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Resumen

La fermentacion alcoholica del vino es un proceso anaerdbico altamente complejo por su
gran numero de compuestos y reacciones bioquimicas involucradas. Debido a los
multiples factores que influyen en el transcurso de la fermentacion, existe una gran
variabilidad en el contenido de a-aminoécidos, 4cidos grasos de cadena media (MCFA) y
acidos grasos de cadena larga insaturados (LCUFA). Por esta razon, es deseable conocer
las concentraciones de estas sustancias ya que pueden ser variables criticas que no son

consideradas durante el monitoreo de la fermentacion.

El contenido de acidos grasos y a-aminoacidos no se determinan rutinariamente debido a
que la cuantificacion es realizada por cromatografia gaseosa (GC) y cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) respectivamente, involucrando tratamientos de muestra muy
largos, analisis costosos y poco amigables con el medio ambiente. De aqui, nace la
necesidad de desarrollar métodos alternativos eficientes y confiables que permitan

conocer el contenido de estas sustancias.

En la presente tesis se desarrollaron dos nuevas metodologias analiticas para la
cuantificacion de diversos componentes en la fermentacion alcoholica del vino de la cepa
Carménere. Para ello se emplearon distintas técnicas cromatograficas y espectroscopicas,

con el objetivo de cuantificar MCFA, LCUFA y aminodcidos.

Se desarrolld y valid6 la metodologia analitica por GC-FID, para la identificacion y
cuantificacion del contenido de MCFA como Ce:o (~ 0,61-47,55 mg/L), Cg.o (~ 0,56-87,59
mg/L), Cio:0 (~ 0,39-84,73 mg/L), Ci2:0 (~ 0,32-8,75 mg/L) y LCUFA como Ci4.1 (~ 0,54-
9,91 mg/L), Cie1 (~ 0,51-45,78 mg/L), Cis1 (~ 0,44-26,96 mg/L), Cis2 (~ 0,50-62,17

mg/L), Cis:3 (~ 0,46-25,24 mg/L) en mostos de fermentaciones normales y problematicas.

La determinacion de estos compuestos en mostos en fermentacion involucrd dos pasos: la
preparacion de los metil ésteres de acidos grasos por derivatizacion con BF3 y el analisis
por GC-FID. Para algunos analitos, se encontraron por debajo de los limites de

cuantificacion del método.
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Por otro parte, se pudo identificar los MCFA y LCUFA mediante espectroscopia IR-TF
en el rango medio (MIR) para mosto sintético y mosto real que incluye fermentaciones
normales y problematicas. Se evaluo dos formas de toma de muestra (seca y himeda), las

cuales no tuvieron diferencia en la informacion espectral entregada.

Se desarrollaron los modelos de calibracion y validacion con la herramienta
quimiométrica PLS, basados en determinaciones por IR-TF y GC-FID. Se aplicaron
diferentes pretratamientos espectrales, que permitieron corregir efectos indeseados en los
espectros. Los modelos desarrollados con mosto sintético en su forma hiimeda y seca
cumplieron los criterios de aceptacion logrando una buena capacidad predictiva, con
RMSEP (<12%) y R?por encima de 0,990; mientras que, en muestras reales los modelos

no fueron aceptables debido a la alta variabilidad en los valores de referencia.

Se logré implementar y validar la metodologia analitica por HPLC, en la modalidad de
fase reversa y deteccion directa al UV a 280 nm, para la identificacion y cuantificacion de
a-aminodcidos como acido L-glutdmico (~64,5-473,6 mg/L), L-arginina (~9,9-115,4
mg/L), DL-alanina (~3,7-104,9 mg/L), L-glutamina (~7,2-125,2 mg/L) en mostos de
fermentaciones normales. No se pudo cuantificar la L-prolina. Se requiri6 un tratamiento

previo de la muestra, derivatizacion con EMMDE.

Se identificaron los a-aminoacidos (Ac. L-glutdmico, L-arginina, DL-alanina, L-
glutamina y L-prolina) mediante espectroscopia RMN de alta resolucion de estdndares de
referencia, y se verifico la presencia de alanina y prolina en mostos de fermentaciones

normales con la aplicacion de la técnica TOCSY.

Se desarrollaron modelos de calibracion y validacion con PLS, basados en
determinaciones por RMN y HPLC-UV en mosto de fermentaciones normales. Los
aminoacidos tuvieron errores de prediccion muy por encima de lo esperado, excepto para

la glutamina que tuvo RMSEP de 18,7% y R? de 0,305.
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Abstract

The alcoholic fermentation of wine is a highly complex anaerobic process due to its large
number of compounds and biochemical reactions involved. Due to the multiple factors
that influence the course of the fermentation, there is a great variability in the content of
a-amino acids, medium chain fatty acids (MCFA) and long chain unsaturated fatty acids
(LCUFA). For this reason, it is desirable to know the concentrations of these substances
since they can be critical variables that are not considered during the monitoring of the

fermentation.

The content of fatty acids and a-amino acids are not determined routinely because the
quantification are performed by gas chromatography (GC) and high efficiency liquid
chromatography (HPLC) respectively, involving very long sample treatments, costly and
unfriendly analyzes with environment. Hence, the need arises to develop efficient and

reliable alternative methods that allow knowing the content of these substances.

In this thesis, two new analytical methodologies for quantification of several components
of Carménére wine alcoholic fermentation were developed and evaluated. Specifically,
for determination of MCFA, LCUFA and amino acids, chromatographic and

spectroscopic techniques were used.

Analytical methodology by GC-FID was implemented and validated for identification and
quantification of MCFA content as Ce.0 (~ 0,61-47,55 mg/L), Csg.o (~ 0,56-87,59 mg/L),
Cio:0 (~ 0,39-84,73 mg/L), Ci2:0 (~ 0,32-8,75 mg/L) and LCUFA as Cis: (~ 0,54-9,91
mg/L), Cis:1 (~ 0,51-45,78 mg/L), Cis.1 (~ 0,44-26,96 mg/L), Cig.> (~ 0,50-62,17 mg/L),

Ci83 (~ 0,46-25,24 mg/L) in musts of normal and problematic fermentations.

Determination of these compounds in fermentation involved two steps: preparation of
methyl ester of fatty acids (FAMEs) by derivatization with BF3, and the analysis by GC-
FID. Some analytes were below the limits of method quantification.

Additionally, unsaturated medium chain and long chain fatty acids were identified by

FTIR spectroscopy in the middle range (MIR), for normal and problem fermentations and
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with artificial and real must. Dry and wet sampling were tested, none differences in the

spectral information were found.

Using the FTIR and GC-FID measurements, calibration and validation models with PLS
chemometric tool were developed. Different spectral pre-treatments were applied, which
allowed to correct undesired effects in the spectra. All the models for artificial must (wet
and dry) reached the acceptance criteria with good predictive capacity, RMSEP <12% and
R? above 0,990, while in real must the models were not acceptable due to the great
variability in the reference values.

Analytical methodology by HPLC in reverse phase modality and direct UV detection at
280 nm, was implemented and validated for identification and quantification of a-amino
acids L-glutamic acid (~ 64,5-473,6 mg/L), L-arginine (~ 9,9-115,4 mg/L), DL-alanine (~
3,7-104,9 mg/L), L-glutamine (~ 7,2-125,2 mg/L) in musts of normal fermentations. The
L-proline could not be quantified. A sample pre-treatment and derivatization with

EMMDE were required.

The a-amino acids (L-glutamic acid, L-arginine, DL-alanine, L-glutamine and L-proline)
were identified by high resolution NMR spectroscopy of reference standards. Alanine and
proline in normal fermentation musts were detected with the application of TOCSY

technique.

Using the NMR and HPLC-UV measurements in normal fermentations, calibration and
validation models with PLS were developed. Prediction errors were higher than expected,

except for glutamine with RMSEP of 18,7% and R? of 0,305.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

La fermentacion alcoholica del vino es un proceso anaerdbico altamente complejo por su
gran nimero de compuestos y reacciones bioquimicas involucradas, lo que implica
interacciones positivas o negativas entre ellos, con el medio, los microorganismos y las
condiciones de operacion. El desarrollo de la fermentacion alcohdlica, y en consecuencia
la calidad del vino resultante, estd condicionada por factores fisicos (temperatura, pH,
agitacion, etc), nutricion de la levadura (compuestos nitrogenados, oxigeno) y sustancias
inhibitorias (etanol, 4cidos grasos de cadena media). Cada uno de estos factores influye
en el contenido de sustancias tales como los a-aminoacidos, acidos grasos de cadena
media (MCFA) y 4cidos grasos de cadena larga insaturados (LCUFA), generando un
aumento o disminucion de sus concentraciones de las cuales pueden afectar el 6ptimo

desarrollo de la fermentacion.

Dado que existe una gran variabilidad en las concentraciones de a-aminoéacidos y acidos
grasos de cadena media (toxicos para la levadura) y cadena larga insaturados (factores de
supervivencia) y debido a los multiples factores que influyen en el transcurso de la
fermentacion alcohdlica, es deseable conocer las concentraciones de estas sustancias por
el rol importante que juegan durante el proceso, ya que éstas pueden ser variables criticas

que no son consideradas durante el monitoreo de la fermentacion alcohélica del vino.

Comunmente las variables estdndar que se monitorean durante una fermentacién son
°Brix, densidad, alcohol, pH, temperatura, acidez total y volatil, entre otras, minimas y
necesarias para conocer el estado de una fermentacion. El contenido de a-aminoéacidos y
acidos grasos no se determinan rutinariamente debido a que la cuantificacion de estas
sustancias se realizan por cromatografia gaseosa (GC) y cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), involucrando tratamientos de muestra muy largos, andlisis costosos y
poco amigables con el medio ambiente, de aqui nace la necesidad de desarrollar métodos
analiticos alternativos de manera eficiente y exactos que permitan conocer el contenido

de a-aminoécidos y acidos grasos durante la fermentacion alcohdlica del vino.
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La cuantificacion del contenido de acidos grasos (Cs:.0, Cs.0, Ci0:0, Ci2:0, C14:1, Ci6:1, Cig:1,
Cig2 y Cig3) por IR-TF (Infrarrojo con Transformada de Fourier) y a-aminoacidos (Ac.
glutdmico, arginina, alanina, glutamina y prolina) por RMN (Resonancia Magnética
Nuclear) durante la fermentacion alcohdlica del vino combinados con métodos
quimiométricos no ha sido evaluada ni reportada hasta el momento en la literatura. Otro
aspecto por destacar es que la evolucion de los 4cidos grasos y a-aminoacidos nunca ha
sido estudiada bajo la influencia de diferentes temperaturas y oxigenaciones en la

fermentacion alcohdlica de la cepa Carménere.

Esta investigacion propone demostrar las posibilidades de la espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier y Resonancia Magnética Nuclear en combinacién con
calibracion multivariante de minimos cuadrados parciales (PLS) como herramienta
cuantitativa, desarrollando metodologias analiticas basadas en medidas de absorbancias e
intensidades respectivamente, adecuadas para poder evaluar los compuestos de interés de

una muestra compleja como es la fermentacion del vino.

1.1 Fermentacion alcohdlica del vino

Una de las principales etapas del proceso de vinificacion es la fermentacion. Existen

diferentes tipos como la fermentacion alcoholica y la fermentacion malolactica.

La fermentacion alcoholica del vino es donde se da la conversion de los principales
azucares de la uva; glucosa y fructosa a etanol y didéxido de carbono, ésta es conducida
por las levaduras del género Saccharomyces, generalmente por la S. cerevisiae y S.
bayanus; y la fermentacién maloléctica es donde se da la conversion del acido malico al
acido lactico por la accion de la bacteria acido lactica'.

Esta tesis, se centra en la fermentacion alcohdlica debido a que es un proceso altamente
complejo por su gran nimero de compuestos y reacciones bioquimicas involucradas, lo
que implica interacciones positivas o negativas entre ellos con el medio, los

microorganismos y las condiciones de operacion.
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La fermentacion alcohdlica es el proceso bioquimico de transformacion de los azlicares
del mosto en alcohol, a lo largo de una serie de reacciones en cadena catalizadas por las
enzimas contenidas en el citoplasma de las levaduras.

Al denominar a una fermentacion como “alcohdlica” se esta limitando a las
fermentaciones que tienen como objetivo principal producir alcohol, etanol
fundamentalmente, podria resumirse desde un punto de vista practico algunos de los

componentes involucrados en una fermentacion:

Mosto de uva: Es un sustrato complejo que proviene de la uva y contiene principalmente
agua, azucares (glucosa, fructosa), compuestos nitrogenados, acidos organicos,

compuestos fenolicos, compuestos aromaticos, minerales y sustancias pécticas?.

Levadura: El microrganismo mas utilizado es Saccharomyces cerevisiae (hongo

unicelular)®, responsable de transformar los azicares en etanol.

Productos: Etanol mas CO;, y como subproductos generados por diferentes vias
metabolicas: Alcoholes superiores, acidos organicos (acético, citrico, lactico, succinico,
malico, tartarico), &cidos grasos (cadena corta, media y larga), a-aminodcidos,

flavonoides, terpenos, ésteres, aldehidos, cetonas entre muchos otros compuestos.

Energia: El metabolismo celular se puede considerar como una reacciéon exotérmica.
La energia libre de Gibbs de la reaccion de fermentacion etilica muestra un valor de AG
-234,6 kJ mol!, este valor negativo de la energia libre de Gibbs indica que desde el punto

de vista termodinamico la fermentacion etilica es un proceso quimico espontaneo.

El desarrollo del microrganismo (levadura) en la fermentacion alcohdlica presenta cuatro

fases especificas que se describen a continuacion*:

Fase de latencia: Se trata de una fase en la que no hay proliferacion del microrganismo,

sin embargo, la actividad celular estd presente en el acondicionamiento del medio
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intracelular para la proliferacion en el nuevo ambiente. Se encuentra caracterizada por un

tiempo de retraso o latencia.

Fase exponencial: Aqui es cuando las células se empiezan a replicar y la actividad celular

se vuelve intensa, cambiando en varios ordenes de magnitud la poblacién de
microrganismos, en esta fase el parametro caracteristico es la tasa maxima de crecimiento

de la biomasa.

Fase estacionaria: En esta fase se estanca el desarrollo de la biomasa, sin embargo, se

mantiene la actividad celular debido al equilibrio entre el crecimiento celular y el deceso

de las células.

Fase de muerte celular: En esta fase final, se agotan las fuentes de energia y la tasa de

muerte celular supera a la de crecimiento, en consecuencia, el numero de células

desciende, como se observa en la Figura 1.
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Figura 1: Fases del crecimiento microbiano de la levadura Saccharomyces Cerevisiae®.
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La carga enzimatica de las distintas especies de levaduras presenta diversidad cualitativa
y cuantitativa, incluso entre las diferentes cepas o variedades. Por lo tanto, el curso de la
fermentacion puede ser diferente en funcion de las caracteristicas fisiologicas de la
levadura, las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato y las condiciones ambientales en
que se desarrolle, que influiran en la produccion y funcionalidad de las enzimas presentes.
Ademas del etanol y CO;, como resultado de la fermentacidon, se originan otros
subproductos (antocianinas responsables del color; los azucares, los dcidos, los ésteres y
los polifenoles responsables del sabor y aroma, entre otros compuestos) fundamentales

para las cualidades organolépticas del vino'.

1.2 Bioquimica de la fermentacion alcohdlica

En la fermentacién alcohélica se pueden distinguir dos etapas:

En una primera etapa, las levaduras degradan algunas moléculas de azlicar por via
respiratoria: El metabolismo sigue la ruta de la glicdlisis (consiste en diez reacciones
enzimaticas consecutivas que convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato), esta
ruta se denomina Embden-Meyerhof. Posteriormente, el piruvato que a su vez es
descarboxilado por la enzima piruvato deshidrogenasa que genera acetil-CoA.

El acetil-CoA (Acetil Coenzima A) es el principal precursor del ciclo de Krebs o ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) como se puede observar en la Figura 2, con una elevada
produccion de energia, que permite una rapida multiplicacion de las levaduras alcanzando
una gran biomasa. Esta etapa se mantiene hasta agotar el oxigeno disuelto en el mosto.

Una vez agotado el oxigeno, las levaduras comienzan a seguir la via fermentativa*®.

En la segunda etapa, la via fermentativa, el &cido piruvico formado en la glicolisis o
glucolisis se descarboxila a acetaldehido por la enzima piruvato descarboxilasa, y éste a
su vez, se reduce a etanol, donde la NADH (nicotinamida adenin dinucleo6tido) se reoxida
a NAD", y es catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa, como se muestra en la

siguiente reaccion:
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NADH + H" NAD"

¢ H+ CO, 0 U
OH
| \_ [ o

HyC—C——C00° —— » . c—Cc—H
. Piruvato Alcohol
Piruvato descarboxilasa  Acetaldehido deshidrogenasa Etanol

Pero no todas las moléculas de azlicares del mosto van a seguir esta ruta hasta la obtencion
de etanol y anhidrido carbdnico, sino que dependiendo del propio metabolismo de las
levaduras, una parte de los azicares son degradados mediante la fermentacion
gliceropiruvica, en la que ademas del glicerol (segundo componente cuantitativamente
mas importante después del etanol en el vino) se forma 4cido pirvico, este compuesto
dara origen a los diferentes productos secundarios de la fermentacién alcohélica: Acido
succinico, 4cido acético, acido lactico, entre otros metabolitos que surgen
simultdneamente de otras vias (ver Figuras 2 y 3), como materia nitrogenada y
compuestos azufrados, necesarios para el mantenimiento de las estructuras celulares y la

multiplicacion de las levaduras’.

El metabolismo anaerébico de la levadura Saccharomyces Cerevisiae durante su
crecimiento tiene 37 vias de reaccion (rutas metabolicas)®, entre ellas estan: La glicolisis,
ciclo de Krebs (en donde se producen los acidos orgénicos), ruta del acido shikimico
(precursor de diversos intermediarios metabdlicos aromaticos, tales como los taninos,
aminas bidgenas aromaticas, aminoacidos aromaticos), ruta del mevalonato (en donde se

producen terpenos), como se observa en la Figura 2.

Todos estos procesos bioquimicos quedarian englobados en lo que denominamos
fermentacion alcoholica como se muestra en la Figura 3, en donde se observa la formacion
de compuestos anteriormente mencionados como a.-aminoacidos, ésteres, acidos grasos,

acetaldehido, etanol, alcoholes superiores entre otros.
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Figura 2: Vias metabolicas de levadura Saccharomyces Cerevisiae y sustancias generadas’,
(Imagen tomada de: Liu, L.; Redden, H.; Alper, H. S. Curr. Opin. Biotechnol. 2013).
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Figura 3: Formacion de compuestos en la levadura’.

Etanol «

1.3 Factores importantes que influyen en la fermentacion alcohdlica

El desarrollo de la fermentacion alcohdlica, y en consecuencia la calidad del vino
resultante esta condicionada por factores fisicos, nutriciéon de la levadura (metabolismo)

y sustancias inhibitorias.

1.3.1 Factores Fisicos

1.3.1.1 Temperatura

Es uno de los factores operacionales mas influyentes en la fermentacion. El control de la
temperatura se realiza casi exclusivamente para evitar sobrepasar un umbral determinado,
ya sea en vinos blancos (inferior a 20 °C) o vinos tintos (28 a 32 °C), los cuales pueden

afectar caracteristicas organolépticas y generar defectos en el proceso!'®!!.
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La velocidad de crecimiento de las células de levadura esta fuertemente influenciada por
la temperatura en la fermentacion alcohdlica, particularmente durante la fase de
crecimiento exponencial (ver Figura I). Temperaturas extremas durante la fermentacion
puede afectar severamente el metabolismo y crecimiento de las levaduras. A altas
temperaturas, la fluidez de la membrana de la célula se incrementa y el etanol puede entrar
mas facilmente en la célula, afectando negativamente el metabolismo y viabilidad de la

mismal'?,

Por encima de los 30 °C, la fermentacion se acelera y corre el riesgo de una detencion
prematura, particularmente si tiene un contenido alto de aziicares mayor de 230 g/L.
Acorde con Santamaria et al.'* y Rozes et al.'*, 1a temperatura influye sobre la evolucion
de los 4cidos grasos de cadena media (Cs.0 @ Ci2:0) que son toxicos para la levadura e
inhibidores de la fermentacion alcohdlica, cuya sintesis se inicia rapidamente desde el
inicio, alcanzando sus concentraciones mas elevadas a temperaturas bajas (13-14 °C), es
decir, la temperatura tiene una relacion inversa con la sintesis de &cidos grasos de cadena
media.

Los MCFA son intermediarios en la biosintesis de acidos grasos de cadena larga durante

la fermentacion alcoholica del mosto por la levadura Saccharomyces cerevisiae'*'.

También se ha estudiado el efecto de la temperatura a 13 y 25 °C, en un proceso de
fermentacion alcohdlica del vino con diferentes especies de levadura Saccharomyces

como la cerevisiae y bayanus.

En este estudio se demostr6 que para la levadura S. cerevisiae tuvo un incremento en las
concentraciones de MCFA al disminuir la temperatura, mientras que las concentraciones
de LCUFA disminuyeron significativamente al incrementarse la temperatura.

Para el caso de la levadura S. bayanus las concentraciones de MCFA fueron mas altas que
en S. cerevisiae al disminuirse la temperatura y no hubo cambios en las concentraciones
de los LCUFA al variarla.

Algunos de los resultados de este estudio se pueden observar en la Tabla 1.

10
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Tabla 1: Porcentaje de 4cidos grasos en tres especies de levadura, a dos diferentes temperaturas de

fermentacion',
S. cerevisiae A S. cerevisiae B S. bayanus C
25°C 13°C 25°C 13 °C 25°C 13 °C
Acido Octanoico (Cs) 0,94 +0,18 1,18 £0,35 1,51+£0,35 2,12 +0,40 1,36 £0,33 3,12+£0,45
Acido Decanoico (Cio0) 9,54 £2,47 8,64 + 1,81 13,59+0,80 14,67 +1,16 9,70 £0,92 19,21+ 1,37
Acido Dodecanoico (Ci20) 5,14 +2,05 2,15+£0,56 8,08 £ 0,42 5,20 +£0,58 11,08 1,32 13,76 £ 0,70
XMCFA 15,61+4,70 11,97+2,69 23,18+1,14 21,99+1,32 22,13+2,56 36,09+2,21
Acido Miristico (C14:0) 0,32+0,18 0,39 +£0,02 0,67 +£0,15 0,28 £0,13 1,94 +£0,19 2,16 £0,44
Acido Palmitico (Cis.0) 3531+2,51 29,73 +2,60 43,61+3,55 39,80+3,31 43,13 +1,16 33,82 +2,61
Acido Estearico (Cis.) 20,29+1,71  11,55+0,29 17,46 £0,99 10,17 +1,15 14,72 £ 1,54 8,37 +0,89
2SFA 55,93+1,22 41,67+2,34 61,73+2,48 50,25+2,41 59,78+0,59 44,34+1,81
Acido Miristoleico (Ci4:1) 0,00 0,29 +£0,07 0,00 0,18 +£0,04 0,00 0,46 £ 0,02
Acido Palmitoleico (Cis:1) 16,64 £2,60 26,10+ 1,09 7,25+0,57 18,28+1,80 9,54 £0,55 12,22 +0,52
Acido Oleico (Cis:1) 11,82+2,03 19,98 +3,91 7,83 +1,33 9,30 £ 1,46 8,47 +1,56 6,88 £0,95
SUFA 28,46+4,22 46,37+4,93 15,09+1,64 27,76+2,01 18,09+2,04 19,57+1,14

Los valores son expresados como porcentajes de acidos grasos totales.

Ellos son la medida + desviacion estandar de tres fermentaciones independientes.
MCFA: Acidos grasos de cadena media

SFA: Acidos grasos saturados

UFA: Acidos grasos insaturados

La adaptabilidad de diferentes especies de levaduras del género Saccharomyces (S.
cerevisiae y S. kudriavzevii) a diferentes temperaturas (12 y 28 °C) en un proceso de
fermentacion del vino demostrd una mejor adaptacion a baja temperatura para levadura S.

kudriavzevii que la S. cerevisiae'.

La temperatura también juega un papel importante en la asimilacion de a-aminodcidos por
las levaduras durante el desarrollo de la fermentacion alcohodlica, la asimilacion disminuye
cuando las temperaturas son bajas (14 °C) y la fermentacion alcoholica se hace mas
lenta!”.

El efecto de la temperatura a 32 °C no se habia estudiado con anterioridad a esta
investigacion, por lo tanto, se consider6 debido a que son posibles de alcanzar durante el

proceso de fermentacion y pueden generar fermentaciones con problemas.

11
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1.3.1.2 pH

La levadura Saccharomyces es tolerante a pH bajos en un rango de 3,0 a 4,2!. Una
fermentacion se desarrolla 6ptimamente con un pH de 3,5. Segtin Jackson?, a un bajo pH,
se favorece la absorcion de algunos a-aminoacidos por suministro de protones utilizados
en el transporte a través de la activacion de membrana de la célula. También, a pH bajos
dificulta el desarrollo de microorganismos (bacterias) potencialmente competitivos en el
mosto. El efecto més conocido del pH es concerniente con la hidrolisis de etil y acetatos
de ésteres, en el que la ruptura de enlaces ocurre mas rapido a valores de pH bajos?.

Ribereau-Gayon'8, sefiala que el pH disminuye, particularmente por el incremento en la

concentracion de acido acético durante la fermentacidon de mostos ricos en azicares.

1.3.2 Nutricién de la levadura

1.3.2.1 Compuestos nitrogenados

Como la inmensa mayoria de los organismos vivos, las levaduras necesitan cierta cantidad
de materia nitrogenada para formar sus estructuras celulares y reproducirse. En el mosto
hay distintas fuentes de materia nitrogenada, pero las levaduras no tienen la misma

afinidad por ésta.

En el estudio realizado por Jones y Pierce!®, se determin6 la velocidad de absorcion o
asimilacion de aminodcidos en el mosto con diferentes cepas de levaduras, éstas siguieron
una secuencia que era independiente de las condiciones empleadas. Los resultados de este

estudio pueden observarse en la Tabla 2:

Tabla 2: Asimilacion de compuestos nitrogenados por S. cerevisiae'®2°.

Grupo Caracteristicas Compuestos

A Répidamente absorbidos Arginina, acido aspartico, asparagina, glutamina, lisina, serina y

treonina, acido glutamico.

B Lentamente absorbidos Histidina, metionina, valina. leucina, isoleucina.

Absorbidos después de agotar | Glicina, triptofano, tirosina, alanina, fenilalanina, ion amonio.

los grupos A'y B.

D Absorcion parcial o nula Prolina

12
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A la suma del ion amonio y los a-aminoacidos, a excepcion de la prolina, se le denomina
Nitrogeno Fécilmente Asimilable o més conocido por sus siglas en ingles FAN (Free
Assimilable Nitrogen), y constituye la principal fuente de materia nitrogenada utilizada
por las levaduras. La desaparicion del ion amonio y la mayor parte del FAN se produce
rapidamente durante los primeros dias de la fermentacion. Este rapido agotamiento no se
debe solo a la metabolizacion por parte de las levaduras, sino a que ademas las levaduras
almacenan el FAN en las vacuolas para una utilizacion posterior, cuando las alteraciones
en la membrana plasmatica debidas al incremento de la concentracion de etanol impidan

su captacion?!.

Las necesidades de FAN se incrementan con el aumento de la concentracion de azlicares
en el mosto y puede variar significativamente en funcién de la cepa de levadura.
Pszczolkowski!! sefiala que en Chile durante las Gltimas temporadas, se nota una
tendencia en la industria vitivinicola a cosechar las uvas con estados de madurez muy
avanzados, es decir, con concentraciones de azicares mayores de 230 g/L, cuando
idealmente las uvas deben ser cosechadas con contenidos de azucares entre 190-210 g/L

(tolerancia de la Saccharomyces cerevisiae).

Niveles optimos de FAN estan entre 250-300 mg/L. La deficiencia de FAN (150-200
mg/L) puede conducir una disminucion en la velocidad de la fermentacion y paradas
prematuras de la misma, ya que el nitrogeno se utiliza en la biosintesis de las proteinas
que participan en el sistema de transporte de los azucares®. La falta de FAN también se
relaciona con la produccion de sulfuro de hidrogeno (H»S), cantidades significativas de
H>S restringe la sintesis de a-aminoacidos, incidiendo negativamente en la composicion
aromatica del producto final. Un exceso de compuestos nitrogenados en el mosto, y
posteriormente en el vino obtenido, puede tener un impacto negativo en la calidad

aromatica y la estabilidad microbiologica'>.

1.3.2.2 Oxigeno

A pesar de que la fermentacion alcohdlica se desarrolla en condiciones anaerobias, es

necesario aplicar pequefias cantidades de oxigeno para la viabilidad celular, es decir, el
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oxigeno cumple también un papel importante en el desarrollo de la fermentacién
alcoholica, aumentando la poblacion maxima de levaduras y prolongando su capacidad
fermentativa. Sin embargo, su aporte se hace de manera muy empirica, lo que conlleva a
no tener establecida la cantidad y tiempo de aplicacion durante la fermentacion. En Chile,
ha existido una tendencia a evitar al maximo su aplicacion (con el fin de aminorar sus
efectos oxidativos sobre el color), lo cual ha contribuido a las paralizaciones en la

fermentacion!!.

La influencia del oxigeno en la fermentacion alcoholica conducida por levaduras aerobias
facultativas puede ser inhibitoria o estimulante, segtin la dosis. Acorde a Pszczolkowski'!,
se conocen varios factores como el oxigeno que afectan la produccion de acidos grasos y
los a-aminoacidos.

El oxigeno disuelto permite que las levaduras sinteticen esteroles y &acidos grasos
insaturados de cadena larga (Ci4:1, Cis:1, Cis:1, Cis:2, Ci1s:3) constituyentes esenciales de su
membrana celular y “factores de supervivencia” para las ultimas etapas de la
fermentacion. Estos compuestos se encuentran en la membrana mitocondrial y
citoplasmatica. La fluidez de dichas membranas dependera de la composicion en LCUFA
y esteroles presentes. La participacion en la fluidez de la membrana relaciona
directamente a estos compuestos con el transporte de nutrientes (o-aminoacidos y
azlcares) a través de esta y con la resistencia a las sustancias toxicas producidas por las
levaduras durante la fermentacion, principalmente etanol y MCFA. Una buena
oxigenacion inicial permite la presencia de LCUFA en las células de levadura aumentando

su viabilidad y permitiendo una buena finalizacion de la fermentacion®.

La biosintesis celular de acidos grasos, esteroles y fosfolipidos durante la fermentacion
alcoholica por las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora delbrueckii con
diferentes disponibilidades de oxigeno (estrictamente anaerdbica, semi-aerdbico y
anaerdbica con corta aireacion) demostro que las condiciones de fermentacion afecta las
proporciones de acidos grasos en la membrana celular, esto inhibe la biosintesis de los

LCUFA, é4cidos oleico y palmitoleico en condiciones anaerdbicas en ambas levaduras.

