que proviene
del despalillado y molienda, para separar el jugo de las pieles. Este
proceso se realiza mediante una prensa neumatica, la que genera
presién para lograr la separaciéon. En esta etapa se puede agregar
anhidrido sulfuroso (S0O;) para evitar contaminacidn microbiana e
inhibir la oxidacién

! Despalillado: Separar el escobajo o racimo del mosto
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4. Clarificacion en frio del mosto. Este proceso se realiza entre 8°
y 10°C aproximadamente, para evitar la oxidacion y pérdida de
aromas. La decantacién del mosto se realiza para eliminar impurezas,
las que al precipitar forma lo que se denomina borras o solidos
decantados. Las borras pueden ser posteriormente filtradas para
recuperar el mosto que se encontraba retenido en ellas.

5. Fermentacion. El mosto decantado se incorpora en una cuba de
acero inoxidable o concreto, en la cual se controla que la temperatura
se encuentre en el rango optimo para fermentacion de vinos blancos
(12°-19°QC). Antes de comenzar la fermentacién se deben medir
algunos parametros importantes como el pH, sulfuroso libre,
nitrdgeno, acidez total, entre otros; y realizar las correcciones
necesarias del mosto (agregar vitaminas, acido tartarico, etc.).
Cuando los parametros de importancia se encuentran en las
condiciones deseadas se inicia la fermentacién, generalmente
inoculando con una levadura seleccionada. El criterio de término de
fermentacion es mediante la cantidad de azlcar residual; cuando ésta
se encuentra bajo 2gr/L, se puede dar por terminada la fermentacion.

6. Etapa post-fermentacion o finalizacion. Se baja la temperatura
del vino y se trasiega® con borra fina a la cuba de destino donde, 5 a
7 dias después, se corrige con SO, hasta alcanzar una concentracién
de 30-35 mg/L. Para eliminar las borras del vino resultante y
estabilizar las proteinas, se debe realizar clarificacion. Este proceso
consiste en afiadir bentonita® (40-100 gr/hr-L) o Ictiocola (2gr/hr-L),
los cuales “capturan” las borras. El vino, posteriormente, se filtra
con tierras para obtener un producto mas limpio. Antes de introducir
el vino a las lineas de embotellado, se filtra mediante la utilizacidon de
un filtro de placas (0.45 micras) esterilizante, chequeando que no
exista turbidez (NTU finales = 0), se ajusta el SO, libre a 30 ppm vy se
envasa el vino.

Figura 2-1: Esquema del proceso de fabricacion de vino blanco con despalillado. En las
pérdidas futuras se consideran trasiegos, pérdidas en filtros, mermas operativas y

similares.

2 Trasiego: Operacién en bodega que consiste en airear el vino y separarlo de las
lias que se depositan en los envases de almacenamiento

3 Bentonita: Compuesto (arcilla) empleado para clarificar los vinos
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Molienda
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2.2 Analisis de Consistencia

El estudio cuantitativo de una fermentacidon, requiere conocer el
mayor numero de variables involucradas directamente en el proceso,
para determinar tasas de reaccién quimica y rendimientos. Se han
estudiado parametros involucrados en el crecimiento de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la degradacidén del sustrato presente en el
medio y la formacién de productos mayoritarios como etanol, glicerol
y CO,. La medicién de estos datos experimentales no se encuentra
libre de ruido (problemas en las mediciones manuales, calibracion de
equipos, toma de muestras etc.) y errores en sus mediciones
redundardan en un set de datos que no satisfacen completamente los
balances de masa. Si los balances no se validan, no se podra
asegurar la veracidad de los datos utilizados en el anélisis cuantitativo
del proceso fermentativo del vino.  Por tanto, al utilizar estos datos
para controlar y optimizar fermentaciones industriales como la
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fermentacion vinica, pueden resultar soluciones alejadas del éptimo
(Wang y Stephanopoulos, 1983).

El método empleado para detectar la presencia de errores de
medicion y localizar la fuente de dicho error en un conjunto de datos
fermentativos, se llama analisis de consistencia, para el cual existen 2
formas de realizacion. La primera se basa en un modelo metabdlico
simple, denominado modelo de caja negra, donde todas las
reacciones quimicas son agrupadas en una sola y el método consiste
basicamente en validar los balances elementales. La segunda forma
de realizar el analisis de consistencia es empleando modelos
metabdlicos, los que consideran mas detalles bioguimicos para la
conversion de sustratos a biomasa y productos metabdlicos
(Stephanopoulos et al., 1998).

El enfoque del Analisis de Consistencia en éste trabajo en particular,
es encontrar las tasas especificas reales de consumo de sustrato
(azucares, amonio) y formacion de productos (etanol, glicerol, CO5,
succinato, acetato, biomasa), lo que justifica, en este caso, el empleo
del modelo de caja negra. En este analisis se utilizan los balances
elementales y macroscépicos aplicados a la fermentacion vinica,
segun la ecuacion:

X+5M vy p:_‘f‘-'*’ Y,. 5, =0 (1.0)

=izl Cxp; =1 txs

Donde X es la biomasa, P, son los productos, S; son los sustratos, M el
numero de productos generados y N el numero de sustratos

consumidos. Y, & Y, corresponden a los rendimientos en base a la

biomasa vy son calculados utilizando las derivadas de las
concentraciones medidas en funcién del tiempo.

Para poder aplicar el anadlisis de consistencia, los datos utilizados
deben ser completos, lo cual no requiere que todos los sustratos y
productos metabdlicos deban ser medidos, sino que deben ser:

1.- Suficientes para validar los balances de carbono y nitrégeno.

2.- Balanceables, lo que implica que pueden ser calculados desde
otras tasas medidas (utilizando las ecuaciones de balance de masa).

3.- Medidos simultaneamente.
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Un sistema que cumpla con los 3 requisitos se puede considerar
sobredeterminado, debido a que el numero de variables medidas es
mayor a las necesarias para identificar completamente el sistema con
las restricciones disponibles. De este modo, la redundancia de datos
es utilizada para la identificaciéon sistematica de errores gruesos de
medicidén o la identificacion de un elemento en particular responsable
de la inconsistencia observada (Stephanopoulos et al., 1998; van der
Heijden et al., 1994a).

Las 4 etapas principales al desarrollar un Analisis de Consistencia son:

1. Seleccion de Compuestos. Cuando se inicia el analisis, se
enumeran los compuestos mas relevantes (glucosa-fructosa, etanol,
CO,, biomasa, glicerol, acetato, amonio, succinato). Luego se dividen
los compuestos en medidos y no medidos, dependiendo de los
compuestos que se desean analizar.

2. Calculo Tasas de Reaccion Quimica. Estas se calculan
utilizando las derivadas de las concentraciones en el tiempo, mediante
el ajuste de curvas para productos y sustratos.

3. Diagnostico Errores de Medicion. La técnica para determinar los
errores de medicidn se basa en las ecuaciones de conservacion de
masa para cada set de datos empleados. Con las ecuaciones de
balances elementales se construye un vector de residuos (la resta
entre productos y sustratos puede no ser 0, debido a la presencia de
errores en las mediciones), el cual se relaciona con el error de
medicion.

4. Deteccion Fuente de Error y Estimacion Tasas Corregidas. Si
se presentan errores, se puede identificar el compuesto o los
compuestos responsables. El método empleado para detectar la
fuente de error se conoce como eliminacion seriada, en la cual una
medida a la vez cambia a la clasificacion de compuesto no medido,
evaluando el efecto de tal deleciéon. Posteriormente se estiman las
nuevas tasas, corregidas en base a los errores determinados.

2.3 Compuestos aromaticos del vino blanco

"No sélo percibimos en una copa los aromas propios de la uva;
un sinnumero de otros compuestos comiunmente asociados a
otras variedades sirven para describir la expresion y tipicidad
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de los vinos. La relacion entre vino y frutas es directa, franca y
profunda. Es poesia, pero también una compleja correlacion de
elementos quimicos” (Brethauer, 2006).

El vino es una solucion hidroalcohdlica que contiene cientos de
compuestos interactuando entre si, otorgandole su identidad. Sin
lugar a dudas, dentro de los compuestos volatiles mas relevantes, los
aromas caracterizan el vino, a pesar que su presencia soélo se
encuentre entre los ug/L y los ng/L. Los compuestos volatiles,
pueden ser derivados de la uva, producidos durante la fermentacién
del mosto o desarrollados durante la crianza®. Cada vino es
influenciado por una amplia variedad de compuestos volatiles,
principalmente alcoholes, esteres, terpenos y acidos volatiles (Howell
et al., 2004; Mestres et al., 2000; Wilker et al., 2004). Sin embargo,
la importancia de cada compuesto en el aroma final depende de la
correlacion entre la composicion quimica y los umbrales de
percepcion, porque la mayoria de los compuestos volatiles estan
presentes a concentraciones cercanas o bajo su umbral de percepcién
individual (Falqué et al., 2001).

Segun su origen, los aromas pueden clasificarse en (Belancic y
Agosin, 2002; Francis y Newton, 2005; Rapp, 1998):

1. Aromas varietales: provienen del metabolismo propio de la uva y
su concentracién depende de la variedad, el suelo, el clima y el «
terroir® ».

2. Aromas pre-fermentativos: los compuestos clasificados en esta
categoria son obtenidos a partir de procesos fisicos o de procesos
bioquimicos de oxidacion e hidrélisis durante la extraccion del jugo y
su maceracion.

3. Aromas fermentativos: producidos por el metabolismo de la
levadura durante la fermentacion alcohdlica, modificando vy
multiplicando el aporte aromatico inicial del mosto.

4 Crianza: Envejecimiento controlado de un vino, en barrica o en botella.

> Terroir: vinos tipicos de un terreno o suelo determinado, el que traslada al vino
sus caracteristicas
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4. Aromas post-fermentativos: formados durante la crianza del
vino y el envejecimiento a través de reacciones quimicas y/o
enzimaticas.

Distintas variables pueden afectar los compuestos volatiles (sean
percibidos por el consumidor o no) presentes en el vino. Los aromas
varietales pueden ser influenciados por el medio ambiente (clima,
suelo), la variedad de la uva, el grado de madurez, etc. Los aromas
fermentativos, en cambio, pueden potenciarse al modificar las
condiciones de fermentacién como la temperatura y la levadura
utilizada (Rapp, 1998).

De las variedades vinicas presentes en Chile, los vinos blancos toman
cada vez mayor fuerza, representando un 28% del total de vinos con
denominacidon de origen elaborados en 2008, 4.6% superior a igual
periodo del afio 2006 (Servicio-Agricola-Ganadero, 2008). Dentro de
las variedades blancas, Sauvignon blanc es el vino que se produce en
mayor cantidad y su caracter aromatico lo convierten en ideal para
estudiar los compuestos volatiles involucrados en su aroma.

Los principales descriptores del vino Sauvignon blanc son pomelo,
fruta de la pasién, “box tree”, pipi de gato, hojas de tomate, los que
le otorgan caracteristicas Unicas, distintas de otras variedades. Estos
descriptores son otorgados por los tioles, los que se desarrollan
basicamente durante la fermentacion. (Augustin et al., 2006;
Swiegers et al., 2005; Swiegers et al., 2006). Distintos tioles han sido
identificados como componentes particulares del aroma de vinos
Sauvignon blanc: 4-metil-4-mercaptopentan-2-ona (4MMP), 3-
mercaptohexan-1-ol (3MH), acetato de 3-mercaptohexanol (A3MH).
Estos compuestos se encuentran almacenados como aminoacidos
conjugados, en forma de precursores cisteinilados no volatiles. La
volatilizaciéon se produce por accién de las enzimas B-liasas, presentes
en las levaduras. El estudio de los tioles, es relevante por el
potencial aromatico que se encuentra disponible en sus precursores,
sin embargo, en estos momentos no se cuenta con un método
apropiadamente montado y optimizado para su medicion, por lo que
se deja propuesto su estudio, como un objetivo importante en
trabajos futuros.
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2.3.1 Aromas Fermentativos

El trabajo, se enfoca en los compuestos desarrollados durante la
fermentacion, por acciéon de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Esta sintetiza una variedad de compuestos volatiles,
mayoritariamente alcoholes, &acidos y ésteres, responsables de
aromas frutales y dulces. Ademads, permite liberar aquellos
compuestos que se encuentran ligados a precursores como los tioles.

2.3.1.1 Alcoholes Superiores

Los alcoholes superiores (Fusel Alcohols) corresponden a metabolitos
secundarios, de los cuales, posiblemente tres cuartos provienen de la
degradacion de aminoacidos mediante la via de Ehrlich (Figura 2-2) y
un cuarto desde intermediarios del metabolismo de azlcares a través
de reacciones anabdlicas, mecanismo por el cual se obtendria un a-
ceto acido.

Los alcoholes superiores pueden tener impactos positivos o negativos
en el aroma del vino, pero al presentarse en las cantidades adecuadas
(<350-400 mg/L), otorgan caracter frutal (Dekker, 1991; Swiegers et
al., 2005).

Figura 2-2: Sintesis de alcoholes superiores mediante la via de Ehrlich. 2 feniletanol,
isobutanol, isoamil alcohol y 3 metil butanol son sintetizados mediante la via de Ehrlich

a partir de fenilalanina, valina, leucina e isoleucina respectivamente (Molina, 2008).

R
Transanunacion Decarboxilacion Reduccion
COOH-CH-NHL* > COOH-CO-R \ > (COH-R p— » HO-CH.-R
Aldeludo Alcohol
Ammoacidos NH. u=ceto acido O

NADH NAD®

Los alcoholes superiores se dividen en 2 categorias: alcoholes
alifaticos y alcoholes aromaticos. Los alcoholes alifaticos incluyen
propanol, isoamil alcohol e isobutanol y los alcoholes aromaticos 2-
feniletanol y tirosol (Abbas, 2006; Swiegers et al., 2005).

El alto nivel de amonio o asparragina, una baja temperatura de
fermentacion y una estricta anaerobiosis inducen una disminucidon en
la concentraciéon de alcoholes superiores, principalmente 3-metil
butanol y 2-fenil etanol. Esto quiere decir que las condiciones que
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incrementan la velocidad de fermentacion, favorecen la formacion de
estos compuestos, de modo opuesto a lo que sucede con los ésteres
(Dekker, 1991).

2.3.1.2 Acidos Volatiles

Algunos importantes aromas de bebidas alcohdlicas resultado de la
presencia de acidos volatiles de cadena corta como acido propidnico,
acido isobutirico, acido hexandico, etc. (Abbas, 2006; Swiegers et al.,
2005) Su concentracion en vinos se encuentra usualmente entre 100
y 500 mg/L, de los cuales cerca de un 90% corresponde a acido
acético (Abbas, 2006).

El acido acético es de particular importancia, pues a concentraciones
elevadas (0,7-1,1 gr/L) imparte aroma a vinagre. Aunque la levadura
Saccharomyces cerevisiae puede producir este compuesto (Figura 2-
3), excesivas concentraciones en el vino son resultado del
metabolismo de etanol por bacterias acéticas (Swiegers et al., 2005).

Figura 2-3: Sintesis de Acido acético a partir de azlcares

Glicolisis

CsH 1206 > CH40; C,H,0 ~ = CoH40,
N = / ) :
v - J ) f ‘ o Al
Azncares Piruvato Acetaldehido | Acido acetico
CO,
) NADP* NADPH
H,O H*

Un punto importante a considerar es que la cantidad de algunos
acidos volatiles producidos depende de la temperatura empleada en la
fermentacion. A baja temperatura (< 15°C) se sintetizaria una mayor
cantidad de acidos volatiles que a alta temperatura (> 25°C) (Abbas,
2006).

2.3.1.3 Esteres

Los ésteres son el grupo mayoritario de compuestos aromaticos
producidos por las levaduras durante la fermentacion. Su produccién
tiene un efecto significativo en el aroma frutal de un vino (Abbas,
2006; Dekker, 1991; Lara, 2006; Swiegers et al., 2005). No todos
los ésteres superan el umbral de percepcion, pero pueden contribuir
en un vino final, debido al efecto de aditividad de sus aromas
individuales (Dekker, 1991).
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Los ésteres se dividen en 2 familias: esteres etilicos y esteres de
acetato. Su origen es el metabolismo secundario de la levadura, por
condensaciéon de un alcohol y acil-CoA®, durante la fermentacién
alcohdlica (Figura 2-4) (Dekker, 1991; Swiegers et al., 2005).

Figura 2-4: Sintesis de ésteres durante la fermentacion alcoholica con S. cerevisiae. a)
Esteres son producidos por condensacion de un alcohol y un 4cido activado. Cuando el
alcohol es etanol, se forma un etil éster. b) Esteres de acetato son formados por la
condensacion de un alcohol y acetil-CoA. Los etil acetato se forman cuando el alcohol

que participa en la reaccion es etanol (Molina, 2008).

a) ATP  AMP +Pi

R-COOH + HS-CoA ;—Lp R-CO-5-CoA R-COO-R,
Acido COASH Acil-CoA |' Batar

' R,-OH
b) alcohol
MAD* MNADH +H*
CH;-CH;-COOH + HS-CoA ;%» CH;-CO-5-CoA ; CH;-COO-R,

Acido  COASH

piuvico

co,  Acetil-CoA Ester de Acetato

Estos compuestos destacan por presentar descriptores de pera
madura, platano, manzana, pifa, miel y flores (Lara, 2006; Swiegers
et al., 2005). Generando caracter frutal en vinos S. blanc.

2.3.1.4 Fenoles Volatiles

Los fenoles volatiles presentan relativamente bajos umbrales de
percepcion (Tabla 2-1) y por tanto, pueden ser detectados facilmente
por el consumidor. Aunque pueden contribuir positivamente al aroma
de algunos vinos, son mas bien conocidos por su contribucion
negativa (establo, parche curita), lo cual resulta de las altas
concentraciones de los etil fenoles 4-etilguiacol y 4-etilfenol en
particular. La existencia de otro grupo de fenoles, conocidos como
vinilfenoles, especialmente el 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol, producen
aromas farmacéuticos, especialmente en vino blanco (Swiegers et al.,
2005).