14
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Este estudio fue llevado a cabo en la variedad Pedro Ximénez pero aun no se ha realizado
con diferentes disponibilidades de oxigeno en la fermentacion del mosto Carménére??.

La privacion de oxigeno durante la fermentacion alcohdlica del mosto de uva induce
cambios cualitativos y cuantitativos en la composicion lipidica de la célula'?. Durante la
fermentacion se observo en los LCUFA un decrecimiento rapido en sus niveles por la
deficiencia de oxigeno y como resultado, se obtuvieron fermentaciones lentas?’. La
privacion de oxigeno favorece la produccion de MCFA, especialmente el 4cido octanoico

y decanoico los cuales demostraron ser toxicos para la levadura®*.

Adicionalmente, se evalu6é en el mosto Sauvignon blanc, las adiciones de oxigeno y
didxido de azufre, demostrando que esto afecta los niveles de compuestos volatiles y no
volatiles, incluyendo los metoxipirazinas, tioles volatiles, ésteres, alcoholes, acidos

grasos, monoterpenos, glutation y compuestos fenolicos?’.

1.3.3 Sustancias Inhibitorias

1.3.3.1 Etanol

La acumulacion de etanol durante la fermentacion de azucares por la levadura puede
conllevar a la inhibicion de su mismo proceso de fermentacion y causar desfavorables

efectos en la célula, es decir, inhibe el crecimiento y viabilidad de las levaduras.

El etanol actia sobre la membrana sustituyendo las moléculas de agua de su interior por
moléculas de alcohol, alterando el transporte de a-aminodcidos y azucares, al aumentar la
rigidez de la membrana y modificar la permeabilidad de ésta. El etanol interactia con la
membrana posiblemente introduciéndose en el interior hidrofébico y aumentando la
polaridad de esta region, permitiendo de este modo el libre intercambio de moléculas
polares y el debilitamiento de la interaccion hidrofoébica. También se conoce que el etanol
produce cambios en la composicion lipidica de la membrana plasmatica de la célula,

provocando una modificacion en la fluidez de la membrana!2.
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1.3.3.2 Acidos grasos de cadena media (MCFA)

Aparte del etanol, los MCFA constituyen otro tipo de inhibidor durante la fermentacion
alcohdlica, la cantidad de dichos é4cidos en el medio depende de la cepa de levadura,
composicion del medio y condiciones de la fermentacion (temperatura, oxigenacion, pH,
agitacion).

Los MCFA son altamente dependientes del pH del medio, por ejemplo, incrementan su
toxicidad cuando el pH decrece, indicando que las moléculas no disociadas son mas
toxicas. Los acidos grasos de cadena media (Ce.o caproico, Cs:o caprilico, Cio:o caprico,
Ci2,0 latirico) actiian sinérgicamente con el etanol, uniéndose a la membrana y ocupando

sitios activos para el transporte'2.

A continuacion, los antecedentes se centran en los compuestos que se estudiaron en esta

tesis (MCFA, LCUFA y a-aminoécidos) y los estudios referentes a ellos hasta la fecha.

1.4 Acidos Grasos

Un 4cido graso es una biomolécula de naturaleza lipidica formada por una larga cadena
hidrocarbonada lineal, de diferente longitud o nimero de atomos de carbono, en cuyo
extremo hay un grupo carboxilo. Los acidos grasos se clasifican en 4cidos saturados o
insaturados (con uno o varios dobles enlaces). La mayoria de 4cidos grasos de
configuracion cis se encuentra en los seres vivos® y suelen ser liquidos a temperatura

ambiente.

Los 4cidos grasos en el vino provienen de la piel o céscara de la uva. Sin embargo, la
mayor cantidad de estos se forman durante la fermentacion alcoholica liberados por la
levadura (son biosintetizados a partir de la acetil-CoA). Los 4cidos grasos en el vino se
encuentran de dos formas: Libres (Cn: Acido grasos con n nimero de carbonos) o
enlazados, principalmente como etil ésteres (CnE: Etil ester del acido graso Cn) y/o metil

ésteres (CnM: Metil éster del 4cido graso Cn)*® como se observan en las Tablas 3, 4y 5.
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Tabla 3: Estructuras quimicas de acidos grasos metilados saturados?’.

Acidos grasos | Carbonos Estructuras

Saturados

Metil /0 CH;
Hexanoato CG:O HaC \[r\/\/

(o]
. o CH
Metil H 3C/ N
Octanoato Cs.o
o

. (o) CH
Metil C H 30/ *
Decanoato 10:0

o

Metil ~° CHs
HsC
Laurato Cizo

(0]

La biosintesis de los 4cidos grasos por las levaduras empieza con la formacion del acetil
coenzima A (acetil-CoA), ésta es formada por la descarboxilacion oxidativa del acido
piravico. Una vez que se ha formado la acetil-CoA en el citoplasma puede dar inicio la

sintesis de acidos grasos, ver Figura 4.

De manera general, la enzima Acetil-CoA carboxilasa convierte primero la acetil-CoA en
malonil-CoA, que es utilizado por el &cido graso sintetasa (enzima compleja) que se lleva
a cabo por condensaciones repetitivas entre la enzima enlazada a acetil-CoA y malonil-
CoA, las cuales formarén el acido palmitico (un 4cido graso saturado de 16 atomos de

carbono).
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A partir del acido palmitico (palmitato en su forma ionizada) se podran sintetizar otros
acidos grasos de cadenas mas largas o mas cortas, también se podra llevar a cabo la

formacion de dobles enlaces’.

Tabla 4: Estructuras quimicas de acidos grasos metilados insaturados?’.

Acidos grasos | Carbonos Estructuras
Insaturados
CH;

Metil

Miristoleato Cisa e =
o
CHs

Metil

Palmitoato Ci61
A =

Metil Hsc/o\"/\/\/\/\/\/\/\/\/w’
Octadecanoato 4

C18:1n9t

CH,

Metil
Oleato Cis:moc

Cabe mencionar, que la mayoria de los 4cidos grasos contienen niimero par de 4&tomos de
carbono porque estos se biosintetizan a partir de subunidades de acetilo (Acetil-CoA) que

contiene dos 4tomos de carbono®.
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Tabla 5: Continuacion estructuras quimicas de 4cidos grasos metilados insaturados®”.

Acidos grasos | Carbonos Estructuras
Insaturados
Meul Hye” \n/\/\/\/\/\/\/\/\/cm
Linoleidato Cisoomet |
H;C.
Metil c
Linoleato 18:2n6¢
=
HsC
[o]
Metil c
v-Linolenato 18:3n6
Metil c
Linolenato 18:3n3

El contenido de 4cidos grasos saturados e insaturados se identificaron y cuantificaron en

estudios previos

26,28,29

,ver Tablas 6y 7.

Este contenido se determind en mostos de diferentes variedades como Viura, Cabernet

Sauvignon, Tempranillo, Pinot noir, Syrah Merlot, Cabernet Sauvignon, Kiyomi,

Zweigeltrebe, Muscat Bailey, al inicio, medio y final de una fermentacion, y en vinos

terminados por cromatografia gaseosa con detector de llama (GC-FID).
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Figura 4: Biosintesis de los acidos grasos por la levadura S. cerevisiae’.

No se habia reportado el contenido de acidos grasos en la cepa Carménére hasta esta
investigacion y en diferentes puntos (t=0, t=24, t=48, t=72, t=96 y t=120 horas) de la

fermentacidn alcohodlica.

Tabla 6: Concentracion (mg/L) de acidos grasos en mosto y vino%.

Acidos Grasos Mosto (mg/L) Vino (mg/L)
Cs 0,063+0,007 4,43440,231
Cs 0,027+0,004 12,086+0,469
Cio 0,013+0,001 2,967+0,149
Ci 0,17+0,02 0,473+0,042

Medida + SD (desviacion estandar), n=9.
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Tabla 7: Concentracién (mol %) de 4cidos grasos en vinos rojos comerciales?’.

. Area de
Variedad Ciao Cisa Cisa Cis:2 Cis:
cosecha
Kiyomi Japén 15,1£2,9 3,3+0,2 6,8+1,7 7,7+1,3 1,3+0,6
Kiyomai Japon 14,4+3,1 6,3+0,8 5,9+1,5 4,3£1,7 0,9+0,3
Zweigeltrebe Japon 14,3+2.4 7,7+4,5 6,5+0,9 3,6+0,8 0,8+0,5
Muscat Bailey A Japon 13,2+5,8 4,142,3 8,0+0,9 10,5+1,1 2,44+0,4
Merlot Japon 14,0+2,8 4,5+0,1 6,9+0,8 14,1+1,8 2,8+1,9
Cabernet Japon
15,3+4,9 6,7+0,4 4,8+1,2 3,3+1,8 1,0+0,7
Sauvignon
Cabernet Francia
8,4+6,4 2,843,1 13,4+0,7 4,5+0,8 2,6+0,5
Sauvignon
Cabernet Chile
15,5+£3,2 7,7+0,2 7,3£3,4 5,5+0,8 1,243,8
Sauvignon
Cabernet US.A
13,3+4,6 5,24£2,1 4,9+1,6 6,4+4,0 2,1+0,5
Sauvignon
Tempranillo Espana 15,3£1,6 2,7£2,6 6,1+0,7 5,1+2,5 0,9+0,7
Pinot noir Francia 11,7+1,4 3,0£1,9 7,1£3,0 3,24+4.,3 0,8+0,4
Syrah Australia 14,7+2,7 2,1+£0,5 4,2453 7,3+1,3 2,1+£0,7

Medida + S.D. en analisis por triplicado.

(mol %)=(ni/nt) ¥100%, donde n; son las moles de cada acido graso y nt son las moles totales de acidos grasos.

En la cuantificacion de 4cidos grasos en mosto y vino blanco por Cromatografia Gaseosa
se compararon dos métodos de derivatizacion para la formacion de ésteres: Con una base
y con un 4cido. Solo en la condicién dcida se encontrd que hubo recuperaciones entre 106-
335% de los metil ésteres, pero no hubo recuperaciones de los etil ésteres cuando se utilizd
metoxido de sodio; mientras que se tuvo recuperaciones entre 95-181% de los metil
ésteres y entre 65-79% de los etil ésteres cuando se us6 acido sulfurico al 3% en metanol.
Adicionalmente para ambas derivatizaciones, se estudid la influencia de la temperatura
(ambiente y 100 °C) y se proboé que hubo una mejor conversion a los metil ésteres a
temperatura ambiente que a 100 °C2,

Debido a la gran variabilidad en las concentraciones de MCFA (téxicos e inhibidores) y
de LCUFA (factores de supervivencia) por multiples factores como la temperatura y el
oxigeno que influyen en el transcurso de la fermentacion alcoholica, fue de gran interés
conocer las concentraciones de estas sustancias en la cepa Carménére por el rol importante

que juegan durante el proceso.
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1.5 Aminoacidos

La estructura general de un a-aminoécido estard determinada por la presencia de un
carbono central o, unido a su vez a un grupo carboxilo, un grupo amino, un hidrégeno y

una cadena lateral como se observa en la Tabla §.

Tabla 8: Estructuras a-aminoacidos?’.

Nombre Abreviatura Estructura

H
R e P |
Acido glutamico Glu H,N—C—COOH

H

H,;N—C—COOH

Arginina Arg [

HyC—CHy-CHy—NH—C—NH,

NH

H

[
Alanina Ala H,;N—C—COOH
CH;

H

H,;N—C—COOH

Glutamina GIn HzC—CHz—ﬁ—NHz
o

H

HN—C—COOH

Prolina Pro v
N /0
CH,

Los oa-aminoacidos son precursores de las proteinas, que son importantes en el
metabolismo de las levaduras ya que participan en el sistema de transporte de los azucares.
También los a-aminoacidos del medio se encuentran entre los méas importantes factores
que influyen en la formacion de alcoholes superiores, los cuales juegan un rol importante
en el caracter sensorial y calidad del vino!~.

Los a-aminoacidos que estan presentes en el mosto de uva son la principal fuente de
alcoholes superiores, pero estos no solo se biotransforman en alcoholes superiores sino

también en aldehidos, ésteres y cetodcidos. Ellos también tienen una influencia sobre la
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composicion aromatica del vino. Provienen de diversos origenes, algunos son propios de
la uva y pueden estar parcial o totalmente metabolizados por levaduras vivas al final de la
fermentacion o liberados de levaduras muertas; otros son producidos por degradacion
enzimatica de proteinas de la uva®’3!. Son de gran importancia en la produccion del vino
porque actiian como fuente de nitrogeno para las levaduras durante la fermentacion, estos
representan el 30-40% del nitrogeno total en el vino.

En estudios previos?$-32

, identificaron y cuantificaron el contenido de dieciséis o-
aminoacidos en un rango de concentracion entre 2,0-790 mg/L por HPLC con detector
ultravioleta (UV), en siete vinos rojos franceses, los aminoacidos mas abundantes fueron

arginina, acido glutadmico, alanina y prolina, los resultados se pueden ver en la Tabla 9.

Tabla 9: Rangos de concentracion (mg/L) de o-amino4cidos en vinos rojos*2.

Aminoacido Abreviatura Concentracién (mg/L)

Arginina Arg 23-64
Acido aspartico Asp 8,6-19
Serina Ser 7,1-14
Acido glutimico Glu 26-54
Treonina Thr 5,4-10
Glicina Gly 11-20
Alanina Ala 26-64

Prolina Pro 380-790

Metionina Met 0

Valina Val 3,6-9,1
Fenilalanina Phe 7,3-22
Isoleucina Ile 2,4-5,9
Leucina Leu 6,0-13
Histidina His 3,5-11
Lisina Lys 7,5-17
Tirosina Tyr 2,0-7,5

Total 393-1050

Como se menciono anteriormente, a la suma del ion amonio y los a-aminoacidos (fuentes
de nitrogeno para la levadura), a excepcion de la prolina, se le denomina Nitrogeno

Fécilmente Asimilable (FAN). Muchas de las investigaciones solo se han centrado en
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estudiar la influencia del NH4" o como compuestos nitrogenados la suma de todos los

aminodcidos y no de una forma individual.

Cabe resaltar que hay una gran cantidad de factores que pueden afectar la presencia o
contenido de a-aminodcidos en el vino como: El origen geografico, condiciones
climaticas, la fertilizacion, la duracion de la cascara en el mosto, la variedad de la uva,
practicas enologicas, el metabolismo de las levaduras, condiciones de la fermentacion

como la temperatura y el pH3%-31-33,

En la Tabla 10, identificaron y cuantificaron el contenido de aminodacidos al inicio de una
fermentacion, en el medio y al final de esta, en un mosto Viura por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (HPLC). El objetivo de este estudio fue observar la influencia del
contenido de acidos grasos y su evolucion durante la fermentacion sobre la utilizacion de
aminoacidos libres en mosto clarificado por filtracion al vacio. Los resultados demuestran
que la filtracion del mosto no redujo la concentracién de aminoécidos libres, pero si redujo
los acidos grasos, especialmente los insaturados. En la primera mitad de la fermentacion,
la utilizacion de &cidos grasos fue diferente en cada muestra sin implicar una alteracion
en la absorcion de aminodcidos. En la segunda mitad de la fermentacion, la muestra
clarificada tuvo un mayor consumo de 4cidos grasos saturados que insaturados, esto, junto
con otros factores, produjo una mayor liberacion de aminoécidos libres en la muestra

filtrada.

Tabla 10: Concentraciones (mg/L) de a-amino4cidos en mosto Viura?®.

Aminoacidos Inicio de la Mitad de la Final de la
Fermentacion (mg/L) | Fermentacion (mg/L) | Fermentacion (mg/L)
Arginina 148+11 0,71+0,04 2,7+0,9
Prolina 117+10 18£5 282+22

Medida + SD (desviacion estandar), n=4.

Soufleros et al.3! encontraron que para las variedades de Chardonnay, Muscat White y
Muscat d’Alexandrie tienen un contenido alto de aminoacidos (L-arginina, 4cido gamma
aminobutirico) con concentraciones entre 125-199 mg/L, mientras que las variedades

Roditis, Debina, Mocschofilero, Asyrtiko fueron caracterizados con cantidades mas bajas
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de aminodcidos libres (L-arginina, 4&cido gamma aminobutirico, lisina, alanina, glicina,

acido aspartico y leucina) con concentraciones entre 16,3-75,1 mg/L.

Debido a la gran variabilidad en las concentraciones de o-aminoacidos por multiples
factores como la temperatura, pH y disponibilidad de oxigeno** que influyen en el
transcurso de la fermentacion alcoholica, fue necesario conocer las concentraciones de

estas sustancias en la cepa Carménere.

A continuaciéon, se presentan metodologias analiticas basadas en técnicas
espectroscopicas en combinacion con métodos quimiométricos para la cuantificacion de

acidos grasos y aminoécidos.

1.6 Metodologias analiticas utilizadas en la fermentacion alcohdélica

1.6.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (IR-TF)

Los procedimientos convencionalmente usados para determinar acidos grasos involucran
la extraccion de éstos, seguido de la conversion de los dcidos grasos a sus metil ésteres y
posterior analisis por Cromatografia Gaseosa (GC). Estos andlisis son laboriosos, costosos

y generan muchos residuos toxicos!%2°,

Desarrollar un método analitico novedoso, rapido, econdmico, y amigable con el ambiente
en una matriz compleja ayudard a determinar cudles y que cantidad de acidos grasos
afectan la fermentacion alcohdlica del vino y asi poder actuar rapidamente corrigiendo y/o
evitando en algunos casos fermentaciones con problemas. Esas caracteristicas las ofrece

la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (IR-TF).

Las aplicaciones de la técnica espectroscdpica en el infrarrojo medio IR-TF(MIR) 400-
4000 cm! para el andlisis en alimentos, se ha incrementado durante la tltima década’>*!
debido al rapido desarrollo comercial y extensa investigacion. La espectroscopia infrarroja

es considerada una de las mas poderosas técnicas para el analisis quimico***. También
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porque el uso de ésta en combinacidon con herramientas quimiométricas ha permitido
identificar y cuantificar no solo una sustancia si no varias al mismo tiempo, ademas, esta
técnica ha dado excelentes resultados para caracterizacion y clasificacion de vinos, brandis
y bebidas destiladas**, clasificacion de vinos rojos por su origen geografico®,
clasificacion y cuantificacion de taninos en vinos rojos*.

Inicialmente, para el monitoreo de fermentaciones*’*®

, se usaron la espectroscopia en el
infrarrojo cercano IR-TF(NIR) 4000-13000 cm™! para determinar glucosa, fructosa, etanol
y compuestos fenodlicos en combinacion con herramientas quimiométricas de calibracion
multivariante minimos cuadrados parciales (PLS), y adicionalmente se ha determinado

MCFA en aceites®.

Segtin Malherbe ef al.'®, el uso de la tecnologia IR-TF(MIR) para andlisis de vinos es
debida a la necesidad de determinaciones mas precisas con mas constituyentes de lo que
ofrece la region cercana (NIR). En la Tabla 11, se muestran algunas ventajas y desventajas

de las técnicas IR-TF(NIR) e IR-TF(MIR).

La eleccion entre un IR-TF(NIR) e IR-TF(MIR) depende principalmente del tipo de
muestra y analisis®’. Los espectrofotometros IR-TF(MIR) son comtinmente usados para
el andlisis rutinario de vino y estan equipados con un modulo de reflectancia total atenuada
(ATR) que permite una mejor precision y reproducibilidad de las medidas

espectroscopicas y un facil control de la temperatura’®-*°,

En afios recientes el uso espectroscopia MIR ha sido reportada para la cuantificacion de
varios parametros en el vino con ayuda de herramientas quimiométricas (PLS) tales como
concentracion de etanol, fenoles, 4acidos orgdnicos como tartarico, malico y lactico,
glucosa y fructosa, glicerol, compuestos voldtiles en vinos de la variedad German,

Cabernet Sauvignon®-%-9,
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Tabla 11: Ventajas y desventajas de las técnicas IR-TF(NIR) ¢ IR-TF(MIR)**-3°,

IR-TF(NIR)

IR-TF(MIR)

VENTAJA

DESVENTAJA

VENTAJA

DESVENTAJA

El espectro tiene una
relativa absorcion débil
debido a los sobretonos
del agua permitiendo
analisis de alimentos con
alta humedad.

Es menos influenciado
por el diéxido de carbono
atmosférico.

Bajo costo,

Espectro complejo con
sefales débiles y
superpuestas que
comprende sobretonos y
combinacion de
absorciones.

Las bandas en NIR son
menos intensas que en
MIR.

El producto depende de

Sefiales claras y fuertes en
el espectro.
Espectro rico en
informacion.

Medidas rapidas.

Equipo facil de manejar.
Bajo impacto ecoldgico.
Las muestras no necesitan

pretratamiento.

Inversion relativamente
costosa.

El producto depende de
calibracion.
Limitaciones con
medidas de pardmetros a

baja concentracion.

calibracion.

procedimiento simple.

La espectroscopia IR-TF acoplada a herramientas quimiométricas (calibracion
multivariante) ha demostrado la habilidad para cuantificar los MCFA y LCUFA en
diferentes matrices como filetes de pescado®!, semillas de cebada®?, aceite de oliva® y
queso suizo*? con una minima cantidad de muestra, menor tiempo de preparacién y menos
reactivos quimicos.

Dado los antecedentes anteriormente expuestos y la necesidad de cuantificar los acidos
grasos que son variables criticas en el proceso de fermentacion alcohdlica del vino, se
propone utilizar la técnica IR-TF en el rango medio en combinaciéon con herramientas
quimiométricas (PLS) para cuantificar los 4cidos grasos de interés.

Se resalta que hasta el momento no se habia estudiado la evolucién de MCFA y LCUFA
en mas de tres puntos (inicio, medio y final) en el proceso de la fermentacioén alcoholica
y mucho menos en la cepa Carménére, lo cual se realizd en esta investigacion. Tampoco
se habian estudiado estos compuestos bajo diferentes condiciones de temperatura y

oxigenaciones en la misma cepa como se menciono anteriormente.

1.6.2 Espectroscopia Resonancia Magnética Nuclear

Por otro lado, la técnica analitica mas comunmente usada para determinar o-aminoacidos

es la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), ésta conlleva una preparacion de
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muestra (separacion, derivatizacidon, preconcentracion) mas tediosa e invasiva que
demanda mayor tiempo antes de la determinacion. La preparacion de muestra para las
medidas por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es simple y
consume menos tiempo en comparacion de otras técnicas como HPLC?, Otra ventaja de
la RMN es que permite la deteccion y andlisis directo de la muestra con un gran nlimero

de compuestos en un simple experimento>*,

La espectroscopia RMN es una excelente herramienta para proporcionar caracteristicas
quimicas de huella digital de gran interés para generar perfiles composicionales del vino®.
Teniendo en cuenta que el uso principal de esta técnica es para la elucidacion estructural,
el desarrollo de métodos por RMN se ha centrado principalmente en la mejora de la
informacion cualitativa, aunque actualmente los aspectos cuantitativos se han abordado

desde la ultima década’’.

El vino consta de varios cientos de componentes presentes en diferentes concentraciones:
Agua, etanol, glicerol como los de mayor concentracion; azucares, acidos organicos,
polifenoles, a-aminoéacidos entre otros los de menor concentracion®. Estos componentes
han sido estudiados por RMN en muestras de vino, pero hay insuficientes estudios para el
caso de los a-aminoédcidos en mostos en fermentacion, de ahi la importancia de esta
investigacion y de desarrollar nuevas metodologias para poder cuantificarlos durante la

fermentacion alcoholica del vino.

En ocasiones, las sefiales intensas como las del agua son minimizadas o eliminadas por
técnicas de RMN con supresion de disolvente para que se puedan visualizar mejor las
sefales de baja intensidad. Se debe tener cuidado cuando se estd tratando con mezclas
complejas tales como el vino con respecto a las propiedades quimicas tales como pH, ya
que puede influenciar considerablemente el desplazamiento quimico™.

Algunos estudios a través de *C RMN evidenciaron la transformacion de a-aminoécidos
(L-fenilalanina, L-leucina y L-isoleucina) a alcoholes superiores e histidina>® durante la
fermentacion alcohdlica del vino de la variedad Garnacha’®; en otro estudio realizaron

clasificaciones basados en espectros de 'H RMN y 13C RMN y con ayuda de herramientas
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quimiométricas como PCA (Andlisis de Componentes Principales) para clasificar o-
aminoacidos (arginina, 4&cido gamma aminobutirico, lisina, alanina, glicina, ac. aspartico
y leucina) acorde a su variedad y origen geografico en 21 vinos terminados comerciales y
uvas>30061  Asi mismo, identificaron 17 a-aminodacidos en vinos terminados en Cabernet

Sauvignon.

La espectroscopia RMN acoplada a herramientas quimiométricas de calibracion
multivariante ha cuantificado 4cidos orgénicos y 12 aminoécidos en cerveza basados en
espectros '"H RMN con dos métodos de cuantificacion: Con integracion de sefiales del
espectro junto con el uso de referencias de calibracion y con PLS, en un espectrometro de
Bruker Avance 600 MHz. Estos métodos fueron satisfactorios para metabolitos con

concentraciones por debajo de 10 mg/L y con una alta exactitud®?.

Similarmente, en otro estudio compararon la cuantificaciéon del método de integracion
tradicional con el modelo PLS de seis acidos orgénicos en cervezas. Para el modelo de
PLS se basaron en espectros de 'H RMN y electroforesis capilar (datos de referencia), los
espectros fueron tomados en un espectrometro de Bruker Avance 500 MHz>>. De los dos
estudios anteriores, se puede concluir que la cuantificacion realizada por PLS tuvo
concentraciones mas cercanas a los valores de referencia, obteniendo asi resultados mas
exactos que por integracion de sefales, por lo que se propuso para esta tesis la

cuantificacion con PLS para los a-aminodcidos.

Adicionalmente, se identificd etanol, acido acético, malico, lactico, succinico y o-
aminoacidos (prolina y alanina) de la variedad Tempranillo en un proceso de fermentacién
normal®’,como se puede observar en la Figura 5. En la misma figura, se muestran los
acoplamientos de los protones encerrados en un circulo como por ejemplo, el grupo metil
del etanol (triplete, *J=7,2 Hz, 3H a 1,01 ppm) y sefiales satélites *C , para el grupo metil
del 4cido lactico (doblete, 2J=6,9 Hz, 3H a 1,40 ppm), para el grupo metil de la alanina
(doblete, 3J=7,2 Hz, 3H a 1,46 ppm), para el grupo 5-metileno de la arginina (multiplete,
2H a 1,60-1,69 ppm), para el grupo metil del 4cido acético (singlete, 3H a 2,06 ppm), para
un proton del grupo B-metileno de la prolina (multiplete, 1H a 2,29-2,39 ppm), dos grupo
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metilenos para el acido succinico (singlete, 4H a 2,65 ppm), y un protdn diasterotopico
para el acido malico (doble de dobletes, J=8,0 Hz, 2J=16,4 Hz, 1H a 2,80 ppm).

Y para su cuantificacion se basaron en espectros de '"H RMN e integracion de sefiales
junto con referencias de calibracion. Cabe destacar que hasta la fecha no se ha realizado

la cuantificaciéon de aminoécidos en un proceso de fermentacion con la herramienta

quimiométricas PLS.

H
o H‘,O HO/§‘<H
TS oH G
W

Etanol

N

Acido succinico

NH H
H 2 HO -
., | H;N_ N OH /}H_
H (HD Y o) ¢
0 \ H \HAH o} )
HZ OH Ho—ggH' & . H\‘ ? OH Etanol
HO 0 Arginina H -
OH O Acido acético AHd ct
- . ' 0o cido lactico
Acido malico H} H OH
O H:
n H' NH,
OH Alanina
Prolina
31 3 29 28 27 26 25 24 23 22 21 2 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1 09

Figura 5: Espectro 'H RMN (400 MHz) de un mosto en fermentacion®’.

Du et al®' determinaron el desplazamiento, multiplicidad y asignacion de protones
respectivamente para algunos a-aminoacidos encontrados en vinos terminados como:
Prolina [2,00 6 (m, -CH>), 2,07 6 (m, -CH), 2,35 & (m, -CH), 3,33 6 (m, -CH), 3,43 & (m,-
CH), 4,13 6 (t, -CH)] y Alanina [1,49 & (d, -CH3, 3,83 (q, -CH)].

En numerosos trabajos esta técnica a nivel cuantitativo fue validada frente a otras de

fiabilidad conocida como el HPLC®. Pauli et al.® bautizaron a la técnica como
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Resonancia Magnética Nuclear de proton cuantitaviva (QHRMN) y mediante esta serie de
trabajos demostraron el enorme potencial de ésta, no solo en la identificacion de
compuestos sino también en la cuantificacion.

A continuacion, se presenta el método quimiométrico PLS para desarrollar las
metodologias analiticas basadas en técnicas espectroscopicas para la cuantificacion de

acidos grasos y aminoéacidos en mosto.

1.7 Quimiometria

La quimiometria desarrolla y usa herramientas matematicas y estadisticas para extraer el
maximo de informacion desde un conjunto de datos adquiridos a través de andlisis
quimico o instrumental. La quimiometria en la quimica analitica tiene sus aplicaciones
mas importantes en metrologia para la validacion de métodos de analisis, en disefio de
experimentos para la optimizacion de procedimientos, y en analisis/calibracion
multivariante para la clasificacién de sustancias respecto a su composiciéon quimica o
cuantificaciéon de especies quimicas en muestras complejas minimizando etapas de
analisis®.

La quimiometria se puede clasificar en analisis cualitativos (analisis multivariante) y

analisis cuantitativos (calibracion multivariante):

En analisis multivariante, las herramientas mas utilizadas son PCA (del inglés, Principal
Components Analysis) para analisis exploratorios, y LDA (del inglés, Linear Discriminant
Analysis) para analisis clasificatorios®®7°. Usualmente se usa para la denominacion de

origenes de vino.

En calibracion multivariada, las herramientas mas utilizadas son PLS (del inglés, Partial
Least Squares) y PCR (del inglés, Principal Component Regression) para construir
modelos de calibracion y validacion’!. Estas han sido ampliamente aplicadas en alimentos
utilizando técnicas espectroscopicas como IR-TF y RMN>¢, Un modelo de calibracion

multivariable relaciona las N variables experimentales, por ejemplo, un espectro MIR o
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'"H RMN frente a propiedades conocidas de las muestras, por ejemplo, la concentracion

de un analito, siendo el objetivo la prediccion de dicha propiedad en nuevas muestras.

La espectroscopia IR-TF y RMN en combinacion con métodos quimiométricos
proporciona informacion cuantitativa confiable que es importante para monitorear
fermentaciones'>. Los espectros del vino son extremadamente complejos, por esta razon
es necesario usar herramientas avanzadas de andlisis de datos para generar modelos de

calibracion de cada parametro de interés.