6 CoA: coenzima A
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Tabla 2-1: Umbral de deteccion de fenoles volatiles (Escudero et al., 2007).

Fenoles Umbral de Deteccion
Volatiles (Hg/L)
4-vinilfenol 180

4-vinilguaiacol |40

4-etilfenol 440

4-etilguaiacol |33

Estos compuestos son producidos mayoritariamente por la levadura
durante la fermentacidon, a pesar de que se encuentran trazas en el
mosto de uva.

Los fenoles se forman a partir de la decarboxilacién de acidos, asi la
decarboxilacién de acido p-cumarico y ferulico por S. cerevisiae
permite la formacién de 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol, respectivamente
(Figura 2-5) (Swiegers et al., 2005).

Figura 2-5: Sintesis de fenoles volatiles. a) y b) Decarboxilacién de &cidos para formar

derivados 4-vinil los que luego se reducen a derivados 4-¢etil (Abbas, 2006).

) CH
COOH 3
adl o SR o fl,z \§ /
O QO 7+ <
Acido p-eumarico 4-vinilfenol 4-etilfenol
CH CH
b ~——COCH 2 e
} /N / _ o= () /. /e \ N4
N/ ; ﬂ”& / ” P,
H,
HiCO H co H,CO
Acido fermlico J-vinilgnaiacol 4-etilgnaiacol

2.3.1.5 Lactonas y Compuestos azufrados

Las lactonas son un grupo importante de compuestos, impartiendo
aromas a fruta madura (pera, durazno, coco). Son formadas por
esterificacion intramolecular, entre el grupo hidroxilo y carboxilo de
un hidroxi acido (Figura 2-6) (Abbas, 2006).

23



Figura 2-6: Sintesis de lactonas mediante la esterificacion de un hidroxi acido (Abbas,
2006).

R . COOH

Aaudo 4-ludrox alcanowo

Crana Iactona

Los compuestos azufrados, en cambio, generalmente son
considerados negativos para la calidad de un vino, al presentar
descriptores de cebolla, papa o coliflor. Sin embargo, algunos
compuestos azufrados pueden contribuir activamente al aroma
varietal. En general, su presencia en vinos se origina por degradacion
de aminoacidos que contienen sulfuro. De esta manera, por ejemplo,
la metionina es metabolizada para formar metionol (Mestres et al.,
2000).

2.4 Medicion y Deteccion de Aromas

Los compuestos volatiles pueden ser detectados porque activan el
sistema olfativo, el cual nos ayuda a identificar las cualidades del vino
(positivas o negativas), cuando la concentracion sobrepasa el umbral
de deteccion (Axel y Buck, 2004). Cuando esto sucede los
compuestos volatiles se consideran compuestos aromaticos o aromas.

Los umbrales de percepcion de distintos compuestos presentes en el
vino, han sido determinados experimentalmente mediante Ia
sensibilidad de un panel de jueces a diferentes concentraciones
conocidas de los compuestos volatiles en una solucién acuosa con,
generalmente, 10% de etanol (Guth, 1997).
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Para estimar la contribucién potencial de un compuesto volatil, se
utilizan las unidades aromaticas (odor activity value: OAV), calculadas
como la concentracion de un compuesto dividido por su umbral de
percepcion (Falqué et al., 2001; Francis y Newton, 2005; Gil et al.,
2006). Al basarnos en las unidades aromaticas, los compuestos con
OAV = 1 se consideran con contribucién activa al aroma.

Sin embargo, el OAV no toma en cuenta los efectos antagonistas y/o
sinergicos de los compuestos volatiles (interacciones entre
compuestos), pero se convierte en una primera aproximacién de la
contribucion potencial de cada compuesto al aroma global (Gil et al.,
2006).

Para cuantificar e identificar los compuestos volatiles que se
encuentran en el vino a bajas concentraciones, se emplea
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS:
gas chromatography - mass spectrometry). La cromatografia gaseosa
permite la separacién de los compuestos volatiles basado en sus
propiedades quimicas y fisicas. Los compuestos son retenidos
diferencialmente por la fase estacionaria de la columna, mientras un
gas inerte lleva la muestra a través de la columna, causando la salida
de compuestos a diferentes tiempos. Cuando los compuestos salen
de la columna cromatografica, son capturados por un espectrometro
de masa, el cual rompe las moléculas en fragmentos ionizados, los
gue son detectados utilizando la razén carga-masa. Posteriormente,
los compuestos pueden ser identificados, comparando los espectros
de masa con una base de datos. Para la cuantificacion de los
compuestos estudiados, se relaciona el area del espectro de masas
con el area correspondiente a una concentracion conocida de estandar
interno, el cual tiene propiedades quimicas similares a los compuestos
de interés, no se encuentra presente inicialmente en la muestra y no
reacciona o se degrada durante los pasos previos a la cuantificacién
(Molina, 2008).
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3 HIPOTESIS

La industria vinica evoluciona para satisfacer los gustos de millones de
consumidores alrededor del mundo, transformando en necesidad la
busqueda de mecanismos, que permitan tomar decisiones adecuadas
para mejorar el proceso de vinificacion, basadas en datos veridicos.

De este modo, la hipotesis de trabajo fue la siguiente:

A partir del Analisis de Consistencia de Datos se busca obtener
valores experimentales fidedignos, confiables y reproducibles para el
estudio cuantitativo de procesos fermentativos.
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4 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar un Sistema de
Analisis de Datos Experimentales (SADE) que se obtienen de una
fermentacion vinica. Este sistema permitira generar conocimiento
para analizar, evaluar y proyectar las fermentaciones a través de una
correcta toma de decisiones

Los objetivos especificos son:

Realizar Analisis de Consistencia para determinar la presencia y
magnitud de errores en las mediciones de parametros fermentativos.

Determinar y comparar la evolucién temporal de compuestos volatiles
durante la vinificacién de Sauvignon blanc a nivel de laboratorio e
industrial.
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5 Analisis de Consistencia

5.1 Modelo Macroscopico o de Caja Negra

Para el andlisis de consistencia de datos experimentales se utiliza el
modelo de caja negra, en el cual la célula se considera como una caja
que intercambia material con el medio ambiente (Figura 5-3),
considerando sélo los procesos de conversion y por consiguiente el
microorganismo se especifica en relacidon a su composicién elemental
(Noorman et al., 1991).

Figura 5-1: Representacion del modelo de caja negra. La célula se considera como la
caja negra y los flujos que entran y salen de la célula, son los Unicos que se miden. Los
flujos de sustrato que entran a la célula forman parte del vector rs, y los flujos de
productos metabolicos que salen de la célula son elementos del vector rp, la formacion

de biomasa presenta una tasa especifica de crecimiento de .

I's

Al asumir el modelo de caja negra, se puede representar el proceso
como una ecuacion quimica en el que el sustrato es transformado a
biomasa y producto, con los coeficientes estequiométricos dados por
los coeficientes de rendimiento, de la forma mostrada en la ecuacién
(1.0)

Los coeficientes de rendimiento son designados por 2 subindices, Yj;

para denotar la masa de j formada o consumida por masa de i
formada o consumida. Estos coeficientes son definidos como:
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r =T — 2P

}5‘.’7-'_.‘ T vy Asg (1.1)

Y, ==+ (1.2)
1

}f.,;I:? {1'3)

El modelo macroscopico considerado en C-mol para el analisis de
consistencia se define en la ecuacion (1.4) a partir de la ecuacion
(1.0), las caracteristicas del sistema son mostradas en la Tabla 5-1.

Y,;CH,0 + Y, ,NH3; = CH, 0p54Ng14 +

YraCHZO g YchOI X

(1.4)

}Tr g
Y.

Xsucce

CH,-0

CHy¢;,0 +Y,,CH3;0y5 +

La composicién de la biomasa es CH;.6100.54No.14, S6lo se consideran
C, H, O y N como elementos relevantes.

Tabla 5-1: Caracteristica del modelo caja negra para S. cerevisiae

Biomasa X [ 1 CH1.5100.54N0.14
Sustrato™ |s Ie Yo CH,0
Acetato™ a rs Yia CH-,0

CO, c I Y CO;

Amonio n s Yin NH-

Glicerol g Ia Yo CH; 670

Etanol e Fe Yie CHz005
Succinato succ Feuce Y ssuce CH;s0
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* La formula del sustrato en moles es C¢H1206
™ La férmula del acetato en moles es C>H40,

Para revisar si en el proceso fermentativo se midid correctamente las
variables y determind la validez del modelo de caja negra, se debe
realizar un balance de carbono utilizando los rendimientos globales.
Dichos rendimientos, utilizan la diferencia entre el valor maximo
alcanzado y el valor inicial para productos. En el caso de los
sustratos se obtiene de la diferencia entre el valor inicial y el final.

5.1.1 Balances Elementales

Los balances elementales permiten relacionar al sistema bioldgico con
la descripcién matematica, en el modelo de caja negra, de la siguiente
manera:

Balances elementales en mol

ﬂCe_H-l: Oé + ﬁ."\"HS
- CH1.E=1OG.5-;--'"*:D.1-1 + SC3H303 + GC:H&O + TC:H,-‘,O: + qaCO‘: + pCQHﬁ‘Ovi

Carbono: —ba+1+38+20+2t1+¢@+4p=0 (1.6)
Hidrégeno: =12 — 38 + 1,61+ 85 +6o+4r+6p =0 (1.7)
Oxigeno: —6a +0,54+ 36+ o0+ 2t + 20+ 4p (1.8)
Nitrégeno: —f+0,14=0 (1.9)

Donde «,6,0,7,9,p corresponden a los coeficientes estequiométricos.

Estos balances pueden ser escritos formando la matriz elemental E:

— 3 Carbono
) — » Hidréaeno

5]
]

—  » Oxigeno
> Nitrogeno
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La matriz E no tiene signos, debido a que en las tasas se considera si
el compuesto se esta formando o consumiendo. Se pueden utilizar los
coeficientes de rendimiento o las tasas especificas, las cuales se
logran al multiplicar el vector v por un escalar r. En este caso, los
rendimientos se normalizan con respecto a la biomasa, la cual posee
su coeficiente estequiométrico igual a 1. Durante el proceso de
normalizacién todos los coeficientes estequiométricos son divididos
por la biomasa, distribuyéndose el error de medicion de biomasa en
los otros coeficientes, sin embargo, los errores de medicién de
biomasa se consideran aleatorios, por lo que la normalizacién no
afecta el resultado final (Wang y Stephanopoulos, 1983).

Y.-1 o R A
/ F:rr: ‘T \ Ta
T, T,
vor = 1}}5-:_. =l % [=+
xe r &
Yea ' T "a
Te

r
\ }xr T /
Y * Tod 'rsucr'

Se debe notar que las tasas especificas utilizadas en el andlisis se
encuentran en mol compuesto/C-mol biomasa*hr. Por tanto, se
puede decir que (Noorman et al., 1996; van der Heijden et al,,
1994a):

E.v.n,=E-r=0(1.10)

¥

Los grados de libertad del sistema son 4 (G.L.=compuestos-4
ecuaciones del balance elemental), pero 7 compuestos son
generalmente medidos en una fermentacion (glucosa+fructosa, CO,,
etanol, acetato, succinato, biomasa, glicerol), por lo que el sistema
posee mas variables medidas que grados de libertad. En este caso
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ciertas tasas medidas pueden ser calculadas a partir de otras tasas
medidas, lo que permite clasificar el sistema como redundante (van
der Heijden et al., 1994a). Las ecuaciones redundantes se pueden
utilizar para calcular las tasas que no se pueden medir y para
incrementar la exactitud de las mediciones disponibles e identificar si
existe una fuente de errores gruesos en las mediciones realizadas
(Stephanopoulos et al., 1998; van der Heijden et al., 1994b).

5.1.2 Ecuaciones necesarias para realizar anadlisis de

consistencia

El anadlisis de los datos es efectivo debido a que emplea
simultdneamente todos los balances para el calculo de las tasas no
medidas y para el analisis de consistencia de los datos.

Para desarrollar el analisis de consistencia se utiliza la matriz de los
balances elementales:
E-r=E_-r,+E m  (1.11)

m T

Donde E. corresponde a la matriz de los compuestos cuyas tasas no
han sido medidas y deben ser calculadas, mientras que En
corresponde a la matriz que agrupa a las tasas que han sido medidas
experimentalmente (Noorman et al., 1996; van der Heijden et al.,
1994a).

Si la cantidad de variables medidas son iguales a los grados de
libertad, se tienen bastantes ecuaciones para determinar las tasas no
medidas. Las tasas no medidas pueden ser calculadas a partir de la
ecuacion (1.11), debido a que E. es una matriz cuadrada (requisito
necesario para poder invertir la matriz), asi la ecuacidon queda de la
siguiente forma:

?‘f= _Ef-l‘ Eln.?‘ﬂ‘] (1'12)

Si Ec. es una matriz cuadrada el sistema se llama observable,
existiendo las ecuaciones necesarias para determinar las tasas
desconocidas. El problema en dicha situacién es que no se puede
hacer un analisis de consistencia, pues el sistema estad determinado.
Asi, si mas tasas son medidas, las tasas desconocidas son calculadas
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utilizando una combinacion de los balances disponibles,
incrementando la exactitud de los datos estimados.

Cuando se tienen mas variables medidas, la matriz E. obtenida puede
gue no sea cuadrada, lo que impediria determinar su inversa. Un
método para lograr invertir la matriz E., es multiplicar la ecuacién
(1.11) por E." para que asi E. oE." al ser cuadrada, sea invertible (van
der Heijden et al., 1994a). El superindice T indica que la matriz
correspondiente es traspuesta.

E-r-E"=E(E..-vr.))+E(Ey-1,)=(ES-E.)-v.+(EE,) 1p=0
(1.13)

La solucion para r. en este caso corresponde a (van der Heijden et al.,
1994a):

r.= _Erh' 'Em *Tin (1'14)
E =(E7-E)ET  (1.15)

La matriz E.- se conoce como la pseudo-inversa de la matriz E.. La
ecuacion (1.14) es el estimador de las tasas no medidas contenidas
en el vector r., donde se han utilizado todos los balances medidos
para su obtencidn.

Para los sistemas sobredeterminados, después de medir las tasas
desconocidas o no medidas (r.), se pueden utilizar los balances que
no fueron empleados, para chequear la consistencia de las tasas
medidas. Asi la ecuacién (1.14) es insertada dentro de la ecuacién
1.11, obteniéndose una expresién que solo depende de las variables
medidas (van der Heijden et al., 1994a):

Er, =0 (1.16)

E=E, —EE,E, (1.17)

La matriz E tiene todos los coeficientes estequiométricos, pero existen
compuestos no medidos, los que deben ser eliminados de la matriz E.
La nueva matriz se conoce como A (van der Heijden et al., 1994a;
Wang y Stephanopoulos, 1983).
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Ar, =0 (1.18)

5.1.3 Calculo de tasas de reaccion

Para poder realizar el analisis de consistencia descrito anteriormente,
se deben obtener las tasas especificas de reaccién que conforman la
matriz r, de manera precisa, para lo que se utilizardn balances de
masa dinamicos.

5.1.3.1 Balances de masa dinamicos

Las tasas de reaccidn quimica, para el sustrato consumido vy
productos metabdlicos formados, pueden ser obtenidas
experimentalmente a partir de las concentraciones medidas. Para
esto se debe considerar la dinamica del fermentador en el cual son
realizadas las mediciones.

Las mediciones son realizadas en un reactor batch, en este caso el
flujo de entrada y salida valen cero, por tanto, el volumen se puede
considerar constante. Si se toma el fermentador como volumen de
control para realizar las ecuaciones, se obtiene la siguiente ecuacién
para el calculo de las tasas de reaccidn quimica en funcion de la
concentracion de los compuestos en el fermentador (Rosenblitt,
1999).

=22 (1.19)

Donde:
ri: tasa de reaccion quimica del compuesto i (mol/L-hr)
Ci: concentracion del compuesto i en el fermentador (mol/L)

Como se aprecia en la ecuacién (1.19), se deben emplear derivadas
numéricas. Para disminuir el ruido de los datos, es importante
obtener derivadas suavizadas. Mediante el método de Taylor, se
emplea la derivada central con 3 puntos, lo que permite obtener datos
mas suavizados (Rosenblitt, 1999).

(i) _ fiesdel-fi(aei-ael)-fi_ .8 | 0(At)? (1.20)

Ar Ar [A+r +As )
SRt faloTal_

34



Donde f; corresponde a la medicién acumulada de cualquier variable y
At, y At a los intervalos de tiempo [t;,ti+i] Y [ti-1,ti] respectivamente.

Para la derivada forward o backward se utiliza la siguiente ecuacion
(Rosenblitt, 1999):

() = ZnlocsanlontfieBete) 2ead® 4 o(ar)? (1.21)

Aty = |t: = t:;1|
At: 0 |t:_-_1 =l t:::'

El problema de este sistema es que utiliza puntos discretos y no un
ajuste de Ila curva, lo que puede provocar resultados poco
satisfactorios, por este motivo se emplearan las derivadas obtenidas
mediante el ajuste de las curvas con el programa Tablecurve 2D,
cuando sea posible (Anexo A).

5.1.3.2 Coeficiente de variacidn, varianza de variables acumuladas vy
de tasas de reaccidon quimica

Para el analisis de consistencia, se emplean diferentes matrices de
varianza, las cuales a su vez se derivan de los coeficientes de
variacién. En esta seccién se presentaran las ecuaciones necesarias
para su desarrollo.