Para la obtencion de un modelo robusto se deben seguir las siguientes etapas: Seleccion
de un conjunto de muestras, determinaciéon de la propiedad o identidad por métodos de
referencia adecuados, obtencion de la sefial analitica, pretratamiento de los datos,
construccion del modelo, validacion del modelo, prediccion de nuevas muestras’ 3.

A continuacion, se explica mas detalladamente cada una de las etapas implicadas en el

modelo de los datos:

1.7.1 Seleccién del conjunto de muestras

El primer paso es disponer de un nimero de muestras suficiente para la creacion y
validacion del modelo. Las muestras utilizadas para el desarrollo de un modelo de
calibracion deben ser representativas de la variabilidad que pueda darse durante el
proceso. Usualmente se selecciona un 75% de las muestras para la calibracion (llamadas

Xeal) y un 25% de las muestras para la validacion (llamadas Xvai), ver Figura 6.

Descriptores espectrales Concentraciones
> EEE—
g Xcal 75% @ Ycal 75%
= =
g X i Y
= s
}_ Xval 25% }_ Yval 25%
v v

Figura 6: Construccion de matrices Xy Y.
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1.7.2 Método de referencia

Mediante metodologias analiticas adecuadas se determinan las concentraciones o
propiedades en las muestras. Los métodos empleados deben proporcionar valores precisos
y exactos, ya que de éstos dependerd la calidad y confiabilidad del modelo de calibracion
obtenido. Para nuestro caso, los métodos de referencia son GC-FID y HPLC-UV para

acidos grasos y a-aminodcidos respectivamente.

1.7.3 Obtencién de la senal analitica

Para la obtencion de la sefal analitica se deben someter las muestras al procedimiento
instrumental elegido. Por cada muestra se obtiene una sefial espectral continua (un
espectro), para nuestro caso los espectros de IR-TF(MIR) y '"H RMN. Una vez que el
sistema instrumental proporciona los datos resultantes, éstos son almacenados y quedan

disponibles para su posterior tratamiento.

1.7.4 Pretratamiento de los datos

En los datos espectrales pueden aparecer contribuciones no deseadas (debido al proceso
de registro, a la naturaleza de la muestra, al ruido instrumental, entre otros) que causan no
linealidades u otros efectos que pueden afectar negativamente el modelo de calibracion a

construir. Los pretratamientos mas utilizados en esta tesis fueron:

1.7.4.1 Centrado

Consiste en centrar cada una de las i variables restando la media de todos los elementos
de esa variable. Los vectores centrados tienen valor medio igual a cero, sin modificar la
varianza. El centrado es un pretratamiento habitual previo al desarrollo de un modelo de

calibracion o de un andlisis en componentes principales, ecuacion (1).
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X = (x;— %) @

1.7.4.2 Autoescalado

Consiste en un centrado seguido de una normalizacién. Para una matriz X (MxN) cada

elemento de una fila se autoescala, ecuacion (2).

x! = 2

donde x; es el valor autoescalado, X y s son la media y la desviacion estandar de los

elementos de esa fila. Los datos autoescalados tienen media 0 y varianza 1.

1.7.4.3 Variable Normal Estandar (SNV, Standard Normal Variate)

Con este pretratamiento se centra y autoescala cada espectro, restando el valor medio de
la absorbancia del espectro a los valores de absorbancia de cada longitud de onda y

dividiendo por la desviacion estandar, ecuacion (3).

3)

Se utiliza principalmente para corregir variaciones sistematicas de linea base producida

por la dispersion.

1.7.4.4 Derivadas

Es uno de los pretratamientos mas utilizados en espectroscopia MIR por su capacidad de
minimizar los problemas caracteristicos de esta técnica tales como el solapamiento de

bandas y los desplazamientos de linea base. Los valores de la sefial analitica se ajustan a
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una funcién polindmica, estimando en cada caso los pardmetros ajustables (los

coeficientes de los términos polindmicos). Por ejemplo:
y=ax>+bx*+cx+d “@

donde a, b, c, d son los pardmetros ajustables, x representa la seial de longitud de onda en

un espectro IR-TF y y la intensidad para nuestro caso.
La primera derivada elimina el efecto de las lineas base que varian a través de las muestras.

d
& 3ax? + 2bx + ¢ )
dx

La segunda derivada elimina senales de fondo (background) no lineales que varian de una

muestra a otra’*.
dZ

Yy _
TxZ 6ax + 2b

(6)

1.7.4.5 Correccion de Dispersion Multiplicativa (MSC, Multiplicative Scatter

Correction):

Este método se utiliza para compensar efectos multiplicativos o aditivos debidos al
scattering (dispersion). El MSC corrige los desplazamientos entre muestras aplicando a
los espectros originales los pardmetros de la recta, obtenida por minimos cuadrados,
representando los valores de absorbancia de un intervalo de longitudes de onda en el que
no absorba el analito (aunque en la préctica se realiza con el espectro completo), frente a
los valores de absorbancia de un espectro de referencia. La correccion del espectro original
se reduce a:

X;i—a
xMSC = = @

' b

donde a y b son los parametros de la recta.
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También existen otros pretratamientos que se utilizan para alinear las sefiales,
generalmente son utilizados en RMN, ellos son: Co-shifting (Correlation Optimized

shifting), COW (Correlation Optimized Warping), icoshift (interval-correlation-shifting).

1.7.5 Construcciéon del modelo

El modelo se construye a través de una herramienta quimiométrica escogida. En esta tesis
se escogid PLS (minimos cuadrados parciales), buscando relacionar un modelo que
establezca la relacion mas simple y eficiente entre la propiedad a determinar
(Concentracion, Y) y la sefial analitica (X).

En la construccién del modelo, se evaluan distintos parametros implicados en el calculo
como el intervalo espectral, el pretratamiento espectral, muestras andémalas, niimero de

componentes o factores, errores de calibracion, entre otros.

1.7.5.1 PLS (Minimos Cuadrados Parciales):

El método de minimos cuadrados parciales (PLS, por partial least-squares) es un método
de calibracién inversa, el cual introduce los valores de las concentraciones de calibracion
en el célculo de los factores. De esta manera, se crean factores dependientes de la

concentracion.

Existen dos tipos de métodos de PLS: uno denominado PLS-1, que concentra su atencion
en un Unico analito a la vez, y el otro llamado PLS-2, que permite calibrar y predecir las
concentraciones de varios analitos simultdneamente. Asi, PLS-1 debe repetirse para cada
analito de interés, insumiendo mas tiempo de céalculo. Pero, por otro lado PLS-1 permite
optimizar las condiciones de trabajo para cada analito independientemente, lo que
representa una gran ventaja. Para la mayoria de aplicaciones actuales, se prefiere PLS-1,
que en adelante se llamara simplemente PLS™.

Desde el punto de vista matematico, la calibracion directa implica la medida de espectros

de calibracién en la matriz X, con concentraciones de los analitos contenidos en la matriz
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Y, y obtencién de la matriz de sensibilidades a partir de la ley “directa” o ley de Lambert-

Beer, E matriz de errores, por ajuste mediante minimos cuadrados:
X=SY"+E ®
En cambio, en la calibracién inversa se utiliza la ley de linealidad inversa:
yn=X"v,Te @
donde se supone la existencia de una proporcionalidad entre la concentracion de un inico
componente n y la respuesta contenida en X, a través de coeficientes de regresion v,, que

debera obtenerse por minimos cuadrados.

La matriz de datos espectrales X (M x N) se construye de la siguiente forma:

X11 X12 " XN
x x coe x

x = | X1 22 2N
XmM1 Xm2 U Xy

Se mide el espectro a M las longitudes de onda (A, cm) o niimero de onda (9, cm™) o
desplazamiento quimico (6, ppm) como ejemplos para esta tesis, de un conjunto de
muestras N, donde cada vector espectral se agrupa en una matriz X de dimensiones (M x
N).

En el método PLS se descompone la matriz X en dos matrices (W y P), que contiene dos
clases de factores espectrales o variables latentes: unos llamados “weight loading factors”,
contenidos en la matriz W, y otros llamados simplemente “loading” o ‘“cargas”,
contenidos en la matriz P. Las columnas de W son ortogonales, mientras que las de P no
necesariamente lo son. Es importantes recalcar que las columnas de W no son
autovectores propiamente dichos, sino factores que dependen de las concentraciones de
calibracion del analito de interés. La obtencion de estos factores se lleva a cabo mediante

un algoritmo iterativo ciclico, que puede resumirse en los siguientes pasos:
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Paso 1)
Se proyecta la matriz de datos X en el vector de concentraciones y,,, obteniéndose el

primer “weight loading factors”, que luego se normaliza a longitud unitaria:

W, = Xyn/(erlyn) (19)

En este paso del algoritmo, se supone que solo se conocen las concentraciones de un tinico
componente en las mezclas de calibracion, en este caso el analito 1. En otras palabras, w,
es una aproximacion por minimos cuadrados al espectro puro del analito 1. En este paso
se aprecia la introduccion de informacion concerniente a las concentraciones contenidas

en y, en el calculo del primer factor.

Paso 2)

Se obtiene el primer “score” o “puntuacion’:

t1 == XTW1 (11)

Se continua con la suposicién de que Gnicamente esta presente el analito 1, y se calcula
qué contribucion del primer factor w, esta presente en las mezclas de calibracion. Estas

“concentraciones” forman al vector t;.

Paso 3)

Se obtiene el primer coeficiente de regresion vy :

vV, = t1}’n/(t{t1) (12)

Se calcula el coeficiente de regresion que relaciona el “score” t;.calculado en el paso 2)

con las calibraciones de concentracion.

Paso 4)

Se obtiene el primer “loading” p;:
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p1 = X"t /(t1t,) (13

Paso 5)

Se calculan los residuos espectrales y de concentracion:

ey = X" —t,p] 4

e, =Yy, —Vity (15)

En los pasos 4 y 5) se asegura que los vectores t,.y w, subsiguientes seran ortogonales
entre si. Para ello se calculan los vectores p,, llamados “loadings”. Estos vectores, no
explican la varianza espectral en la matriz X, sino que representan un intento de explicar
dicha varianza, mientras simultaneamente se correlacionan los ‘“scores” t, con las

concentraciones Y.

Paso 6)
Se sustituyen ey y e,, por X'y y, respectivamente en el paso 1) y se continua hasta

llegar al nimero de factores deseados A.

Calibracion

La etapa de calibracion requiere estimar en primer lugar el nimero 6ptimo de factores A,
lo que usualmente se lleva a cabo mediante la técnica de validacion cruzada. El resultado
de la calibracion es la obtencion del vector de coeficientes de regresion v,, cuyos
elementos (vq,..., V4,) se obtienen en cada uno de los A pasos del algoritmo ciclico

anterior.

1.7.5.2 Numero 6ptimo de factores (A):

Se repite el algoritmo ciclico tantas veces como la mitad del nimero de mezclas mas uno

(I:2+1). En cada ciclo se obtienen los pardmetros correspondientes (w;, t;) y con ellos se
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realiza una validacion cruzada (cross validation). Este método consiste en calibrar todas
las muestras de calibracion menos una, con este nuevo juego de calibracion se predice la
concentracion de la muestra que fue dejada de lado; luego se repite dejando de lado otra

de las muestras de calibracion y asi sucesivamente hasta que todas fueron dejadas de lado.

Con las concentraciones predichas y las concentraciones nominales se calcula el error a

través de un estadistico llamado PRESS (del inglés, Sum of Squares Prediction Error)’.

PRESS = Z(Cnom - Cpred)z ao

donde C,,,, es la concentraciéon nominal del componente en las mezclas utilizadas para la

calibracion, y Cpreq €s la concentracion predicha por el modelo.

Esquemadticamente:
para A=1, se calcula PRESS;
para A=2, se calcula PRESS;

para A=I:2+1, se calcula PRESS1.2+1

El nimero optimo de factores corresponderia al que tiene menor PRESS, aunque no
siempre el nimero de factores que corresponde al menor PRESS es el mas indicado para
la prediccion. La mejor manera de seleccionar el numero de factores es a través del
estadistico F, que es el cociente entre cada uno de los errores calculados (PRESS;) y el

menor error obtenido (PRESSmenor), para i=1, 2, ...1:2+17%, ver ecuacion (17).

PRESS,

Fo=—_ """t (17
' PRESS enor

40

Doctorado en Ciencias, mencion Quimica



Capitulo 1

El nimero 6ptimo de factores correspondera al primer F; cuya probabilidad sea menor que
0,75. En la Figura 7, puede visualizarse que el menor PRESS corresponde a A=3, pero
para A=2 se cumple que la probabilidad de F> es menor de 0,75, por lo que el numero de

factores que se elige es 2.

120

100 4

80 -

60

PRESS

40 4

20 4

: r -
0 2 4 6
A (numero de factores)

Figura 7: PRESS versus A.

1.7.5.3 Parametros estadisticos indicadores de la calidad del ajuste:

Para evaluar la calidad de la calibracion, una vez elegido A, puede calcularse parametros

estadisticos entre los que se pueden mencionar:

a) PRESS: Corresponde a la suma de cuadrados de los errores en las concentraciones

predichas. Este pardmetro ya fue descrito anteriormente, ecuacion (16).

b) RMSECV (del inglés, Root Mean Square Error of Cross Validation), también
llamado SEP, que como puede observarse tiene las mismas caracteristicas de una

desviacion estandar.

1
1
RMSECV = j;Z(Cnom — Cpreq)? as
i=1

donde C,,,, es la concentraiéon nominal del componente en las I mezclas de

calibracion, Cp,..q4 €s la concentracion predicha por el modelo.
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c) REP (del inglés, Relative Error Prediction) error estandar de la prediccion.

1

100 |1

Mp%z?fTERQm—%mm @9
i=1

donde Cyom ¥ Cpreq corresponden a la definicion anterior y € es la concentracion

promedio de las mezclas de calibracion.

d) R2?(Coeficiente de correlacion al cuadrado), que es un indicador de la calidad del
ajuste, ya que indica el grado de correlacion entre las concentraciones agregadas

y las predicas:

§=1 (Cnom - Cpred)z

. red 20
i=1(Cnom - C)

R2=1-

Es comn que se definan estadisticos similares relacionando las concentraciones predichas
en muestras usadas para validar modelos. Asi se pueden calcular RMSEpred, REPpred ¥y

RzpredA

1.7.6 Validacion del modelo

La validacion consiste en el analisis de un grupo de muestras independientes al utilizado
en calibracion. De esta manera se verifica que el modelo construido constituye una
correcta descripcion del conjunto de datos experimentales. Si los resultados no son

satisfactorios el modelo se tiene que volver a recalcular.

1.7.7 Prediccion en nuevas muestras

En la etapa de prediccion se emplean los coeficientes de regresion para estimar la
concentracion del analito en la muestra. El paso previo es la obtencion de los “scores” de

la muestra, lo que se realiza con ayuda de las matrices W y P:
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t, = (WTP) 'WTx @1

Yn = (Va)Tts @2

1.7.8 Ventajas v desventajas

Una ventaja de la calibracion multivariante mediante regresion PLS es la eficiencia en
recoleccion de los datos, compresion de la informacion, manipulacion de la muestra y
conocimiento de los resultados, de ahi la popularidad de la aplicacion de modelos

matematicos a los problemas quimicos™.

Utiliza una calibracion inversa, lo que permite calibrar con mezclas que contengan los
posibles componentes de las incognitas, pero en las que solo se requiere conocer las
concentraciones de un unico componente. Resuelve colinealidades espectrales, a través
del uso de factores ortogonales. Utiliza los espectros completos. Y como desventaja es

sensible a interferencias no modeladas.

1.7.9 Aplicaciones de la calibracién multivariante

Haciendo un contraste de los trabajos anteriormente mencionados de Gallardo-Velazquez
et al>! en filetes de pescado y el de Maggio ef al.” en aceite de oliva, se puede concluir
que en ambos obtuvieron buenos modelos de calibracion con PLS para la cuantificacion
de acidos grasos individualmente, sin embargo, Gallardo-Velazquez et al.>!, exploraron
diferentes tipos de pretratamiento (primera y segunda derivada, SNV, MSC) a los datos
espectrales y asi pudieron construir el modelo de calibracion con datos mas homogéneos,

mientras que Maggio, ef al.>

, solo utilizaron primera derivada como pretratamiento de los
datos y no exploraron otros.

Sobre la construccion del modelo de Gallardo-Velazquez, et al.®!, utilizaron 84 muestras
para construir el modelo de calibracion y validacion, es decir, no utilizaron un set

independiente de muestras para realizar la validacion del modelo (25% del total de
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muestras recomendado), haciendo que haya un sesgo muestral y posiblemente algunas
conclusiones propuestas por los autores pueden ser erroneas; para este proyecto se desea
evitar lo mencionado y poder utilizar un 75% de las muestras para la calibracion y un 25%

1'53

de muestras para la validacion. Maggio, et al.”>°, utilizaron un set de 25 muestras de

ochenta y seis, para la validacion del modelo y el resto de muestras para la calibracion.

1.8 Cepa Carménére

Una vez construidos y validados con mosto sintético y mostos en fermentacion se desea
aplicar estos modelos en mosto de la cepa Carménere para poder predecir las
concentraciones desconocidas de acidos grasos de cadena media e insaturados y o-

aminoacidos.

Poder tener estos modelos de calibracion para cada analito, es particularmente relevante
para la variedad Carménere, que en 1994 fue redescubierta en Chile, y que hasta la fecha
se habia confundido con la variedad Merlot. En la actualidad, la producciéon de vino
Carmeénere esta enfocada a desarrollarse como una variedad emblematica de Chile a nivel
internacional. Por lo tanto, se necesitan metodologias analiticas para caracterizar esta
variedad y diferenciarla de las otras producidas en el pais, y més importante alin, para
aumentar el conocimiento acerca de esta cepa mediante la investigacion y poder aplicarse

en la resolucion de problemas que se presentan en la industria.

Dados los antecedentes informados anteriormente, esta investigacion desarrolld dos
metodologias analiticas para determinar el contenido de 4cidos grasos y a-aminoacidos
que pueden ser variables criticas durante la fermentacion alcoholica del vino, capaces de
proveer la informacion con alta precision en las medidas, en base a técnicas
espectroscopicas de Infrarrojo con Transformada de Fourier y la Resonancia Magnética
Nuclear de alta resolucion en combinaciéon con las herramientas quimiométrica de

calibracion multivariante PLS.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipaotesis

El uso de la metodologia analitica basada en IR-TF y GC en combinacion con PLS
permitira cuantificar los acidos grasos de cadena media (Cs.o caproico, Cso caprilico, Cio:o
caprico, Ci2, latirico) y cadena larga insaturados (Ci4.1 miristoleico, Cis:1 palmitoleico,
Cig:10leico, Cis:2 linoléico, Cis:3 linolénico) de una matriz compleja como es el mosto de

uva durante la fermentacion alcoholica.

El uso de la metodologia analitica basada en RMN y HPLC en combinacion con PLS
permitird cuantificar los a-aminoécidos (Ac. L-glutamico, L-arginina, DL-alanina, L-
glutamina y L-prolina) de una matriz compleja como es el mosto de uva durante la

fermentacidn alcoholica.

2.2 Objetivo general

En virtud de los antecedentes presentados se plantea como objetivo general de esta tesis:

“Desarrollar metodologias analiticas para determinar el contenido de &cidos grasos y a-
aminodcidos durante la fermentacion alcohdlica del vino utilizando espectroscopia
Infrarroja de Transformada de Fourier (IR-TF) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
de alta resoluciébn en combinaciéon con métodos quimiométricos de calibracion

multivariante”.
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2.3 Objetivos especificos

a) ldentificar y cuantificar el contenido de acidos grasos de cadena media (Ce:o
caproico, Cs:o caprilico, Cio.0 caprico, Ciz0 latirico) y cadena larga insaturados
(Cis1 miristoleico, Cie1 palmitoleico, Cis.1 oleico, Cis:2 linoléico, Cis:3

linolénico) en mostos implementando y validando la técnica GC-FID.

b) Identificar los acidos grasos de cadena media y cadena larga insaturados

mediante espectroscopia IR-TF en el rango medio (MIR) en mostos.

¢) Desarrollar los modelos de calibracion y validacion con la herramienta
quimiométrica PLS, basados en medidas de IR-TF y GC-FID, para cuantificar el
contenido de cada é4cido graso de cadena media (Cs:o caproico, Cg.o caprilico,
Cio:0 caprico, Cizo latirico) e insaturados (Ci4:1 miristoleico, Cie:1 palmitoleico,

Cis:1 0leico, Cig:2 linoléico, Cis:3 linolénico) en mostos.

d) ldentificar y cuantificar el contenido de a-aminodcidos (Ac. L-glutamico, L-
arginina, DL-alanina, L-glutamina y L-prolina) en mostos en fermentacion

implementando y validando la técnica HPLC-UV.

e) ldentificar los a-aminodcidos (Ac. L-glutdmico, L-arginina, DL-alanina, L-
glutamina y L-prolina) mediante espectroscopia RMN de alta resolucion en

mostos.

f) Desarrollar los modelos de calibracion y validacion con la herramienta
quimiométrica PLS, basados en medidas de RMN y HPLC-UV, para cuantificar
el contenido de cada a-aminoécido (Ac. L-glutdmico, L-arginina, DL-alanina, L-

glutamina) en mostos.
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3. METODOLOGIA

En este capitulo se describen las estrategias para desarrollar dos nuevas metodologias

analiticas propuestas en esta tesis doctoral, las cuales permitieron cuantificar:

En primer lugar, el contenido de MCFA y de LCUFA con el método de referencia
GC-FID. Esta cuantificacion se realizd para el mosto real (fermentaciones
normales y problematicas del vino Carménére). Adicionalmente, por medio de la
espectroscopia IR-TF se tomaron espectros a las mismas muestras de mosto real y

un set de mosto sintético de concentraciones conocidas.

Luego de obtener los datos de referencia junto con los datos de los espectros, se
desarrollaron modelos de calibracion y validacion utilizando la herramienta
quimiométrica (PLS), por ultimo, se realiz6 la prediccion de las concentraciones

de los acidos grasos con un set diferente de muestras.

En segundo lugar, el contenido de a-aminoacidos con el método de referencia
HPLC-UV. Esta cuantificacion se realiz6 para el mosto real (fermentaciones
normales del vino Carménere). Posteriormente, por medio de la espectroscopia

RMN de alta resolucion se tomaron espectros a las mismas muestras de mosto real.

Luego de obtener los datos de referencia junto con los datos de los espectros, se
desarrollaron modelos de calibracion y validacion utilizando PLS.
Finalmente, se realiz6 la prediccion de las concentraciones de los aminoéacidos con

un set diferente de muestras, ver Figura 8.
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|
QUIMIOMETRIA (PLS)

Figura 8: Esquema de metodologias utilizadas.

3. Procedimiento experimental

3.1 Equipos e instrumentos

Para el desarrollo de las fermentaciones del mosto Carménére se utilizaron fermentadores

de 4 litros (escala de laboratorio), con control de temperatura, pH y agitacion.

Para la identificacion y cuantificacion de los acidos grasos se utilizdo un cromatografo
gaseoso (GC) Hewlett Packard, modelo No. 6890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA),
acoplado a un detector de ionizacion de llama (FID).

El cromatografo se encontraba equipado con un inyector automatico y software
ChemStation. La columna capilar fue DB-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) de Agilent
J&W.

Para el tratamiento de muestra de los acidos grasos se utilizaron: Centrifuga HERMLE
marca Z323K, rota-vapor marca BUCHI modelo R-2, bafio maria (Memmert, Schwabach,
Germany), vortex FINE PCR.

Los espectros se tomaron en el IR-TF Alpha Wine de marca Brukker Optics, con modulo
ATR (Attenuated Total Reflection) y control de temperatura. Software OPUS (Version
2012).
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Para secar las muestras se utilizé una bomba de vacio con trampa de liquido POBEL.

Se utilizé una microcentrifuga marca PRISM (Labnet International, Inc.).

Para la identificacion y cuantificacion de los aminoacidos se utilizd6 un HPLC-UV con
software EzChrom Elite Manager. La columna fue una Nova-Pak C18 (Waters) (4 pm x
3,9 mm x 300 mm).

Para el registro y procesamiento de espectros se utilizo el RMN Brucker Avance de 400

MHz con software TOPSPIN (version 2.1).

3.2 Preparacion de mosto sintético

La preparacion del mosto sintético fue basado en el estudio realizado por Salmon et al.’.
Se prepararon doce mezclas en agua destilada con los analitos de interés (aminoacidos y
acidos grasos) y las interferencias conocidas (glucosa, acidos organicos, cloruro de
amonio y alcoholes) como se describe en la Tabla 12.

Las doce mezclas abarcaron los rangos de concentraciéon en que se encuentran esas
sustancias en un mosto en fermentacion. La mezcla 1, simula las concentraciones de un

mosto en el inicio de su fermentacion y la mezcla 12, en el final de la fermentacion.

3.3 Preparacion de fermentaciones con mosto real (Carménére)

Las fermentaciones fueron realizadas en el Departamento de Ingenieria Quimica de la
Universidad Técnica Federico Santa Maria. El mosto utilizado para el desarrollo de las
fermentaciones alcoholicas a escala de laboratorio fue de vino tinto de la cepa Carménére
proveniente de la regién del Maule. Para el seguimiento de las fermentaciones se siguid

el protocolo de la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (OIV), ver Anexo 1.
Durante todas las fermentaciones, se tomaron 200 mL de muestra de cada fermentador a

intervalos de 12 h para el conteo de levaduras viables, biomasa, densidad, concentracién

de SO» libre y total, azucares reductores, acidez total!, pH y nitrogeno facilmente
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asimilable”’. El recuento de levadura viable se llevo a cabo inmediatamente después de la

toma de muestra.

Tabla 12: Concentraciones (mg/L) en mosto sintético’.

Concentraciones (mg/L)

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

Meozcl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Aziicar Glucosa 150000 | 120000 | 115000 | 90000 | 60000 | 50000 | 40000 | 25000 | 12000 5000 1000 50
Acido Citrico 130 30 500 1000 1500 2000 2100 1200 2300 2400 2500 2500
Acido DL-Milico | 1500 1500 1300 1000 40 140 600 1200 1500 3000 2500 2000
Acido Tartarico 5500 6000 5000 4500 4000 3500 3000 2500 50 500 2000 1500
Ac. Org;
Acido Succinico 50 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 1500
Acido Lactico 450 200 10 50 100 500 500 1000 1500 2000 2500 3000
Acido Acético 5 5 50 50 100 100 1000 500 500 1000 1500 1500
Cloruro de
55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55
Amonio
L.Prolina 9 160 320 480 640 800 960 1120 1280 1440 1600 1840
L-glutamina 10 10 1 1 5 5 130 130 40 40 90 90
Aminoacidos L-Arginina 400 350 300 250 200 150 130 90 40 15 5 2
L-Alanina 27 21 15 9 2 33 39 45 51 57 63 70
Acido L-
1 7 14 21 28 36 43 50 57 64 71 85
Glutimico
C6:0 1,2 0,4 22 32 4.2 72 6,2 52 8,2 9,2 10,2 12
C8:0 0,5 0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C10:0 0,2 2,2 4.2 6,2 8,2 10,2 12,2 14,2 16,2 18,2 20,2 22,2
C12:0 0,5 1,1 3,1 0,5 5,1 7,1 9,1 10,1 12,1 14,1 15,1 16
Ac. Grasos C14:1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
C16:1 0,5 1,5 2,1 2,8 8,5 3,5 42 49 5,6 6,3 7 7,7
C18:1 0,5 1,1 22 33 55 6,6 8,8 9,9 10,1 11,2 12,3 134
C18:2 0,2 3,6 7.2 10,8 14,4 18 21,6 25,2 43 28,8 324 36
C18:3 0,3 0,6 1,2 1,8 24 3 3,6 4.2 4.8 54 6 7,5
Glicerol 10 50 100 500 1500 3500 5500 8500 10000 | 14000 18000 21000
Alcohol
Etanol
0 0,5 1 2,5 3 6 12 16 17 17,5 18 21
(% viv)

El resto de muestra (100 mL) se almacend en tubos falcon y congeldé a -22 °C

(aproximadamente 2-3 meses) para su posterior analisis por GC-FID y HPLC-UV.

El proceso de descongelacion de las muestras fue gradual: Se sacan del congelador (-22

°C) y se llevan al refrigerador a 2 °C por 12 horas, luego, se retiran del refrigerador y se
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dejan a temperatura ambiente por 4 horas antes de proceder con los tratamientos de
muestra.

Se realizaron ocho fermentaciones con mosto real a condiciones normales de operacion
con una temperatura de 28 °C; pH= 3,45; saturacion de oxigeno inicial por 15 minutos;
azucar inicial 227 g/L; nitrégeno facilmente asimilable (FAN) a 250 mg/L (ver Tabla 13,
nivel normal (0)) y con una frecuencia de muestreo cada 24 horas (t= 0, 24, 48, 72,96 y
120 h). Se emplearon 4 fermentadores en paralelo de capacidad aproximada 4L cada

fermentador, como se muestra en la Figura 9.

Se utiliz6 la levadura Saccharromyces cerevisiae Lavin EC1118 (Lallemand, Canada)
para el desarrollo de las fermentaciones; se considera como el inicio de la fermentacion
(t=0) cuando se inocula, es decir, cuando se le adiciona la levadura viva al mosto! (ver
Anexo I). La duraciéon de las fermentaciones fue aproximadamente de 5-7 dias y se dio

por terminada cuando la concentracion de azucares residuales estuvo entre 2-4 g/L.

Figura 9: Fermentadores de 4 litros (escala de laboratorio),

con control de temperatura, pH y agitacion.

Se realizaron diecinueve fermentaciones mds a escala de laboratorio (4 L), bajo las

siguientes condiciones de operacion (Tablas 11 y 12):
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Nivel Carencia (-1): La concentracion de oxigeno para este nivel es nula, en otras
palabras, la fermentacion se da totalmente anaerobia.
La temperatura en este nivel se encuentra cuatro grados por debajo (24 °C) respecto a la

condicion normal (28 °C).

Nivel Exceso (1): La concentracion de oxigeno en este nivel es abundante, debido a que
se realiza aireacion por burbujeo dos veces por 15 min al inicio y al final de la fase
exponencial.

La temperatura en este nivel se encuentra cuatro grados por encima (32 °C) respecto a la

condicion normal (28 °C).

La frecuencia de muestreo fue cada 24 horas. La duracion de las fermentaciones fue entre

120-384 horas.

Tabla 13: Condiciones de operacion para las fermentaciones del vino Carménere.

Variables Carencia Normal Exceso
-1 0 1
Concentraciéon . *Saturar al inicio 15 .Saturar al inicio (15
2 N Anaerobio . min) y al final de la fase
oxigeno (aire) min. . .
exponencial (15 min).
Temperatura 24 °C 28 °C 32°C

*La saturacion de oxigeno se realiz6 con burbujeo de aire a 9 mg/L por 15 min.

A continuacion, se muestra en la Tabla 14 el disefio de experimentos realizado para las

fermentaciones de la N° 9 hasta la N° 27.

Se realizaron diferentes combinaciones de temperatura y oxigenacion para los tres niveles
(-1, 0, 1). Quedando cuatro fermentaciones a 24 °C, cuatro a 32 °C, cinco anaerobias y
finalmente, cuatro con saturacion al inicio y final de la fase exponencial (ver Tabla 13).
Con estas fermentaciones se evalu6 el efecto de la temperatura y oxigenacion sobre los

acidos grasos.
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Tabla 14: Disefio de experimentos: Nivel carencia (-1), nivel normal (0), nivel exceso (1).

Fermentacion N° Temperatura Oxigenacion
9 1 0
10 0 0
11 0 -1
12 0 0
13 -1 0
14 0 1
15 0 0
16 0 -1
17 1 -1
18 -1 1
19 0 -1
20 0 1
21 -1 0
22 1 0
23 1 0
24 0 -1
25 0 1
26 0 0
27 -1 0

3.4 Determinacion de dcidos grasos

Se identifico cada acido graso de interés por GC-FID (Método de referencia) y por IR-TF.
Después, los datos de referencia junto con los espectros, se les aplicd la herramienta
quimiométrica PLS para la construccion de los modelos de calibracion y validacion,
posteriormente la prediccion de la concentracion de los analitos en mosto de la cepa

Carmeénere.

3.4.1 Determinacion del contenido de acidos grasos por GC-FID

Los métodos analiticos usuales’8 80

para acidos grasos incluyen extraccion, derivatizacion
a metil esteres, y cromatografia gaseosa®!.

Se identificé y cuantificé el contenido de acidos grasos (Cs:o caproico, Csg.o caprilico, Cio:o
caprico, Ciz latrico, Cis:1 miristoleico, Cis:1 palmitoleico, Cig.1 oleico, Cis:» linoléico,

Cis:3 linolénico) con el siguiente procedimiento:
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3.4.1.1 Preparacion de curva de calibracion

Se prepararon en hexano los estandares de metil ésteres de acidos grasos (FAMEs mix 10
mg/mL de 37 componentes en cloruro de metileno de Sigma Aldrich (Bellefonte, PA) y
el estandar interno (IS) nonanoato de metil Co.ode alta pureza con concentracidon conocida
proveniente de Sigma Aldrich (St. Louis, MO) los cuales se inyectaron en el cromatdgrafo
gaseoso para la identificacion y cuantificacion de los analitos de interés.

Se prepararon dos curvas de calibracion, una con un nivel bajo-medio (5 puntos) y otra

curva con un nivel medio-alto (5 puntos).

3.4.1.2 Tratamiento de la muestra

Etapa 1: Extraccion Liquido-Liquido.

Los acidos grasos fueron extraidos como se describe en Santamaria et al.!3. Las muestras
se centrifugaron por 10 minutos a 10733 g. Se midieron 25,0 mL por muestra y se
transfirieron a un embudo de separacion de 50 mL y se adiciond el IS Co.o. Se realizé dos
veces la extraccion liquido-liquido con 15 mL de cloroformo-metanol (2:1 v/v), la fase

organica se destil6 en rota-vapor hasta sequedad bajo presion reducida a 35 °C.

Cuando se realizaron recuperaciones de los analitos en la validacion del método
(exactitud), en el mismo paso de adicion del IS, se adicionaron también los estindares

externos (mix FAMEs).
Etapa 2: Derivatizacion
Inmediatamente, el extracto seco fue saponificado con 1 mL de NaOH metandlico 0,5 N
(ver mecanismo de reaccion en la Figura 10), y transferido a tubos de vidrio de capacidad

8 mL los cuales se taparon y sellaron con papel parafina. Los tubos se colocaron en un

bafio maria a 70 °C durante 15 minutos y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
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Paso 1: Adicién del nucleéfilo. Paso 2: Eliminacion del grupo Paso 3: Transferencia de protones.
saliente.
‘0" .
I 95 0 o
AN T T0—H — g ¢—G—Rr =—= R—C
R () ~

N4 | Yok
:0—H

éster . .. L. qci alcoxido
intermediario tetraédrico acido

R'=H 0 CH,CH; J

P
R—C/ H—O0—FR'
N6

carboxilato alcohol

Figura 10: Mecanismo de reaccion: Saponificacion de un éster?’.

Posteriormente, los acidos grasos fueron metilados con 1 mL de trifluoruro de boro
metanolico (10% p/p) BF3/MeOH de Sigma Aldrich (Bellefonte, PA), ver mecanismo de
reaccion en la Figura 11. Nuevamente, los tubos se sellaron, taparon con papel parafina y
puestos en bafio de maria a 70 °C por 20 minutos, luego, se dejaron enfriar a temperatura

ambiente.

A cada tubo se les adiciond 2 mL de una solucion acuosa saturada de NaCl y 1 mL de
hexano. Se agitaron en el vortex durante 3 minutos, y la fase organica (hexano) fue
transferida a viales para poder ser inyectados en el GC. Este procedimiento fue modificado

del original®® y validado.
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(1)Adicion del alcohol al grupo carbonilo catalizada por un acido.

(v BF3 - —_—
~BF -BF
. & : o ?
< c{/ H_.O:—CH3 —_ / - / . _—
—C R—C_ . R—C_ ..
OH “NGH +)\QH
HO—CH;
=BF; ~BF;
o7 o H

R—C—OH =——= R—C—OH + H—Q—CH,

o .0
Nl +\CH3 \CH3

¢

HO—CH,

(2)Deshidratacion catalizada por un icido.

/‘BFs (>BF3

» ¢ .
| Cp i

.. V4 .. +=
R—C—OH R—C—0% R—C—O0—CH; + H;0BF;
. H | \ . e
5 N, 5 L. ~7 °H
) \CH3 H—Q+—CH3 ' \CH3

Figura 11: Mecanismo de reaccion: Esterificacion de Fisher. (1) Adicion del alcohol al grupo carbonilo

catalizada por un 4cido. (2) Deshidratacion catalizada por un 4cido?’.

3.4.1.3 Determinacion

Para cuantificar los analitos en mosto real de la cepa Carmeénere, se inyectaron 2 uL del
extracto derivatizado concentrado, y estandar FAMEs en el Cromatégrafo Gaseoso con

detector FID, las condiciones de optimizacion cromatograficas fueron las descritas en la

Tabla 15.
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Tabla 15: Condiciones cromatograficas para método GC-FID.

Gas de arrastre: Helio

Columna capilar: DB-WAX (30m x 0,25mm x 0,25um) fase
polietilenglicol (altamente polar).

Flujo de columna: 1,7 mL /min

Flujo Hz: 40 mL/min

Flujo Aire: 400 mL/min

Flujo Makeup: 30 mL/min

Temperatura del inyector: 250 °C

Modo de inyeccion: Splitles

Rampa de temperatura del horno: 50 °C (2 minutos)
250 °C (8 minutos) a 10° C/min

Volumen de inyeccion: 2 uL

Temperatura del detector (FID): 280 °C

Tiempo de analisis: 29 minutos

La Figura 12, esquematiza todo el procedimiento para la cuantificacion de los acidos

grasos de interés en esta investigacion por cromatografia gaseosa.

EXTRACCION
CENTRIFUGACION LIQ-LIQ
Frecuencia de
muestreo=24 horas
'~ DETERMINACION DERIVATIZACION

GC-FID (Método de referencia)

Figura 12: Esquema del procedimiento de cuantificacion de acidos grasos por GC-FID.
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3.4.2 Determinacion de acidos grasos por IR-TF

3.4.2.1 Preparacion de estandares

Se prepararon individualmente los estandares de acidos grasos metilados (Ce:o caproico,
Cs.o caprilico, Cio.0 caprico, Ci2 latirico, Ci4:1 miristoleico, Cis:1palmitoleico, Cis:1 oleico,
Cig2 linoléico, Cis:3 linolénico) de alta pureza con concentracién conocida en acetona,

provenientes de Sigma Aldrich (Bellefonte, PA).

Para cada estandar se tomé un espectro donde se identificaron las bandas caracteristicas
de cada acido graso de interés. Adicionalmente, se prepararon seis soluciones o puntos a
diferente concentracion en mg/L. para cada uno de los analitos en acetona para la

determinacion del rango lineal, ver Tabla 16.

Tabla 16: Soluciones de acidos grasos para la determinacion de rango lineal.

. Concentraciones (mg/L)
Puntol | Punto2 | Punto3 | Punto4 | PuntoS | Punto6
Ce:o 0,1 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
Cs:o 0,1 4,0 8,0 12,0 16,0 20,0
(ST 0,1 9,0 18,0 27,0 36,0 45,0
Ci2:0 0,1 6,0 12,0 18,0 24,0 30,0
Ci4:1 0,1 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Ci6:1 0,1 4,0 8,0 12,0 16,0 20,0
Cis:1 0,1 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
Cis:2 0,1 14,0 28,0 42,0 56,0 70,0
Cis:3 0,1 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

3.4.2.2 Tratamiento de la muestra

Se agitaron los tubos ependorf que contiene aproximadamente 2 mL de muestra en un
vortex para tratar de eliminar el CO». Luego, se centrifugan a 10000 rpm por 5 min, ver

Figura 13.
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3.4.2.3 Determinacion

Para cada muestra se tomaron espectros por duplicado o triplicado en el IR-TF con médulo
de ATR (Reflectancia Total Atenuada) a una temperatura de 40 °C, en el rango espectral

MIR (400 a 4000 cm™). Cada espectro obtenido es el resultado de 128 escaneos o barridos.

Para el mosto sintético y mosto real se tomaron espectros de dos formas, como muestra

hiimeda y como muestra seca.

M Muestra hiimeda: La muestra se inyecté en su estado liquido, hasta que la sonda

se llené completamente y no quedaran burbujas.

M Muestra seca: Se puso 2 pL. de muestra en el cristal, posteriormente con una bomba
de vacio a presion 200 mmHg se seco el agua de la muestra por 2 min, se retir6 el

vacio para que las vibraciones no interfieran en la medida.

Se asegurd que el espectro al ser tomado tuviera una absorbancia mayor de 0,4

(este procedimiento fue estandarizado).

AGITACION , CENTIFUGACION L DETERMINACION

Figura 13: Esquema del procedimiento de determinacion de acidos grasos por IR-TF.
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3.5 Determinacion de aminodcidos

Se determind cada a-aminoécido de interés por HPLC-UV (Método de referencia) y por
'H RMN y 3C RMN. Con la informacion obtenida se construyeron los modelos de
calibracion, validacion y prediccion de la concentracion de los analitos en mosto de la

cepa Carménere.

3.5.1 Determinacion del contenido de a-aminoacidos por HPLC-UV

Se identifico y cuantifico el contenido de Ac. L-glutdmico, L-arginina, L-alanina y L-
glutamina por cromatografia liquida de alta eficiencia como se describe en el siguiente

procedimiento:

3.5.1.1 Preparacion de estandares

Se prepararon en HCl 0,1 N estandares de a-aminoacidos (mix 18 componentes) y
estandar interno (4cido L-2-aminoadipico de alta pureza con concentraciéon conocida
provenientes de Sigma Aldrich. Las soluciones fueron filtradas por membrana de PVDF

(Polivinil Difluoruro) de 0,45 pm antes de la inyeccion en el HPLC.

3.5.1.2 Tratamiento de la muestra

Etapa 1: Derivatizacion

En un tubo de ensayo con tapa rosca, se mezcl6 1,75 mL de tampdn borato de sodio 1,0
M (pH=9), 750 puL de metanol, 0,5 mL de la muestra a analizar, 0,5 mL de agua
desionizada, 20 pL. de patrén interno (acido L-2-aminoadipico) y 30 pL del agente
derivatizante EMMDE (Etoximetilenmalonato de Dietilo)®?., ver Figuras 14y 15.
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OEt coo OEt
OH~
+ . — + EtOH

R
R NH, EtO OEt N OEt
o (0]

coo~

Figura 14: Reaccion de derivatizacion esquematica para un aminoacido primario.

La reaccion de derivatizacion se desarrolld durante 30 minutos en un bafio de ultrasonido.
La muestra se calent6 por 2 horas a 70 °C para la completa degradacion del exceso de

EMMDE vy de sus productos secundarios de degradacion.

Adicién 1,4 (Adicion de Michael)

OEt

-.'Q') OEt K .0, OEt
.O'
I I
R <~0Et OEt R OEt
OEt

. . .'o
‘o
)]\ \ 4+ HOEt
N y/ 0.
.o /_, .
107 CIH \|c_|:

OEt

Figura 15: Mecanismo de reaccion: Adicion 1,4 (Adicion de Michael).
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Etapa 2: Filtracion.

Se filtra cada muestra con una membrana de Polivinil Difluoruro (PVDF) de 0,45 pm®2.
Todas las muestras de manera estandar fueron diluidas en la relacion 1:1 con agua

desionizada MiliQ.

3.5.1.3 Determinacion

Las inyecciones de las muestras se realizaron en un HPLC-UV. La Optimizacion de

condiciones cromatograficas se encuentran descritas en la Tabla 17.

Tabla 17: Condiciones cromatograficas para HPLC-UV®3,

Columna y precolumna Nova-Pak (Waters) fase reversa
CI18
(4 pm x 3,9 mm x 300 mm)
Temperatura del horno 16 °C
Presion de la bomba 395 bares
Fase mévil Fase movil A: Tampdn acetato

[25mM, pH=5,8] + 0,02 % p/v

azida sodica

Fase movil B: Acetonitrilo:Metanol

(80:20)
Volumen de inyeccion: 50 uL
Longitud de onda UV 280 nm

La separacion se llevo a cabo mediante el programa de elucion mostrado en la Tabla 18.
Por cada muestra, se necesitaron 29,2 mL de fase mévil A y 6,74 mL de fase movil B, con
un tiempo maximo de elucion de 40 min. El protocolo original de Gémez-Alonso ef al.®

fue modificado por Valderas®, donde el tiempo de elucion se prolonga por 5 minuto mas.
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Tabla 18: Programa de elucion del método en HPLC-UV.

Tiempo Soluciéon A | Soluciéon B Flujo
(min) (%) (%) (mL/min)
0 94 6 0,9
13 84 16 0,9
13,5 82 18 0,9
17 82 18 0,9
20 78 22 0,9
32 68 32 0,9
37 63 37 0,9

El procedimiento para la determinacion de aminodcidos se esquematiza paso a paso en la

Figura 16.

DERIVATIZACION

PVDF
(Polivinil Difluoruro)

Frecuencia de
muestreo =24 horas

DETERMINACION

HPLC-UV (Método de referencia)

Figura 16: Esquema del procedimiento de cuantificacion de aminoacidos por HPLC-UV.
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3.5.2 Determinacion de a-aminoacidos por RMN

Se identificaron las sefiales de 'H RMN y 3C RMN caracteristicas de los aminoacidos:
Ac. L-glutdmico, L-arginina, L-alanina, L-glutamina y L-prolina, con el siguiente

procedimiento descrito:

3.5.2.1 Preparacion de estandares

Se prepararon en agua deuterada (D>O) u oxido de deuterio al 99,9% cada uno de los
estandares de a-aminodcidos libres de alta pureza provenientes de Merck. También se
preparo el estandar interno 4cido trimetilsilyl propianato de sodio (TSP) en agua deuterada
al cual se le adiciond 200 pL de la solucion madre a 1551 ppm, con éste se calibra cada

espectro.

3.5.2.2 Tratamiento de la muestra

Todas las muestras fueron ajustadas a un pH=3,45. Se liofilizaron 10 mL de cada muestra
a una temperatura de -80 °C en tubos falcon de 50 mL. Luego, se adicion6 850 pL de agua

deuterada (D>0) més 150 uL de TSP a cada muestra®.

Las muestras se filtraron con filtros de nylon de 0,45 pum, posteriormente, se pasaron a los

tubos de 5 mm de RMN.

3.5.2.3 Determinacion

El procedimiento para la determinacion de los aminoacidos se esquematiza en la Figura
17.
Se tomaron espectros de 'H RMN y '3C RMN para cada estandar de a-aminoacido y

muestras reales, con y sin ajuste de pH para corroborar si habia desplazamiento quimico.
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Frecuencia de
muestreo=48 horas

LIOFILIZACION

AJUSTE pH |

Adicion D,O y
acido trimetilsilyl
propianato de
sodio (TSP)

DETERMINACION FILTRACION

Filtro de nylon 0,45 um

Figura 17: Esquema del procedimiento de determinacion de aminoacidos por RMN.

Los experimentos que se consideraron para la identificacion de cada a-aminoacido

fueron:

v Experimento de '"H RMN rutinario.

v Experimento de '"HRMN con supresion de disolvente de pulso selectivo, con
programa de pulsos basado en gradientes de campo magnético zg0Opr.

v Experimento de 3C RMN desacoplado de 'H.

v’ Experimento de 1D 'H RMN TOCSY de pulso selectivo, con programa de pulsos

basado en gradientes de campo magnético selmlgp.

Los experimentos que se consideraron para la cuantificacién basados en el estudio de

Larsen et al.®> son:

v Experimento de '"H RMN rutinario.
v Experimento de '"HRMN con supresion de disolvente de pulso selectivo, con

programa de pulsos basado en gradientes de campo magnético zg0Opr.
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3.6 Desarrollo de modelos de calibracion y validacion.

3.6.1 Seleccién del conjunto de muestras

Para los modelos de calibracion y validacién con IR-TF y GC-FID se prepararon 12
soluciones de mosto sintético como se describe en la 7Tabla 12. Tanto para el mosto

sintético y mosto real se tomaron espectros por duplicado en el equipo de IR-TF.

En los espectros se identificaron el eje y [la absorbancia] y en el eje x [el nimero de onda
(cm™!)]. Es importante mencionar, que la informacion del eje y [absorbancia] se utiliza
para la construccion de la matriz X.

Finalmente, se construyeron las matrices para ser procesadas en Matlab (plataforma

MV C1-Calibracién Multivariada de Primer Orden), construida por Olivieri et al.%.

Y para los modelos de calibracion y validacion con RMN y HPLC-UV, solo se tuvieron
en cuenta las fermentaciones reales, registrandose un espectro por cada muestra leida por
"H RMN. En éstos se identificaron el eje y [intensidad] y en el eje x [desplazamiento
quimico (ppm)]. La informacion del eje y fue utiliza para la construccion de la matriz X,
los datos del eje y se extrajeron con ayuda del software ACDlabs (version 2008).

Luego, se construyeron las matrices donde fueron procesadas en Matlab (plataforma

MVC1-Calibracién Multivariada de Primer Orden), construida por Olivieri et al.%¢.

3.6.2 Método de referencia

Los métodos de referencia son GC-FID para la cuantificacion de los acidos grasos y

HPLC-UYV para la cuantificacion de los aminoécidos.

3.6.3 Obtencién de la senal analitica

Para la obtencion de la sefial analitica las muestras se sometieron al procedimiento

instrumental IR-TF(MIR) y '"H RMN para determinar los 4cidos grasos y aminoacidos
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respectivamente. Luego se almacen6 la informacion para la extraccion y tratamiento de

los datos (métodos de preprocesamiento).

3.6.4 Métodos de preprocesamiento de datos

Cuando se desea analizar varias muestras entre si, es necesario que los datos sean lo mas
homogéneos posibles para construir un modelo, es por esto que se explord varias
herramientas de preprocesamiento de datos, utilizando la plataforma MVC18¢,

Para datos crudos espectrales IR-TF (Matriz X) se explor6é con métodos de pretratamiento
como: Primera y segunda derivada, SNV-Standard Normal Variate, MSC-Multiplicative

Scatter Correction, centrado.

Para los espectros de '"H RMN se calibraron con la sefial de TSP (Trimetilsilyl propianato

de sodio) como patrén interno de desplazamiento quimico (6=0 ppm).

3.6.5 Construccion del modelo de calibracién

Para la construccion de los modelos de calibracion y validacion para cada uno de los
analitos, se utilizd la herramienta quimiométrica PLS (minimos cuadrados parciales)

usando la plataforma MVC1 dentro del programa Matlab (version 2012a).

El comportamiento de la informacion espectral se pudo observar realizando una
autoprediccion, esto es lo primero que se evaliia para hacerse una idea de como van a
resultar los modelos. Y como criterio de decision si un modelo es adecuado el valor de
RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) debe ser menor al 10% y el R? cercano

al.

Luego, a un set de calibrado (75% de las muestras) se realiza validacion cruzada (cross

validation). Este procedimiento consiste en dejar una muestra fuera del set y utilizar el
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resto de las muestras para calcular el modelo, repitiendo el proceso hasta que todas las
muestras hayan sido excluidas, y predicha su propiedad a determinar.

Mediante la validacion cruzada es posible estimar el RMSECV (Root Mean Square Error
of Cross Validation). Las formulas de estos indicadores estadisticos se encuentran

descritas en el Capitulo 1.

3.6.6 Validacién del modelo

Se selecciond el 25% del total de muestras de mosto real (set independiente) para la
validacion del modelo hallando errores de prediccion como se describid en detalle en el

Capitulo 1.

3.6.7 Prediccidén en muestras desconocidas

Por tultimo, se prueba el modelo de calibracion y validacién con nuevas muestras de mosto

real (cepa Carménere) de concentraciones desconocidas, ver Capitulo 1.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se abordan los resultados de los analisis, caracterizacion y quimiometria
de los 4cidos grasos y aminoécidos considerando la metodologia descrita en el Capitulo

3, orientados en los objetivos especificos de esta tesis.

4.1 Determinacion de dcidos grasos

4.1.1 Validacién del método cromatografico GC-FID

La validacion es el proceso mediante el cual se establece la evidencia documental de que
un procedimiento analitico conducira con un alto grado de seguridad en la obtencion de
resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y los atributos de calidad
establecidos por organizaciones internacionales de normalizacién®748,

Validar un método analitico es demostrar que los procedimientos de analisis realizados
son adecuados para el fin que se proponen®. En esta tesis se desarroll6 y validé el método
cromatografico GC-FID para la identificacion y cuantificacion de los acidos grasos de

interés los cuales nunca se habian determinado en un proceso de fermentacion alcoholica

de la cepa Carménere.

La cuantificacion de una sustancia puede variar de anélisis a andlisis, dia a dia, laboratorio
a laboratorio, por esto el método cromatografico seleccionado para la cuantificacion debe
poseer la mayor precision y exactitud posible, repetitividad y un alto grado de
reproducibilidad.

En la validacion del método se determinan los siguientes parametros:

v" Selectividad y especificidad
v" Limite de deteccion del método, LDM

v Limite de cuantificacion del método, LQM
v' Linealidad

v" Rango
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v’ Precision  (Repetitividad,  precision  intermedia 'y
reproducibilidad)
v" Exactitud (Porcentaje de recuperacion)

v" Robustez

Para esta tesis determinamos las siguientes cifras de mérito: Selectividad, especificidad,
LDM, LQM, linealidad, precision (repetitividad) y exactitud (porcentajes de

recuperacion.)

4.1.1.1 Selectividad y especificidad

La selectividad hace referencia a la propiedad del método de dar respuesta clara y
diferenciada para cada uno de los componentes de la muestra. Para efectuar dicho estudio,
se precis6 de la maxima informacion disponible suministrada en las referencias
bibliograficas, optimizacion de condiciones de operacion, utilizacion del estandar
certificado FAMEs. Todo fue verificado experimentalmente, se pudo identificar
claramente el pico cromatografico de cada analito de interés, como se puede ver Figura
18. La especificidad es la propiedad por la cual la respuesta obtenida corresponde
exclusivamente al compuesto que se desea detectar y cuantificar, libre de interferencias
(impurezas) de otros componentes en la matriz de la muestra, en otras palabras, es

unicamente el analito el responsable de la sefial medida.

Para la demostracion del alcance de la especificidad del método, se prepard un blanco de
muestra y un blanco de reactivo, siguiendo todas las etapas del proceso analitico con la
consiguiente utilizacién de todos los reactivos y disolventes que intervienen en el mismo
y ausencia de analito. También se prepar6 un estandar certificado FAMEs que contiene
todos los analitos de interés

El método se considerd especifico cuando al analizar el blanco no hubo respuesta y al
analizar el estandar certificado y las muestras solas, se pudo diferenciar claramente la
respuesta del analito.

El método desarrollado en esta tesis es especifico y selectivo.
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Figura 18: Identificacion de acidos grasos: Cromatograma del mix 37 componentes de FAMEs por GC-FID. *t: =6,324 min (Ce:0 caproico), t: =9,068 (Cs.o
caprilico), t: =10,383 (Co.0 Estandar interno), t- =11,582 (Cio.0 caprico), tr =13,847 (Ci2.0 latirico), t: =16,274 (Ci4:1 miristoleico), t: =18,039 (Cis:1palmitoleico), t:
=19,732 (Cis.1 oleico), t: =20,116 (Cis2 linoléico), t: =20,378+20,661 (Cis3 linolénico). * t.: Tiempo de Retencion.
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4.1.1.2 Limite de deteccion del método

El limite de deteccion del método LDM, se puede describir como aquella concentracion
derivada de la medida més pequefia que proporciona una sefial en el instrumento (y)
significativamente diferente de la sefial del blanco o ruido de fondo. Otra definicion que
se utiliza cominmente en quimica analitica es que el limite de deteccion es la cantidad de
concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco, yz, mas
dos veces la desviacion estandar del blanco, sp. Organismos internacionales sugieren que

el criterio deberia ser”:

y=3sg+ yg (23)
Para la determinacion del LDM, se calcul6 a través de la curva de calibracion de rango
bajo-medio. Se prepararon cinco niveles de concentracion del estandar FAMESs, con los
siguientes rangos para cada analito: Ce.0(1,30-10,38 mg/L), Cs.o (1,30-10,42 mg/L), Cio:0
(1,30-10,41 mg/L), Ci20 (1,28-10,23 mg/L), Cis1 (0,65-5,21 mg/L), Cie1 (0,63-5,05

mg/L), Cig.1(1,93-15,43 mg/L), Cig2(1,30-10,40 mg/L), Cis:3(0,65-5,26 mg/L).

Se supuso una relacion lineal entre la sefial analitica () y la concentracion (x), se

construy6 una recta de calibrado, ver ecuacion (24).
y=mx+b 24
donde m es la pendiente de la recta y b su ordenada en el origen (intercepto) °!.

Despejando x de la ecuacion (24) se tiene:

y—b 25
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Reemplazando (23) en (25), se tiene:

X = (3sp +yg) — b 26
m

Un supuesto fundamental del método es que tiene una variacion distribuida normalmente

con una desviacion estandar estimada por s,,/,. Por lo tanto, es apropiado utilizar s,,/, en

y/x
lugar de s en la estimacion del limite de deteccion y el valor de b, la ordenada en el origen

calculada puede utilizarse como una estimacion de yg*°.

Se utiliza la ecuacion (26) con los valores de yg. (= b) y Sg(= Sy,/x). EILDM viene dado
por:

+b)—b
m

= (35y/x

LDM = (26

La recta buscada se calcula basdndose en el método de minimos cuadrados, se utiliza para
determinar la concentracion en las muestras por interpolacion y también para estimar el
LDM calculando primero el estadistico s,,, que estima los errores aleatorios en la

direccion y (error tipico):

o = 2i(yi — 9i)? (27)
n—2

Pendiente de la recta de minimos cuadrados:

. Zi[(gi(_xf)_();)z_ )] 28

Intercepto de la recta de minimos cuadrados:

b:y—mx (29)
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Reemplazando los valores obtenidos por las ecuaciones (27), (28) y (29) en (26), se

determina el LDM para cada analito de interés, los valores se encuentran en la Tabla 19.

4.1.1.3 Limite de cuantificacioén del método

El limite de cuantificacion LQM, se define como la menor concentracion de analito que
puede ser cuantificada con precision bajo las condiciones experimentales establecidas y
se ha sugerido como®:

y =yp + 10sp 30)
Por lo tanto, la ecuacion para determinar el LQM viene dada por:

~ (10sy,x +b) — b

LOM = x = (D

m

Los valores del LQM para cada analito de interés en mg/L se encuentran en la Tabla 19.

Tabla 19: Resultados de algunas cifras de mérito. La linealidad (cinco niveles de concentracion),
coeficiente de determinacion (R?), limites de deteccion y cuantificacion del método de una mezcla de

FAME:s de 37 componentes.

Acido graso Ecuacion de regresion R? LDM, mg/L LQM, mg/L
Ce:o y=10,2370x — 0,1642 0,993 0,181 0,603
Cs:o y=0,3640x — 0,1965 0,994 0,159 0,531
Cio0 y=0,4099x — 0,1794 0,995 0,145 0,484
Ciz0 y=0,4648x — 0,2245 0,9945 0,152 0,505
Cuan y=10,5123x-0,1078 0,994 0,171 0,571
Ci61 y=0,5007x — 0,1108 0,996 0,141 0,472

C18:1 n9(e+t) y=0,4969x — 0,3541 0,9945 0,152 0,508
C18:2 né(e+t) y=0,4910x — 0,2434 0,995 0,147 0,491
Ci8:3 (6n+3n) y=0,4778x - 0,1124 0,9945 0,153 0,512
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41.14
4.1.1.4 Linealidad del método

La linealidad es la capacidad del método analitico para producir resultados directamente
proporcionales a la concentracion o cantidad de analito en un rango definido. Se determina
mediante el tratamiento matemdtico de los resultados del andlisis a diferentes

concentraciones del analito.

Para la cuantificacion de los analitos preparamos dos curvas de calibracion, una con un
rango bajo-medio de concentraciones que es la que se muestra en la Tabla 19, y la otra
curva con un rango medio-alto de concentraciones.

Para la curva rango medio-alto, se prepararon cinco niveles de concentracion del estandar
FAME:s, con los siguientes rangos para cada analito: Ce:o (5,19-83,00 mg/L), Cs.o (5,21-
83,38 mg/L), Ci0:0(5,21-83,30 mg/L), Ci2.0(5,12-81,84 mg/L), Ci4:1(2,60-41,64 mg/L),
Cie:1(2,52-40,36 mg/L), Cis:1(7,72-123,42 mg/L), Cig:2 (5,19-83,12 mg/L), Cis:3 (0,65-
42,06 mg/L).

Uno de los criterios de aceptacion para todas las curvas de calibracion es que su coeficiente
de determinacion (R?) sea minimo > 0,99°23, Por lo tanto, como el valor obtenido fue
superior en todas curvas de calibrado, indica que el sistema cumple con los requisitos de
linealidad dentro del rango de trabajo.

Por otro lado, el test de linealidad arrojé que el coeficiente de variacion de los factores de
respuesta (C.V.r) para cada curva, estuvo por debajo del 5% recomendado para asegurar
una calibracion lineal.

El factor de respuesta F, se calcula como (Y/X), donde Y el area promedio, X
concentracion (mg/L) para este caso y el coeficiente de variacion de los factores de

respuesta como CV¢= 6/X*100%, donde o es la deviacion tipica y X es la media.