La varianza de las tasas de reaccién quimica no se puede obtener en
forma directa, pues dichas tasas se obtienen de una derivada
numérica que combina mediciones del compuesto a evaluar en 3
instantes de tiempo (mediciones acumuladas). Obtener la varianza de
la matriz ry,, implica aplicar correctamente el teorema de la suma de
varianzas a la ecuacién (1.20) utilizando como valores de f; las
varianzas de mediciones acumuladas (Rosenblitt, 1999).

5 -
A Var(f;, )+ AeZ —Ac]

. ar +e )AL —Ae ,:l:-'.'cr'f"..?".l:i-'.'arl"‘._.,-
var () = T e fi-  (1.22)

aty, at_ ot .Tat_)

Coeficientes Variacion

Los fabricantes de equipos, usualmente entregan el error de medicién
en la forma de coeficiente de variacién (CV) o error relativo y no de
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varianza. La definicion del CV de una variable aleatoria Z se define
como (Rosenblitt, 1999):

‘Var(Z)
E(Z)

CV, = 1002 (1.23)

A partir de lo anterior, se puede concluir que si se conoce el CV de la
tasa de reaccion, sera sencillo conocer la varianza, reordenando la
ecuacion (1.23)

Coeficientes Variacion y Varianzas de Mediciones Acumuladas

Como se menciona anteriormente, las tasas de reaccion quimica se
calculan en base a los valores acumulados de las variables, y por este
motivo, se debe estudiar dicha medicion.

Usualmente las muestras experimentales se realizan en duplicado y
triplicado. Los CV de duplicados vy triplicados no corresponden a los
de la muestra unica.

Si se tiene una muestra en n-plicado, Z,, lo que quiere decir que la
muestra se obtiene por un promedio de n muestras, su varianza se
escribe por (Rosenblitt, 1999):

Var(z,) = var (22:%) = T3, var(z) = Zvar(z) =22 (1.24)

n* 1]

Manipulando la ecuacién (1.24), se obtiene el CV de duplicados o
triplicados, cuando se tiene el CV de una medicién Unica:

v, ==X (1.25)

vh

Si los datos se conforman por multiplicaciones o divisiones, el calculo
de los CV se realiza de la siguiente manera (Rosenblitt, 1999):

XV Z* vrrnns

P Q- T .un.

CVl=CVI+CVI+CV2+CVE+CV+CV2+ - (1.26)

u

Coeficiente de variacion y varianza de CO,; acumulado
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El CO, acumulado es obtenido por integracion de mediciones
instantaneas. El coeficiente de variacion corresponde a (Rosenblitt,
1999):

Vo, = 222 (1.27)

Donde m corresponde al numero de mediciones instantaneas
utilizadas en la integracién para obtener el CO, acumulado. CV,.. €S el

coeficiente de variacién de la medicién del CO, gaseoso.

Coeficiente de variacion y varianza de biomasa y productos

La biomasa y productos corresponden a la medicion por método de
secado y HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién)
respectivamente.

cv,==m (1.28)

Donde el subindice i corresponde al compuesto y CVi, es el CV del
compuesto i medido; n corresponde a la cantidad de veces que se
tomo la muestra, por ejemplo, si fue realizada en triplicado.

Coeficientes de variacion de las tasas de reaccion quimica

Una vez medidos los CV de las mediciones acumuladas de los
compuestos de interés, se debe obtener el CV de cada tasa de
reaccion quimica aplicando el teorema de suma de varianzas:

Var(aX +bY) = a*Var(X) + b*Var(Y) (1.29)

Aplicar correctamente este teorema implica que los CV de las
mediciones acumuladas deben ser convertidas a varianza segun la
ecuaciéon (Rosenblitt, 1999).

5.1.4 Valor real de las tasas de reacciéon quimica

Normalmente los datos experimentales estadn cubiertos con ruido y en
algunos casos pueden ser errores sistematicos. Como consecuencia
de tales errores en la ecuacién 1.16 no es exacta. Por este motivo es
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mejor expresar el vector de tasas esperadas como la suma entre el
vector de tasas medidas (7,,) y sus errores de medicién (&) (van der

Heijden et al., 1994a; Wang y Stephanopoulos, 1983).

Tm =Tn+6 (1.30)
De acuerdo a esto, la ecuacién 1.18 queda como:

s=—Ar, =—-A(r, +6) =-A5 (1.31)

Donde € es el vector de los residuos.

En todos los set de datos, existe ruido en las mediciones y por tanto,
el vector de residuos es distinto de 0, la mejor estimacién de las tasas
es la que minimiza la magnitud de los residuos. Asumiendo que el
que el vector error distribuye normal con media 0 y la matriz de
varianza-covarianza F; los residuos (&) también distribuyen normal
con media 0 y matriz de varianza P, el mejor estimador para las
tasas medidas es (van der Heijden et al., 1994a; Wang vy
Stephanopoulos, 1983):

fo=Tm +6=T7, +FATP ¢ (1.32)

m

Donde P corresponde a AFAT. La marca  significa que la variable es
una cantidad estimada.

Se asume que los errores son independientes entre si y no
correlacionados, por lo que la matriz de varianza-covarianza se
considera diagonal (Wang y Stephanopoulos, 1983). De este modo, F
es una matriz con valores distintos de cero en la diagonal, los que
corresponden al cuadrado de la multiplicacion entre CV y la tasa
medida de un compuesto determinado.

5.1.5 Test de Hipotesis

Antes de estimar el valor real de la ecuacion (1.32) se debe saber si
los valores medidos de las tasas especificas estdan dentro de los
valores razonables o si el vector de residuos es muy alto y por tanto,
alguna de las mediciones tiene un error grueso de mediciéon o el
modelo empleado es incorrecto. Para cuantificar la afirmacion:
“diferencias significativas desde cero” en la ecuacion (1.18), se

38



emplea el estadistico H. (Stephanopoulos et al., 1998; van der
Heijden et al., 1994b; Wang y Stephanopoulos, 1983).

H=e"P ' (1.33)

La mejor distribucidn que caracteriza al estadistico H es la x?, debido
a que las medidas brutas son no correlacionadas. Los grados de
libertad de esta distribucion son iguales al rango de P y A, lo que
corresponde al niumero de restricciones independientes. Con esto es
posible determinar errores sistematicos con un nivel de confianza
dado (van der Heijden et al., 1994b; Wang y Stephanopoulos, 1983).

Se debe comparar el valor del estadistico H con el valor de la
distribucidon x> (Tabla 5-2). Una vez encontrados los valores de la
distribucién, utilizando para ello los grados de libertad del rango de la
matriz A y el nivel de confianza que se desea, los datos seran
aceptados como correctos o sin errores gruesos de medicién, si el
valor de H es menor que el valor de la distribucidon encontrada. Si el
valor de H es mayor que el valor de x* se puede concluir que con el
nivel de confianza escogido existe un error grueso en la medicién de
las tasas especificas (van der Heijden et al., 1994b; Wang vy
Stephanopoulos, 1983). Si existe un error de medicion, se debe
buscar cual es la fuente de dicho error.

5.1.6 Deteccion Fuentes de Error

El método de deteccion de error utilizado, corresponde a la
eliminacion seriada. Este método consiste en remover una tasa
medida de ry, e incorporarla a la matriz r.. Luego, con esta definicion,
se procede a calcular el nuevo estadistico H en relacién a la
distribucién x°. Si con la eliminacién de una cierta tasa medida, se
obtiene un valor de H menor que el valor de x?, con el nivel de
confianza definido, se puede concluir que esa tasa contiene un error
grueso de medicion. Si al eliminar una sola tasa de reaccién quimica
no se observan cambios sustanciales en H, esta operacidon puede
repetirse con 2 o mas variables a la vez. El limite de las variables a
eliminar depende del nimero de grados de libertad disponibles (Wang
y Stephanopoulos, 1983).

Tabla 5-2: Valores de la distribucion y2 (Stephanopoulos et al., 1998)
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Nivel de Confianza

| Grados
de 0.5 0.75(0.9 |0.95|0.975]|0.99
Libertad
1 0.46 | 1.32|2.71|3.84|5.02 |6.63
2 1.39 | 2.77|4.61|5.99| 7.38 |9.21
3 2.37 | 4.11|6.25|7.81[9.35 |11.3
4 3.36 | 5.39|7.78(9.49|11.1 |13.3
5 4.35 | 6.63|9.24(11.1|12.8 |15.1

5.1.7 Desarrollo Algoritmo Computacional para Analisis de

Consistencia de Datos

Al tener multiples puntos de muestreo,

consistencia manual resulta tedioso.
algoritmo en el programa computacional Matlab (Figura 5-3).

Figura 5-2: Diagrama de bloques para determinar la existencia de errores en la medicion

de compuestos de interés
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Los datos experimentales que se ingresan al sistema corresponden a
las tasas especificas tanto de consumo como formacién de
compuestos; ademads, se debe ingresar la matriz A y el nivel de
confianza con el que se trabajara.

Las tasas especificas se obtienen mediante la utilizacidon del programa
TableCurve 2D, el cual ajusta la mejor curva a los datos
experimentales (Anexo A)

En la rutina del programa se incluyen los CV’ de las mediciones
experimentales. A partir de dichos valores, se obtienen los CV de las
tasas especificas consumo/formacion de compuestos. El CV de las
tasas es importante, pues permite calcular la matriz de varianza-
covarianza, empleada para la construccion del estadistico H.

Utilizando las ecuaciones explicitadas en las secciones 5.1.1 a 5.1.6,
se calcula el valor del estadistico H y se compara con la distribucion
x>. Si no existen errores gruesos de medicion se termina la rutina de
ejecucion, entregando las tasas reales correspondientes a las tasas
experimentales corregidas. De existir errores, el programa sigue con
el método de eliminacién seriada.

7 CV: Coeficiente de Variacion
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En la eliminacion en serie, el programa elimina un compuesto a la vez
de la matriz A, calculando el nuevo valor del estadistico H y
comparandolo posteriormente con la distribucion 2.
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6 MATERIALES Y METODOS
EXPERIMENTALES

6.1 Recoleccion y Conservacion de los Mostos

Los mostos de Sauvignon blanc fueron recolectados en la bodega de
la Viha Morande, ubicada al sur de Santiago, Chile. La muestra
corresponde al clon 5 y fue tomada de la cuba de decantacién en fase
clara a nivel de turbidez de 60-65 NTU la cual contenia
aproximadamente 7000 Litros. A medida que se saca el mosto, este
se coloca en recipientes de plastico de 3, 5 y 10 L previamente
lavados con detergente y etanol. Durante el transporte, se cubrieron
con hielo seco, para evitar fermentacion espontanea.

Para conservar el mosto entre fermentaciones, se congelé en una
camara de -20°C, ubicada en el Departamento de Ingenieria Quimica
y Bioprocesos, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

6.2 Cepa de levadura y Condiciones de Cultivo

La cepa correspondiente a Saccharomyces cerevisiae EC1118 (Lalvin,
Switzerland), disponible comercialmente, fue utilizada en este
estudio. Las células fueron re-hidratadas antes de la inoculacion
segun el protocolo descrito en el Anexo B.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en un bioreactor
(Bioengineering, Wald, Switzerland) con aproximadamente 30 litros
de mosto, el cual fue inoculado para obtener una densidad inicial de
10° cel/ml. La temperatura se conservé a 18 + 0,2 °C. El mosto se
mantuvo agitado 12 hrs después de la inoculacion para que las células
se incorporen homogéneamente al mosto y se mantengan
suspendidas, después se dejo de agitar. Antes de terminar la fase
exponencial, se adiciond aire a 180 ml/min (considerando que para 20
litros se agrega aire 2 min). Las muestras para determinar
parametros fermentativos fueron recolectadas desde el mosto inicial
(antes de la inoculacién), y 3 veces al dia posterior a la inoculacién.
Para las muestras de aromas, se guardd 1 litro de mosto inicial y
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durante la fase exponencial se recolectan muestras diarias. Las
fermentaciones batch consideradas para estudiar los compuestos
volatiles y pardametros fermentativos en este trabajo se realizaron en
triplicado..

6.3 Técnicas Analiticas de Medicion

La evolucion de CO; en el bioreactor fue determinada con un medidor
de flujo volumétrico Gallus 1000 (Schlumberger, Buenos Aires,
Argentina). Este equipo es testeado por la compafiia que lo fabrica,
comparando el volumen medido en el contador con un sistema de
referencia estandar. El error del medidor es calculado de acuerdo a
las regulaciones existentes.

El espacio de cabeza del reactor se encuentra saturado en CO;, por lo
que el volumen de este gas producido, se midié directamente del
medidor de flujo. Para determinar la concentracién de CO, producido
en gramos por litro de solucion, se siguen 3 pasos:

Dividir los litros de CO; por los litros de solucién

Calcular los moles de CO, que existen en los litros de CO, medido,
empleando la ley de los gases ideales:

PV = nRT

Donde P es la presion (1 atm), V es el volumen del gas en litros, n
son los moles de gas, R es la constante de los gases ideales (0.082
atm L/mol K) y T es la temperatura en Kelvin (18°C equivalen a
291K). En estas condiciones 1 mol de gas representa 23.89 litros.

Para calcular los gramos de CO, producido a partir de los moles
determinados, se utiliza el peso molecular del CO, (44 gr/mol),
obteniéndose la concentracién del didéxido de carbono producido.

Para establecer el comportamiento de la fermentacion, se tomaron
muestras de cultivo periédicamente (3 veces por dia) (Figura 6-1).
Se determind peso seco de las levaduras, densidad Optica y
concentracion de azuUcares. Muestras diarias de cultivo durante la
fase exponencial, fueron recolectadas para el anadlisis de la evolucion
de compuestos aromaticos durante la fermentacion alcohdlica y
medicién de densidad.
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El peso seco fue estimado de la siguiente forma: luego de filtrar las
levaduras y lavarlas 2 veces con 10 ml de agua destilada, la
preparacion fue secada hasta alcanzar peso constante en una balanza
infrarroja a 85°C (Precisa HA 300). La densidad éptica se midié a 660
nm (Spectronic 20 Genesys). La concentracién de azlcares y acidos
organicos fueron analizadas por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), utilizando una columna de alta resolucion Bio-Rad
HPX-87H® (Bio-Rad, California, USA) con un flujo de 5 ml/min de una
solucion 5mM de H,SO4 a una temperatura de columna de 55 °C.
Para determinar el porcentaje de variacion de la columna, la
compania que las fabrica (Bio-Rad), compara la inyeccion 1 y 200 en
una columna estandar para acidos organicos (HPX-87H),
encontrandose un porcentaje de variacion de 1.9 a 6.3%
respectivamente.

Figura 6-1: Reactor utilizado en la investigacién, en el cual se indican los puntos de
obtencion de muestras durante la fermentacion alcoholica de mosto de Sauvignon blanc
cosecha 2007.

Muestra desde
corriente de CO2

Muestra durante
la fermentacion
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6.3.1 Analisis de Compuestos Volatiles: cromatografia

gaseosa- espectrometria de masa (GC/MS)

Los compuestos aromaticos presentes en vino pueden ser separados,
identificados y cuantificados por GC/MS. El cromatdgrafo utilizado es
un Agilent 6890 conectado a un detector de masas Agilent 5972
(Agilent Technologies, Santa clara, CA, USA). La inyeccidon fue
realizada mediante un inyector automatico con un volumen de 3l a
una temperatura de 180°C en el puerto de inyeccién. El horno se
maneja automaticamente con una rampa de temperatura:
inicialmente la temperatura es de 40°C la que se mantiene 5 minutos,
le sigue una rampa creciente de temperatura de 3°C/min hasta
alcanzar los 240°C, la que se mantiene por 25 min. El gas de
transporte es helio (pureza 99,999%) con flujo de 1,9 ml/min. Para
obtener el espectro de masas, se emplea la ionizacién de impacto
electrénico a 70eV.

El ensayo se realiz6 en triplicado y la cuantificacidn de los compuestos
se realizé usando el método del estdandar interno (nonanol),
considerando un factor de respuesta igual a 1. La repetitividad del
método desarrollado fue determinada analizando 3 muestras
diferentes de un mismo vino, bajo condiciones idénticas. El area del
peak obtenido para cada compuesto identificado, en cada uno de los 3
diferentes analisis fue tabulado, y se calculd el coeficiente de
variacion (CV en %). Los valores considerados deben poseer un CV <
10%, considerando al menos 2 de los valores tabulados.

Los compuestos principales fueron cuantificados en las muestras
analizadas, comparando los espectros de masa de los compuestos con
3 bibliotecas disponibles (NIST98, Wiley, AROMLIB), mediante el uso
del programa ChemStation® (ChemStation software para GC,
Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany).

6.4 Trampa de Aromas

Consiste en el desarrollo de un sistema para capturar los aromas
volatiles que se pierden por la corriente gaseosa durante Ila
fermentacion. El sistema consiste en instalar 2 condensadores a -5°C
para capturar agua y etanol, de modo de no saturar la trampa final.
Esto cobra interés pues la trampa final de aromas se encuentra a una
temperatura muy inferior a los 0°C, por tanto, el agua que se
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encuentra presente en la corriente gaseosa se congelaria impidiendo
el paso del CO, (Figura 6-2).

Luego de los condensadores se ubica la trampa final de aromas
(rodeada por hielo seco), para condensar los compuestos que arrastra
el CO,. El tiempo de captura es entre 6 y 14 hrs. Transcurrido este
tiempo, se extrae con 20ml de diclorometano (Merck, rectificado) y se
almacena la muestra a -80°C (Anexo C).

Las muestras son recolectadas periddicamente durante la fase
exponencial, que es la fase donde se produce la mayor cantidad de
CO..

La masa de cada compuesto volatil en la corriente gaseosa se obtiene
de la siguiente manera:

Con m; la masa del compuesto estudiado, c; la concentracion del
compuesto obtenido por GC/MS y V4 el volumen de diclorometano
empleado para la extraccion.