4.1.1.5 Precision

Es el grado de concordancia entre los resultados de ensayos independientes obtenidos en

condiciones bien definidas.
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El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad del método de ensayo.
Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo método de ensayo. Como
consecuencia de la existencia de estos errores, los analisis efectuados sobre muestras
idénticas, en las mismas circunstancias, no conducen generalmente a resultados idénticos.
Los factores susceptibles de influir sobre los resultados de un ensayo no pueden ser
siempre controlados (analista, equipo instrumental, reactivos, tiempo, etc.) de aqui la
importancia del estudio de la precision. La precision es una medida del grado de
separacion o dispersion entre las medidas realizadas empleando un método analitico y
trabajando en condiciones normales de operacion. Se expresa normalmente como
porcentaje de desviacion estandar relativa (DER) o coeficiente de variacion (CV). La
precision debe evaluarse a tres niveles: repetitividad, precision intermedia y
reproducibilidad.

La repetitividad es una medida del grado de dispersion de una serie de medidas realizadas
en un espacio de tiempo corto (en un mismo dia). La precision intermedia es una medida
de la dispersion de los resultados obtenidos por un método analitico en un espacio de
tiempo mas amplio que la repetitividad, modificando ciertas condiciones de operacion:
diferentes dias, analistas, equipos, etc. Por ultimo, la reproducibilidad expresa la precision
entre laboratorios, formando parte de los estudios interlaboratorio®. En esta validacion

del método se realizo repetitividad preparando cinco réplicas de muestra, ver Tabla 20.

Tabla 20: Resultados de repetitividad con cinco réplicas de muestra.

Analito X (mg/L) s %CV %CVy
Ce:0 2,71 0,06 2,19 4,38
Cs:o 2,61 0,06 2,18 4,41
Cio:0 2,64 0,03 1,30 4,40
Ciao 2,53 0,05 2,06 4,44
Cian 1,34 0,08 5,91 5,10
Cie:1 1,29 0,04 3,38 5,14

C18:1 n9(c+) 4 1 3 4
C18:2 n6(c+t) 2,62 0,08 2,92 4,42
C18:3 (6n+3n) 2,7 0,1 4,1 4,4

Para n=5
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El Coeficiente de Variacion (CV) es otra medida de la variabilidad, también conocida

como la desviacion estandar relativa (DER)’°, que viene definido por:
q p

%CV = g (32)

donde s es la desviacion estandar y X la media. E1 %CV es menor al 10% para los analitos.

El Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV},), esta definido a través de la ecuacion (33)
obtenida de un estudio estadistico®®. En dicho estudio, Horwitz después de reunir una serie
de datos (provenientes de 150 ensayos interlaboratorios organizados por la AOAC),
observd que el coeficiente de variacion de los valores medios dados por diferentes
laboratorios aumentaban a medida que disminuia la concentracion del analito®>,

comportandose como se muestra en la Figura 19.
La ecuacion de Horwitz est4 definida como:
%CVh — 21—0,SlogC (33)

donde C es la concentracion del analito (mg/L). E1 %CV; también fue menor del 10% para

todos los analitos
Por tanto, de la Tabla 20, se observan valores aceptables de precision (Coeficiente de

Variacion de Horwitz) en funcion de la concentracion para condiciones de repetitividad

(aceptados por la AOAC), concluyendo que el método de anélisis es preciso.
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Figura 19: Trompeta de Horwitz, muestra la relacion inversa entre la concentracion del analito y la
desviacion estandar relativa. (Imagen tomada de: http://www.chromatographyonline.com/know-your-

sample-size-matters-0).

4.1.1.6 Exactitud

Es el grado de concordancia entre el resultado de una medida y el valor real del
mensurando. Para la determinacion de la exactitud del método analitico se utilizan
porcentajes de recuperacion, para esto se procede a dopar o enriquecer cuatro muestras a

tres niveles de concentracion diferentes con el mix FAMEs (rango bajo, medio y alto).

4.1.1.6.1 Porcentaje de recuperacion

Es la cantidad que se recupera después de enriquecer la matriz con una cantidad conocida
de analito. Para calcular el porcentaje de recuperacion (%R) utilizamos la siguiente

ecuacion:

%R = (Cobtenida/cte()rica) * 100% (349

donde:
Cobtenida: Concentracion del analito obtenida en muestra dopada o enriquecida.

Cresrica: Concentracion del analito tedrica en muestra dopada.
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El procedimiento consistid en enriquecer la matriz en estudio mediante la adicién de

estandares de concentracion definida (mix FAMEs +IS), por triplicado y para tres niveles

de concentracion que se incluyeron dentro del rango de trabajo (rango bajo, medio y alto).

Como criterio general para la aceptacion de los resultados, los valores de recuperacion

deben estar entre el 70-120% y el coeficiente de variacion debe ser igual o menor al 10%,

ver Tabla 21.

Los limites aceptables de exactitud se dan estadisticamente con la prueba t de Student,

con un limite de confianza del 95% y n-1 grados de libertad.

Como criterio de aceptacion se tiene que texp < tuab; tab = 2,353

Se calcula el texp con la siguiente ecuacion:

donde:

Tabla 21: Resultados de la validacion del método. Exactitud (Porcentajes de recuperacion).

texp = [(100 — %R)]1/[(vn) * %CV] (3%

texp: t €xperimental
%R: Porcentaje de recuperacion
n: Numero de réplicas

%CV: Porcentaje del coeficiente de variacion.

Rango bajo Rango medio Rango alto
Analito
%R %CV texp %R %CV texp %R %CV texp
Cé:o 72,48 6,23 2,21 111,07 7,91 -0,70 117,30 11,74 -0,74
Cs:o 70,48 7,74 1,91 88,14 9,42 0,63 108,11 7,55 -0,54
Cio:0 132,60 3,24 -5,04 110,00 5,11 -0,98 78,06 12,27 0,89
Ci2:0 84,25 3,92 2,01 94,99 7,21 0,35 71,40 9,08 1,58
Ci4:1 81,84 6,99 1,30 87,48 9,49 0,66 96,08 8,56 0,23
Ci6:1 79,72 5,17 1,96 72,71 11,56 1,18 86,73 7,85 0,85
Cis:1 n9(c+) 114,02 9,51 -0,74 70,85 8,55 1,71 67,46 7,51 2,17
Cis:2 n6(c+) 94,48 5,30 0,52 92,39 12,37 0,31 113,62 7,82 -0,87
Ci18:3 (6n+3n) 73,80 7,29 1,80 91,18 7,34 0,60 70,64 10,43 1,41
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Con base en los resultados presentados en la Tabla 21, se concluye que el método es

exacto.

4.1.2 Cuantificacidén de dcidos grasos por GC-FID

La cuantificacion en las muestras de mosto real (cepa Carménere) se realizd para nueve
acidos grasos por Cromatografia Gaseosa con detector FID: Cuatro acidos grasos
saturados de cadena media, MCFA (Cs.0, C 5.0, Ci0:0y Ci20),y cinco acidos grasos de
cadena larga insaturados, LCUFA (Cis.1, Cis:1, Cig:1, Cis2 y Cig3), con dos curvas de
calibracion, una de rango bajo-medio y otra de rango medio-alto considerando el estandar

interno Co.o.

4.1.2.1 Fermentaciones normales

Ocho fermentaciones fueron realizadas a condiciones de operaciéon normal, sin embargo,
con los resultados obtenidos de la cuantificacion por GC-FID, se encontré que el
contenido de un analito a un mismo tiempo en una fermentacion diferia mucho cuando se
comparaba el mismo analito al mismo tiempo con todas las fermentaciones, y asi para el
resto de los analitos. Estos datos andmalos se corroboraron mediante un test estadistico

llamado test Q o Q de Dixon®’, a los se les aplico la siguiente ecuacion:

|valor sospechoso — valor mas cercanol| 36

|valor mas grande — valor mas pequeio|

Se utilizaron los valores criticos de Q para P=0,05. Como criterio se aplico que, si el valor
de Q calculado supero el valor critico, se rechaza el valor sospechoso. Se rechazaron
varios valores sospechosos, de los cuales podemos reconocer en la Tabla 22 como VR
(Valor Rechazado), y se elimin6 por completo la fermentacion ocho (F8).

Por lo tanto, en la siguiente tabla se registran todas las concentraciones de los acidos
grasos que fueron cuantificados por GC-FID en siete fermentaciones con condiciones
normales de operacion (28 °C, FAN 250 mg/L, concentracion de azucar inicial 227 g/L,

saturacion inicial de oxigeno, pH a 3,5).
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Tabla 22: Resultados de la cuantificacion por GC-FID en fermentaciones normales: Concentraciones

fermentaciones alcohodlicas del vino Carménere.

(mg/L) de MCFA (Ce0, Cs:0, Ci0:0y Ci2:0) y LCUFA (Ci4:1, Cig1, Cis:1, Cis2y Cis:3) en siete

‘;r“;‘:g: Tiil‘gp" Fi F2 3 F4 F5 F6 F7 X £s)*
0 2,383 2,383 2,380 2,383 6,094 6,095 6,09 422
24 1,791 6,609 7,817 6,609 19.857 15,901 8222 106
48 13225 45477 36,876 45477 VR 3,366 2,484 2420
Ce:o
7 13,378 22215 35223 22215 2,171 2,79 1,981 1413
9 11267 28,199 28,857 28,199 3,628 14,849 2,124 1712
120 18,847 47,547 40912 47,547 3,994 40,833 14208 318
0 0,543 0,544 0,546 0,547 3,365 3,369 3,366 2+1
24 2,069 6,135 8,405 13,329 49.858 17,160 37,196 19418
48 34,191 35,680 31,958 22,147 VR 53,721 47,575 3811
Cs:o
7 37352 17,349 31,185 14,663 45460 26,190 68328 34+18
9 20,521 27,570 24,146 11,390 49917 54,695 <LQM(0,325) 3316
120 39,824 38,424 35,503 27513 54,115 29,181 32,651 3749
0 4,835 4834 4832 4831 1,833 1,830 1,833 422
24 5,608 4,806 6,707 10,562 26,986 6,954 19,980 1238
48 VR 11471 13,532 11,625 VR 20,845 17,317 I5£4
Cio:0
7 VR 6,673 16,598 8,633 18,644 8470 30,090 1529
9 VR 11,147 14,713 6,554 20294 19,260 <LQM(0314) 14+6
120 VR 16,083 19,062 15,045 27,299 12,296 17,968 185
0 1,740 1,744 1,745 1,744 1,122 1,124 1,122 15403
24 3,356 1,735 1,567 2,606 4,960 2,328 0,962 2+1
48 VR 1,707 1,894 4,575 6,500 4279 <LQM(0,456) 4+2
Ciz:0
7 VR 1275 1,500 1,679 4,305 2,145 4871 3x1
9 VR 1454 1151 1,617 3,636 3451 <LQM(0,300) 2:1
120 VR 2,108 1,526 1,267 8,748 2,705 5,906 4%3
0 <LQM(0221) | <LQM(0221) | <LQM(0221) | <LQM(0,221) | <LQM(0,240) | <LQM(0,240) | <LQM(0.240)
24 <LQM(0412) | <LQM(0335) | <LQM(0,396) 1,060 0,824 <LQM(0358) 0,822 09+0,1
48 2,171 <LQM(0346) | <LQM(0,398) 1,940 <LQM(0368) | <LQM(0247) | <LQM(0,503) 2,0£02
Craa 7 0,967 <LQM(0260) | <LQM(0328) | <LQM(0302) | <LQM(0,222) | <LQM(0,209) 0,540 08+03
9 <LQM(0,448) | <LQM(0313) | <LQM(0.248) | <LQM(0,180) | <LQM(0,256) | <LQM(0,231) 1,833
120 0,966 <LQM(0,451) 0,614 0,580 <LQM(0257) | <LQM(0.348) | <LQM(0,245) 0,702
0 2,648 2,649 2,646 2,640 <LQM(0237) | <LQM(0237) | <LQM(0237) | 2646+ 0,004
24 8,585 30,607 <LQM(0,229) VR 0,819 0,619 0,817 19+29
S 48 20,018 32,052 40,717 44511 <LQM(0364) | <LQM(0243) | <LQM(0327) 3647
7 12,062 13,680 37,541 31235 <LQM(0219) | <LQM(0,390) 0,540 19+15
9 12277 18220 28,145 27369 1,135 0,843 <LQM(0,284) 15£12
84
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120 15,501 45,784 25,642 21,987 0,619 6434 2,514 17+16
0 12,523 12,524 12,526 12,526 <LQM(0,463) <LQM(0,463) | <LQM(0,463) 12,525 +0,001
24 4240 16,956 20,097 18,201 6,321 17,230 8,250 13+6
48 7,971 22,841 19,574 7327 6,013 4,147 2,019 1048
Cisa
7 4,389 9,676 17,616 5,052 4511 1,643 2,968 6+5
9 6,71 12,294 14,763 14,157 2,436 2,065 4271 8+5
120 8,776 26,955 16,091 14,495 9376 3,341 8,87 1248
0 VR VR VR VR <LQM(0,323) | <LQM(0,323) | <LQM(0,323)
24 34,489 <LQM(0,393) | <LQM(0,315) 14,070 0,932 <LQM(0,446) 2276 13+15
48 47811 <LQM(0,438) 3,192 13,146 <LQM(0456) | <LQM(0,330) | <LQM(0,417) 21423
Cina 7 40,469 1,827 <LQM(0,292) 14,634 <LQM(0,304) 0,536 <LQM(0,413) 14+18
96 55,979 <LQM(0,254) 3,385 15,070 <LQM(0,339) | <LQM(0,314) 1,655 19425
120 62,168 3718 <LQM(0,315) 13,146 <LQM(0,341) | <LQM(0,436) 3,104 20428
0 VR VR VR VR 9,446 944 9.447 9.444 + 0,004
24 17,115 2,287 18,418 VR 2,595 6,059 2773 8+8
48 22,303 2,295 9,368 13,778 0,762 2331 1,456 7+8
Cis:3
7 VR 2,172 9,153 5,160 2219 0,696 1,538 343
9 25241 3,149 12,364 9,401 0,525 <LQM(0,473) 0,602 8§£9
120 VR 9,594 11,069 10,485 4,039 2,096 1,438 6+4

*(Media + desviacion estdndar). Triplicado analitico.
VR= Valor rechazado.

LQM = Limite de cuantificacién del método.

De la Tabla 22, se evidencian algunos casos donde la desviacion estandar (s) es mas
grande que la media (X), esto probablemente indica un sesgo en las mediciones, es decir,
la presencia de valores extremos. Se espera que la desviacion estandar generalmente sea
la mitad o menos que el tamafio de la media, ya que ésta indica la dispersion del conjunto

de datos de la poblacion.
Las variaciones en los resultados del contenido de 4cidos pudieron ser debido a:

-La amplia variabilidad en las concentraciones de una fermentacion a otra puede
deberse al hecho de trabajar con microorganismos (levadura Saccharromyces
cerevisiae) porque su metabolismo puede variar por factores como la temperatura,
oxigenacion, nutricion, entre muchos otros que hacen que su respuesta sea muy

diferente.
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-Adicionalmente, errores en la derivatizacion pueden aportar a la incertidumbre de
la medida durante el tratamiento de las muestras que quizas haya sido una etapa
crucial. Posiblemente algunos de los 4cidos grasos no se convirtieron en metil
esteres por una derivatizacion incompleta o por la formacién de artefactos que
pueden ser identificados como 4cidos grasos, o una alteracion de la composicion
de los acidos grasos original durante la esterificacion, como se menciona en el

review de Shantha, N. C., and Guillermo E. Napolitano’.

Al Makdessi et al.’®, concluyeron que el procedimiento de preparacion de muestra
afecta directamente los resultados cuantitativos. La fuente de problemas para la
determinacion de acidos grasos por GC-FID surgen durante la preparacion de
muestra (extraccion y derivatizacion), en la inyeccidon, en la columna, en el

detector y/o durante la recoleccion de datos.

-Errores asociados por la contaminacion y subsecuente dafio de la columna de GC
como resultado de los rastros del reactivo de esterificacion (si no se lava

adecuadamente) o una muestra sucia.

La limpieza incompleta de la muestra puede provocar la acumulacion de material
refractario en la columna y el detector, lo que a su vez afecta la resolucion y la
cuantificacion. Sin embargo, se descarta que esta sea el que haya aportado la mayor
variabilidad ya que en la determinacion de las cifras de mérito la derivatizacion

funciond satisfactoriamente.

-La mayor fuente probable que detectamos en todos los experimentos fue el hecho
de haber congelado las muestras para su posterior cuantificacion por GC-FID. La
muestra no es la misma cuando recién se toma y cuando se descongela dos o tres
meses después, es decir, sufre cambios quimicos. En un estudio realizado por

Spayd et al.®’ se evidenciaron los efectos de congelacion en uvas, mosto y vino.

La acidez del vino disminuy6 y el pH aument6 debido a la congelacion. Esta caida
en la acidez correspondi6 a un aumento en la concentracion de potasio en el vino

causada por una mayor precipitacion del bitartrato de potasio que aumento la
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relacion de malato/tartrato. La ruptura de las células debido a la congelacion y al
contacto prolongado con la piel durante la descongelacion probablemente causo el
aumento de la concentraciéon de potasio. El pH del mosto depende de la
concentracion de potasio, la acidez total y las proporciones relativas de los

principales acidos organicos®’.

La congelacion y descongelacion da como resultado la ruptura celular, liberando
la enzima polifenol oxidasa (PPO) que cataliza la formacion de productos de
adicion de ésteres de hidroxicinamato (HCE) con compuestos que contienen tiol.

Presumiblemente, la congelacion y descongelacion también daria lugar a la
extraccion de catequinas y proantocianidinas de las pieles. Estos a su vez podrian
ser oxidados. Como dato adicional, existe poca literatura relaciona con los efectos

de la congelacion y la calidad del vino o mosto®’.

Por lo anteriormente mencionado, nos permiten concluir que la muestra ya no es la misma
cuando sufre el efecto de congelacion y descongelacion, por tanto, se asocia la alta
variabilidad en los resultados del contenido de 4cidos grasos a este hecho. Lo cual hace
que los modelos de calibracion desarrollados con estos resultados hace poco viable el

método para predecir concentraciones.

Una de las soluciones que se propone para disminuir esta variabilidad es no congelar las
muestras y poder determinar las concentraciones de los analitos por GC-FID en el menor

tiempo posible después de la toma de muestra.

Un aspecto importante a considerar es que la cuantificacion de acidos grasos Ceo, C g0,
Cio00, Ci2:0, Ci4:1, Cis1, Cis:1, Ciga, Cis:3 por Cromatografia Gaseosa con detector FID
durante la fermentacion alcohdlica del vino no habia sido estudiada en la cepa Carménére

hasta el momento.
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4.1.2.2 Fermentaciones problematicas

En la Tabla 23, se muestran las fermentaciones de la F9 hasta F27 con diferentes

condiciones (descritas en el capitulo 3 de esta tesis) de fermentacion a las normales, éstas

también se cuantificaron en mg/L por GC-FID, de las cuales algunas se utilizaron para

robustecer el modelo quimiométrico.

Tabla 23: Resultados de la cuantificacion por GC-FID en fermentaciones problematicas: Concentraciones

(mg/L) de MCFA (Ce0, Cs:0, C10:0y Ci2:0) y LCUFA (Ci4:1, Ci6:1, Cis:1, Cis2y Cis:3) en diecinueve

fermentaciones problematicas alcoholicas del vino Carménere.

Concentraciones (mg/L)

Fer orasy
c6 cs c10 c12 C14:1 c16:1 c1s:1 C18:2 C18:3
0 <LQM(0,337) | <LQM(0,270) | <LQM(0,347) | <LQM(0,269) ND <LQM(0,159) 0,607 1,488 0,759
24 0,794 1,616 1,017 <LQM(0,423) ND <LQM(0,294) 0,521 0,702 <LQM(0,382)
48 0,659 1,468 0,952 <LQM(0,333) ND <LQM(0,146) | <LQM(0,454) | <LQM(0,347) | <LQM(0,300)
72 0,650 1,179 0,800 <LQM(0,365) ND <LQM(0,18) | <LQM(0,465) | <LQM(0,464) | <LQM(0,347)
9% 0,678 1211 0,726 <LQM(0,303) ND ND <LQM(0,368) | <LQM(0,250) | <LQM(0,258)
120 0,663 1,241 0,756 0,319 ND <LQM(0,143) | <LQM(0,406) | <LQM(0,327) | <LQM(0,179)
144 0,688 1,169 0,715 <LQM(0,324) ND <LQM(0,156) | <LQM(0,428) | <LQM(0,384) | <LQM(0,208)
® 168 0,726 1,244 0,740 <LQM(0,321) ND <LQM(0,149) | <LQM(0,419) | <LQM(0,368) | <LQM(0,196)
192 0,696 1,207 0,707 <LQM(0,317) ND <LQM(0,161) | <LQM(0,441) | <LQM(0,382) | <LQM(0,202)
216 0,762 1,419 0,828 <LQM(0,336) ND <LQM(0,155) | <LQM(0,421) | <LQM(0,324) | <LQM(0,184)
240 0,712 1,186 0,703 <LQM(0,314) ND ND <LQM(0,426) | <LQM(0,359) | <LQM(0,194)
276 0,688 1,180 0,698 <LQM(0,298) ND ND <LQM(0,403) | <LQM(0,276) | <LQM(0,160)
300 1,129 2,743 1,745 <LQM(0,532) ND <LQM(0,274) 0,724 0,840 <LQM(0,477)
324 0,649 1,192 0,732 <LQM(0,338) ND <LQM(0,174) | <LQM(0,475) | <LQM(0,435) | <LQM(0,291)
0 1,709 1,093 0,808 0,805 <LQM(0,281) 1,068 2,784 13,587 5,502
24 0,694 1,238 0,880 <LQM(0,349) ND <LQM(0,17) | <LQM(0,408) | <LQM(0,408) | <LQM(0,226)
48 | <LQM(0,520) 1,262 0,722 <LQM(0,294) ND <LQM(0,144) | <LQM(0,367) | <LQM(0,226) | <LQM(0,294)
72 | <LQM(0,523) 1,371 0,908 <LQM(0,348) ND ND <LQM(0,424) | <LQM(0,279) | <LQM(0,287)
96 | <LQM(0,336) 0,608 0,859 <LQM(0,595) ND <LQM(0,344) 0,530 0,853 <LQM(0,382)
F10 120 0,765 1,326 0,718 <LQM(0,295) ND <LQM(0,172) | <LQM(0,400) | <LQM(0,440) | <LQM(0,327)
168 1,896 4,896 2,368 0,715 0,582 0,578 0,815 0,679 1214
192 2,145 5,703 3,429 0,889 ND <LQM(0,257) 0,712 0,707 <LQM(0,448)
216 0,687 1,179 0,702 <LQM(0,302) ND ND <LQM(0,413) | <LQM(0,294) | <LQM(0,163)
240 0,820 1,590 1,421 <LQM(0,423) ND <LQM(0,193) | <LQM(0,480) 0,543 <LQM(0,294)
276 | <LQM(0,594) 1354 0,799 <LQM(0,336) ND ND <LQM(0,387) | <LQM(0,290) | <LQM(0,275)
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300 0,638 1,026 0,695 <LQM(0,297) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,395) | <LQM(0,279) | <LQM(0,162)
0 1,709 1,093 1,935 0,805 <LQM(0,281) 1,068 2,784 13,587 5,502
24 0,726 3,650 2,316 1,023 <LQM(0,349) 2,371 0,904 <LQM(0,437) 1,891
48 15,570 36,647 15,738 2,248 <LQM(0,341) 0,508 1,693 1,934 0,980
72 6,870 29476 20,434 3,735 <LQM(0,375) 0,737 2,024 4,105 1,782
96 | <LQM(0,573) 1394 0,858 <LQM(0,359) ND <LQM(0,144) | <LQM(0,429) | <LQM(0,283) | <LQM(0,294)
120 0,694 1,072 8,355 0,971 <LQM(0,334) 0,569 0,560 <LQM(0.,421) 0,690
144 1,068 2,830 1,597 <LQM(0,487) ND <LQM(0,185) | <LQM(0,465) | <LQM(0,462) | <LQM(0,337)
o 168 3,231 8,369 3,699 1,179 ND 0,774 1,061 1,882 0,889
192 16,390 37,032 15,784 3,584 <LQM(0,325) 0,653 4,104 3,051 1,060
216 0,964 1,974 1,088 0,368 <LQM(0.217) | <LQM(0,345) 0,552 0,758 0,545
240 0,819 1,589 1,421 <LQM(0,424) ND <LQM(0.212) | <LQM(0,481) 0,544 <LQM(0,302)
276 1,077 2,624 <LQM(0,357) | <LQM(0,339) | <LQM(0,217) | <LQM(0,214) | <LQM(0,439) | <LQM(0,427) | <LQM(0,442)
300 1,801 3,821 2,452 1,005 0,863 2,356 3,194 0,972 1,808
324 4,297 12,880 7475 2,323 <LQM(0,201) 1,858 2,265 4411 1,783
0 2,042 0,565 0,523 <LQM(0,489) 0,636 11,814 0,589 1,840 10,514
24 5,657 10,058 5,041 5,054 0,921 11,675 13,345 43,697 16,652
48 2,958 7,177 1,728 1,575 1416 3,519 1,674 1,549 2,977
72 15,217 59,833 20,286 4,420 0,773 1417 4244 3,874 1,617
F12 9% 2,689 4472 1,402 <LQM(0,472) ND ND <LQM(0.,450) | <LQM(0,284) | <LQM(0,278)
120 5,851 12,077 4,768 1,003 ND <LQM(0,210) 1,723 0,577 <LQM(0,330)
144 1,249 2,717 1,281 <LQM(0,414) ND <LQM(0,178) | <LQM(0,465) | <LQM(0,321) | <LQM(0,303)
168 0,784 1,258 0,536 <LQM(0,348) ND ND <LQM(0,367) | <LQM(0,151) | <LQM(0,255)
192 7,735 87,588 84,730 8,138 1,557 6,803 14,287 7,164 3274
0 ND ND <LQM(0,326) | <LQM(0,309) ND ND 0,224 <LQM(0,264) 3,374
24 0,946 2,515 3,527 3354 2,712 <LQM(0,193) 2,076 0,603 5,368
48 1,011 3,513 4275 4,066 2,849 ND 0,876 <LQM(0,258) 2,309
72 0,936 3,827 4,801 4,565 3,340 <LQM(0,227) 1,487 0,803 5,201
9% 1,062 4,149 5,730 5,449 4311 ND 1,309 0,891 5,868
F13 120 1412 5,575 9,121 8,675 7,483 ND 2,258 1,151 7,865
144 0,802 3,574 7,871 7,487 9,159 1,653 5,355 3,614 15,928
168 1,115 3,861 6,576 6,254 6,577 ND 3,852 2,127 8,756
192 0,934 3,226 6,996 6,654 8,479 <LQM(0,234) 5,367 4424 16,236
216 1,119 3,841 8,177 7,778 9,911 <LQM(0,195) 5,879 4,840 17,443
240 0,952 3,163 6,819 6,486 8,037 <LQM(0,174) 4,634 4,010 14,752
0 ND ND 0,940 0,893 0,698 ND 1,024 3,330 22,908
24 | <LQM(0,557) 1812 3,535 3,362 4,066 <LQM(0,223) 5,510 3,244 16,261
48 | <LQM(0,401) 1,762 2,747 2,612 3,034 ND 3,375 1,999 10,958
Fl14 72 | <LQM(0,359) 1,369 2,356 2,240 2,739 ND 3,080 2,231 10,627
96 | <LQM(0,201) 0,942 3,776 3,590 2,348 ND 3,545 2,171 7,853
120 | <LQM(0,288) 1.236 2,432 2312 2,742 ND 2,387 2,102 9,516
144 | <LQM(0,287) 1,229 3,193 3,037 3,657 ND 3,942 2,781 12,131
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168 | <LQM(0,356) 1,306 2,577 2,451 2,731 ND 2,532 1,956 9,440
192 | <LQM(0,374) 1,138 2,697 2,565 3,646 ND 3,202 2,952 11,344
216 | <LQM(0,184) 0,698 2216 2,107 3,124 ND 2,936 2,547 10,336
240 | <LQM(0,362) 1218 1,943 1,847 2,475 ND 2212 1,880 8,021
0 <LQM(0.279) | <LQM(0,261) ND <LQM(0,275) ND ND <LQM(0,498) 1,005 <LQM(0,426)
24 2,302 3,771 2,098 1,929 <LQM(0,331) 4,108 4,798 15,186 5,838
48 0,725 1372 1,145 <LQM(0,534) | <LQM(0,134) | <LQM(0,348) 0,576 1,066 0,569
72 | <LQM(0,466) 0,748 0,553 <LQM(0,364) ND <LQM(0,173) 0,509 0,499 <LQM(0,241)
96 | <LQM(0,498) 0,706 <LQM(0,471) | <LQM(0,294) ND ND <LQM(0,378) | <LQM(0,362) | <LQM(0,195)
120 | <LQM(0,570) 1,300 0,741 <LQM(0,347) ND <LQM(0,179) | <LQM(0,425) 0,492 <LQM(0,339)
144 | <LQM(0,511) 0,896 0,512 <LQM(0,292) ND <LQM(0,151) | <LQM(0,406) | <LQM(0,356) | <LQM(0,192)
168 | <LQM(0,518) 0913 0,485 <LQM(0,276) ND ND <LQM(0,366) | <LQM(0,268) | <LQM(0,157)
F15 192 | <LQM(0,537) 0,889 0,501 <LQM(0,278) ND ND <LQM(0,374) | <LQM(0,292) | <LQM(0,164)
216 | <LQM(0,543) 0,994 0,516 <LQM(0,281) ND ND <LQM(0,379) | <LQM(0,317) | <LQM(0,173)
240 | <LQM(0,511) 0,955 0,518 <LQM(0,273) ND <LQM(0,188) | <LQM(0,368) | <LQM(0,261) | <LQM(0,154)
264 | <LQM(0,527) 1,030 0,571 <LQM(0,278) ND ND <LQM(0,367) | <LQM(0,269) | <LQM(0,157)
288 | <LQM(0,558) 0,995 0,543 <LQM(0,272) ND ND <LQM(0,370) | <LQM(0,267) | <LQM(0,155)
312 | <LQM(0,569) 1,036 0,610 <LQM(0,283) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,383) | <LQM(0,301) | <LQM(0,174)
336 | <LQM(0,570) 1,120 0,621 <LQM(0,281) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,385) | <LQM(0,310) | <LQM(0,173)
360 | <LQM(0,560) 0,997 0,561 <LQM(0,271) ND ND <LQM(0,224) | <LQM(0,256) ND
384 | <LQM(0,537) 0,967 0,570 <LQM(0,279) ND <LQM(0,154) | <LQM(0,384) | <LQM(0,318) | <LQM(0,171)
0 <LQM(0,295) ND <LQM(0,269) | <LQM(0,256) ND <LQM(0,144) 0,598 1,873 0,898
24 0,640 1,558 1,556 <LQM(0,580) ND 0,555 0,660 1,401 0,709
48 | <LQM(0,448) 0,944 0,716 <LQM(0.217) ND ND <LQM(0.242) | <LQM(0,297) | <LQM(0,164)
72 0,635 1313 0,701 <LQM(0,304) ND ND <LQM(0,368) | <LQM(0,284) | <LQM(0,162)
96 | <LQM(0,602) 1,478 0,766 <LQM(0,314) ND ND <LQM(0,377) | <LQM(0,267) | <LQM(0,159)
16 120 0,644 1,512 0,797 <LQM(0,314) ND <LQM(0,144) | <LQM(0,395) | <LQM(0,278) | <LQM(0,161)
144 | <LQM(0,564) 1,195 0,699 <LQM(0,349) ND <LQM(0,179) | <LQM(0,400) | <LQM(0,419) | <LQM(0,210)
168 0,610 1414 0,770 <LQM(0,335) ND <LQM(0,18) | <LQM(0,389) | <LQM(0,346) | <LQM(0,186)
192 | <LQM(0,489) 1,423 0,805 <LQM(0,304) ND <LQM(0.205) | <LQM(0,399) | <LQM(0,267) | <LQM(0,263)
216 0,718 1,518 0,852 <LQM(0,322) ND <LQM(0,146) | <LQM(0,412) | <LQM(0,331) | <LQM(0,173)
240 1,773 4,901 2,543 0,632 ND <LQM(0,284) 0,645 0,840 <LQM(0,407)
264 1,009 2,931 1,700 <LQM(0,479) ND <LQM(0,222) 0,512 0,542 <LQM(0,347)
0 <LQM(0,282) ND ND ND ND ND 0,501 1,359 0,611
24 | <LQM(0,496) 0,957 0,543 <LQM(0,300) ND <LQM(0,253) 0,445 0,617 <LQM(0,393)
48 0,789 1,479 0,606 <LQM(0,302) ND ND <LQM(0,374) | <LQM(0,325) | <LQM(0,182)
- 72 0,721 1418 0,823 <LQM(0,299) ND ND <LQM(0,392) | <LQM(0,272) | <LQM(0,160)
9% 0,719 1,567 0,948 <LQM(0,338) ND <LQM(0.258) | <LQM(0,408) | <LQM(0,354) | <LQM(0,196)
120 0,752 1,781 1,035 <LQM(0,373) ND <LQM(0,377) 0,511 0,605 <LQM(0,280)
144 0,664 1,367 0,798 <LQM(0,326) ND <LQM(0.259) | <LQM(0,425) | <LQM(0,380) | <LQM(0,195)
168 0,779 2,295 0,917 <LQM(0,324) ND <LQM(0.256) | <LQM(0,440) | <LQM(0,372) | <LQM(0,188)
0 <LQM(0,531) 0,927 <LQM(0.275) | <LQM(0,507) ND 1,180 0,915 2,842 1,356
e 24 | <LQM(0,308) | <LQM(0,260) | <LQM(0.282) | <LQM(0,262) ND <LQM(0,188) 0,676 2,819 1,303
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48 0,687 6,769 0,664 <LQM(0,374) ND <LQM(0,201) | <LQM(0,391) 0,430 <LQM(0,230)
72 0,729 1,327 0,620 <LQM(0,316) ND 0,678 <LQM(0.,448) | <LQM(0,291) | <LQM(0,169)
120 0,679 1,698 0,869 <LQM(0,356) ND <LQM(0.228) | <LQM(0,397) | <LQM(0,320) | <LQM(0,183)
144 0,760 1,900 0,891 <LQM(0,355) ND <LQM(0.228) | <LQM(0,409) | <LQM(0,322) | <LQM(0,182)
168 0,769 2,172 1275 0,630 ND <LQM(0,325) | <LQM(0,383) | <LQM(0,304) | <LQM(0,178)
192 0,768 1,850 1,114 <LQM(0,549) ND <LQM(0.297) | <LQM(0,387) | <LQM(0,279) | <LQM(0,166)
216 0,791 1,884 0,969 <LQM(0,508) ND <LQM(0,372) | <LQM(0,433) | <LQM(0,402) | <LQM(0,213)
240 1,001 2,779 1,425 <LQM(0,521) ND <LQM(0,457) 0,526 0,509 <LQM(0,348)
264 0,874 2,017 0,965 <LQM(0,386) ND <LQM(0,205) | <LQM(0,435) | <LQM(0,401) | <LQM(0,19)
0 <LQM(0,289) | <LQM(0,275) | <LQM(0,270) | <LQM(0,260) | <LQM(0,265) ND <LQM(0,226) 0,588 3,041
24 0,870 1,109 0,857 <LQM(0,441) ND 0,513 0,569 0,932 0,517
48 1,532 83,093 0,971 <LQM(0,455) ND <LQM(0,328) 0,587 0,859 <LQM(0,498)
72 | <LQM(0,312) 1,774 0,911 <LQM(0,418) ND <LQM(0,263) 0,601 <LQM(0,355) 0,641
96 | <LQM(0,379) 0,593 0,503 <LQM(0,414) ND <LQM(0,268) | <LQM(0,482) 0,769 <LQM(0,350)
120 | <LQM(0,496) 0,965 0,951 0,979 ND 0,851 1,117 3,530 1,547
144 0,918 1,751 0,877 <LQM(0,410) ND <LQM(0,245) 0,613 0,823 0,463
F19 168 0,854 1,708 0,819 <LQM(0,361) ND <LQM(0,174) 1,339 0,540 <LQM(0,362)
192 1,047 1,897 0,747 <LQM(0,320) ND <LQM(0,162) | <LQM(0,471) | <LQM(0,408) | <LQM(0,306)
216 1,092 2,129 0,842 <LQM(0,326) ND <LQM(0,165) | <LQM(0,450) | <LQM(0,396) | <LQM(0,299)
240 1,179 2,023 0,824 <LQM(0,308) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,384) | <LQM(0,303) | <LQM(0,271)
264 0,838 1,590 0,689 <LQM(0,303) ND <LQM(0,167) | <LQM(0,411) | <LQM(0,346) | <LQM(0,184)
288 | <LQM(0,542) 1,015 0,552 <LQM(0,331) ND <LQM(0,241) 0,505 0,556 <LQM(0,271)
312 1,022 2,012 0,814 <LQM(0,312) ND <LQM(0,178) 0,624 <LQM(0,429) | <LQM(0,267)
336 1,095 2,000 0,838 <LQM(0,310) ND <LQM(0,184) | <LQM(0,435) | <LQM(0,388) | <LQM(0,297)
0 <LQM(0,289) | <LQM(0,275) | <LQM(0,270) | <LQM(0,260) | <LQM(0,265) ND <LQM(0,226) 0,588 <LQM(3,041)
24 0,969 1272 0,865 <LQM(0,424) ND <LQM(0,415) 0,532 0,795 <LQM(0,466)
48 0,991 1,663 0,863 <LQM(0,411) ND <LQM(0,346) 0,529 0,829 <LQM(0,458)
72 0,604 0,970 0,547 <LQM(0,361) ND <LQM(0,280) 0,530 0,751 <LQM(0,430)
9% 1,101 1,759 0,794 <LQM(0,375) ND <LQM(0,243) 0,520 0,670 <LQM(0,405)
120 0,932 1,671 0,734 <LQM(0,343) ND <LQM(0,208) | <LQM(0,427) 0,574 <LQM(0,364)
144 | <LQM(0,523) 0,852 <LQM(0,476) | <LQM(0,283) ND <LQM(0,150) | <LQM(0,488) 0,543 <LQM(0,208)
LA 168 | <LQM(0,535) 0,903 0,498 <LQM(0,274) ND <LQM(0,132) | <LQM(0,382) | <LQM(0,303) | <LQM(0,164)
192 | <LQM(0,506) 0,810 0,390 <LQM(0,250) ND ND <LQM(0,372) | <LQM(0,228) ND
216 | <LQM(0,538) 0,867 <LQM(0,468) | <LQM(0,270) ND <LQM(0,139) | <LQM(0,382) | <LQM(0,304) | <LQM(0,165)
240 | <LQM(0,488) 0,955 <LQM(0,444) | <LQM(0,268) ND <LQM(0,198) | <LQM(0,461) | <LQM(0,368) | <LQM(0,171)
264 | <LQM(0,510) 1,363 <LQM(0,450) | <LQM(0,265) ND <LQM(0,142) | <LQM(0,466) 0,504 <LQM(0,186)
288 0,674 1,044 0,510 <LQM(0,281) ND ND <LQM(0,378) | <LQM(0,256) | <LQM(0,162)
312 0,629 0,941 <LQM(0,473) | <LQM(0,264) ND <LQM(0,124) | <LQM(0,223) | <LQM(0,223) ND
336 | <LQM(0,584) 1,065 0,540 <LQM(0,280) ND ND <LQM(0,376) | <LQM(0,252) | <LQM(0,177)
0 <LQM(0,289) | <LQM(0,275) | <LQM(0,270) | <LQM(0,260) | <LQM(0,265) ND <LQM(0,226) 0,588 3,041
24 | <LQM(0,544) 0,920 0,961 <LQM(0,596) ND 1,111 0,705 1,780 0,885
= 48 | <LQM(0,557) 0,673 <LQM(0,429) | <LQM(0,304) ND <LQM(0,173) | <LQM(0,399) | <LQM(0,387) | <LQM(0,216)
72 0,623 0,794 <LQM(0,460) | <LQM(0,307) ND <LQM(0,162) | <LQM(0,404) | <LQM(0,368) | <LQM(0,196)
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96 | <LQM(0,551) 0,734 <LQM(0,443) | <LQM(0,280) ND ND <LQM(0,363) | <LQM(0,299) | <LQM(0,166)
120 | <LQM(0,546) 0,348 <LQM(0,476) | <LQM(0,294) ND ND <LQM(0.,406) | <LQM(0,308) | <LQM(0,167)
144 | <LQM(0,594) 0,807 <LQM(0,467) | <LQM(0,273) ND ND ND ND ND
168 | <LQM(0,486) 0,783 <LQM(0,459) | <LQM(0,267) ND ND ND ND ND
192 | <LQM(0,520) 0,893 0,502 <LQM(0,272) ND ND ND <LQM(0,225) ND
216 | <LQM(0,576) 1,432 0,549 <LQM(0,297) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,376) | <LQM(0,334) | <LQM(0,185)
240 | <LQM(0,563) 0,938 0,496 <LQM(0,273) ND ND ND <LQM(0,235) ND
264 | <LQM(0,595) 1,139 0,528 <LQM(0,287) ND ND <LQM(0,423) | <LQM(0,236) ND
288 | <LQM(0,522) 0,960 0,517 <LQM(0,278) ND ND <LQM(0,378) | <LQM(0,268) ND
312 | <LQM(0,525) 0,904 0,488 <LQM(0,284) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,365) ND <LQM(0,160)
336 0,608 1,130 0,587 <LQM(0,295) ND <LQM(0,145) | <LQM(0,386) | <LQM(0,316) | <LQM(0,172)
0 <LQM(0,289) | <LQM(0,275) | <LQM(0,270) | <LQM(0,260) | <LQM(0,265) ND <LQM(0,226) 0,588 3,041
24 | <LQM(0,446) | <LQM(0,569) | <LQM(0.407) | <LQM(0,269) ND <LQM(0,189) | <LQM(0,396) | <LQM(0,387) | <LQM(0,199)
48 | <LQM(0,454) 0,644 <LQM(0,394) | <LQM(0,265) ND <LQM(0,143) | <LQM(0,381) | <LQM(0,331) | <LQM(0,178)
72 | <LQM(0,539) | <LQM(0,559) | <LQM(0.489) | <LQM(0,266) ND <LQM(0,149) | <LQM(0,407) | <LQM(0,365) | <LQM(0,189)
96 | <LQM(0,470) 0,733 <LQM(0,366) | <LQM(0,254) ND ND <LQM(0,424) | <LQM(0,295) | <LQM(0,163)
120 | <LQM(0,477) 0,895 <LQM(0,415) | <LQM(0,255) ND ND <LQM(0,380) | <LQM(0,258) | <LQM(0,160)
144 | <LQM(0,462) 0,661 <LQM(0,341) | <LQM(0,054) ND ND ND <LQM(0,228) | <LQM(0,139)
F22 168 | <LQM(0,463) 0,737 <LQM(0,392) | <LQM(0,261) ND ND <LQM(0,396) | <LQM(0,380) | <LQM(0,198)
192 | <LQM(0,552) 0,971 <LQM(0,430) | <LQM(0,264) ND ND <LQM(0.,381) | <LQM(0,322) | <LQM(0,197)
216 | <LQM(0,523) 0,740 <LQM(0,396) | <LQM(0,271) ND <LQM(0,146) | <LQM(0,397) | <LQM(0,489) | <LQM(0,208)
240 | <LQM(0,494) 0,658 <LQM(0,374) | <LQM(0,256) ND ND <LQM(0,383) | <LQM(0,365) | <LQM(0,196)
264 | <LQM(0,482) 0,669 <LQM(0,385) | <LQM(0,258) ND ND <LQM(0,375) | <LQM(0,311) | <LQM(0,168)
288 | <LQM(0,448) 0,667 <LQM(0,393) | <LQM(0,261) ND ND <LQM(0,398) | <LQM(0,368) | <LQM(0,193)
312 | <LQM(0,444) 0,649 <LQM(0,382) | <LQM(0,258) ND ND ND <LQM(0,340) | <LQM(0,181)
336 | <LQM(0,526) 0,839 <LQM(0,412) | <LQM(0,261) ND <LQM(0,152) 0,609 <LQM(0,476) | <LQM(0,195)
0 <LQM(0,282) ND ND <LQM(0,039) ND ND <LQM(0,394) 0,616 <LQM(0,295)
24 | <LQM(0,557) 0,944 0,516 <LQM(0,287) ND <LQM(0,155) | <LQM(0,412) | <LQM(0,334) | <LQM(0,170)
48 | <LQM(0,522) 1,118 0,575 <LQM(0,289) ND <LQM(0,143) | <LQM(0,367) | <LQM(0,277) | <LQM(0,159)
F23 72 | <LQM(0,508) 1,054 0,561 <LQM(0,286) ND <LQM(0,163) | <LQM(0,485) | <LQM(0,359) | <LQM(0,172)
9% 0,609 1,174 0,644 <LQM(0,301) ND <LQM(0,153) | <LQM(0,389) | <LQM(0,306) | <LQM(0,166)
120 0,628 1,147 0,654 <LQM(0,295) ND ND <LQM(0,372) | <LQM(0,274) | <LQM(0,158)
144 0,609 1,174 0,644 <LQM(0,301) ND <LQM(0,153) | <LQM(0,389) | <LQM(0,306) | <LQM(0,166)
0 <LQM(0,284) ND ND ND ND ND <LQM(0,428) 0,860 <LQM(0,390)
24 | <LQM(0,589) 1,100 0,640 <LQM(0,333) ND <LQM(0,188) | <LQM(0,391) | <LQM(0,399) | <LQM(0,206)
48 0,664 1,403 0,642 <LQM(0,306) ND ND 0,969 <LQM(0,285) | <LQM(0,163)
F24 72 0,826 1,545 0,667 <LQM(0,298) ND ND ND <LQM(0,271) ND
9% 1322 1,720 0,744 <LQM(0,303) ND ND <LQM(0,392) | <LQM(0,253) | <LQM(0,149)
120 1,105 1,958 0,867 <LQM(0,336) ND <LQM(0,170) | <LQM(0,399) | <LQM(0,323) | <LQM(0,172)
144 1,265 2,037 0,876 <LQM(0,328) ND <LQM(0,154) | <LQM(0,381) | <LQM(0,306) | <LQM(0,166)
0 <LQM(0,269) ND <LQM(0,261) ND ND ND <LQM(0,419) 0,757 <LQM(0,352)
= 24 0,610 1,038 0,669 <LQM(0,297) ND <LQM(0,157) | <LQM(0,419) | <LQM(0,437) | <LQM(0,166)
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48 | <LQM(0,294) 1473 1,006 <LQM(0,340) ND <LQM(0,157) | <LQM(0,385) | <LQM(0,315) | <LQM(0,274)
72 | <LQM(0,534) 1,491 0,922 <LQM(0,307) ND ND <LQM(0,365) | <LQM(0,268) ND
96 | <LQM(0,559) 1,498 0,861 <LQM(0,313) ND ND <LQM(0,371) | <LQM(0,270) | <LQM(0,157)
120 | <LQM(0,586) 1,331 0,715 <LQM(0,291) ND <LQM(0,150) | <LQM(0,368) | <LQM(0,258) | <LQM(0,149)
144 ND 1,346 0,677 <LQM(0,284) ND <LQM(0,160) | <LQM(0,384) | <LQM(0,243) | <LQM(0,388)
0 <LQM(0,268) ND ND ND ND <LQM(0,137) | <LQM(0,417) 0,764 <LQM(0,339)
24 0,682 1,721 1,012 <LQM(0,348) ND <LQM(0,143) | <LQM(0,365) | <LQM(0,290) | <LQM(0,164)
48 1,695 1,155 6,832 0,953 0,812 0,808 2,219 0,920 1,701
F26 72 0,620 1,641 0,992 <LQM(0,328) ND ND ND <LQM(0.251) | <LQM(0,144)
96 | <LQM(0,327) | <LQM(0,298) | <LQM(0.290) | <LQM(0,302) ND <LQM(0,155) | <LQM(0,379) | <LQM(0,321) | <LQM(0,318)
120 0,629 1,528 0,869 <LQM(0,302) ND ND ND <LQM(0,23) ND
144 0,661 1,692 1,165 <LQM(0,379) ND <LQM(0,164) | <LQM(0,398) | <LQM(0,396) | <LQM(0,205)
0 <LQM(0,335) | <LQM(0,303) | <LQM(0,295) | <LQM(0,283) | <LQM(0,176) | <LQM(0,159) | <LQM(0,383) 0,647 <LQM(0,400)
24 0,788 2,990 2,124 0,615 ND <LQM(0,325) 0,538 0,848 0,514
48 | <LQM(0,423) | <LQM(0,359) | <LQM(0,343) | <LQM(0,502) | <LQM(0,204) | <LQM(0,201) | <LQM(0,426) | <LQM(0,285) | <LQM(0,415)
F27 72 0,844 <LQM(0,303) | <LQM(0,295) | <LQM(0,391) ND <LQM(0,159) | <LQM(0,383) | <LQM(0,242) | <LQM(0,327)
9% 0,914 3,288 2,377 <LQM(0,531) ND <LQM(0,193) | <LQM(0,460) 0,499 <LQM(0,349)
120 | <LQM(0,399) 1232 0,854 ND ND ND ND 0,033 <LQM(0,291)
144 0,801 1,795 0,773 <LQM(0,294) ND ND <LQM(0,378) | <LQM(0,221) 1,367

Triplicado analitico.

ND = No detectado

LQM = Limite de cuantificacion del método

El contenido de 4cidos grasos fue estudiado en veintisiete fermentaciones alcoholicas de

la cepa Carménere usando tres temperaturas diferentes 24, 28 y 32 °C; y tres estrategias

de aireacion:

1.
ii.

iil.

Aireacidn inicial

Sin aireacion (anaerobica)

Aireacion inicial y al final de la fase exponencial.

El promedio de los perfiles de densidad para las siete fermentaciones (F1-F7) a 28 °C,

aireacion inicial y pH de 3,5 se muestra en la Figura 20(A). Los azlcares residuales

estuvieron por debajo de 0,80 g/L cuando alcanzaron las 120 h aproximadamente. Sin

embargo, el promedio de las fermentaciones desarrolladas a 24 °C y 32 °C demostr6 un

comportamiento diferente.
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Figura 20: (A) Promedio del perfil de densidad a diferentes temperaturas 24, 28 y 32°C. (B)
Promedio del perfil de densidad con diferentes estrategias de aireacion: Aireacion

inicial, anaerdbica y, aireacion al inicio y final de la fase exponencial.

Como se puede ver en la Figura 20(A), el pertfil a 32 °C claramente fue de fermentaciones
atascadas y ralentizadas mdas conocidas en inglés como “stuck and sluggish”; ellas
tuvieron un consumo de azucar incompleto (21,30 g/L), y el proceso de fermentacion se
extendi6 por mas de 300 h. Ademds, las fermentaciones a 24 °C presentaron un
comportamiento lento por mas de diez dias (250 h), el proceso termin6 con 0,56 g/L de

azucar residual.
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Andlogamente, se observaron diferentes perfiles de densidades cuando se aplicaron
diferentes estrategias de aireacion, ver Figura 20(B). Se observd un comportamiento
normal en las fermentaciones con aireacion inicial a diferencia de las anaerdbicas (sin

aireacion), y con dos etapas de aireacion (inicio y final).

El comportamiento de las veintisiete fermentaciones observadas a través de los perfiles de
densidad fue confirmado por la cinética de la biomasa, como se muestra en la Figura
21(A) y la Figura 21(B). La Figura 21(4) muestra el efecto de la temperatura y la Figura
3(B) muestra el efecto del oxigeno en el crecimiento de la biomasa. Notoriamente, las
temperaturas de 24, 28 y 32 °C afectaron el crecimiento de las levaduras. A 24 °C, la
poblacion de levadura sigue siendo mayor que a 32 °C, pero mas pequefia que a 28 °C. A

32 °C la cinética de biomasa se prolong6 hasta las 300 h.

En la Figura 21(B) se muestra que las fermentaciones bajo condiciones anaerdbicas y bajo
condiciones de aireacion al inicio y al final de la fase exponencial no fueron muy
diferentes en términos de poblacion de levadura. En general, en ambos casos, el
crecimiento de la levadura fue afectado por la temperatura y el oxigeno.

Fueron determinados nueve 4cidos grasos: cuatro MCFA (Ce.o, Cs:0, Ci0:0y Ci2:0) y cinco
LCUFA (Cis1, Cis:1, Cigi1, Cig2 y Cigs), de los cuales pudieron cuantificarse en
miligramos por litro en las veintisiete fermentaciones y se agruparon por efectos de
temperatura y oxigeno, como se muestra en las 7Tabla 14 y 22. Para 28 °C y aireacion
inicial de la F1 hasta la F7, para 24 °C la F13 y F21, para 32 °C la F9, F22 y F23. Para la
condicion anaerdbica la F11, F16, F19 y F24, y con aireacion al inicio y final de la fase

exponencial la F14, F20 y F25.

La sintesis de los MCFA comenzo6 desde el inicio de la fermentacion, alcanzando los
niveles mas altos de concentracion alrededor de 1000 g/L de densidad que coincide con
el final de la fermentacion (120 h), como se muestra en la Figura 20(4). Hubo un aumento
en la produccion de estos acidos grasos poco después del inicio de la fermentacion, lo que

corresponde con el aumento de la poblacion de levadura.
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Figura 21: (A) Promedio del perfil de biomasa (cell/mL) a diferentes temperaturas 24, 28 y

32°C. (B) Promedio del perfil de biomasa (cell/mL) con diferentes estrategias de aireacion:

Aireacion inicial, anaerdbica y, aireacion al inicio y final de la fase exponencial. En ambas
graficas se representa la curva de crecimiento (F1-F7) de la Saccharromyces cerevisiae

normalizada con el modelo Gompertz (A=2,23; ,,=0,29; e=3, A=12)"%.

En la Tabla 24, se muestran las concentraciones de los MCFA a 28 °C y aireacion inicial
en el rango de 1,48-37,55 mg/L desde el inicio de la fermentacion hasta el final, con
concentraciones de Cg.o siendo el mas alto en todo el curso de la fermentacion. Ces.0y Cs:o

tuvieron concentraciones mas altas que los otros analitos.
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Tabla 24: Fermentaciones agrupadas por efectos (24, 28 y 32 °C, anaerobica, aireacion inicial, aireacion al
inicio y final de la fase exponencial). Concentraciones (mg/L) de MCFA y LCUFA vy la relacion

MCFA/LCUFA en la fermentacion alcoholica del vino Carménére.

Analitos Progreso de la fermentacién (horas)
0 24 48 72 96 120
Cso ND 12 12 0,8+0,2 142 142
Cso ND 241 242 242 242 343
Cio0 ND 242 42 542 8+ 942
24 0C MCFA 0 4.9 7.4 7.9 9,2 13,7
Cisi 0,2+2 1+1 0,9 £2 1+2 1+2 D+
Ciss 3,240,2 343 242 542 62 8+2
LCUFA 3,4 45 3,2 6,7 7,2 10,1
MCFA/LCUFA 1,1£0,9 2,3+0,6 1,240,3 1,3+0,3 1,4+0,3
Cso 442 106 2118 14£12 15£11 28+16
Cso 241 22418 3811 34418 33+16 3749
Cio0 442 1248 1544 1549 146 1845
Cizo 1,5£0,3 241 442 3+l 241 443
2o MCFA 10,8 46,7 76,9 65,4 64,5 86,9
aireacigﬂ Cuan <LQM <LQM <LQM <LQM <LQM <LQM
inicial Cis1 2,6540,01 8+13 3747 24+13 15£12 2016
Cis1 12,52+0,02 1346 108 6+5 8+5 128
Cis2 <LQM <LQM <LQM <LQM <LQM <LQM
Cis3 9,4420,01 8+8 7+l 4+1 ) 64
LCUFA 24.6 29,5 54,0 33,7 31,3 38,6
MCFA/LCUFA 0,4+0,1 241 1,4+0,5 241 241 241
Cso ND 0,79+° 0,66+ 0,65+ 0,64+0,05 0,64+0,03
Cso ND 1,3£0,5 1,1£0,4 1,1240,09 1,0£0,3 1,1£0,2
Cio0 ND 0,8+0,4 0,8+0.3 0,7+£0.2 0,6840,06 0,7040,01
MCFA 2,8 2,5 2,4 2,4 2,4
32°C Cisi 0,41£0,19 0,44+0,07 0,40+0,05 0,45+0,04 | 0,39+0,03 0,390,02
Cis3 1x1 0,2+0,1 0,2120,08 0,2440,10 0,20+0,05 0,1620,01
LCUFA 1.8 0,7 0,6 0,7 0,6 0,6
MCFA/LCUFA 4=1 4=1 3,6£0,6 4.0£0,6 4,4+0,4
Cso 1,74 0,70,1 6+8 344 1,342 0,8+0.2
Cso 1,14 241 ND 8+14 1,3£0,5 1,4£0.4
Cio0 1,94 1,3+0,8 4+7 6+10 0,7+0,2 34
Anaerobica MCFA 4,7 3,9 10,4 17,0 3.3 4.9
Cis1 1x1 0,6+0,2 0,940,6 1,0£0,9 0,4240,05 0,6+0,3
Cis3 242 0,8+0,7 0,4+0,4 0,9+0,8 0,2+0,1 0,6+0,6
LCUFA 3,5 1,5 1,3 1,9 0,7 1,3
MCFA/LCUFA 1£1 242 8+10 9111 541 424
Cso ND 0,8+0,2 142 0,642 12 0,942
Cso ND 1,4+0,4 1,6£0.2 1,3£0.7 1,4£0.4 1,402
Aireacion al Cio0 0,9+ 242 241 1x1 242 1x1
inicio y final MCFA 0,9 3,8 42 3.2 43 3,6
de la fase Cis: 0,6£0.4 243 12 1£1 12 1£1
exponencial
Cis3 9+12 6+9 416 6+7 344 345
LCUFA 9,3 7,8 5,3 6,8 43 4.4
MCFA/LCUFA 0,1+0,1 0,5+0,7 0,8+0,9 0,5+0,5 1£1 0,8+1

Datos expresados como la medida + desviacion estaindar. ND= No detectado. * Unica informacion.
MCFA: Acidos grasos de cadena media (Ce:0, Cs:0, C10:, C12:0).

LCUFA: Acidos grasos de cadena larga insaturados (Cia:1, Cie:1, Cis:1, Cisz, Cig:3).

Valores por debajo del Limite de Cuantificacion del Método (<LQM).
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Uno de los efectos negativos de la alta concentracion de los MCFA en la fermentacion es
que son toxicos para el metabolismo de la levadura y pueden impedir el crecimiento de la
levadura'®. Sin embargo, a pesar de los altos niveles encontrados en las fermentaciones
(F1-F7), terminaron normalmente. Posiblemente, porque los LCUFA también tuvieron

una gran proporcion y pudieron influir en este resultado.

La relacion de los MCFA/LCUFA (28 °C y aireacion inicial) generalmente fue
incrementando desde el inicio hasta el final de la fermentacion. Después de 24 horas,
siempre fue mayor que 1,5 (ver Tabla 24 y Figura 22). Se determind que los LCUFA
estaban en el rango de 2,65-36,57 mg/L, siendo las concentraciones de Cie:1 las més altas
en comparacion con los otros analitos durante el proceso de fermentacion alcohdlica, y
que representan el 67,70% del total de LCUFA a las 48 h. Al comienzo de la fermentacion,
el contenido de Cis:3 disminuy6 rapidamente, esto puede estar relacionado con su
incorporacion en la estructura de la levadura celular, ya que esta reduccion coincide con

el rapido aumento en el niimero de células viables!'.

25
20
15

10

relacion (MCFA/LCUFA)

Tiempo (h)

—e—24°C —@&— 28 °C y aireacion inicial
32°C Anaerobia
—8— Aireacion al inicio y final de la fase exponencial

Figura 22: Relacion MCFA/LCUFA para todos los tratamientos de temperatura y aireacion.
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4.1.2.3 Efecto de la temperatura en el contenido de acidos grasos

La produccion de los MCFA en las fermentaciones normales a 28 °C se observa en la
Figura 23(B), para cada acido graso particular y para todos los MCFA. El aumento de
estas concentraciones, desde el inicio hasta el final de la fermentacion, fue similar al
comportamiento encontrado en estudios previos!®317%° Las Figuras 23(4) y 23(C)

muestran la produccion de MCFA a temperaturas de 24 y 32 °C respectivamente.

A 24 °C, la relacion MCFA/LCUFA fue superior a 1 hasta el final de la fermentacion,
excepto en la hora cero, donde no se detectaron los MCFA, y a las 48 h, la relacién
MCFA/LCUFA fue mayor que 2 que coincide con el final de la fase exponencial (ver
Tabla 24 y Figura 22).

A 32 °C, las concentraciones de MCFA fueron muy bajas con respecto a las obtenidas a
28 °C, y se mantuvieron constantes durante al menos 120 h, como se muestra en la Figura
23(C). La relacion MCFA/LCUFA fue superior a 3,5 de 24 a 120 h, excepto en la hora
cero, en donde no se detectaron los MCFA (ver Tabla 24). A 32 °C, la relacion fue
aproximadamente cuatro veces mayor que en 24 y 28 °C, lo que significa que la
proporcion de MCFA fue mucho mayor que la de los LCUFA. Por lo tanto, una
temperatura de 32 °C es demasiado alta para Saccharomyces cerevisiae, alcanzando un

comportamiento de fermentaciones atascadas y ralentizadas.