Las pérdidas de etanol por stripping son medidas utilizando el sistema
mencionado anteriormente, recolectando la muestra en la base del
condensador 1 (externo al fermentador). Las muestras fueron
analizadas por HPLC, en las mismas condiciones indicadas en la
seccion 6.3. Se debe medir el volumen del liquido condensado, para
poder determinar la cantidad total de etanol (gramos) en el lapso de
tiempo en el cual la muestra fue realizada.

Figura 6-2: Diagrama de la trampa para capturar aromas, a) esquema del proceso de
captura de compuestos aromaticos, b) esquema real de la disposicién realizada durante la

fermentacioén alcohdlica de mosto S. blanc cosecha 2007.
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Con respecto al equipo, las mangueras que conectan el fermentador y
los condensadores, no deben ser demasiado largas para facilitar el
flujo de CO,. Se emplean mangueras de baja permeabilidad al gas de

diametro

interno 6.4 mm (Masterflex® Tygon® chemical pump

tubing, USA) para que no se produzcan pérdidas de CO,.

Los condensadores son fabricados en vidrio con un serpentin interior
(basados en el modelo utilizado en el trabajo de Lara (2006)), por el
cual circula el agua de enfriamiento (agua + etanol al 50%) a una
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temperatura constante de a -5°C, empleando el equipo MultiTemp III,
General Electric Healthcare. El fermentador posee un filtro de aire
previo a la salida del CO,, para evitar la contaminacion por
microorganismos.

De acuerdo a los resultados obtenidos durante la investigacion y para
el fermentador utilizado, no es necesario el empleo de un segundo
condensador, pues el agua y etanol presente en la corriente gaseosa
condensa totalmente en el condensador previo, a la temperatura de -
5°C.
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7/ RESULTADOS

Se cuantificaron parametros importantes de la fermentacién vinica y
compuestos volatiles derivados de las levaduras en el medio liquido y
también las pérdidas correspondientes a través del medio gaseoso, en
fermentaciones con mosto real. La levadura S. cerevisiae EC1118
fue elegida debido a su utilizacion en la industria de vino nacional,
ademas de su habilidad para fermentar en un amplio rango de
temperaturas (10°-30°C) (Lallemand).

7.1 Fermentacion

Durante la fermentacion vinica, se mantuvo una temperatura
generalmente constante (datos no mostrados). La temperatura de la
fermentacion a pequefia escala, fue controlada mediante la circulacion
de vapor o agua fria en el reactor segun fuera necesario (18° %+ 0,2
°C). Al décimo dia las fermentaciones alcanzaron sequedad®. La
evolucion de la densidad fue muy similar para la fermentacion
comercial y experimental (Figura 7-1).

Figura 7-1: Densidad de la fermentacion vinica a escala laboratorio e industrial (Lara,
2006).

8 Sequedad: Concentracion de azlcares menor a 2 gr/L
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Al inicio de la fermentacidén se aprecia una mayor diferencia (Tabla 7-
1), debido a que la fermentacién industrial comenzd con una cantidad
de azucar mayor (232 gr/L) en comparacion con la fermentacion a
escala de laboratorio (174,9 = 2,8 gr/L). Desde el 20% de progreso
de la fermentacion, la diferencia entre las curvas se vuelve infima, no
sobrepasando el 1%.

Tabla 7-1: Evolucién de la densidad durante la fermentacién alcohdlica de mosto S.

blanc cosecha 2007
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Progreso Densidad Densidad Diferencia
Promedia (gr/L)

Fermentacia | (gr/L) (%)

n Fermentacidn
Fermentacian

(%) Industrial
Laboratorio

0 1080 1100 1,82

15 1071 1077 0,50

25 1060 1058 0,22

35 1044 1038 0,56

45 1029 1024 0,55

60 1012 1008 033
75 1003 998 0,52
100 991 990 0,09

7.2 Analisis de Consistencia

Los datos utilizados para el analisis de consistencia, fueron obtenidos
de la fermentacion alcohdlica con Saccharomyces cerevisiae EC1118.
La fuente de carbono corresponde a glucosa-fructosa y la de
nitrdgeno a amonio. El modelo supone que no existen metabolitos
extracelulares. De este modo, las tasas medidas son sustrato
(glucosa vy fructosa), biomasa, CO,, acetato, glicerol, etanol, succinato
y la tasa a calcular es NHs; (amonio).

La matriz que contiene todos los compuestos de interés para el
analisis, corresponde a la matriz E. F'c"t:""“ -~ las columnas es el
. . . aroono .

siguiente: sustrato, NHs3, biomasa, , glicerol, etanol y

. Hidréaeno
succinato.

—» Oxigeno
> Nitrégeno
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6 0 1 1 2 3 2 4\ —p Cabono

E = 12 3 161 0 4 8 6 6 |—» Hididzeno -
6 0 054 2 2 3 1 4| —» Oxigno
0 1 014 0 0 0 0 0/—> iogeno

atig? n‘i | H‘t 3‘1 o

Veuce’

En la matriz E no todos los coeficientes estequiométricos son
medibles, por tanto, se deben eliminar las columnas correspondientes
a los compuestos no medidos.

El consumo de Amonio no fue medido, por lo que r, es eliminado de la
matriz E

|

6 1 1 2 3 2 4 Te

A= (12 1,19 0 4 8 6 6) r= L
\6 054 2 2 3 1 4 s

Te

Touce’

Los grados de libertad del sistema son 4, debido a que existen 8
compuestos (7 medidos y 1 calculado) y 4 balances elementales
(carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrogeno), por tanto, el sistema esta
sobre-determinado. Al existir mayor cantidad de variables medidas
gue balances, se puede utilizar esta redundancia en el analisis de
consistencia.

7.2.1 Calculo de las tasas de reaccion y sus coeficientes de
variacion

Para calcular las tasas de reaccion quimica se utilizan los datos
experimentales acumulados, junto con las ecuaciones 1.20, 1.21 vy el
programa Tablecurve 2D cuando se puede realizar ajuste de curvas,
en caso contrario, se emplean aproximaciones de Taylor. En el caso
estudiado, la tasa de formacion de acetato es la Unica que se calcula
empleando la aproximacion de Taylor.
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Se selecciona el programa Tablecurve2D para el calculo de las tasas
de reaccion experimentales pues permite la obtencién de derivadas
numeéricas mas suavizadas, al no realizar aproximaciones lineales
entre 2 puntos. Los residuos calculados a partir de la ecuacién (1.31)
utilizando las tasas especificas de reaccién obtenidas mediante
aproximaciones de Taylor, son superiores a los determinados por
Tablecurve2D (Anexo D), reforzando la eleccién de este ultimo
programa para el cdlculo de las tasas de reaccion. Adicionalmente el
valor del estadistico H es elevado, alcanzando valores irreales (Anexo
E). Por estos motivos, se desarrolla en extenso el analisis de
consistencia empleando el ajuste por Tablecurve2D para determinar
las tasas de reaccidén experimentales.

Para obtener las tasas especificas a partir de las tasas de reaccién
calculadas por Tablecurve2D, se debe dividir por la concentracion de
biomasa en C-mol. Durante esta normalizacién, el error en la
medicién de biomasa es distribuido entre los otros compuestos, lo
cual puede transformarse en una desventaja, porque errores en la
medicion de biomasa pueden no ser detectados o diagnosticados
como errores en otros compuestos. Sin embargo, se asume que los
errores en la medicion de biomasa son aleatorios y por tanto, la
normalizacidén con respecto a la biomasa no afecta los resultados.

Cada fermentacién se analizara por separado para poder determinar
con mayor exactitud donde se localizan los errores en las mediciones.

Tabla 7-2: Resumen tasas de reaccién especificas fermentacién Batch 1, mosto S. blanc

cosecha 2007 (mol (C-mol h)™), sélo la biomasa se expresa en C-mol/C-mol hr
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Tiemp | Sustrato Biomasa | CO2 Acetato | Glicerol | Etanol | Succinat
0 2

Horas | mol compuesto/(C-mol biomasa hr)

0 -0,107 -0,010 0,034 | 0,032 0,002 0,699 | -0,00227
24 -0,137 0,042 0,239 | 0,026 0,018 0,069 |(-0,00234
32 -0,166 0,045 0,192 | 0,199 0,018 0,197 | -0,00149
48 -0,088 0,024 0,110 | -0,049 | 0,011 0,267 | 0,00059
57 -0,076 0,020 0,143 | 0,066 0,009 0,243 | 0,00068
106 -0,047 0,001 0,063 | 0,008 0,001 0,087 | 0,00027
130 -0,034 -0,004 0,050 | 0,042 0,002 0,052 | 0,00016
170 -0,023 -0,010 0,012 | 0,002 0,0001 5,016 -0,00022
198 -0,026 -0,009 0,013 | 0,001 0,002 0,228 |-0,00130

Tabla 7-3: Resumen tasas de reaccién especificas fermentacién Batch 2, mosto S. blanc

cosecha 2007 (mol (C-mol h)-1), sélo la biomasa se expresa en C-mol/C-mol hr

[Tiemp | Sustrato Biomasa | CO2 Acetato | Glicerol | Etanol | Succinak
0 Q
Hara maol compuesto/(C-mol biomasa hr)
0 -0,839 0,042 0,022 | 0,000 0,001 0,000 | -0,00378
24 -0,003 0,032 0,107 | 0,268 0,016 0,010 | 0,00228
49 -0,104 0,019 0,099 | 0,136 0,009 0,181 | -0,00039
73 -0,096 0,013 0,154 | 0,040 0,005 0,163 | 0,00041
98 -0,056 0,005 0,121 |-0,011 | 0,003 0,112 | 0,00017
122 -0,031 -0,0003 | 0,057 | 0,016 0,001 0,068 | 0,00009
168 -0,017 -0,001 0,021 | 0,006 0,001 0,041 | 0,00015
216 -0,008 -0,026 0,011 | 0,000 -0,001 0,028 | 0,00094
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Tabla 7-4: Resumen tasas de reaccion especificas fermentacion Batch 3, mosto S. blanc
cosecha 2007 (mol (C-mol h)-1), s6lo la biomasa se expresa en C-mol/C-mol hr

Tiemp | Sustrato Biomasa | CO2 Acetato | Glicerol | Etanol | Succinak
0 Q

Hora mol compuesto/(C-mol biomasa hr)

0 0,000 0,040 0,025 | 0,000 0,007 0,059 (-0,01118
26 -0,018 0,014 0,065 | 0,000 0,007 0,051 | 5,9e-04

49 -0,048 0,017 0,132 | 0,050 0,009 0,094 | 0,00104
73 -0,086 0,014 0,216 | 0,542 0,010 0,249 | 6,7e-04

97 -0,079 0,007 0,192 | -0,052 0,003 0,129 | 1,4e-04

121 -0,053 0,003 0,115 | -0,031 0,002 0,101 | 0,9e-04

145 -0,03%9 0,001 0,102 | 0,047 0,002 0,094 | 4,0e-04

169 -0,022 -0,002 0,062 | -0,009 0,001 0,053 | 3,7e-04

220 -0,016 -0,015 0,024 | 0,004 0,001 0,011 | 7,8e-04

7.2.2 Coeficientes de variacion

Los coeficientes de variacion de las mediciones, basados en los
equipos utilizados, se obtienen de la ecuacion (1.27) para el CO, y de
la ecuacion (1.28) en el caso de la biomasa y los productos.

El coeficiente de variacidon de la medicion en el flujometro es de
aproximadamente 10%; con este dato se calcula el CV para el CO;
utilizando la ecuacion (1.27). Para los datos obtenidos por HPLC, el
CV para los datos es de 6,3% (debido a que sobre 200 inyecciones,
en el equipo, la eficiencia disminuye desde 1,9 a 6,3%) (Tabla 7.5).

El CV del andlisis de biomasa, depende de la cantidad de biomasa en
la muestra, pues a menor concentracidon, existe mas variacion en la
medicion. Segun datos obtenidos del manual del analizador de
humedad (humidity analyser HA 300, Precisa), la reproducibilidad
medida en porcentaje se indica en la Tabla 7-6.

56



Tabla 7-5: Expresion y rango para los coeficientes de variacion de las medidas
experimentales en mol/L, notar que para el CO; la letra “m” representa la cantidad de

mediciones necesarias para obtener la concentracion acumulada de CO2.

Compuesto Expresian Rango CV %
analitica
Ve
Biomasa vV, = 1 [0,13-1,4]
, 10
CO CVeo, = = [2,0-10]
"\l }"H
Etanol, ., 63
acetato, Vi=— 6,3
: v1
glicerol
V6.3 + 6.3°
Sustrato CV, = — 8,9
!

Tabla 7-6: CV de la biomasa en relacion al analizador de humedad

Biomasa en la|CV
muestra equipo
(gr/L) %

0,1 2

1 0,2

10 0,02

Para cada instante de cultivo (tiempos de muestreo), se conoce la
cantidad de biomasa presente, por tanto, es sencillo obtener el CV en

funcién del tiempo de fermentacion.
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7.2.3 Estadistico H

El estadistico H permite determinar si los datos presentan errores;
éste se calcula utilizando los datos experimentales aplicados a la
ecuacion 1.33.

El modelo corrige las tasas especificas de reaccidn quimica
experimentales con valores del estadistico H<y* (presentan errores

de medicidn consistentes con la matriz de varianza-covarianza) y con
valores de H>y* (presentan errores de medicién) mediante el

empleo de las ecuaciones 1.18, 1.32 y 1.33. De este modo, las tasas
de reaccidn obtenidas presentan formas mas suavizadas, pero
conservando la tendencia original.

Tabla 7-7: Estadistico H y tasas especificas reales, Fermentacion Batch 1 con mosto

Sauvignon blanc cosecha 2007, para datos seleccionados.

Tiemp | H Sustrat | Biomas | CO2 Acetat | Glicero | Etanol | Succinat
0 0 a 0 | Q
Horas mol compuesto/(C-mol biomasa hr)

24 0,835 -0,127 0,0408 | 0,2215|0,0258 | 0,026 0,2028 | -0,0093
32 0,223 | -0,162 0,0446 | 0,1948| 0,1986 | 0,0197 | 0,1743 | -0,0187
48 14,52

57 0,377 | -0,097 0,0200 | 0,1498 | 0,0662 |0,0093 | 0,1406 | -0,0080
106 0,959 | -0,043 0,0010 |0,0771|0,0075 | 0,0018 | 0,0767 | 0,0009
130 0,049 | -0,035 -0,0040 | 0,0352 | 0,0424 | 0,001 0,0371| 0,0045
170 0,980 | -0,0225 | -0,0092 | 0,0491 | 0,0016 | 0,0016 | 0,0533| 0,0013
198 0,403 | -0,0263 | -0,0083 | 0,0608 | 0,0010 | 0,0010 | 0,06406 | -0,00006

Tabla 7-8: Estadistico H y tasas especificas reales, Fermentacion Batch 2 con mosto

Sauvignon blanc cosecha 2007, para datos seleccionados.
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Tiemp | H Sustrato | Biomas | CO2 | Acetat | Glicerol | Etanol | Succinat
0 a aQ 2
[Horas maol compuesto/(C-mol biomasa hr)

24 0,52 |-0,149 0,030 0,104 | 0,268 | 0,022 0,090 | -0,0039
49 1,35 | -0,104 0,017 0,105 | 0,136 0,013 0,097 | -0,0015
73 0,63 |-0,096 0,012 0,156 | 0,040 | 0,010 0,150 | -0,0002
98 0,023 | -0,058 0,004 0,119 -0,011 | 0,004 0,117 | 0,0001
122 0,022 | -0,032 0,0001 | 0,053|0,016 |0,0003 | 0,053 | 0,0002
168 0,116 | -0,017 -0,001 0,028 | 0,007 0,0002 | 0,028 | 0,0012
216 2,86 |[-0,008 -0,024 0,033 | 0,000 -0,019 | 0,044 | 0,0019

Tabla 7-9: Estadistico H y tasas especificas reales, Fermentacion

Sauvignon blanc cosecha 2007, para datos seleccionados.

Batch 3 con mosto

Tiemp | H Sustrato | Biomas | CO2 | Acetat | Glicerol | Etanol | Succinat
0 a 0 Q
Horas mal compuesto/(C-mol biomasa hr)

26 0,055 | -0,035 |0,013 0,065 | 0,000 | 0,008 0,059 | -0,003
49 0,545 | -0,086 | 0,016 0,129 | 0,050 | 0,013 0,121 | -0,002
72 2,381 | -0,288 0,014 0,202 | 0,542 0,012 0,196 | 0,0001
97 0,215 | -0,077 0,006 0,184 | -0,052 | 0,005 0,181 | -0,0002
121 0,016 | -0,051 | 0,003 0,119 -0,031 | 0,003 0,118 | 0,0000
145 0,185 | -0,045 0,001 0,057 | 0,047 0,001 0,056 | 0,0004
169 0,087 | -0,023 -0,001 0,051 | -0,009 E),ODOB 0,052 | 0,0009
220 0,520 | -0,016 -0,013 0,037 | 0,004 EJ,O]_OO 0,043 | 0,0016

En la primera fermentacion (a las 48 hr), con un 95% de confianza
una de las mediciones presenta error grueso de medicion mayor al

esperado desde
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fermentaciones 2 y 3 no presentan errores gruesos de medicidn,
considerando todos los tiempos en que se realizan muestreos (Tabla
7-8y 7-9).

Para determinar que medicién presenta problemas en la fermentacién
1, se utiliza el algoritmo de eliminacidn seriada, calculando
nuevamente el valor del estadistico H (Tabla 7-10).

Tabla 7-10: Valor del estadistico H para la hora 48, en fermentacion Batch 1 con mosto

S. blanc cosecha 2007, aplicando el algoritmo de eliminacién de compuestos.

Tiemp | Compuesto Eliminado
0
Biomas Acetat Succinat
(hr) Sustrato | a CO; 0 Glicerol | Etanol | g
48 14 8,3 2,89 13,9 8,8 0,1 9,1

Al eliminar un compuesto, el estadistico H debe ser comparado con
x3s5(2)=599. De la Tabla 7-10 se aprecia que la eliminacién de
sustrato, biomasa, acetato, glicerol, etanol y succinato mantiene el
valor del estadistico por sobre el valor de la distribucién x*. Si se
considera la eliminacién de la medicién de CO,, H=5,89 valor menor
que x2.:(2) =599, se puede decir entonces que con un 95% de

confianza que la medicién de CO, puede ser errdénea a las 48 hrs
(Tabla 7-10). Las tasas reales son corregidas para el tiempo que
presenta el error (Tabla 7-11) y el valor de la tasa estimada
correspondiente a la medida eliminada (CO;) es 0,267

Tabla 7-11: Tasas especificas de los compuestos de interés al eliminar CO..

Fermentacién Batch 1 realizada con mosto S. blanc cosecha 2007

Tiemp | H Sustrato | Biomas | Acetat | Glicerol | Etanol | Succinat
Q a 0 a

Horas mol compuesto/(C-mol biomasa h)

48 5,80 -0,121 0,023 -0,049 | 0,016 0,251 | -0,004
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Al observar la Tabla 7-10 el valor del estadistico H para la medicién de
etanol (H=6,1) es cercano al valor de xZ..(2) =5,99. Aproximaciones
en los calculos realizados pudo influir en el valor levemente mayor del

estadistico H para el etanol, por tanto, se estudiara la eliminacién de
este compuesto.

Al considerar el etanol como compuesto no medido en lugar del CO,,
las tasas de reaccién cambian (Tabla 7-12) y la tasa especifica de
etanol calculada corresponde a 0,101. Para saber si la medicién de
etanol o la medicion de CO, presenta el error de medicién, se
compara el valor de todas las tasas especificas de reaccion obtenidas
mediante el analisis de consistencia para la fermentacién batch 1
(Tabla 7-7), con los datos obtenidos para la hora 48 (Tabla 7-11y 7-
12). Para las tasas especificas de biomasa, acetato, glicerol y
succinato, no se aprecian diferencias. Sin embargo, las tasas
especificas de reaccién para etanol, CO, vy sustrato, difieren
dependiendo del compuesto eliminado.

Probablemente CO, es el compuesto que presenta el error de
medicién, pues al eliminarlo la tendencia de las tasas especificas de
reaccion se mantiene (Tabla 7-7), a diferencia de los valores
obtenidos al eliminar el etanol, donde se aprecia que las tasas
especificas de reaccion a la hora 48 (Tabla 7-12) son menores que las
presentadas a las horas 32 y 57 (Tabla 7-7).

Tabla 7-12: Tasas especificas de los compuestos de interés al eliminar etanol.

Fermentacién Batch 1 realizada con mosto S. blanc cosecha 2007

Tiemp | H Sustrato | Biomas | COz Acetat | Glicerol | Succinatb
0 a 0 Q.

Horas mol compuesto/(C-mol biomasa h)

48 6,1 | -0,046 0,023 0,112 | -0,049 | 0,016 -0,004

Al considerar la opcién de eliminar las tasas especificas de CO. vy
etanol simultaneamente desde la matriz de tasas medidas, el valor del
estadistico H es de 16,1. EIl valor de H es superior a la distribucién
x34s(1) = 3,84 por lo que eliminar etanol y CO, al mismo tiempo no

permite detectar la fuente de error.
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Mediante el uso de la matriz estequiométrica y las tasas medidas a
partir de la eliminacion de la tasa especifica de produccién de CO,, se
calcula la tasa de consumo de amonio para cada fermentacion (Tabla
7-13).

Tabla 7-13: Tasas especificas de consumo de NH3 calculadas utilizando las tasas reales
medidas después de eliminar el CO,, en fermentaciones batch realizadas con mosto S.

blanc cosecha 2007

Fermentacidn 1 Fermentacidn 2 Fermentacidén 3

Tiemp MH- Tiemp MH- Tiemp MNH-

0 0 0
mol mol mal
compuesto/(C compuesto/(C compuesto/(C
-mal biomasa -mol biomasa -mol biomasa

Horas | h) Horas | h) Horas | h)

24 -0,0058 24 -0,0042 26 -0,0015

32 -0,0061 32 -0,0038 32 -0,0023

48 -0,0030 49 -0,0022 49 -0,0025

57 -0,0026 57 -0,0026 55 -0,0032

79 -0,0012 98 -0,0006 a7 -0,0008

106 -0,00014 122 -0,0001 121 -0,0005

Al finalizar la etapa exponencial (Tabla 7-13), el amonio se ha
consumido completamente, ingresando el cultivo a fase estacionaria.

Con los datos corregidos, se comprueba que al realizar el analisis de
consistencia, el balance de masa para el carbono, mejora
notoriamente, pues la ecuacién (1.10) entrega valores cercanos a 0
(Tabla 7-14, 7-15y 7-16).

Tabla 7-14: Resultados del balance de masa para el carbono, en Fermentacion Batch 1

con mosto Sauvignon blanc cosecha 2007, para tasas de reaccion especificas
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experimentales y tasas de reaccion especificas entregadas por el programa de analisis de

consistencia, para tiempos seleccionados.

Tiempo | Utilizando Utilizando

(hr) Datos no | Datos
Corregidos corregidos

24 -0,306 -0,002

32 0,081 -0,003

57 0,355 -0,003

106 -0,024 -0,002

130 0,037 0,001

170 -0,165 0,025

198 0,307 0,027

Tabla 7-15: Resultados del balance de masa para el carbono, en Fermentacion Batch 2
con mosto Sauvignon blanc cosecha 2007, para tasas de reaccion especificas

experimentales y tasas de reaccion especificas entregadas por el programa de analisis de

consistencia, para tiempos seleccionados.

Tiempo | Utilizando Utilizando

(Hr) Datos no | Datos
Corregidos corregidos

24 0,7341 0,0064

49 0,1534 -0,003

73 0,0136 0,0012

98 0,0017 -0,0006

122 0,0421 0,0008

168 0,0156 0,0004

216 -0,0062 -0,0004

Tabla 7-16: Resultados del balance de masa para el carbono, en Fermentacion Batch 3

con mosto Sauvignon blanc cosecha 2007, para tasas de reaccion especificas
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experimentales y tasas de reaccion especificas entregadas por el programa de analisis de

consistencia, para tiempos seleccionados

Tiempo | Utilizando Utilizando
(Hr) Datos no | Datos
corregidos corregidos
26 9,64E-02 -2,00E-03
49 1,80E-01 2,00E-03
73 1,33E+00 4,00E-04
97 -1,11E-01 2,00E-04
121 -5,36E-02 -1,00E-03
145 1,59E-01 -1,40E-03
169 2,05E-02 7,00E-04
220 -5,09E-02 -1,60E-03

7.3 Parametros fermentativos

La fermentacidon se desarrollo con 30 litros de mosto S. blanc, con un
tiempo total de fermentacion de 211 + 12 hr. Como las
fermentaciones no se realizaron simultadneamente, la variabilidad fue
ligeramente mayor, apreciandose una diferencia a la hora de alcanzar
sequedad (concentracién final de azlcares < 2 gr/L). El perfil de la
fermentacion se aprecia en la Figura 7-2. La fase lag tiene una
duracidon de 13 horas aproximadamente, durante la cual se consume
un 4% del sustrato. La fase exponencial se extiende por 71 horas,
finalizando al consumirse el 47% del sustrato en dicha fase. La fase
estacionaria, presenta una duracién de 120 horas, durante la cual se
consume un 49% de sustrato.

Figura 7-2: Perfil de las fermentaciones a escala de laboratorio a 18°C con mosto S.

blanc cosecha 2007. Las fermentaciones se realizaron en triplicado.
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Como era de esperar el sustrato inicial corresponde al 99,4% del
total, mientras el etanol y glicerol en el mosto representan menos del
8 y 3,5% de su concentracién final respectivamente. Al final de la
fermentacion se ha producido todo el CO; (Figura 7-3).

Figura 7-3: Comparacion entre el mosto inicial y el vino final obtenido, para
fermentacion Batch a 18°C con la cepa S. cerevisiae EC1118.

Comparacion entre Mosto y Vino

100%
0%
60%
40%
20% -
- - e
Glucosa Etanol Gliceral co2 Acetato  Succinato
+Fructosa
® Mosto Inicial Vino Final

El balance de los compuestos en C-mol se completa en un 98.8%
(Tabla 7-17) pues se cuantificaron los compuestos mas importantes,
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no considerando por ejemplo el acido citrico o el malico. Parte del
etanol producido se volatilizd (Tabla 7-19) durante las primeras
etapas de la fermentacién, subestimandose su produccién.

Tabla 7-17: Rendimientos globales, C-mol compuestos en base a C-mol sustrato

(glucosa y fructosa) en fermentaciones a 18°C con mosto S. blanc cosecha 2007

Rendimientos

o T
w o
w 3B
wodgm
w3
e 330
o DS

Donde:

Ysx: Rendimiento biomasa libre cenizas en sustrato
Ysa: Rendimiento acetato en sustrato

Ysg: Rendimiento glicerol en sustrato

Yse: Rendimiento etanol en sustrato

Ysc: Rendimiento CO; en sustrato

Yssuce: Rendimiento succinato en sustrato

Las fermentaciones con Saccharomyces cerevisiae EC1118, tuvieron
una duracién de 211 + 12 hr. Después de este periodo, el azucar
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residual es menor a 2 gr/L y el etanol alcanza los 94 gr/L (Tabla 7-
18).

Tabla 7-18: Parametros de las fermentaciones a 18°C con mosto S. blanc cosecha 2007,

para el vino final.

Compuestos |Etanol |[Sustrato |Glicerol |CO;

Concentracion| g4 +|1,07 =£|6,4 =|76,5 =
Final (gr/L) 1,09 296 222 ree

7.4 Pérdidas de Etanol por Corriente gaseosa

Las pérdidas de etanol por corriente gaseosa se concentran en la fase
exponencial (principalmente entre las 40 y 110 hr), pues en dicha
etapa se produce la mayor parte del CO,, disminuyendo en la fase
estacionaria (desde las 110 hrs) (Figura 7-18).

Figura 7-4: Perdidas de Etanol por corriente gaseosa durante fermentaciones batch de

mosto S. blanc cosecha 2007 a 18°C, en el eje “y” se muestran los gramos perdidos por

hora de etanol

Perdidas de Etanol por Corriente Gaseosa
0.05%
0,045 -
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n
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-E. 0.025 o " & Fermentacion 1
()
0.02 - B Fermentadion 2
0,015 ] .’ Fermentacion 3
0.01 " =
*
0,005 & o '.¢ .
1] il L * ‘
0.00% 20,00% 40,0:0% 60,00 80,00 100,00
Consumo de azdcares (%)
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Las pérdidas son minimas (0,05%) (Tabla 7-19), demostrando que no
existen fugas y que el reactor al funcionar bien y hermético, parte del
gas se condensa en las paredes evitando que se arrastre etanol hacia
el exterior.

Tabla 7-19: Porcentaje total de Etanol perdido en la corriente de CO,, al final de

fermentaciones batch con mosto S. blanc cosecha 2007 a 18°C

Porcentaje Total de Etanol
Fermentacién Perdido por la Corriente de CO;
(%)
1 0,02
2 0,06
3 0,07
Promedio 0,05+ 0,03

7.5 Comparacion con Fermentacion Industrial

Para comparar los compuestos volatiles producto del metabolismo de
las levaduras, en fermentaciones a escala de laboratorio vy
fermentaciones industriales, se emplea el trabajo realizado por Lara
(2006). La fermentacion industrial se realizé con 17.754 litros mosto
Sauvignon blanc cosecha 2006 (vifia Concha y Toro), empleando la
levadura Saccharomyces cerevisiae EC1118. Las muestras de mosto
y vino fueron recolectadas a densidades predefinidas (Lara, 2006).
Para cuantificar los compuestos volatiles arrastrados por la corriente
de CO,, se desarrolld en el trabajo de Lara (2006) un sistema
capturador de compuestos volatiles (trampa de aromas), el cual se
empled como base para los estudios de fermentaciones a escala de
laboratorio. Las caracteristicas aromaticas de las muestras fueron
analizadas utilizando técnicas basadas en cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa (GC-MS) (Lara, 2006).

Para poder realizar una comparacion de los compuestos volatiles
producidos durante la fermentacién alcohdlica entre la fermentacién
industrial (Lara, 2006) y la fermentacién realizada a escala de
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laboratorio, se debe estudiar primero si los parametros de la
fermentacion se comportan de modo similar.

El consumo de azucares presenta un comportamiento similar desde el
20% de progreso de la fermentacion, punto desde el cual la diferencia
entre las curvas no sobrepasa el 4%. La relacion densidad-azucares
se mantiene lineal durante toda la fermentacion (Anexo F).

Figura 7-5: Evolucion de los azUcares durante la fermentacion de Sauvignon blanc
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La concentracion de etanol presenta un comportamiento similar
durante el transcurso de las fermentaciones (Figura 7-6). Sin
embargo, esta similitud se logra a partir del 26% de progreso de la
fermentacion, no sobrepasando el 9% de diferencia entre las curvas a
partir de dicho punto. Esta mayor diferencia entre las curvas se
puede deber al hecho de que se cuenta con una minima cantidad de
puntos de muestreo durante la fermentacidon industrial, lo que
influencia la curva obtenida y por tanto, la comparacién con la
fermentacion a escala de laboratorio. La diferencia entre las curvas
de concentracion de glicerol, no sobrepasa el 4%, a partir del 26% del
progreso de la fermentacién. Las curvas de evolucidn de acetato
durante la fermentacién no presentan diferencias significativas (Anexo

F).
Figura 7-6: Evolucion de la concentracion de etanol durante la vinificacion de

Sauvignon blanc en fermentaciones de laboratorio y en escala industrial.
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La concentracion final de CO; en la fermentacién industrial es 35+13
gr/L mayor que la obtenida en la fermentacion realizada en menor
escala (Figura 7-7). Esta diferencia en la produccion de CO, se debe
a que la fermentacién a escala de laboratorio comienza con una
menor concentracidn de azucares. Al graficar la producciéon de CO,
teodrico (un mol de azlcares produce 2 moles de CO,) a partir de 175
gr/L de azlcares, las curvas para la fermentacidn a escala de
laboratorio (experimental) y para CO, tedrico, no muestran
diferencias significativas (Figura 7-7).

Figura 7-7: Evolucion del CO, producido durante la fermentacién de Sauvignon blanc.
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Al comprobar que los parametros fermentativos se comportan de
manera similar entre las vinificaciones estudiadas, se pueden escalar
los resultados obtenidos en fermentaciones a menor escala,
comparando los compuestos volatiles generados.

7.6 Compuestos volatiles producidos durante fermentacion

alcohodlica con Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 18°C

Cuando se presentan mezclas de compuestos volatiles, como en el
vino, se necesita saber cudles son los compuestos aromaticos que
influyen en el producto final. Esto depende de los umbrales de
percepcidon (menor concentracion capaz de producir sensacidn
aromatica detectable) y de la concentracion. La contribucion de cada
compuesto volatili al aroma del vino puede ser evaluado
cualitativamente a través de su descriptor asociado vy
cuantitativamente mediante las OAV. Asi, un compuesto puede tener
una alta concentracion pero si su umbral de percepcidon es mayor,
dicho compuesto no contribuird significativamente al aroma. Se
definen, por tanto, las OAV como un parametro para determinar si un
compuesto aporta realmente al aroma del vino.

Se reconocieron 51 compuestos volatiles en las fermentaciones de
Sauvignon blanc (cosecha 2007), 5 ésteres de acetato, 11 ésteres
etilicos, 9 alcoholes, 9 acidos, 5 compuestos C6, 4 aldehidos y
cetonas, 2 lactonas, 2 fenoles, 1 derivado azufrado y 3 compuestos
que no se encuentran en ninguna de las categorias anteriores (Tabla
7-20).