El perfil de los LCUFA en fermentaciones a 28 °C se indica en la Figura 23(E). Ademas,
los LCUFA a 24 °Cy 32 °C en las Figuras 23(D) y 23(F).

La concentracion de los LCUFA (Cis.1y Cis3) a 32 °C disminuy6 ligeramente a lo largo
del proceso de fermentacion (Figura 23(F)). Por lo tanto, se puede considerar que los
LCUFA son usados selectivamente por levaduras durante la fermentacion alcohdlica, o

como fuente de carbono, o lipidos de membrana.
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Figura 23: (A) Perfil de MCFA en fermentaciones a 24 °C. (B) Perfil de MCFA en fermentaciones a 28 °C. (C) Perfil de MCFA en fermentaciones a 32 °C. (D)
Perfil de LCUFA en fermentaciones a 24 °C. (E) Perfil de LCUFA en fermentaciones a 28 °C. (F) Perfil de LCUFA en fermentaciones a 32 °C.

100

Doctorado en Ciencias, mencion Quimica



Capitulo 4

Los analitos Ci4:1, Cis:2no se graficaron ya que sus valores estuvieron por debajo del limite
de cuantificacion. El Ci4:1 no habia sido cuantificado antes en otras cepas como Viura,
Cabernet Sauvignon, Tempranillo, Pinot noir y Syrah®%2%1%,

Yunoki et al.® y Beltran ef al.'” no detectaron el Cis.2 en fermentaciones a 13 °C y 25 °C;
similarmente ocurri6 en esta investigacion, el Cig2no se detectd en las fermentaciones a

24,28y 32°C.

En la produccion de los LCUFA durante la fermentacion alcohdlica del vino Carménere,
solo Cig:3 aument6 hasta el final de la fermentacion (3,2-8,0 mg/L) a 24 °C, lo cual es muy
interesante porque el acido linolénico es un acido graso omega-3, y tiene muchas
propiedades beneficiosas. Este hallazgo debe ser confirmado y validado utilizando otras
variedades de mosto.

No obstante, a los 28 °C el Cis:3 disminuy6 su concentracion hasta las 72 h, luego aumento
hasta el final de la fermentacion, este es un resultado que se esperaba porque tiene un
comportamiento similar a estudios previos'®!*!7%, Finalmente, a 32 °C el Cis3
permanecid casi constante, indicando que a esta temperatura la sintesis de este acido graso
no se ve afectada.

En resumen, a 24 y 32 °C el contenido de los MCFA y los LCUFA fueron mucho mas
bajos en comparacion con el contenido a 28 °C. Esto puede estar directamente relacionado
con la variedad Carménere y/o con determinadas cepas de levadura, o con la sinergia con
el oxigeno. Ademads, puede estar asociado a una temperatura Optima para condiciones
especificas y la cepa de levadura.

Los resultados de estos acidos grasos en esta tesis fueron consistentes con los de Beltran
et al'’, quienes cuantificaron analitos como el Cs.o, Cioo, Ciz0, Cia:1, Cis1, Cisa a

temperaturas muy similares (25 °C) a las propuestas (24 y 28 °C).

4.1.2.4 Efecto de la aireacion sobre el contenido de acidos grasos

El proceso de fermentacion en si no requiere oxigeno. Incluso en presencia de oxigeno la
Saccharomyces cerevisiae fermenta preferencialmente. Sin embargo, pequenas cantidades

de oxigeno pueden favorecer indirectamente la fermentacion permitiendo la biosintesis de
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esteroles y 4acidos grasos insaturados de cadena larga. Ademads, las condiciones
anaerdbicas favorecen la acumulacion de 4cidos grasos toxicos (Cs:oy Cio:0)>'0".

El contenido de los MCFA en la fermentacion con aireacion inicial (15 min) fue inferior
a 90 mg/L alas 120 h, como se muestra en la Figura 24(B). Ademas, el perfil de MCFA
para las fermentaciones anaerdbicas (Figura 24(A)) y para las fermentaciones con
aireacion al inicio y final de la fase exponencial (Figura 24(C)) fueron menores de 5y 4
mg/L, respectivamente a las 120 h.

El contenido de Cs: fue casi el doble de Ce:0 y Cio:0, pero Ci2:0 fue muy bajo y constante

durante toda la fermentacion con aireacion inicial (Figura 24(B)).

La composicion de los acidos grasos en la membrana es altamente variable y se ve
claramente afectada por factores ambientales como la temperatura, el oxigeno, la
limitacion de nutrientes y la tasa de crecimiento!’, en vista de este hecho, como resultado
del metabolismo de las levaduras, la composicion de acidos grasos del medio también
depende de las condiciones de fermentacion como la temperatura estudiada en esta tesis
(24, 28 y 32 °C) y estrategias de aireacion (anaerobica, aireacion inicial, y aireacion al
inicio y final de la fase exponencial).

Bajo la condicion anaerébica, la relacion MCFA/LCUFA esta entre 1,36 'y 9,13 (Tabla 24
y Figura 24(4)). En comparacion con la relacion en la fermentacion normal, esto fue
desproporcionadamente alto, lo que confirma que la aireacion mejora la fermentacion.
En la Figura 24(C) se observa que, a pesar de la condicion de la aireacion al comienzo y
al final de la fase exponencial, los MCFA permanecieron bajos e invariantes durante el
transcurso de la fermentacion alcohoélica. Esto podria indicar que el efecto del oxigeno en

la produccién de MCFA no es tan importante como el de la temperatura.

El oxigeno molecular es necesario para la biosintesis de esteroles y acidos grasos
insaturados de cadena larga esenciales para la sintesis y funcion de la membrana celular.
El contenido de los LCUFA a 28 °C y la aireacidn inicial también fue inferior a 40 mg/L
al final de la fermentacion, como se muestra en la Figura 24(E), pero esto es consistente
porque la poblacion de levaduras estd aumentando y se beneficia de mas oxigeno en el

medio.
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Figura 25: (A) Perfil de MCFA en fermentaciones anaerébicas. (B) Perfil de MCFA en fermentaciones normales con aireacion inicial. (C) Perfil de MCFA con
aireacion inicial y al final de la fase exponencial. (D) Perfil de LCUFA en fermentaciones anaerébicas. (E) Perfil de LCUFA en fermentaciones normales con

aireacion inicial. (F) Perfil de LCUFA con aireacion inicial y al final de la fase exponencial.

103

Doctorado en Ciencias, mencion Quimica



Capitulo 4

Adicionalmente, el perfil de los LCUFA en las fermentaciones anaerobicas fue inferior a
3,5 mg/L y decreci6 a lo largo del curso de la fermentacion (Figura 24(D)). En la Figura
24(F), el perfil de los LCUFA fue inferior a 10 mg/L y similarmente ocurre este
comportamiento en la Figura 24(D), que también es consistente que sea un poco mayor
las concentraciones en la Figura 24(F) porque el oxigeno favorece el crecimiento de las
levaduras. Sin embargo, este valor esta muy por debajo de las concentraciones encontradas
utilizando la estrategia definida como aireacion inicial (fermentacion normal). De nuevo,
la relacion entre la temperatura y el oxigeno podria ser un indicador de problemas en la

fermentacion.

Especificamente, en la Figura 24(E) se puede observar que el contenido de Cis:1 tuvo un
incremento mucho mayor con respecto a otros dos analitos, mientras que los Cis.1y Cis:3
permanecieron constantes. Bajo la condicion anaerobica (Figura 24(D)), los LCUFA
fueron casi constantes y en comparacion con la condicion de fermentacion normal,
tuvieron una produccién muy baja, lo que concuerda con los resultados previos obtenidos
por Mauricio et al.??. Finalmente, se observo que el Cig:3 comenzd con una concentracion
mas alta que Cig.1, pero disminuy6 durante el proceso de fermentacion con la aireacion

inicial y la aireacion al final de la fase exponencial (Figura 24(F)).

Previos resultados mostraron que la adicion de oxigeno o de aireacion afectd
principalmente la cinética al final de la fermentacion al sintetizar los acidos grasos
insaturados y esteroles, y asi aumentando la resistencia de la levadura al etanol?*»'%2, Los

resultados obtenidos en esta investigacion fueron consistentes con estas observaciones.

En resumen, bajo condiciones anaerdbicas, el contenido de los MCFA (que es toxico para
la levadura) fue mayor que el contenido de los LCUFA (que son necesarios para la
supervivencia de la levadura), por lo tanto, siempre es mejor mantener aireacion en el
sistema. En este trabajo, fue mas favorable mantener la aireacion al inicio y al final de la
fase exponencial durante 15 minutos, de acuerdo con Bardi et al?*, y Blateyron y
Sablayrolles?®, debido a que la relacion de los MCFA/LCUFA usualmente fue menor que

1 durante el transcurso de fermentacion alcoholica del vino Carménere.
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El grado de insaturacion de los dcidos grasos se vio afectado por la temperatura en la
levadura Saccharomyces cerevisiae, sin embargo, un mayor grado de insaturaciéon no
aseguro un buen desempefio en las fermentaciones con las condiciones propuestas en esta

tesis.

Las concentraciones de los MCFA y los LCUFA a 24 °C y 32 °C nunca excedieron los

niveles de produccion observados en la fermentacién normal (28 °C y aireacion inicial).

La relacién de los MCFA/LCUFA increment6 notablemente a 32 °C. Con base en los
resultados presentados, se sugiere trabajar bajo las condiciones de fermentacion entre 24-
28 °C y no 32 °C. Adicionalmente, la relacion de los MCFA/LCUFA aumentd
considerablemente para la estrategia anaerobica. Por lo tanto, de acuerdo con los
resultados, la aireacion inicial y al final del tratamiento de fase exponencial parecen ser la

mejor opcion para llevar a cabo una fermentacion.

Como recomendaciones, podria ser interesante seguir la investigacion y comparar los
resultados presentados con resultados obtenidos en diferentes variedades de uva y
diferentes cepas de levadura, también comparar el efecto conjunto de la temperatura y el

oxigeno en la produccion de compuestos volatiles.

4.1.3 Determinacién de acidos grasos por IR-TF

Los espectros de los mostos en fermentacion se obtuvieron de dos formas: Como muestra
seca y como muestra himeda como se describi6 en la metodologia (capitulo 3).

A continuacion, se muestra en la Figura 25 un espectro de absorcion de muestra himeda
con bandas caracteristicas de los acidos grasos en muestras de mostos en fermentacion

tomados cada 12 horas en un IR-TF(MIR).

Las bandas de absorcion de los espectros tomados representan vibraciones de estiramiento
simétricos de grupos metil (CHz); estiramientos simétricos y asimétricos de grupos

metilenos (CH>); vibraciones de flexion tipo tijereo CH», CH3; flexion tipo balanceo =C-
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H caracteristico de los acidos grasos insaturados junto con las flexiones fuera del plano -
CH=CH-, y estiramientos de -C-O, O-C-C-, C-C(=0)-0O de ésteres.

En un estudio realizado por Nobrega et al,'%}

mostrd que no hubo diferencias en la forma
del perfil de transmitancia en los espectros de IR-TF para algunos acidos grasos saturados.
Sin embargo, si hubo diferencias en las intensidades de las bandas, y de esta manera se
logré identificar cada 4cido graso saturado. Similarmente, esto ocurre para los espectros
de &cidos grasos insaturados pero las bandas de absorcion asociadas a los dobles enlaces

logra mayores diferencia que hace mas factible identificarlos.

Se prepararon seis soluciones para determinar el rango lineal para cada acido graso
abarcando el rango de concentracion que deben estar los analitos en las muestras, la
preparacion de estas soluciones se describe en la metodologia (Capitulo 3).

El rango para cada analito en el IR-TF fue: Ces.0= 0,1-25,0 mg/L; Cg.o= 0,1-20,0 mg/L;
Cio0.0= 0,1-45,0 mg/L; Ci2.0= 0,1-30,0 mg/L; Ci4.1= 0,1-5,0 mg/L; Cis:1= 0,1-20,0 mg/L;
C181=0,1-25,0 mg/L Ci5:2=0,1-70,0 mg/L Ci53=0,1-25,0 mg/L.

Todos los espectros de las muestras tomados por IR-TF se utilizaron para el analisis

quimiométrico.

4.2 Determinacion de aminodcidos

4.2.1 Validacién del método cromatografico HPLC-UV

Para validar el método se determind algunas cifras de mérito: Limites de deteccion y
cuantificacion, linealidad, exactitud (con estudios de recuperacion), a continuacion, se
muestran los resultados obtenidos.

Las cifras de mérito determinadas para este método cromatografico las realizé Mauricio
Antonio Valderas Solaligue para optar por el grado de Ingeniero Agrénomo presentado el

12 de Septiembre de 2013 en Pontificia Universidad Catolica de Chile®.
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Figura 26: Espectros de absorcion molecular de mosto en fermentacion real (cepa Carménere) tomado cada 12 horas a escala de laboratorio bajo condiciones

normales de operacion. Muestra humeda.
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Para identificacion y cuantificacion de los aminoacidos en mosto y vino mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC-UV) se emple6 como derivatizante el
agente Etoximetilenmalonato de dietilo (EMMDE).

Para la identificacion de los aminoacidos se utilizé un kit de 18 aminoacidos, los cuales
se compararon con la secuencia de elucion obtenida por Valderas®*, mostrando plena

consistencia en el orden de elucion.

En la Figura 26, se muestran dos cromatogramas superpuestos, en azul la matriz de mosto
Carmeénere con el mix de 18 aminoacidos y en rojo, solo la matriz de mosto sin el estandar
mix. Ademads, se pudo separar e identificar claramente los aminoacidos de interés, el pico
namero dos (2) el acido glutamico, el pico cuatro (4) glutamina, el pico ocho (8) arginina,

y el pico nueve (9) alanina.

4.2.1.1 Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se determinaron en la tesis de Mauricio Antonio
Valderas Solaligue®®, un resumen de los resultados se pueden ver en la Tabla 25,
demostrando que el método posee la sensibilidad para determinar los aminoacidos

presentes en las muestras de mostos en fermentacion.

Tabla 25: Limites de deteccion y cuantificacion del método en mg/L84.

Aminoacido LDM (mg/L) LQM (mg/L)
Acido glutimico 0,00072 0,0024
Glutamina 0,00006 0,0002
Arginina 0,00012 0,0004
Alanina 0,00012 0,0004
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Figura 27: Identificacion de aminoacidos: Cromatograma de una matriz de mosto Carmeénere (rojo) comparada con una matriz de mosto con adicion de

kit de 18 aminoacidos (azul). Medido a 280 nm con un detector UV: (1) Acido aspartico, (2) Acido glutamico, (IS) Estandar interno, (3)

Asparagina+Serina, (4) glutamina, (5) histidina, (6) glicina, (7) treonina, (8) arginina, (9) alanina, (10) Prolina, (11) tirosina, (12) ién amonio, (13)

valina, (14) metionina, (15) cisteina, (16) isoleucina, (17) leucina+triptofano, (18) fenilalanina®.
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4.2.1.2 Linealidad

La linealidad se considera como la capacidad de un método analitico de obtener resultados
linealmente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra. Para evaluar éste
pardmetro, se prepard una curva de calibracion para cada uno de los aminoécidos.

Esta curva de calibracion relaciona las respuestas de los aminoécidos expresada en areas
con la concentracion de los mismos. Con los valores obtenidos se obtiene la ecuacion de
la recta ‘y = mx + a’, donde “y” es el area, “m” la concentracion, “b” la pendiente y “a”
el intercepto. El coeficiente de regresion lineal r, refleja el grado de relacion entre la
concentracion (variable x) y el area (variable y). El valor méximo de r es uno, por lo tanto,
si éste es cercano a la unidad implica que existe una buena correlacion.

En la Tabla 26, aparece el intervalo de concentracion evaluado en cada aminoacido, la
ecuacion de regresion lineal y coeficiente de determinacion en matriz de mosto. Se

observa una adecuada linealidad en todos los casos, con un coeficiente de correlacion

superior a 0,995.

Tabla 26: Resultados de la calibracion del método cromatografico. Intervalos de concentracion (mg/L),

intercepto, pendiente de la recta y coeficiente de determinacion para cada aminoéacido®.

Intervalos de concentracion
Aminoacido Intercepto Pendiente r?
(mg/L)
Acido

18,70 125,0 18,41 577,17 0,999

glutamico
Glutamina 4,95 179,0 4,03 411,19 0,999
Arginina 7,80 95,20 127,30 877,13 0,999
Alanina 31,70 165,0 574,02 531,38 0,999

4.2.1.3 Exactitud

Para determinar la exactitud del método, se realizaron tres niveles de enriquecimiento en

mosto, todos presentaron recuperaciones cercanas al 95%, ver Tabla 27.
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Tabla 27: Resultados de la calibracion del método cromatografico. Intervalos de concentracion (mg/L),

intercepto, pendiente de la recta y coeficiente de determinacion para cada aminoacido.

% Recuperacion
Aminoacido —
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 X(%R)
Acido glutamico 92,6 91,6 89,7 91,3
Glutamina 96,4 97,6 96,8 96,9
Arginina 95,4 97,4 94,2 95,6
Alanina 92,3 95,8 97,4 95,2

El porcentaje de recuperacion fue satisfactorio para las pruebas realizadas, utilizando
como criterio de aprobacion, recuperaciones entre 70-120%.

Se concluye que el método es adecuado para cuantificar los aminoacidos de interés.

Con respecto a la prolina, no se pudo determinar esta cifra de mérito ya que su coeficiente
de determinacion no pasaba el criterio de aceptacion. También, debido a los altos niveles
presentes en la matriz de mosto, afectaba la sensibilidad de los otros aminoacidos. Se
recomienda para la cuantificacion y determinacion de cifras de mérito de este analito

realizar dilucion de 1:10 a las muestras.

4.2.2 Cuantificaciéon de aminoacidos por HPLC-UV

La cuantificacion en las muestras de mosto real (cepa Carménére) se realizd para cinco
aminoacidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia: Acido glutdmico, alanina,
arginina y glutamina. con una curva de calibracion y estandar interno (4cido L-2-
aminoadipico), la prolina no pudo ser cuantificada. Se requirié un tratamiento previo de
la muestra, derivatizacion con EMMDE. Los lavados secuenciales de todo el sistema,
permitieron evitar efectos acumulativos de la interferencia por azicar, ya que los mostos
en sus primeras etapas de fermentacion cuentan con contenidos de glucosa y fructosa

aproximadamente de 227 g/L logrando asi una cuantificacion de los analitos adecuada.

Para el estudio de los aminoacidos en mostos en fermentacion se seleccionaron cinco de

ellos anteriormente mencionados, debido a la importancia para la levadura y porque son
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los que se encuentran en mayor concentracion en el proceso de fermentacion alcohdlica

del vino (ver Capitulo I).

4.2.2.1 Fermentaciones normales

Ocho fermentaciones fueron estudiadas a condiciones de operacion normal (28 °C, FAN
250 mg/L, concentracion de azucar inicial 227 g/L, saturacion inicial de oxigeno, pH a
3,9).

En la Figura 27, se puede observar el promedio de la biomasa para las ocho
fermentaciones. Las fermentaciones tuvieron una fase de adaptacion (lag) hasta las 12 h,
luego una fase exponencial o de crecimiento de las levaduras hasta aproximadamente 40
h, luego una fase estacionaria, pero con una leve fluctuacion hasta las 120 h, corroborando

un comportamiento normal en su proceso de fermentacion.

Perfil de biomasa
3,00E+08 -

2,50E+08 -
2,00E+08 - %

1,50E+08

Concentracién (cell/mL)
o

1,00E+08 - %

5,00E+07 -

0,00E+00 —<— T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (h)

Figura 28: Perfil de biomasa de ocho fermentaciones alcohdlicas.

Para las ocho fermentaciones alcohodlicas del vino Carménere se obtuvieron
concentraciones para cada analito de interés en funcidn del tiempo, como se muestra en la

Tabla 28.
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A los valores expresados en la tabla anteriormente mencionada, se les aplico el test Q
estadistico (P=0,05), donde solo se rechazaron dos valores, el de la F§ a t=48 h para la
glutamina y el de la F1 a t=120 h para la alanina. Como criterio de aceptacion: Si el valor

de Q calculado supera el valor critico, se rechaza el valor sospechoso.

Tabla 28: Concentraciones (mg/L) de aminoacidos (Acido glutamico, glutamina, alanina, arginina) en

ocho fermentaciones alcoholicas del vino Carménére'*.

. Fermentacion
Aminoacidos LLGHED
(horas)
1 2 3 4 5 6 7 8 X £ 9)*
0 128,40 | 128,20 | 128,10 | 128,43 | 281,77 | 281,97 | 281,45 | 281,91 205,03+82,05
24 116,86 | 64,55 ND 76,16 ND ND ND 136,14 98,43+33,69
Acido 48 ND 75,22 ND ND 265,48 ND ND 163,82 168,17+95,21
glutamico
72 183,30 | 214,58 | 210,78 | 35528 | 134,16 | 381,90 ND 454,56 276,4+119,8
96 164,17 | 253,85 | 226,57 | 306,67 | 417,60 ND ND 467,87 | 306,12+116,45
120 236,08 ND 300,90 | 422,34 | 459,63 | 449,42 | 445,90 | 473,61 398,27+91,92
0 23,18 23,27 23,07 23,17 22,47 22,50 22,98 22,45 22,89+0,35
24 1,57 ND 128,90 | 112,87 | 125,23 | 109,26 | 99,05 4,56 83,06+55,55
. 48 ND ND ND ND 24,44 23,63 24,70 VR 24,26+0,56
Glutamina
72 23,19 15,10 16,45 13,05 23,18 3141 34,11 20,98 22,18+7,53
96 11,65 15,35 14,65 9,83 18,84 20,01 24,81 14,40 16,19+4,83
120 8,24 12,35 10,74 7,25 9,43 9,70 12,61 8,94 9,91+1,89
0 46,67 46,51 46,93 46,87 46,83 46,65 46,51 46,53 46,69+0,17
24 38,33 39,66 34,46 41,89 29,73 34,02 37,37 15,86 33,91+8,21
Alanina 48 3,18 3,89 3,68 4,25 3,71 12,12 11,74 11,41 6,75+4,16
72 22,18 23,54 24 47 53,95 11,25 80,00 81,42 75,35 46,52+29,46
96 24,51 42,49 3941 63,68 78,50 89,31 89,67 79,85 63,434+25,03
120 VR 60,82 58,38 91,82 91,81 93,77 104,90 | 81,91 83,34+17,56
0 109,88 | 109,86 | 109,71 | 109,85 | 11535 | 11528 | 11539 | 11543 112,6+2,96
24 51,30 47,59 41,96 68,99 52,15 51,04 59,76 43,44 52,03+8,82
. 48 9,94 11,90 9,60 13,13 22,69 21,13 27,11 17,29 16,6+6,5
Arginina
72 24,67 19,17 23,17 18,08 20,36 28,48 19,72 21,12 21,85+3,43
96 20,19 22,64 24,95 12,24 26,10 24,10 22,19 15,99 21,054+4,75
120 26,70 22,72 24,07 17,39 20,46 20,56 22,20 15,36 21,1843,61

*(Media + desviacion estandar). Triplicado de muestra.
VR= Valores rechazados
ND = No detectado

De la Tabla 28, cabe destacar que el mas abundante de este grupo de aminoacidos fue el

acido glutdmico con un promedio de 398, 27 mg/L al final de la fermentacion (120 h) y el
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menos abundante fue la alanina con un promedio de concentracion de 6,75 mg/L casi en
la mitad de la fermentacion (t=48 h).

Los rangos de concentracion hallados por Chicon ef al.'% y Valderas®, en mosto para el
acido glutamico fueron (1,50-195 mg/L) y (26,2-125 mg/L), glutamina (3,00-400 mg/L)
y (33,6-179 mg/L), alanina (0,60-102 mg/L) y (33,7-161 mg/L), arginina (0,30-38,6 mg/L)
y (32,2-95,2 mg/L) respectivamente.

Por otro lado, Valderas®* encontrd en vino concentraciones entre (18,7-44,5 mg/L) de
acido glutamico, (4,69-44,1 mg/L) de glutamina, (12,7-62,6 mg/L) de alaninay (7,80-23,1
mg/L).de arginina.

Solo para dos aminoacidos (glutamina y alanina) los resultados tanto en mosto como en
vino, estuvieron acordes a los presentados por Valderas®** y Chicon ef al.!?’. Para el caso
del 4cido glutdmico y la arginina, sus concentraciones estuvieron altas con respecto a estos
estudios®*19°,

La determinacion de aminodcidos es especialmente relevante desde el punto de vista de la
cantidad de nitrégeno que necesita la levadura para llevarse a cabo la fermentacion. Los
aminoacidos tienen diferentes evoluciones durante la fermentacion alcohdlica, el acido
glutdmico y alanina tienen una fase de diminucion en las etapas iniciales y un aumento
hacia el final de la fermentacion, este hecho se asocia a la autolisis celular, ver Figuras 28
v 29.

La autolisis de las levaduras se podria definir como la hidrélisis de biopolimeros bajo la
accion de enzimas hidroliticas que libera compuestos citoplasmaticos (péptidos,
aminoacidos, 4cidos grasos y nucledtidos) y de la pared celular (glucanos y

manoproteinas)!®.

La arginina es uno de los aminoacidos que son considerados como de “buena fuente” de
nitrégeno para las levaduras y son consumidos casi por completo en las primeras etapas
de la fermentacion. El perfil encontrado en este estudio para la alanina (ver Figura 30),

coincide con estudios previos con resultados similares!'®7:108

, asi mismo, para la glutamina
como se comentd en el Capitulo 1, es un aminoacido rédpidamente absorbido, este se

consume hasta el final de la fermentacion, ver perfil en la Figura 31.
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Figura 29: Perfil de concentracion (mg/L) del 4cido glutdmico en ocho fermentaciones alcoholicas del

vino Carménere.
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Figura 30: Perfil de concentracion (mg/L) de alanina en ocho fermentaciones alcoholicas del vino

Carmeénere.

No se pudo cuantificar la L-prolina debido a la determinacion de algunas cifras de mérito
que no cumplieron los criterios de aceptacion. Otros autores cuantificaron la prolina que
es el aminodcido mas abundante en el mosto y en el vino, los altos contenidos al inicio de
la fermentacion se deben a la dificultad con la que las levaduras metabolizan este
aminoacido durante la fermentacion alcohdlica, por lo que las cantidades de prolina en los

vinos son similares a la de los correspondientes mostos!?”.
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Arginina
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Figura 31: Perfil de concentracion (mg/L) de arginina en ocho fermentaciones alcohdlicas del vino

Carmeénere.
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Figura 32: Perfil de concentracion (mg/L) de glutamina en ocho fermentaciones alcohdlicas del vino

Carmeénere.

Por otro lado, paralelamente a la cuantificaciéon de los aminoacidos por HPLC-UV,
también se determinaron por RMN, de esta manera se pudo obtener los datos por el
método de referencia y por el método propuesto respectivamente. Posteriormente, la
prediccion de los aminodcidos aplicando el método PLS como se propone en el objetivo

final de esta tesis doctoral.
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4.2.3 Determinacién de aminoacidos por RMN

Cuando se obtiene un espectro de muestras complejas como es la de un mosto en
fermentacion o vino, éste presenta una gran cantidad de sefiales correspondientes a todas
las sustancias que conforman esta matriz. Si los analitos de interés estan en muy baja
concentracion e interfieren las sefiales intensas del disolvente, es adecuado usar la técnica
de supresion de disolvente (como, por ejemplo: saturacion/presaturacion o supresion por
gradiente de campo magnético) para minimizar o eliminar estas sefiales, y mejorar la
relacion senal ruido (S/N). La técnica simple de supresion de disolvente es presaturacion
de la frecuencia del solvente antes del pulso fuerte de 90 grados!!?. La supresion de la
sefal consiste en enviar un pulso de radio frecuencia a la frecuencia de resonancia
especifica del solvente (agua), que satura y reduce al maximo su sefal.

Como los aminoécidos se encontraron en una concentracion muy baja en las muestras de
mostos en fermentacidon, se recurrid a experimentos como supresion de disolvente
(saturacion/presaturacion) para obtener una mayor intensidad en las senales de las
muestras. La asignacion del desplazamiento quimico es dificultosa porque las sefiales
intensas del agua, etanol y glicerol traslapan las sefiales débiles.

La mejora en la intensidad se corroboré comparando los espectros de protdn sin supresion
de disolvente y con supresion de disolvente, ambos espectros con estdndar de
desplazamiento quimico TSP (2,2,3,3-d4-(trimetilsilil)propanoico) para calibrar la

frecuencia de absorcion de la sefial, ver Figuras 32y 33.

Para la identificacion de los aminoécidos de interés (L-Prolina, L-Arginina, L-Alanina, L-
Glutamina y acido L-Glutamico) se tomaron individualmente los espectros de 'TH RMN y
13C RMN de cada estandar, ver Anexos 2y 3. Estos espectros se tomaron de dos formas:
Con ajuste de pH a 3,45 (NaOH 0,01 N o HCI 0,01 N) vy, sin ajuste de pH, debido a que
el pH puede influenciar considerablemente el desplazamiento quimico’. Se compararon
los espectros con y sin ajuste de pH y se consideré que no hubo diferencias en su

desplazamiento quimico (9, ppm).
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Figura 34: Espectros de 'H RMN con supresion de disolvente, filtrada y con TSP.
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En el Anexo 4, se muestra la continuacion de todos los experimentos de proton con y sin
supresion de disolvente para las fermentaciones F1, F2, F5 a t=0, 48, 98 horas. Los
espectros de proton con supresion de disolvente son los que se utilizan para el trabajo
quimiométrico en la plataforma MVC1 de Matlab (version 2012a). En el mismo anexo se
presentan los experimentos de '3C RMN para las fermentaciones F1, F2, F5 a t=0, 48, 98

horas.

Del analisis espectral se pudo obtener los datos espectroscopicos para cada aminoécido,
un resumen de los resultados se puede ver en la Tabla 29. Los desplazamientos de proton
de los aminodcidos en mosto o vino se encuentran entre la region 1,5-4,0 ppm

aproximadamente.

Tabla 29: Datos espectroscopicos de 'H RMN?7,

Compuesto 'HRMN | §(ppm) | Multiplicidad J(Hz) | Asignacién
Prolina H1 4,13 t 8,30 CH
H2 2,35 m - CH,

H3 2,03 m - CH,

H4 3,38 m - CH,

Arginina H1 3,27 t 6,03 CH
H2 1,65 m - CH,

H3 1,60 m - CH,

H4 3,20 m - CH,

Alanina H1 3,78 q - CH;
H2 1,48 d 7,97 CH

Glutamina H1 3,78 t 6,78 CH
H2 2,45 m - CH,

H3 2,14 m - CH,

Acido glutamico H1 3,78 t 6,89 CH
H2 2,50 m - CH,

H3 2,12 m - CH,

Los espectros de 'H RMN de cada aminoacido se superpusieron con los espectros de 'H
RMN de las muestras en estudio (F1, F5). Posteriormente, se buscaron sefiales en el mosto
que coincidieran con las sefiales de cada estandar de aminoacido (ver lineas verticales

discontinuas), como se muestra en las Figuras 34, 35.