Tabla 7-20: Descriptores, umbrales, concentraciones y OAV para compuestos
encontrados en vino, al final de la fermentacién alcohdlica de mosto S. blanc cosecha

2007, para las 3 fermentaciones realizadas.
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Umbral pereepeion

Concentracion Final

(pgL) Descriptor x =5D OAV Final
Compuestos (ngL)
| Esteres
: SR T amis, dules, fnutal, La= _— .
Isohurilagetatn eul plitzno 118.6 £ 3.5 0,074 = 0,002
Meanzanz, frutal,
Eil butirato 20 hazsluts, piie, 3002 =154 18513
fresa
| Isnamil acetato 3= frutzl, platzne 4708,6 = 170,1 1560+ £7
gtil hexanoatn 4 14903 = 41.5 106.4= 2.9
demanzanz
hexil acetato 1500 =1 Perz, manzanz 6338273 0,42 = 0,003
piruyato de erilo sin referencis 40,0= 3.2

Exillactato

Frutzl, cr=moszo,
mentequilla, dules,

coot

620,1= 18,8

0,004 = 0,0001

Frutz, platzne,

Etil acetato

manzanz,
plitang pifz

1466,5 = 26,7

Etilactanoata 380F imz__lgr:_ilc:lﬁﬁﬂ__ 22494 = 110,7 3.0+02
pera, flotel cervera
| Egill 3 hidroxibutanoato 20000 frutal 15313 0,008 = 0,0002
Dules, frutzl,
114

0,12 = 0,002

| Eaill 4 hidroxi hutanoato

14706 =28.2

fenetil acerato

1032 fnutal. miel,
floral, tabaco

T66.3 = 19,5

307=0,08

| 3 metil butil acetamida sm referencia 37522214
| Etil laurato sin referenciz 1212+ 14,9
Enlhexadecanoato =2000™! 355z 3T 0,02 = 0,002
| i =i referencia 6722243
Alcoholes
Propanal 306 im‘h”fd“r- 6097 14,8 10,08
leehel, nzl pelish.
Isohurl alcohol ELUE Ry vino, solvants, 21779+ 528 0.05 = 0,001
ImErEo
1 butanal 50000 medicinal, paste 2564 = 10,03 0002 = 6,7e-3
whisky, malts,
: s LT clore, frutal, _
Isoamil alcohol 300001 alcohol, rancio, 4612911223 150,04
qusso
1 propanol 3 gtgxy 100! frutal, especizs 6353=119 6,35 =013
Isopropil alcohol sin referencia 0
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henzil alcohol 200000 paste 365,7=15,9 0,003 = 79e-3
2 fenil eranol 14000™ rosz, misl, especizs 144933 £ 274,86 1,04 £ 0,02
tirasol = refErenciz 11747227
13 hutanedio 1304 frutzl 325321202 208=08
1.3 butanedip s rsferenciz floral T01,5+ 33,01
dleohgles Cé
m@! e cortado. zapallo 0
a3
Bexanal 80005 cortz 8602 = 10.3 0,1 = 0,001
|Eit

¢is3 hexsnol

Pasto cortado,
varde, limon, licor,
dules

0,27 = 0,006

Jhexennlitrans)

m yaferancia

trans 2 hexenol

zin refaranciz

| dcudes

Acido acético 200000 r{ﬂfhwﬂm 2714,8 = 110,2 0,014 = 0,0006
Acido isghutiricg 2300 ;ﬂ” mantequilla, 07.8=6,7 0,09 = 0,003
Acido butirica 735 fu-';l"r queso, 36226, 1.8 = 0,04
Acido isgyalérice. 334 %‘:‘l’f" 416,092 73 12,5202
Acido hexanoico 420¢ f:;l:‘l; quezic‘:“ . ITM0+1234 53.9=03
acido frans 2 hexennico i 341009

Acido actanoigo suder, gusso.rancio 8308 £ 118 16,6 = 0,24

Acido decanpica Eancio, grase 3525121218 5z D,il

Acido hexadecangico 956,03 = 55,7 0.1 = 0,006
docy

Acetgina, Mantequil 1385+ 122 0,0016 = 8,1e-5

Acetol - 0

| Lactonas,

7 hutirolactona 35000 manzanz 622,8=13,1 0,02 = 0,0004
00 balsZmice, hume, 1A - =
Pantolactona 2200 e tostado 3x12 0,02 = 10,0003
Eengles
Curry, custo,
4 vinileuaiacal 100 sstzblo, madsrz 167,845 0,2 = 0,004
qusmadz
43ini [ 180 [ buma 1409 = 26,2 7801
Azufrados
metipnol [ 1000 [ dulce, papa cocida 15396 = 4,7 0,2 = 0,005
Orros
cis dhidroxvmethvl2 methyl 1.3 dioxolane sinreferenciz 95352
trans 4 bydroxymethy] 2 methyl 1, 3dioxolane | smreferenciz 143,285
dinl 3.7 Sin referencia 1073=2

x =SD: Concentracién promedio final + desviacidon estandar
[1] Gédmez-Miguez et al. (2007)

[2] Francis y Newton (2005)

[3] www.leffingwell.com/odorthre.htm

[4] Guth (1997)
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[5] Campo et al. (2006)
[6] Petka et al. (2006)
[7] Mufioz et al. (2007)

[8] Ferreira et al. (2000)
Esteres
Esteres de Acetato

El promedio de estos compuestos al final de la fermentacion alcohdlica
es de 7,7 + 0,2 mg/L. Junto con los esteres etilicos son los principales
responsables de las caracteristicas frutales y florales de los vinos.
Dos de cinco esteres de acetato cuantificados, isoamil acetato y fenetil
acetato, muestran importancia sensorial con OAV > 1. El OAV de
isoamil acetato fue considerablemente alto, indicando la importante
contribucion al caracter frutal, especialmente “platano” (Tabla 7-20).

Figura 7-8: Evolucion promedio de los ésteres de acetato durante la fermentacion
alcohdlica de mosto S. blanc (cosecha 2007) a 18°C. (a) Produccion de ésteres de
acetato totales, (b) isobutil acetato, hexil acetato, etil acetato, fenetil acetato e isoamil

acetato durante la fermentacion.
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Se encontré que la correlacion para las concentraciones de fenetil
acetato y su correspondiente alcohol precursor (fenetil alcohol)
indican relacién lineal, con r’~0,994, cuando se ha consumido mas del
14% de sustrato (Anexo G). En el caso de isoamil acetato e isoamil
alcohol se obtiene relaciéon lineal entre el 14 y 88% de consumo de
azucares (datos no mostrados).
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Los ésteres de acetato se producen y acumulan durante toda la
fermentacion (Tabla 7-21), con una evolucidon similar para cada
compuesto de esta familia (Figura 7-8).

Tabla 7-21: Produccion de ésteres de acetato en fermentacion alcohdlica de mosto S.

blanc (cosecha 2007) a 18°C. En relacion al consumo de sustrato (glucosa+fructosa)

Consumo de
sustrato 0 25 45 a2 78 100
l:'? o)
acumulada 0 196558 3369+67 44712151 | 6014=164 7694=174
ug/L)
VE%W 0 26=1.0 44+13 58=2.4 78+3 100=3 .2

Los ésteres son los compuestos que presentan mayores pérdidas por
la corriente de CO, en una fermentacidn industrial, con un 26% (Lara,
2006). Las cubas industriales no se encuentran herméticas ni poseen
condensadores, por lo que se libera gran cantidad de CO, el que
arrastra estos compuestos, obteniéndose una menor concentracion de
ésteres comparado con una fermentacidn a pequefia escala. La
concentracion final de ésteres de acetato en el vino terminado,
normalizado en base al consumo de azucares, es 21% superior en las
fermentaciones a escala de Ilaboratorio (Figura 7-9). El
comportamiento observado podria deberse al arrastre estos
compuestos por la corriente de CO;, el cual en una fermentacion
industrial es de 20% del total de ésteres de acetato (Lara, 2006), en
cambio, en las fermentaciones a escala de laboratorio, sdlo se detectd
la pérdida de 275 + 26 ug/L de isoamil acetato y 93 + 23 ug/L hexil
acetato por la corriente de CO,, correspondiente a un 7% del total de
ésteres de acetato (Figura 7-10a). Al comparar las pérdidas
normalizadas por el consumo de azucar, se mantiene la tendencia.
Un 19% de los ésteres de acetato es pérdido mediante la corriente
gaseosa en la fermentacién industrial, mientras que en las
fermentaciones a escala de laboratorio se pierde aproximadamente un
49%.

Figura 7-9: Evolucién de los ésteres de acetato durante la vinificacion de Sauvignon

blanc
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Figura 7-10: Pérdida acumulada de a) isoamil acetato y hexil acetato en ug/L; b)
pérdidas de isoamil acetato y hexil acetato normalizadas con respecto al consumo de
azucares (ug/gr), durante la fermentaciéon de mosto Sauvignon blanc (cosecha 2007) a

escala de laboratorio.
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Esteres Etilicos

Estos compuestos presentan un importante aumento durante la
fermentacion, desde 98+1ug/L a 7618+131 ug/L. Los ésteres etilicos
que presentan altas concentraciones son etil octanoato, etil hexanoato
y etil butirato con OAV elevados (Tabla 7-20) determinando su
importancia en el aroma frutal y floral del vino final. Etil hexanoato
fue el ester etilico mas importante, con un OAV de 1063 a la
temperatura de fermentacion, siguiéndole en importancia etil
octanoato con un OAV de 3,9+0,2

A diferencia de lo que sucede con los esteres de acetato, este tipo de
ésteres se acumula principalmente en las Ultimas etapas,
produciéndose cerca del 50% antes de finalizar la fase exponencial
(Tabla 7-22). La tasa de sintesis de etil hexanoato, etil octanoato y
etil 4 hidroxi butanoato fue mayor en las Ultimas etapas de la
fermentacion, a diferencia de lo que sucede con etil butirato, donde la
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maxima produccion se logra en la fase exponencial, posteriormente su
concentracion varia levemente (Figura 7-11 b).

Figura 7-11: Produccion promedio de ésteres etilicos durante la fermentacién alcohdlica
de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C en escala de laboratorio. (a) Esteres totales
cuantificados, (b) etil hexanoato, etil octanoato, etil 4 hidroxi butanoato, etil butirato,
otros (piruvato de etilo, etil lactato, etil 3 hidroxibutanoato, 3 metilbutil acetamida, etil
laurato, etil palmitato y monoetil succinato), sintetizados durante la fermentacion

alcohdlica.
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Tabla 7-22: Produccidn de ésteres etilicos en fermentacién alcohdlica de mosto S. blanc

(cosecha 2007) a 18°C. En relacion al consumo de sustrato (glucosa+fructosa)
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Consumg de
SUSITato 0
(%)
Concentracion
acumulada 98.4+1.0 | 1091=27 2592=+5 3841=96 5291=96 76171531
{ugL)
Formacion
(%0)

62 78 100

]
LA
e
L4

1,320.03 14=0.4 34=09 30£1.5 017 10024

Los ésteres etilicos muestran una gran diferencia en relacion a la
concentracion final obtenida en fermentaciones industriales y de
laboratorio, quintuplicando la concentracion (pg/gr consumo de
azucar) encontrada en el vino final obtenido industrialmente (Figura
7-12), a pesar de que las pérdidas de estos compuestos por la
corriente gaseosa en la fermentacién industrial (~20%), son similares
a los que presentan los ésteres de acetato.

La concentracion de los ésteres etilicos durante la fermentacion de
laboratorio, se ve favorecida debido a que las pérdidas son menores (
3% de la concentracion total de estos compuestos) y se registran solo
2 compuestos en la corriente de CO;: etil butanoato y etil hexanoato
(Tabla 7-23), presentando un comportamiento similar (Figura 7-13a y
7-13b).

Figura 7-12: Evolucion de los ésteres etilicos durante la vinificacion de Sauvignon

blanc, normalizados con respecto al consumo de azucar
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Tabla 7-23: Distribucion de dos ésteres etilicos encontrados en la corriente de CO; en
fermentaciones de laboratorio. Estas pérdidas equivalen a un 4% de los ésteres etilicos

totales.

% en el
Compuesto % en vino co2

etil butirato |69 31
etil
hexanoate |93 7

Figura 7-13: Pérdida acumulada de los 2 ésteres etilicos encontrados en la corriente
gaseosa durante la fermentacion de mosto Sauvignon blanc (cosecha 2007) a escala de

laboratorio. a) Valores en ug/L y b) valores normalizados con respecto al consumo de

azucares (ug/gr).
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Comparacion entre ésteres etilicos y ésteres de acetato

Al comparar las 2 clases de ésteres, se aprecia que los ésteres de
acetato dominan durante toda la fermentacién. Sin embargo, hacia el
término del proceso, las curvas se solapan (Figura 7-14).

Figura 7-14: Comparacion entre la produccion de esteres de acetato y esteres etilicos
durante la fermentacion alcoholica de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C
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Los ésteres de acetato y etilicos presentan tasas de sintesis similares
durante la fermentacién, apreciandose una mayor sintesis durante el
final de la fase exponencial y el principio de la fase estacionaria
(Figura 7-15).

Figura 7-15: Tasas instantaneas de produccién de ésteres de acetato y etilicos, durante la
fermentacion alcohdlica de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C
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Al agrupar las 2 clases de ésteres, las diferencias entre las
concentraciones finales obtenidas en la fermentaciéon de laboratorio y

83



la industrial disminuyen (Figura 7-16). Sin embargo se continla
apreciando el efecto de una mayor pérdida de ésteres en la
fermentacion industrial (Figura 7-16).

Figura 7-16: Evolucién de ésteres totales durante la vinificacion de Sauvignon blanc.
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Alcoholes superiores

Los alcoholes superiores son los compuestos aromaticos mas
abundantes en los vinos estudiados. Estos compuestos también
presentan un amplio rango de concentraciones, el cual va desde 0,3 a
71 mg/L (Figura 7-17). Son formados principalmente en las primeras
etapas de la fermentacion alcohdlica (Figura 7-18) alcanzando un
56+2% del total producido al final de la fermentacién, cuando se ha
consumido un 45% de los azlcares (Tabla 7-24).

Tabla 7-24: Produccion de alcoholes superiores en fermentacion alcohélica de mosto S.

blanc (cosecha 2007) a 18°C. En relacion al consumo de sustrato (glucosa+fructosa)

84



sustrate 0 25 45 62 78 100

“acumuiada 322+18 23176747 | 39682+1122 | 52510+1144 | 64810+1442 | 711451172

% Formacion | 0,5+£0,03 | 33+1,2 562 74x2 9143 100+£2,3

2,3 Butanodiol, presenta el mayor OAV (20,8), excediendo su umbral
de percepcion desde etapas tempranas de fermentacion. Alcohol
isoamilico, lo sigue en importancia, presentando un OAV en el rango
de percepcion olfativa: 1.5 (Tabla 7-20), contribuyendo a la calidad
sensorial del vino, con su aroma frutal. 2 fenil alcohol, el tercer
compuesto mas importante (Tabla 7-20), posee un OAV levemente
superior a 1 (1,04), el cual puede contribuir con un delicado aroma a
rosas. Isoamil alcohol excede su umbral de percepcion hacia el final
de la fase exponencial, mientras el 2 fenil alcohol excede su umbral
de percepcidén hacia el final de la fase estacionaria.

Figura 7-17: Produccion promedio de alcoholes superiores durante la fermentacion
alcohodlica de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C. Produccién de alcoholes totales (a)
cuantificados, (b) isobutil alcohol, 2,3 butanodiol, 1,3 butanodiol, isoamil alcohol,
fenetil alcohol y otros (butanol, isopropyl alcohol, benzyl alcohol, propanol, tirosol, 1

propanol 3 ethoxy, glicerol) sintetizados durante la fermentacion.
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Figura 7-18: Tasas instantaneas de produccion de alcoholes, durante la fermentacion

alcoholica de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C
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Los alcoholes superiores aumentaron con el transcurso de la
fermentacion, alcanzando una mayor concentracién en la
fermentacion industrial (Figura 7-19). Esto se puede deber a una
deficiencia de amonio o aminoacidos libres en la fermentacidn
industrial lo que provocara un aumento en la concentracidn de
alcoholes superiores, pues las levaduras realizardn transaminacion
para obtener nitrogeno (Boulton, et al., 2002).

Figura 7-19: Evolucion de los alcoholes superiores totales durante la vinificacion de

Sauvignon blanc. Datos normalizados con respecto al consumo de azUcares.
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Las pérdidas de estos compuestos a través de la corriente gaseosa
son infimas, sélo un 0.3% en fermentaciones industriales y 0.5% en
fermentaciones de laboratorio.

Los alcoholes superiores detectados en la corriente gaseosa
corresponden a propanol, isobutanol e isoamil alcohol; siendo el
comportamiento de los 2 primeros compuestos muy similares (Figura
7-20a y 7-20b).

Figura 7-20: Pérdida acumulada de alcoholes superiores encontrados en la corriente
gaseosa durante la fermentacion de mosto Sauvignon blanc (cosecha 2007) a escala de
laboratorio. a) Valores en ug/L y b) valores normalizados con respecto al consumo de

azucares (ug/gr).
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Acidos

Los acidos son sintetizados principalmente en las primeras etapas,
fase exponencial, presentando leves cambios después de dicha etapa
(Tabla 7-25; Figura 7-21; Figura 7-22). Acido butirico presenta una
concentracidon superior a su umbral de percepcién en el vino final
(31627 pg/L) con un OAV de 1,8 (Tabla 7-20). Mientras acido
isovalérico presenta una concentracién levemente menor, pero un
OAV de 12,5, debido a que su umbral de percepcidon es mucho menor
que para acido butirico. Acido octandico, hexandico y decandico
también pueden contribuir al aroma final del vino, al presentar OAV >
1.
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Tabla 7-25: Produccion de acidos en fermentacion alcohélica de mosto S. blanc (cosecha
2007) a 18°C. En relacion al consumo de sustrato (glucosa+fructosa)

consumg.  de

sustrate. 0 25 45 62 78 100

(%)

= _

n

acumulada | 1307£159 | 0883251 | 148312246 | 166254167 | 18917281 | 202124244
(ba/L)

% Eormacian | 6.520,8 | 49£1,4 | 73,4=1,5 |82.2%1,3 |04tis 10017

Figura 7-21: Tasas instantaneas de produccion de acidos, durante la fermentacion

alcoholica de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C, en fermentaciones a escala de laboratorio.
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Figura 7-22: Produccion promedio de acidos durante la fermentacion alcohdlica de S.
blanc (cosecha 2007) a 18°C. Sintesis total de acidos (a) cuantificados, (b) acido
octanoico, acético, hexanoico, decanoico y otros (acido hexadecanoico, trans 2

hexenoico, isovalerico, butirico e isobutirico), producidos durante la fermentacion.
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Los acidos aumentan durante la fermentacién, principalmente en las
vinificaciones a pequefia escala (Figura 7-23). Debido posiblemente, a
la influencia positiva de una anaerobiosis mas estricta (Dekker,
1991), lograda en un reactor de laboratorio completamente cerrado.
Al normalizar los datos se aprecia una mayor relacion ug de
compuesto/gr de azucar consumida en las primeras etapas de la
fermentacion (Figura 7-23), debido a que el consumo de azucares en
dicho tiempo es menor relacionado con la alta concentracion de acidos
producida (Tabla 7-25)
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En la fermentacién industrial se pierde un 2% de estos compuestos
(Lara, 2006), mientras que en la fermentacidén a escala de laboratorio,
no son detectados en la corriente de CO,.

Figura 7-23: Evolucion de los acidos durante la vinificacion de Sauvignon blanc. Datos

normalizados por el consumo de azUcares.
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Compuestos C6

Estos compuestos presentan diferentes comportamientos (Figura 7-
24b), hexanal y hexanol presentan un peak de concentracidon en
etapas tempranas de la fase exponencial para luego disminuir
considerablemente. Hexanol fue detectado en el vino a
concentraciones superiores que otros compuestos C6, determinando
el comportamiento de la Figura 7-24a, pero su contribucidon es
insignificante al aroma total, pues presenta un OAV<1 (Tabla 7-20).
Esto es considerado positivo, porque la presencia de altas
concentraciones de este compuesto puede dar connotaciones
herbaceas, no deseables en el vino final.

Figura 7-24: Produccion promedio de Compuestos C6 durante la fermentacion
alcohdlica de S. blanc (cosecha 2007) a 18°C. Sintesis total de compuestos C6 (a)
cuantificados, (b) trans 2 hexenol, trans 3 hexenol, hexanal, cis 3 hexenol, hexanol

sintetizados durante la fermentacién.

92



2500 Compuestos Cé

2000
1500

1000

Concentracidn ug/L)

500

% 20% A0% 60% 80% 100%

Consumo de sustrato [%)

1800

x
600 § £ Compuestos C6 Leo0
S -
—. 500 | . B 1400 B
e i i 1200 ?
< 400 4} “EEE. _ E
g 3 4 1000 o
G -~ E-F o, i“
[ - e =
-] 800 -5
- -
g 600 g
3 . » — o400 g
____________ e e LR LEETEEET 3
200
e+ s w = mo
40% 60% B0% 100%

Consumo de sustrato (%)

—o— trans 2 hexenol trans 3 hexenol —8— Hexanal --4---cis 3 Hexenol - < - Hexanol
L@s compuestos Cér ' " ‘o distinto en relacion
a compuestos estuc nuyendo durante la

fermentacion, mostrandose como valores negativos, esto se debe a
que en fermentaciones de laboratorio se tiene inicialmente una
concentracion de ~1504 ug/L de compuestos C6, mientras en el vino
terminado sélo existe una concentracion de ~1092 ug/L (Figura 7-25).
En el caso de la fermentacion industrial se comienza con una
concentracion de ~3250 pg/L de compuestos C6, para finalizar con
~1960 pug/L. Una menor concentracion de estos compuestos, al inicio

de la fermentacién a pequefia escala, podria haber influido en la
cantidad encontrada en el vino terminado.
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En fermentaciones industriales se pierde un 12% a través de la
corriente gaseosa que sale del reactor (Lara, 2006), en las
fermentaciones a escala de laboratorio el Unico compuesto C6
detectado en la corriente de CO, es hexanol (Figura 7-26),
equivalente a una pérdida del 2% con respecto al total.

Figura 7-25: Evolucion de los compuestos C6 durante la vinificacion de Sauvignon

blanc. Datos normalizados por el consumo de azucares

__ 1o
]
b 5 |
a ﬁ
g ] i | I e
s 5 | 0% 19% 61% 100%
3
% .10 4
]
3 -15 4
c
= 204
&
t -25
3
5 -30
o Consumo de Sustrato
Compuestos C6 fermentacion industrial ™ Compuestos C6 fermentacion de laboratorio

Figura 7-26: Pérdida acumulada normalizada de hexanol en la corriente gaseosa durante
la fermentacion de mosto Sauvignon blanc (cosecha 2007) a escala de laboratorio.
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Fenoles

Durante la fermentacidon se cuantificd la concentracion de 4 vinilfenol
y 4 vinilguaiacol, los que presentan un comportamiento muy distinto.
4 vinilfenol se sintetiza principalmente durante la fase estacionaria y 4
vinilguaiacol disminuye su concentracién en dicha etapa, después de
haber alcanzado su peak maximo en la primera mitad de la fase
exponencial, obteniendo un OAV<1 al finalizar la fermentacién (Figura
7-27).

A altas concentraciones, los vinilfenoles pueden ser responsables de
un fuerte aroma “farmacéutico”, pero a concentraciones bajas o
moderadas pueden ser relacionados a aromas especiados o
aromaticos, como en el caso estudiado, donde su concentracidon es de
1409426 ug/L con OAV>1 (Tabla 7-20).

Estos compuestos no son detectados en |a corriente gaseosa de
fermentaciones industriales ni en fermentaciones a escala de
laboratorio.

Figura 7-27: Evolucion de las principales fenoles durante la fermentacion alcohdlica de

S. blanc (cosecha 2007) a 18°C, nivel de laboratorio
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Otros compuestos volatiles son producidos durante la fermentacién,

pero al poseer OAV<1, no contribuyen activamente al aroma de los
vino.
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Figura 7-28: Evolucion de los compuestos en la clasificacion de aldehidos y cetonas (a),
lactonas (b) y metionol (c) durante la fermentacion alcoholica de S. blanc (cosecha
2007) a 18°C, nivel de laboratorio.
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En la clg;)sificacién de aldehidos y cetonas se encuentran acetol y
acetoina, con una marcada sintesis durante la fase exponencial, pero

96



son perdidos casi totalmente en la fase estacionaria (Figura 7-28).
Sdlo se encontrd acetoina en la corriente de CO, del fermentador a
escala de laboratorio, con pérdidas que no sobrepasan el 5% del total
de aldehidos y cetonas producidas durante la fermentacidn, indicando
que deben existir otros medios por los cuales estos compuestos
disminuyen durante la fermentacion.

Las lactonas cuantificadas corresponden a gamma butirolactona y
pantolactona, las que no aportan al caracter aromatico del vino pues
su OAV es mucho menor que 1. Metionol pertenece a la clasificacién
de compuestos azufrados y al igual que las lactonas su concentracién
no supera el umbral de percepcién (Tabla 7-20).

En resumen, la esencia del vino se revela durante la fermentacion
alcohdlica. Etanol es el alcohol mas abundante (Tabla 7-4), seguido
por los alcoholes superiores, los acidos y los ésteres (Tabla 7-20),
cuya combinacién otorga un importante aporte al caracter aromatico
del vino Sauvignon blanc.

7.6.1 Caracterizacion compuestos volatiles

Evolucion OAV

Los compuestos mas importantes desde un punto de vista olfativo -
medido como OAV- que influyen positivamente en el aroma del vino
S. blanc (Tabla 7-20) se deben a isoamil acetato y etil hexanoato a
niveles entre 157+5,8 y 107+3, respectivamente. Continuando en
nivel de significancia se encuentran etil butirato y 2,3 butanediol
(Figura 7-29). Los acidos isovalerico, octanoico, hexanoico y 4
vinilfenol son los principales compuestos ubicados en la parte
negativa de la Figura 7-29, debido a que pueden aportar
negativamente al aroma, con descriptores como queso, mantequilla,
sudor, humo etc.

Figura 7-29: OAV promedio en el vino final (cosecha 2007), valores negativos indican

compuestos que pueden contribuir negativamente al aroma
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El vino Sauvignon blanc como otros vinos, presenta compuestos
provenientes de la accién de la levadura sobre el mosto. Dentro de
estos compuestos, destaca la influencia de aromas que contribuyen
positivamente en su percepcidén, como isoamil acetato, etil hexanoato,
etil butirato y 2,3 butanodiol, los que superan su umbral de
percepcion desde etapas iniciales de la fermentacién, cuando se ha
consumido un 25% del sustrato, superando en el vino final los OAV de
los compuestos que influyen negativamente (Tabla 7-26).

Tabla 7-26: Evolucion de OAV de compuestos gque superan su umbral en el vino final,

durante la fermentacion de mosto S. blanc (cosecha 2007) a 18°C, nivel de laboratorio.
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Compuestos con Consumo de sustrato
umbral de percepcién - ) - - . — )
conocido 0%a 14% 25% 45% 62% 78% 100%
Etl butirato 0,0=0 0,020 1.6=0,72 | 122=04 | 13,7=0,7 | 12,7=0,3 | 19,5=13
Isoamil acetato 0,0=0 3.4=04 | 11,320,635 [36.7=1.1|39.6=4.7| 101=5,2 | 157=38
Etil hexanoato 0,00 5,7=0.2 21=14 50.8=2 | 68,2=4,1|855=3,6| 107=3.0
Eil octanoato 0,05=2e-3 | 051=001| 05=001 |[14=007| 15=01 | 2.5=0.1 | 35=02
fenetil acetato 0,00 0,15=0,02|0,58=0,03 | 1,3=0,05| 2.0=0,05| 2.6=0.07 | 3,1=0,08
1 propandal 3 gtoxy 0,0=0 1.6=0,04 | 3.3=0.73 5,7=0.2 [ 6,5=0,1 | 7.0=02 | 6,4=0.1
2 fenil etanol 0,01=1e-3 | 0.26=001| 04=001 |[0,6=0,02|0,8=0,03)|05=002|1.0=002
2.3 Butanodicl 0,0=0 0,61=0.06| 2.4=02 102=03 | 156=04(19.6=0.6|20,8=038
Propancl 0,0=0 0,56=0,02| 1.0=0,08 |1.6=0,04|1.5=0.01]2,2=0.06] 2,0=0,05
[soamil alcohel 0,00=3e-4 | 0,28=0,01| 0,5=0,02 [0,8=0,041.1=0,04|1.4=0.05] 1,5=0.04
Acido butirico 0,0=0 0,45=003| 0,8=0,05 | 1,1=0,03|1,4=005|1.7=0,07 | 1,8=0,04
Acido isovalerico 0,0=0 1,26=0.06| 1,9=0.2 3.0=0.2 [ 3,1=02 | 3.6=02 | 12502
Acido hexanoico 0,13=6e-3 | 2,25=0.04| 4.0=0.2 6,2=0,2 | 7.2=0,1 | 8,1=02 | 8,5=073
Acidoggm 0,07=5e-3 |4.21=0.11| 83=04 |[12,6=04|14,1=02|155=04|16.6=02
Acido decancico 0.05=14e-2 | 086=004| 1.9=00% | 30=0.1 | 33=0.1 | 3.8=01 | 3,5=0.1
4 vinilfenocl 0,0=0 0,28=0,01| 0.,6=0,02 | 1.4=004| 2,5=0.1 | 3,5=0.1 | 7.8=0.1

OAV enx = 5D: Concentrzcion promeadic fmal + desvizeion sstandzy

7.6.2 Analisis Componentes Principales

Para observar los patrones que existen entre las etapas de
fermentacion y los compuestos volatiles sintetizados por las
levaduras, se realizd un analisis de componentes principales (PCA)
utilizando el software SensTools®.

Cuando se analizan los compuestos volatiles producidos por
Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 18°C (49 compuestos), 2
componentes principales explican el 86% de la varianza (74%
componente 1 y 12% componente 2) (Figura 7-30). El transcurso de
la fermentacién fue agrupada en 5 clusters: mosto inicial; cuando se
ha consumido 22% de azlUcares; 45% de azUcares; 62% de azucares
y final de la fermentacion.

El mosto inicial se caracteriza por un numero limitado de compuestos
volatiles en particular trans 2 hexenol. Cuando se ha consumido el
22% de los azucares, dominan los compuestos hexanol, benzil alcohol
y acetoina. Hexanal determina las Ultimas etapas de la fase
exponencial. Con un 62% de consumo de azlcares acetol y 4
vinilguaiacol representan dicha etapa. Desde el 62% de consumo de
azUcares hasta que finaliza la fermentacién no existe un compuesto
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dominante. Los atributos con mayor peso (valor en paréntesis) que
caracterizan el componente 1 son etil hexanoato e isoamil alcohol (-1)
con peso negativo. Para el componente 2, el principal atributo es
acido hexadecanoico (0.96) con peso positivo. Lo anterior senala que
los compuestos volatiles permitieron determinar efectivamente las
diferencias entre etapas de la fermentacidn.

Figura 7-30: Analisis de componentes principales con las concentraciones de

compuestos volatiles producidos durante la fermentacion.
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El andlisis anterior, entrega informacion de los compuestos volatiles
que determinan cada etapa de la fermentacion, basados en su
concentracion, sin embargo, compuestos de elevada concentracién no
necesariamente tienen influencia en el aroma desarrollado durante la
fermentacion.

Cuando se analizan compuestos que desarrollan concentraciones que
superan su umbral de percepcidn en el vino final (16 compuestos), el
98% de la varianza es explicada por 2 componentes principales (92%
componente 1 y 6% componente 2) (Figura 7-31). Los atributos que
caracterizan el vino final son etil octanoato, isoamil acetato, 4 vinil
fenol y acido isovalérico. El caracter frutal del vino final,
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particularmente platano, se debe a que isoamil acetato determina la
fase terminal de la fermentacion. En etapas iniciales de la
fermentacion (fase lag y exponencial) no se detectan compuestos que
la caractericen.

Figura 7-31: Andlisis de componentes principales para los compuestos con OAV>1 al

final de la fermentacion.
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8 CONCLUSIONES

Durante la vinificacion se estudia una gran cantidad de parametros,
los cuales deben ser estudiados antes de inferir conocimiento a partir
de ellos. En este estudio, siete parametros se emplearon para
determinar la consistencia de los datos (biomasa, glucosa + fructosa,
succinato, acetato, CO2, etanol y glicerol) utilizando un programa
computacional desarrollado con esta finalidad.

En cada instante de tiempo, el balance de carbono no cierra
completamente, motivo por el cual se desarrolla el analisis de
consistencia de datos. Sédlo la fermentacion denominada Batch 1
realizada a escala de laboratorio, presentd un error de medicion en el
CO, a las 48 hrs el cual fue corregido con el programa computacional
desarrollado en Matlab. La experiencia indica que etanol podria
presentar errores en su medicidn, sin embargo como la pérdida de
este compuesto por stripping fue infima en fermentaciones de
laboratorio, no se presentaron problemas con este parametro. Para
emplear derivadas suavizadas en el analisis de consistencia, se
recomienda el empleo del programa Tablecurve2D.

Con respecto al programa desarrollado en Matlab, éste se enfoca en
sistemas sobre-determinados, donde los datos se deben ingresar de
manera directa: matriz elemental y tasas especificas de
consumo/formacién de sustratos/productos. Los coeficientes de
variacion dependen del equipo utilizado en las mediciones vy
eventualmente podrian cambiar, modificaciones en el programa
computacional solucionan inmediatamente este problema. En la
interpretacion de los resultados se debe emplear la experiencia, para
tener resultados reales evitando situaciones de comportamiento irreal.

Los resultados muestran que realizar un andlisis de consistencia de
datos previo a la interpretacion de los resultados, optimiza el tiempo
empleado en los estudios, al enfocarse en datos que no presentan
errores de medicion.

En las fermentaciones de vino blanco, son sintetizados por S.
cerevisiae una gran cantidad de compuestos volatiles. Mejorar el
conocimiento de las variables que afectan estos compuestos es
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fundamental para aumentar la calidad del vino final. En este estudio,
se analiza la evolucion 51 compuestos volatiles en el transcurso de la
fermentacion de Sauvignon blanc y luego se realiza la comparacion de
las principales familias de compuestos volatiles (ésteres, alcoholes,
acidos y compuestos C6) producidos en fermentaciones batch a escala
de laboratorio (30 L) y una fermentacién industrial.

Dentro de los compuestos estudiados, isoamil acetato y etil hexanoato
son los mas significativos a nivel aromatico, con OAVs de 157 y 107
respectivamente, contribuyendo positivamente al aroma. Estos
compuestos presentes en fermentaciones industriales también se
encuentran en concentraciones superiores a sus umbrales olfativos
(Lara, 2006).

La revisidn de los parametros fermentativos mostré que a 18°C no
existen diferencias significativas entre las fermentaciones de
laboratorio y la desarrollada industrialmente, lo que permitid su
comparacion. Es interesante observar que los compuestos aromaticos
mas importantes son los mismos para cada fermentacién, a pesar de
que si fue posible apreciar diferencias de concentracién en las familias
de compuestos estudiados.

Esteres, alcoholes superiores y &cidos son los compuestos volatiles
estudiados mas representativos, debido a su concentracién y OAV
desarrollado durante la vinificacion.

Los ésteres de acetato y etilicos presentan su mayor tasa de sintesis
durante la fase exponencial, estrategias enfocadas en mantener estos
compuestos volatiles en el vino final, repercutirdn en un producto de
mayor calidad. En las fermentaciones a pequefia escala estos
compuestos presentan una mayor concentracion en el vino final,
debido a que el fermentador se encuentra cerrado, con una Unica
salida de la corriente gaseosa, favoreciendo la condensacion del gas y
evitando las elevadas pérdidas desarrolladas en fermentaciones
industriales, las que son de aproximadamente 20% para ésteres
etilicos y de acetato. Se recomienda, por tanto, el empleo de un
condensador, el cual al permitir una recuperacion de compuestos
volatiles desde la corriente gaseosa, posibilitaria la obtencidon de vinos
de mayor valor comercial a los logrados actualmente.

Los alcoholes superiores que desarrollaron una concentracion mayor a
su umbral de percepcién contribuyen al aroma frutal (2,3 Butanodiol,
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alcohol isoamilico) y floral (2 fenil alcohol) del vino. En la
fermentacion industrial se muestra una mayor concentracién de estos
compuestos en relaciéon con fermentaciones a escala de laboratorio,
existiendo una variable (concentracidn de nitrogeno) que influencia
dicho comportamiento. Se propone que la modulacién en la
produccidén de estos compuestos se puede lograr mediante el control
de la cantidad de nitrégeno en el mosto inicial o suministrandolo
durante la fermentacién.

Los acidos con OAV>1 presentes en el vino final, aportan
negativamente al aroma (descriptores de queso, humo, etc.), sin
embargo, su accidon es contrarrestada por la presencia de ésteres y
alcoholes superiores con OVA>>1, los que se perciben por sobre los
descriptores negativos en el vino terminado.

Los compuestos volatiles que permitieron determinar efectivamente
las diferencias entre las etapas de la fermentacién, varian de acuerdo
al consumo de sustrato, desde un compuesto en el mosto inicial
(trans 2 hexenol) hasta multiples compuestos en el vino final. Por
otra parte, compuestos de elevada concentracidn no necesariamente
indican un aporte al aroma final, basados en esta informacién se
desarrollé una evaluacidn de componentes principales empleando los
compuestos con OAV>1. Con este andlisis se obtiene informacién
relevante, que permite relacionar las etapas de la fermentacién con
los aromas producidos por la levadura. A pesar de que compuestos
volatiles son producidos en etapas tempranas de la fermentaciéon, con
tasas de produccién maxima a finales de la fase exponencial e inicios
de la fase estacionaria, sélo en las etapas finales se aprecia su
contribucion al aroma del vino al superarse los umbrales de
percepcion.

Un tema de vital importancia en trabajos de investigacion futuros,
enfocados en mejorar la calidad del vino final, es el estudio de la
evolucion de tioles durante la vinificacion. El vino Sauvignon blanc
posee un aroma caracteristico, otorgado por los tioles. En el estudio
realizado no se pudo trabajar con estos compuestos, pero se
considera importante estudiar la evolucidn de su concentracién
durante la fermentaciéon y las posibles pérdidas en la corriente
gaseosa.
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ANEXOS

Anexo A: Ajuste de Parametros

Para calcular las tasas de reaccidon tanto de los sustratos como de los
productos, a partir de los datos obtenidos en la fermentacidon batch,
se utiliza el software TableCurve 2D® (SYSTAT Software Inc.,
Chicago, USA). El software permite ajustar curvas modelando los
datos de manera rapida, ademas de poder seleccionar entre las
opciones de ajuste que se entregan. La mayor parte de los datos
presenta valores de r® cercanos a 1 (Figura 10-1). El programa
calcula también las derivadas en cada punto de la curva, lo que es util
cuando se necesita calcular las tasas de reaccién a ingresar en el
anadlisis de consistencia de datos. En la Tabla 10-1 se muestran los
datos obtenidos al utilizar el programa TableCurve 2D.

Figura 10-1: Ejemplo de ajuste para la glucosa utilizando el software TableCurve 2D,
para uno de los triplicados de fermentaciones batch (Fermentacion 2). La ecuacién 6103

fue la escogida con un valor de r2 de 0.999
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Evolucion de Glucosa
Rank 70 Egn 6103 Iny=a+bx+cx"2+dx"3+ex"4+fx"5
r2=0.99907938 DF Adj r*2=0 99875446 FitSWEr=00063131098 Fstat=39068294
a=-070786134 b=-0.010047546 c=0.00060809311
d=-16109541e-05 e=1.3417026e-07 {=-3 8600415e-10
057
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Este andlisis se realiza para las 3 fermentaciones por separado,
debido a que el tiempo de medicion de las muestras en dichas
fermentaciones no es el mismo, se prefiere este método.

Tabla 10-1: Ejemplo de Datos obtenidos mediante el ajuste de la mejor curva con
TableCurve 2D para la glucosa en una de las fermentaciones batch (Fermentacion 2)
realizadas con mosto S. blanc cosecha 2007
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Iny=atbx+ox"2+dx"3+ex 4+x"5
Parametros esiﬁrlaoc:ar obseﬁvado obse\;vado F'red\I[ElCIOH Res\i[dual ggm:&z S:ﬁﬂggz
-0,70786134 0,0123 0 0,493 0,493 0,001 -0,00485 0.00065
-0,01004755 0.0026 8 0,469 0,469 0.000 -0,00139 0.00025
0.00060809 0.00015 24 0,448 0,439 -0,011 -0,00083 -0.00012
-1.611E-03 3.23E-06 29 0.439 0451 0.008 -0.00175 -0.00019
1,3417E-07 | 2,90E-08 32 0,448 0,446 0.002 -0,00230 -0,00020
-3,86E-10 9.08E-11 49 0,391 0,381 0.010 -0,00542 -0.00014
32 0,361 0,360 0,001 -0,005386 -0,00010
37 0316 0.333 -0.017 -0.00619 -0.00003
73 0,228 0,232 -0,003 -0,00577 0.,00008
77 0,213 0,209 0.004 -0,00340 0.00010
81 0.194 0.192 0.002 -0.00507 0.00010
a7 0,127 0,121 0.006 -0,00337 0.00009
100 0.111 0111 0.000 -0.00312 0.00008
104 0,102 0,100 0.002 -0,00284 0.00007
122 0.036 0.059 -0.004 -0.00199 0.00003
125 0,030 0,033 -0,004 -0,00190 0.00003
128 0,043 0,046 -0,004 -0,00181 0.00003
145 0,020 0,019 0,001 -0,00131 0.00004
134 0.012 0.010 0.002 -0.00093 0.00005
168 0.005 0.002 0.003 -0.00026 0.00003
175 0,001 0,000 0.000 -0,00010 0.00002
192 0.000 0.000 0.000 -0.0000011 | 0,0000004
198 0,000 0,000 0.000 -0,0000001 | 00000001
216 0,000 0,000 0.000 0,000 0,000

Dentro de los compuestos estudiados, la produccién de acetato no
pudo ser ajustada, pues las curvas obtenidas muestran un r’> muy
bajo, indicando un mal ajuste. En este caso se empleo el método de
calculo de derivadas en tres puntos. Este método no se utilizd para
todos los compuestos debido a que las derivadas no son tan
suavizadas y se presentan mayores pendientes dependiendo de la
cantidad de datos experimentales (Figura 10-2).

Figura 10-2: Comparacion entre la primera derivada obtenida mediante la utilizacion del
programa TableCurve 2D y el céalculo mediante el desarrollo de Taylor, para la glucosa
en fermentacion batch 2 con mosto S. blanc cosecha 2007.

110



0,00200

0,00000
0 50 100 200 250

-0,00200
—a—Derivada por
TableCurve 20

-0,00400
~@-Derivada numerica

Primera derivada

-0,00600

-0,00800

-0,01000

Anexo B: Hidratacion de Levaduras

En la fermentacion se agregd un activador de fermentacién
(Superstart, Laffort), para asegurar su término.

En un recipiente con agua a 40°C, agregar 30 gr de Superstart por hL
de mosto a fermentar, luego incorporar la levadura seca seleccionada
(30 gr de levadura por hL de mosto a fermentar). Agitar para
homogeneizar la mezcla. Cronometrar 15 minutos sin agitacién, luego
agitar para suspender las levaduras y agregar mosto, de modo que la
temperatura disminuya 5°C. Repetir el proceso hasta alcanzar la
temperatura de fermentacién. Inocular el mosto (Figura 10-3).

Figura 10-3: Protocolo de Rehidratacion de levaduras secas (Lallemand).

111



Anexo C: Trampa de Aromas

IMPORTANTE: En este procedimiento se utilizan quimicos
peligrosos, es necesario informarse al respecto leyendo las
MSDS (hoja de seguridad) de los quimicos que correspondan.
Utilice siempre guantes de latex para manejar los elementos
de la trampa y delantal de laboratorio.

Comprar hielo seco y comprobar si existe diclorometano.

Comprobar nivel del bano termostatado y hacer funcionar bomba al
menos media hora antes de la primera medicion, para circular agua
por los condensadores y colocar hielo seco en recipiente final.

Conectar la salida de gases del fermentador con la entrada al primer
condensador. Conectar el condensador a la trampa final de aromas
(ver figura adjunta).Medir el flujo de CO, producido por el reactor
hasta que se retire la muestra.

Al finalizar, desconectar la salida del fermentador al sistema.

Sacar la trampa final del recipiente con hielo seco y abrir, dejar a un
lado la parte superior de la trampa, tomar firmemente el frasco de
diclorometano, abrir y colocar (usar embudo) 20 ml de diclorometano
en la trampa final, cerrar el frasco con diclorometano y dejar fuera del
alcance, cerrar la trampa y mover en circulos pequefios y suaves para
disolver los aromas congelados en el fondo de la trampa durante 30
segundos. Verter el contenido de la trampa en una botella oscura
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utilizando un embudo, sellar y almacenar a -80°C. Utilizar para esto
guantes de nitrilo, lentes de seguridad, mascarilla de gases y delantal
de laboratorio.

Si cae en algun sector diclorometano, utilice un material absorbente
inerte (tierra, arena, etc.) y después limpiar con agua.

Figura 10-4: Vision del sistema para capturar aromas durante la fermentacion, se aprecia
claramente la trampa final. Dicha trampa se coloca dentro de una caja de plumavit, en

la cual ademas se localiza otro aislante, para evitar que el frio escape al ambiente.

Anexo D: Tasas especificas de reaccion obtenidas

mediante aproximaciones de Taylor

Tabla 10-2: Resumen tasas de reaccion especificas fermentacion Batch 1, mosto S. blanc

cosecha 2007 (mol (C-mol h)™) calculadas por aproximaciones de Taylor
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Tiemp | Sustrato | Biomasa | CO2 Acetato Glicerol Etanol Succinato
0
Horas | mol compueste/(C-mol biomasa hr)
24 -4.869 2.046 -0.300 -0.027 -0.064 -0.996 -0.054
32 1.176 -2.548 0.376 0.013 0.042 0.623 0.013
48 -0.509 0.600 0.051 -0.004 0.002 0.101 -0.005
I's7 -0.418 0.871 0.025 0.001 0.002 0.140 -0.004
106 -0.077 -0.042 0.0597 0.000 0.001 0.074 0.0001
130 -0.030 -0.009 0.047 0.001 0.003 0.043 0.001
170 -0.042 0.063 -0.036 0.000 -0.004 -0.076 -0.002
198 -0.013 -0.026 0.459 0.003 0.020 0.836 0.005

Tabla 10-3: Resumen tasas de reaccion especificas fermentacion Batch 2, mosto S. blanc

cosecha 2007 (mol (C-mol h)™) calculadas por aproximaciones de Taylor

Tiemp | Sustrato | Biomas | CO2 Acetato | Glicerol | Etanaol Succinat
0 a Q

Hora mol compuesta/(C-moal hiomasa hr)

24 0.569 0.622 0.161 0.016 0.027 -0.200 0.021
49 -0.145 -0.179 0.179 0.005 0.011 0.110 -0.003
73 -0.184 0.762 0.101 0.000 -0.002 -0.060 -0.002
98 -0.153 0.922 0.019 -0.001 -0.014 -0.244 | -0.003
122 0.032 -1.386 0.505 0.002 0.020 0.630 0.005
168 -0.019 -0.077 0.048 0.000 0.003 0.082 0.001
216 -0.001 0.032 -0.257 -0.001 -0.006 -0.271 -0.001

Tabla 10-4: Resumen tasas de reaccion especificas fermentacion Batch 3, mosto S. blanc

cosecha 2007 (mol (C-mol h)-1) calculadas por aproximaciones de Taylor
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[Tiemp | Sustrato Biomasa | CO2 Acetato | Glicerol Etanol Succinat
0 Q

Hora maol compueste/(C-mol higmasa hr)

26 0.1505 0.0705 0.1029 0.0000 | 0.0075 0.3080 -0.0090
49 1.0354 -2.2633 | 0.4001 0.0024 | 0.0371 0.5850 0.0270
73 -0.4609 1.4240 0.0443 0.0140 | 0.0039 -0.1228 | -0.0020
97 -0.1106 0.2582 0.1630 -0.0021 | -0.0016 | 0.0900 -0.0005
121 -0.1173 0.0404 |[0.2103 |-0.0010 | -0.0034 | -0.0239 [ -0.0015
145 -0.0612 0.9706 -0.2740 | 0.0000 |-0.0006 | -0.2655 | 0.0013
169 -0.0227 -0.2619 | 0.2597 0.0001 | 0.0038 0.2360 0.0003
220 0.0070 -0.0217 | 0.4094 0.0046 | 0.0300 0.3302 0.0086
Figura 10-5: Tasas especificas de consumo de sustrato obtenidas a partir de

aproximaciones de Taylor y ajustes por Tablecurve2D para fermentacion a) Batch 1, b)

Batch 2 y c) Batch 3 de mosto Sauvignon blanc cosecha 2007
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Figura 10-6: Tasas especificas de produccion de CO2 obtenidas a partir de
aproximaciones de Taylor y ajustes por Tablecurve2D para fermentacion a) Batch 1, b)

Batch 2 y c) Batch 3 de mosto Sauvignon blanc cosecha 2007
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—t= CO2 por aproximacion por Taylor —@=C02 por Tablecurve2D

Los residuos se calculan de acuerdo a la ecuacion (1.31),
obteniéndose resultados para cada tiempo. Sin embargo, al emplear
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la aproximacion de Taylor para calcular las tasas especificas de
reaccién experimentales, los errores de medicion involucran mas de
un compuesto, dificultando el calculo de los residuos. Para
ejemplificar, se utilizan los tiempos que no presentan errores de
medicion.

Tabla 10-5: Residuos para la fermentacion Batch 1, mosto S. blanc cosecha 2007

Tiemp | Residuos Residuos
’ Método empleado: | Método empleado: Aproximacion
(hr) TablecurvezD de Taylor
126 0.020 0.427
0.028 1.043
0.021 0.332
130 -0.038 0.041
-0.085 0.079
-0.038 0.033
174 0.203 0.036
0.550 0.897
0.122 0.316

Tabla 10-6: Residuos para la fermentacion Batch 2, mosto S. blanc cosecha 2007

Tiempo | Residuos Residuos
(hr) Metodo empleado: | Método empleado: Aproximacion
Tablecurve2D de Taylor
145 0.012 0.069
-0.021 0.141
0.032 0.068
154 0.021 0.111
-0.003 0.270
0.042 0.106
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Tabla 10-7: Residuos para la fermentacion Batch 3, mosto S. blanc cosecha 2007

Tiempo | Residuos Residuos
(hr) Método empleado: | Método empleado: Aproximacion
Tablecurve2D de Taylor
101 0.041 0.068
0.200 0.279
-0.015 0.059
104 -0.004 -0.024
0.100 0.006
-0.055 -0.016
151 -0.005 -0.587
0.005 -1.658
-0.014 -0.337
196 0.292 -0.007
0.590 -0.149
0.283 0.028

Anexo E: Estadistico H para datos iniciales obtenidos por

aproximaciones de Taylor

Tabla 10-8: Estadistico H, Fermentacion Batch 1 con mosto Sauvignon blanc cosecha

2007, para datos seleccionados.
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Tiemp | H Valor de H cuando se elimina un compuesto
0
Sustrato | Biomas | CO; Acetat | Glicerol | Etanol | Succinat

Horas a 0 0

24 5483 | 5483 55 5527 | 5483 32 5529 | 70

32 2799 | 2774 10 2767 | 2774 25 2776 | 55
[48 12158 | 12089 76 12090 | 12089 | 45 12135 239

57 362 331 8 336 331 7 356 42

106 8 8 4 8 8 7 7 1

130 0 No existe error de medicién para este tiempo

170 30 28 3 28 28 1 29 8

198 12 3 11 4 3 9 10 12

Tabla 10-9: Estadistico H, Fermentacion Batch 2 con mosto Sauvignon blanc cosecha

2007, para datos seleccionados.

Tiemp | H Valor de H cuando se elimina un compuesto
0

Sustrato | Biomas | CO; Acetat | Glicerol | Etanol | Succinat
Horas a 0 0
24 558 557 3 557 557 2 558 0
49 417 417 0 417 417 3 416 2
73 6801 | 6800 b 6801 | 6800 12 6801 | 76
98 4453 | 4450 9 4451 | 4450 21 4453 120
122 10243 | 10239 43 10242 | 10239 | 61 10240 | 495
168 91 a0 0 90 a0 2 01 8
216 15 7 10 7 7 8 15 13

Tabla 10-10: Estadistico H, Fermentacion Batch 3 con mosto Sauvignon blanc cosecha

2007, para datos seleccionados.

121



[Tiemp | H Valor de H cuando se elimina un compuesto

0
Sustrato | Biomas | CO2 Acetat | Glicerol | Etanol | Succinat

Horas a 0 0
26 4 No existe error de medicion para este tiempo
49 35322 | 35302 26 35279 | 35302 | 43 35290 | 1532
72 12534 | 12534 11 12530 | 12534 | 10 12530 | 80
97 577 577 0 577 577 2 577 6
121 12 12 1 12 12 1 11 2
145 3903 3901 9 3902 3901 18 3900 117
169 790 785 11 785 785 1 790 59
220 12 5 8 5 5 7 12 10

Anexo F: Comportamiento de parametros fermentativos

Figura 10-7: Relacion entre la densidad y la concentracion de azlcares, durante la
vinificacion de Sauvignon blanc.
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Figura 10-8: Evolucion de la concentracion de glicerol durante la vinificacion de

Sauvignon blanc en fermentaciones de laboratorio y en escala industrial.
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Figura 10-9: Evolucion de la concentracién de acetato durante la vinificacién de

Sauvignon blanc en fermentaciones de laboratorio y en escala industrial.

0,45
0.4 -
0,35 -
03 -
0,25
0.2
015
01
0,05 -

0 &

0 20 40 60 80 100
Progreso Fermentacion (%)

== Industrial

Acetato (gr/L)

= =4~ = Experimental

Anexo G: Correlacion de fenetil acetato y su alcohol

precursor

Figura 10-10: Correlacion entre fenetil acetato y su precursor fenetil alcohol durante la
fermentacion vinica de S. blanc a 18°C
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