120

Doctorado en Ciencias, mencion Quimica



Capitulo 4

En la Figura 34, se superpusieron los espectros calibrados con la sefial del TSP del 4cido
glutdmico, glutamina, prolina, alanina y arginina con una muestra de la fermentacion

cinco (F5) a t=0 h, observandose que algunas sefiales de los aminoacidos si coincidian con

l

las sefiales de las muestras.
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Figura 35: Espectros de 'H RMN de aminoacidos en D20 superpuestos con una muestra (F5) de la

fermentacion alcoholica del vino a t=0 h.
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Glutémico

D20
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Figura 36: Espectros de

=48 h.
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A las sefiales encontradas en las muestras que coincidian con los aminodacidos, se les aplico
un experimento de pulso selectivo TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) para verificar

si correspondia al aminoacido buscado.

Prolina
D20 JAAL
T T T T T T

—— m'\—nM{LMMM f JJ

D20

N " i

T T T T T T T T T
4.0 2.5 2.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

FS
T=48

Figura 37: Espectro de 'H RMN del estandar de prolina en D20 con experimento de pulso selectivo
TOCSY, F5 t=48 h.

En Figura 36, se irradi6 una senal selectivamente en la muestra, y para este caso se quiso
comprobar si se trataba de prolina, efectivamente si, debido a que la sefial irradiada se
acoplo entre los subsistema de espin , a través de *J principalmente.

Finalmente, las sefiales acopladas se superpusieron con las sefiales del estandar prolina y
se pudo confirmar que era dicho aminoéacido.

Este mismo procedimiento se realiz6 para cada muestra con los diferentes aminoécidos.
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Figura 38: Espectro de '"H RMN del estandar de alanina en D2Ocon experimento de pulso selectivo
TOCSY, F5 t=48 h.

Similarmente, en la Figura 37 se quiso verificar si en la muestra contenia alanina. Por
consiguiente, se aplico TOCSY y se observé que las sefiales que se correlacionaron con
el subsistema de espin, ninguna coincidia con las sefiales del espectro de alanina, de modo

que, la muestra a t=48 h de la F5 no contiene este aminoacido.

En el Anexo 5, se presentan mas experimentos para la fermentacion uno (F1) a t=0, 48 y
96 horas, las sefiales de prolina y arginina coincidieron con las sefiales de las muestras,
sin embargo, se realiz6 TOCSY para confirmar la presencia de estos aminoacidos y se
concluy6 que no se encuentran en esas muestras.

Finalmente, se realizé el mismo procedimiento para los espectros de las Figuras 38 y 39,
se comprobo al aplicar TOCSY que las sefiales no coincidian con las del estandar, por

consiguiente, la muestra no contiene alanina.
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Ac. Glutémico
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Figura 39: Espectros de'H RMN de aminoacidos en D20 superpuestos con una muestra (F5) de la

fermentacion alcohoélica del vino a t=96 h.
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Figura 40: Espectro de '"H RMN alanina con experimento de pulso selectivo TOCSY, F5 t=96 h.

De manera similar, se realizé el experimento en la muestra (F5, t=96 h) para confirmar si
habia presencia de prolina. Para este caso, se concluyd que esta muestra si contiene

prolina, ver Figura 40.

Referente a las dos técnicas presentadas (HPLC y RMN) para la determinacion de
aminodcidos, es importante mencionar que cada una tiene sus ventajas e inconvenientes.
El criterio predominante que influye en la seleccion es el tiempo y costo de anélisis como

también son la resolucion, la sensibilidad y limites de deteccion.

Con respecto al HPLC, este ofrece una alta precision, pero el tiempo de analisis es largo
comparado con RMN, ya que éste conlleva un tratamiento de muestra que involucra
derivatizacion de los aminodacidos, alto costo en solventes, estandares y reactivos, ademas,
los derivados que se obtienen son inestables!%’.

Por otro lado, una de las sobresalientes ventajas que ofrece la RMN en el campo del

analisis quimico en productos alimenticios es que no es destructiva, es selectiva y es capaz
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de detectar simultaneamente un gran niumero de moléculas y analisis directo de la muestra
en un simple experimento®*>>, Esta técnica requiere un tratamiento simple de muestra
(liofilizacion) y el tiempo de analisis es relativamente corto en comparacion con HPLC?',y

minima cantidad de muestra. Sin embargo, el mayor inconveniente es el costo.

Prolina
D2C
T T T T T T T T
S.0 4.5 4.0 3.5 3~\: 2.0 1.5 1.0
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D20
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5.8 s.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.8 2.0 1.5 1.0 0.s DOmM

Figura 41: Espectro de '"H RMN del estandar prolina en D20 con experimento de pulso selectivo TOCSY,
F5 t=96 h.

4.3 Calibracion, validacion y prediccion

Esta seccion presenta los principales resultados de los modelos de calibracion y validacion
que se obtuvieron a partir de las espectroscopias IR-TF y RMN en combinacién con el
método quimiométrico PLS, enfocado en el desarrollo de los objetivos especificos 3 y 6

de esta tesis.
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4.3.1 Acidos grasos

Teniendo en cuenta la gran variabilidad en los resultados (discutida anteriormente) de la
cuantificacion de los dacidos grasos en mostos de fermentaciones normales vy
problematicas, se quiso explorar la herramienta quimiométrica PLS, esperando claramente

resultados con errores muy altos.

4.3.1.1 Autoprediccidon en mosto sintético seco

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos al aplicar los diferentes métodos de

preprocesamiento’?47-51:53

a los espectros obtenidos de mosto sintético seco por IR-TF (ver
Tabla 30). Se realiz6 una autoprediccion (las muestras para la calibracion son las mismas
para la validacion) con PLS para cada uno de los analitos, utilizando como valores de
referencia las concentraciones conocidas del mosto sintético.

La autoprediccion se realizo para observar el comportamiento del universo de muestras.

Tabla 30: Autoprediccion del mosto sintético seco por IR-TF.

Region
Variable Método Niumero de
*RMSEC | **RMSEP S espectral
dependiente | preprocesamiento Factores

(cm™)
Cs 1* derivada 4 0,380 6,572 0,988 2300-2618
Csg Centrado 4 0,120 2,567 0,999 2619-3255
Cio Centrado 4 0,321 2,862 0,998 2725-3255
Ciz 1* derivada 3 0,779 9,955 0,980 2619-2830
Cis:1 Centrado 3 0,035 9,648 0,910 1557-2087
Cig:1 1* derivada 4 0,325 7,153 0,982 2787-2892
Cis:1 Centrado 4 0,254 3,589 0,997 2451-3000
Cisa Centrado 5 0,444 2,207 0,999 1769-2583
Cis3 Centrado 4 0,095 2,798 0,998 2831-3255

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion

**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion

Como se menciond en el Capitulo 1, los datos espectrales pueden aparecer contribuciones

no deseadas (debido al proceso de registro, a la naturaleza de la muestra, al ruido
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instrumental, entre otros) que causan no linealidades u otros efectos que pueden afectar
negativamente el modelo de calibracion a construir. Es por esta razon, que se exploraron
varios tipos de preprocesamiento espectral, encontrando que los mas predominantes son
primera derivada y centrado para el caso de los espectros de mosto sintético seco.

En relacion a los resultados presentados en la Tabla 30, se utilizé un conjunto de muestras
(12 soluciones) de mosto sintético seco para la autoprediccion, obteniendo para cada
analito errores de prediccion (RMSEP) que no sobrepasaron el 10%%3% y un R? muy
cercano a 1 (>0,99) como criterios de aceptacion, estos pardmetros indican que la calidad
predictiva de los modelos cumple satisfactoriamente lo esperado para cuantificar/predecir

los analitos de interés en el rango espectral hallado.

4.3.1.2 Autoprediccidon en mosto sintético himedo

En la Tabla 31, se presentan los resultados obtenidos de la autoprediccion con PLS para
cada uno de los analitos, utilizando como valores de referencia las concentraciones

conocidas del mosto sintético.

Tabla 31: Autoprediccion del mosto sintético huimedo por IR-TF.

Region
Variable Método Numero de
*RMSEC **RMSEP S espectral
dependiente | preprocesamiento Factores

(cm™)
Cs Centrado 3 0,682 11,796 0,963 1557-3255
Csg 1* derivada 3 0,261 6,252 0,992 2194-2406
Cio 1* derivada 6 0,426 4,181 0,995 1769-2406
Ciz Centrado 6 0,430 6,071 0,993 1019-389
Cis:1 1* derivada 6 0,000 0,078 1,000 2406-2724
Cie:l Centrado 4 0,076 1,972 0,999 2619-2830
Cis:1 1* derivada 6 0,228 3,228 0,997 2844-3255
Cisa 1* derivada 6 0,772 4,141 0,996 1876-2937

1* derivada y

Cis3 centrado 6 0,123 3,618 0,997 2088-3680

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion

**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion
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Comparando los resultados de la autoprediccion para el mosto sintético seco y humedo,
estos arrojaron valores muy similares. Para todos los analitos en el mosto sintético himedo
los RMSEP estuvieron por debajo del 12% y el R? cercano a 1 (ver Tabla 31).

Los modelos de prediccion con PLS de las Tablas 30y 31, tienen una excelente capacidad
predictiva, esto es debido posiblemente porque el modelo responde adecuadamente frente
a interferencias conocidas como las que presenta el mosto sintético preparado, para ambos

casos cumplen con los criterios de aceptacion.

En la Figura 40, se realiza una comparacion de los espectros de muestras en su forma seca

y humeda como se describid anteriormente.
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Figura 42: Comparacion de espectros de muestra seca y muestra huimeda.

Claramente en la muestra himeda se observa una banda ancha entre 3000-3500 c¢cm'!
asociada a enlaces O-H del agua e interacciones intermoleculares (puentes de hidrogeno),
esta banda ancha son un gran interferente ya que podria solapar alguna otra que pudiera

entregar una informacion relevante, sin embargo, ninguna de las bandas asociadas a los
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acidos grasos coinciden en ese rango. Adicionalmente, la gran diferencia espectral se
observa en la escala de absorbancia, debido a que las bandas aparecen mas intensas en la
muestra seca que humeda, pese a esto, los resultados de las Tablas 30 y 31 fueron muy
similares, indicando que la informacion espectral entregada es indiferente de la toma del

espectro en muestra seco o humeda.

4.3.1.3 Calibracion y validacion en mosto real seco (Fermentaciones normales).

Teniendo en cuenta que los resultados de la cuantificacion de los acidos grasos arrojaron
una incertidumbre muy grande y que al construir un modelo con estas muestras no es
viable para poder predecir concentraciones, aun asi, se quiso probar modelos de
calibracion y validacion con las fermentaciones reales del vino Carménere (solo de
fermentaciones normales) sin considerar el mosto sintético. Los espectros en el IR-TF
también se tomaron de forma seca y humeda, los resultados se presentan en las Tablas 32
y 33.

Tanto para el mosto real seco y hiimedo se selecciond para construir la matriz de
calibracion (Xcal) el 75% de las muestras (36 muestras) y el 25% para la validacion (Xyal)

(12 muestras)>?.

Tabla 32: Mosto real seco (Fermentaciones normales), Cal[75%] y Val[25%)].

Region
Variable Método Numero de
*RMSEC | **RMSEP S espectral
dependiente preprocesamiento Factores
(cm™)
Cs Centrado y MSC 4 0,951 55,937 0,044 740-2416
Cs Centrado y 1* derivada 6 1,606 62,848 0,200
Cio 1* derivada 3 0,692 38,829 0,209
Ciz 1* derivada 6 0,416 98,078 0,267 1113-1391
Cis:1 Centrado 6 0,070 143,950 0,184 2045-2323
Cie:l Centrado 5 0,566 39,436 -11,031 1486-2602
Cis:a 1* derivada 6 0,419 34,852 -0,373 1206-3628
Cisa Centrado 6 2,918 109,030 -4,783
Cis3 Centrado 5 0,531 44,451 -0,463 2045-2602

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion
**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion
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De la Tabla 32, los errores de prediccion estuvieron entre 34-144% y un R muy alejado
de 1, esto indica que ningun modelo presenta una buena calidad predictiva (resultado
esperado), esto posiblemente puede deberse a que el PLS no funciona adecuadamente
frente a interferencias desconocidas o no simuladas, esto es de las grandes desventajas del
método, a parte de la razéon fundamental que es que las concentraciones de 4cidos grasos
tienen una variabilidad muy alta.

Para este caso, el mosto real es una matriz muy compleja que presenta una gran cantidad
de interferencias que no se simularon en el modelo.

En la bibliografia se han aceptado para muestras valores de prediccion hasta el 35% para

muestras complejas.

4.3.1.4 Calibracion y validacion en mosto real himedo (Fermentaciones normales).

Tabla 33: Mosto real huimedo (Fermentaciones normales), Cal[75%] y Val[25%].

Region
Variable Método Numero de
*RMSEC **RMSEP S espectral
dependiente | preprocesamiento Factores
(em™)
Centrado y 1*
Ces0 3 0,863 53,833 0,169 3715-3996
derivada
Cs.o 1* derivada 3 1,995 78,438 -0,235
Centradoy 1*
Cio:0 3 0,464 26,058 0,527 742-881
derivada
Ci20 Centrado y MSC 5 0,516 78,381 -0,080
Cis:1 MSC 6 0,139 287,390 -0,513
Ci6:1 MSC 4 0,130 10,523 0,243 742-3005
Centrado y 1*
Cis:1 3 0,360 29,891 -0,010 600-1306
derivada
Cisa Centrado 5 3,294 123,070 -6,368
Ciss MSC 3 1,779 113,410 -15,407

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion
**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion

De la Tabla 33, se pueden observar los errores de prediccion que se encuentran entre 10-

288%. Para los analitos Cio, Cie1 y Cis:1 tuvieron RMSEP de 26,0; 10,5 y 29,9%
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respectivamente, siendo estos valores aceptables (<35%) para un modelo de calibraciéon y
validacion, sin embargo, el R? sigue estando muy alejado de 1 (criterio de aceptacion
>0,990), por lo tanto, el modelo no cumple con todos los pardmetros para que tenga una

buena capacidad predictiva como ya se esperaba.

Una de las posibles soluciones que se proponen para mejorar los modelos de calibracion

y validacion es:

-Obtener resultados del método de referencia con una baja variabilidad, para el caso de
las muestras de mosto en fermentacién (normales y problematicas), se propone no
congelar las muestras y poder determinar las concentraciones en el menor tiempo posible

después de la toma de muestra.

4.3.1.5 Otras estrategias evaluadas

M Para la calibracion se utilizaron muestras de mosto sintético seco, para la
validacion y prediccion se usaron muestras de mosto real seco provenientes solo

de fermentaciones normales.

M Se realizd autoprediccién con mosto sintético himedo y mosto real hiimedo,

muestras provenientes de fermentaciones normales y problematicas.

M Para la calibracion [75%] se utilizaron muestras de mosto sintético hiimedo y
mosto real himedo (Fermentaciones normales), y para la validacion [25%] se

usaron muestras de mosto real huimedo (Fermentaciones problematicas).

En la Tabla 34, se muestran los resultados de los RMSEP entre (17-70%). Se escogieron
para estas calibraciones el mosto sintético (12 muestras) y para las validaciones el mosto

real seco (12 muestras de fermentaciones normales). Para los analitos Cs.o, Cio:0, Ci2:0,
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Cia:1, Cisa1 y Cign, tuvieron RMSEP aceptables, sin embargo, el R? arrojado no tuvo un

valor adecuado para ninguno de los modelos.

Cabe destacar, que los modelos de calibracion y validacion mostrados en la Tabla 34,
fueron los mejores resultados obtenidos hasta el momento con muestras reales a pesar de
la gran variabilidad de los datos de referencia. Considerando lo expuesto, se realizaron
predicciones con los modelos de la Tabla 34, se utilizaron 12 muestras secas de

fermentaciones normales.

Tabla 34: Mosto sintético seco [Cal] y Mosto real seco (fermentaciones normales) [Val y Pred].

Region
Variable Método Niuimero de
*RMSEC **RMSEP KRS espectral
dependiente | preprocesamiento Factores
(em™)
Ce:0 1* derivada y MSC 2 2,30 441 -1,14
1" derivada y
Cs:o 4 1,31 314 0,28
MSC
Cioo SNV 4 2,83 27,7 -0,52
Cizo SNV y MSC 3 2,64 31,1 -1,54
Cian Centrado 3 0,10 28,5 -2,43 1760-2037
Cie Centrado y SNV 3 1,71 37,7 -0,77
Cisa Centrado y SNV 6 1,23 17,4 -1,55
Cis2 Centrado y SNV 6 6,67 33,2 -0,57
Ciss Centrado y SNV 6 2,37 69,7 -0,02

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion
**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion

Los resultados de las predicciones de los acidos saturados e insaturados se muestran en
las Tablas 35y 36. Las concentraciones (mg/L) predichas por PLS se compararon con las

concentraciones obtenidas por GC-FID y se calculo el porcentaje de diferencia relativa

(%RD). Este %RD debe ser <17%°'.

Se esperaba que estos errores fueran altos debido a que el modelo obtenido no cumplia

con los parametros como se menciond anteriormente para que un modelo sea adecuado.
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Tabla 35: Predicciones de acidos grasos saturados en muestras reales secas (Fermentaciones normales).

N° Concentraciones mg/L N° Concentraciones mg/L
Analito Analito
Muestras IR-TF | GC-FID | %RD’ Muestras IR-TF | GC-FID %RD*
1 0,257 -1,182 559.9 1 0,071 -0,392 559,2
2 0,991 -1,140 215,0 2 1,056 -0,246 128,9
3 3,897 -0,463 111,9 3 3,411 1,719 290,7
4 3,732 1,769 52,6 4 3,334 2,592 255,7
5 3,095 4,042 30,6 5 2,630 4,712 83,8
6 4,301 5,975 38,9 6 3,775 4,038 270,5
Ce:o Cs:o
7 0,257 -1,509 687,2 7 0,071 -0,184 266,3
8 1,054 -0,629 159,7 8 0,984 0,063 92,0
9 2,646 1,336 49,5 9 2,708 2,471 179,6
10 1,984 3,577 80,3 10 1,838 4,784 76,5
11 1,791 5,589 212,1 11 1,369 4,502 192,0
12 1,838 6,297 242,6 12 1,346 3,734 142,8
1 0,500 0,826 65,2 1 0,189 1,113 570,0
2 0,886 0,946 6,8 2 0,365 1,045 249,8
3 1,568 1,142 27,2 3 0,398 1,738 396,9
4 1,875 1,259 32,9 4 0,359 3,443 9232
5 1,686 2,696 59,9 5 0,324 6,605 2006,2
6 2,121 5,732 170,2 6 0,361 Excluida ---
Cioo Ciz2o

7 0,500 0,997 99,4 7 0,189 -0,948 520,5
8 1,069 0,844 21,0 8 0,244 1,026 396,1
9 1,540 1,150 25,3 9 0,835 2,589 226,6
10 1,184 2,254 90,4 10 0,186 5,981 3197,0
11 0,866 5,262 507,6 11 0,529 10,380 1909,3
12 0,872 6,733 672,1 12 0,166 Excluida ---

*%RD, porcentaje de diferencia relativa= ((Método FTIR-Método de Referencia) *100/Método de Referencia).

Posteriormente, se robustece el modelo con las muestras de mosto sintético himedo y

mosto real himedo que incluye fermentaciones normales y problematicas. Primero se

realiza una autoprediccion para observar el comportamiento de este universo de muestras,

los resultados se muestran en la Tabla 37.
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Tabla 36: Predicciones de acidos grasos insaturados en muestras reales secas (Fermentaciones normales).

Ne° Concentraciones mg/L Ne° Concentraciones mg/L
Analito Analito
Muestras | jp TF | GC-FID | %RD* Muestras | [p-TF | GC-FID | %RD
1 0,025 0,084 236,0 1 0,274 0,081 70,4
2 0,073 0,067 8,2 2 0,000 0,051 ---
3 0,074 0,027 63,5 3 4,171 0,447 89,3
4 0,058 -0,157 370,7 4 3,853 1,444 62,5
5 0,039 -0,425 1189,7 5 2,914 3,039 43
6 0,141 Excluida - 6 2,622 5,288 101,7
Ciaa Ciea
7 0,025 0,080 220,0 7 0,274 0,029 89,4
8 0,000 0,066 - 8 0,121 0,178 47,1
9 0,376 -0,076 120,2 9 5,136 1,149 77,6
10 0,072 -0,393 6458 10 3,396 2,760 18,7
11 0,000 -0,704 - 11 2,807 4,826 71,9
12 0,000 Excluida 12 2,891 5,146 78,0
1 1,280 -0,255 119,9 1 14,613 11,565 20,9
2 2,309 -0,151 106,5 2 0,000 12,266 ---
3 2,257 0,150 93,4 3 0,491 10,437 2025,7
4 2,061 0,107 94,8 4 0,534 4,850 808,2
5 1,775 1,467 17,4 5 0,510 5,448 968,2
6 1,908 4,428 132,1 6 0,000 17,721 -
Cisa Cis2
7 1,280 0,065 94,9 7 14,613 13,357 8,6
8 1,966 0,005 99,7 8 0,000 11,740 -
9 2,421 0,397 83,6 9 2,387 7,190 201,2
10 0,528 1,123 112,7 10 1,893 5,010 164,7
11 1,692 3,424 102,4 11 0,630 12,229 1841,1
12 1,757 3,497 99,0 12 0,381 11,807 29990
1 7,237 3,477 52,0
2 1,921 3,563 85,5
3 1,076 3,389 215,0
4 1,116 2,362 111,6
5 1,437 2,055 43,0
6 1,186 2,543 1144
Ciss
7 7,237 3,737 48,4
8 0,346 3,461 900,3
9 2,122 2,743 29,3
10 0,382 2,009 4259
11 1,011 2,127 110,4
12 1,049 2,010 91,6

*%RD, porcentaje de diferencia relativa= ((Método FTIR-Método de Referencia) *100/Método de Referencia).
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Los tamafios de las matrices para cada analito de la 7Tabla 37 quedaron de la siguiente

forma:

Ce:0

X1279x167

Yi67x1

Cs.0  Xi1279x245

Y245x1

Cio:0 Xi279x216

Yoi6x1

Ci2:0 X1279x94

Yoaxi

Cis:1 X1279x68

Yesxi

Cis:1 Xi1279x126

Y 126x1

Cis2 Xi279x118

Yiisxi

Cisz Xi1279x104

Y 104x1

Tabla 37: Autoprediccion con mosto sintético himedo y mosto real himedo(Fermentaciones normales y

problematicas).
" " Numero Muestra Muestra
Variable Método de *RMSEC | **RMSEP | ***R? | excluidas | excluidas
dependiente preprocesamiento
factores cal pred
a . 12,21, 24,
Cso Centrado K/Ilscdenvada 8 7,470 209,170 0,343 | 27,28,30, | 12,120,132
y 36, 38,47
12, 38, 44,
46, 51, 53, 312,17
Cso Centrado y 1° derivada 9 1,172 222,320 0,340 80, 81, 86, O
30,47
95,100,
166
Cioo 1* derivada 9 6,466 166,510 0,373 12634(;577’ 3,12, 160
Centrado y 1° 4,12, 38,
Ci2:0 derivada 7 1,368 42,019 0,790 72,94 12,94
Cie MSC 9 7,621 87,458 0,608 24,38, 66 67
Cis 1* derivada 7 3,987 85,941 0,512 21,24,44, 2,3
70,74
a . 12,13, 14,
Cis2 1* derivada 6 9,578 228,130 0,258 15.16, 17 12,16,93
Ciss Centrado y SNV 9 3,980 75,682 0,458 14, 15,76 15,102

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion

**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion

De la Tabla 37, se puede inferir que ningun modelo cumplié con los criterios de aceptacion

para que éstos tuvieran una buena capacidad predictiva, los RMSEP estuvieron entre (75-

228%). E1 R? estuvo mas cercanos a 1 que los R? de los modelos de las Tablas 32, 33 y

34. Se observd una mayor correlacion entre los valores predichos por PLS y reales por
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GC-FID en la Tabla 37. El modelo para Ciz fue el que més se acercd al modelo
“esperado”.

No obstante, los RMSEP fueron mayores que los otros modelos mencionados
posiblemente por:

-Principalmente por la gran incertidumbre en la determinacion del método de referencia.
-Una mayor dispersion en los espectros.

-Mayor niimero de interferencias no simuladas en el modelo.

A continuacion, se muestran en la Tabla 38 los resultados de escoger un conjunto de
muestras para la calibracion [75%] donde se utilizaron muestras de mosto sintético
himedo y mosto real himedo (Fermentaciones normales), y para la validacion [25%] se

usaron muestras de mosto real huimedo (Fermentaciones problematicas).

Los tamanos de las matrices para cada analito quedaron de la siguiente forma:

Cs:0  Xcali27ox112 Cs.o Xcali279xi6s Cioo Xcali279x146

Xvali279x38 Xvali279x55 Xvali279x48
Yecalii2xi Ycaliesxi Ycalj46x1
Yval3gx1 Yvalssxl Yva14gx1

Ci2.0 Xcali279x64

Cis:1 Xcali279x46

Cis:1 Xcali279x8s

Xvali279x21 Xvali279x15 Xvali279x28
Yca164x1 Ycal46x1 Ycalgsxl
Yvalzlxl Yvahsxl Yvalzgxl

Cis2 Xcali279x80

Cis:3 Xcali279x70

Xvali279x26 Xvali279x24
Ycalgoxi Ycalyoxi
Yvalexi Yvaloaxi
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Tabla 38: Mosto sintético himedo y mosto real himedo (Fermentaciones normales) [cal75%] y mosto

real hiimedo (Fermentaciones problematicas) [val 25%].

Variable Método Numero Muestra Muestra
5 q de *RMSEC **RMSEP ***R2 excluidas excluidas
dependiente preprocesamiento
factores cal pred
Ce:0 Centrado 5 2,305 72,242 -107,400 196,521%:0, 20, 34,35
Centrado y 1* 12,38, 44,
Cso . Y 7 7,924 124,590 -471,700 46,49, 50, 52,53,54,55
derivada
51,53
Cio: Centrado y 1* 12,34,42, 31, 45, 46,
100 derivada 9 3,200 69,331 -10,570 45 47,48
Ci2:0 Detrend 6 1,607 41,562 0,304 12
Cie Centrado 5 9,830 109,810 -43,460 24
C 15,30, 31,
1 1* derivada 7 4,614 101,450 0,897 32,33
C 9,12,13,
182 Centrado 4 9,349 272,100 0,175 14
Ciss MSC 4 8,014 247,350 -1,273 16,51 % lgi 121520’

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion
**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion

Los modelos presentados en la Tabla 38, son consistentes con los modelos de la
autoprediccion de los modelos de la Tabla 37. Para el Ci2.0los RMSEP dieron similares
en ambas tablas, pero el R? en la Tabla 38 fue menor, indicando asi que la seleccion de

muestras para construir las matrices tuvo una peor correlacion.

En general, para construccion de las matrices se escogieron en un orden definido en todas
las tablas anteriores (autoprediccion, calibracion y validacion), por lo tanto, se quiso
explorar con un algoritmo que pudiera escoger las muestras de una forma aleatoria, este
algoritmo se llama Kennard-Stone (KS)'''"'12, y consiste en escoger las mejores muestras

(que tengan un menor error) para el calibrado.

El algoritmo se probd para el Ci2.0y Cis:1 que fueron los que tuvieron menores RMSEP y

mayores R? en la autoprediccion de la Tabla 37.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 39: Modelos con Kennard-Stone.

Variable Método Numero Regién Muestra Muestra
s q de *RMSEC | **RMSEP KRS espectral excluidas excluidas
dependiente | preprocesamiento
Factores (cm?) cal pred
Ci20 1* derivada 5 1,014 30,176 0,600 1450-2721 11,29, 64
Cie:l SNV 9 1,095 129,450 0,426 27,36, 44 10,13

El uso del algoritmo Kennard-Stone (KS)''* mejor6 significativamente los resultados
obtenidos en la Tabla 39 para los analitos seleccionados. Se quiso probar el modelo para
Ci2.0 realizando una prediccidon de las concentraciones para este analito (ver Tabla 40),
para esto se seleccionaron 9 muestras diferentes a las que se usaron para construir el

modelo de calibracion y validacion.

Tabla 40: Prediccion para el Ciz.0 del modelo con Kennard-Stone.

Método de Valores
Muestra Referencia predichos %RD*
(GO) (FT-IR)
1 1,00 2,99 199,00
2 8,67 3,37 61,13
3 7,49 3,55 52,60
4 6,65 3,76 43,46
5 7,78 3,85 50,51
6 6,49 3,49 46,22
7 3,04 3,63 19,41
8 2,56 3,34 30,47
9 1,85 3,42 84,86

*%RD, porcentaje de diferencia relativa=

((Método FTIR-Método de Referencia) *100/Método de Referencia).

Se compararon las concentraciones halladas por PLS y por el método de referencia (ver
Tabla 40), los porcentajes de error fueron muy altos (20-200%) para las 9 muestras, las
cuales no cumplen con el criterio de aceptacion (<10%). Estos resultados estan acordes a
lo esperado ya que el modelo hallado en la 7abla 39, no cumpli6 con todos los
requerimientos para que sea un buen modelo predictivo como se ha mencionado por las

razones anteriormente expuestas.
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4.3.2 Aminoéacidos

4.3.2.1 Autoprediccion de aminoacidos en mostos reales (Fermentaciones normales).

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos al aplicar los diferentes métodos de
preprocesamiento a los espectros obtenidos de mosto real (fermentaciones normales) por
RMN (ver Tabla 41). Se realizo autoprediccion con el modelo PLS para cada uno de los
analitos, utilizando los valores de referencia de aminodcidos determinados por HPLC-UV.

Los tamanos de las matrices para cada analito quedaron de la siguiente forma:

Cac.glutamico X32768x7 CAlanina  X32768x8
Y7x1 Ysxi

Colutamina  X32768x7 CArginina X1279x68
Y7x1 Ysxi

Tabla 41: Autoprediccion de aminoacidos en mostos reales (F.normales).

d::);:z;i(?::eﬁte prepx::::;iento Nl;iﬁ:;:e(sle SRS RMSEP = exlcvllllllifls;: 2;al
Acido glutamico Detrend 7 152,800 74,550 -1,498 7
Glutamina Centrado 1 3,318 18,695 0,305
Alanina SNV 2 21,024 68,803 0,203 8
Arginina SNV 2 36,704 62,059 0,319 5

*RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration): Error cuadratico medio de calibracion
**RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): Error cuadratico medio de prediccion

***R2: Coeficiente de correlacion

El uso del algoritmo Kennard-Stone demostrdé que optimiza y mejora el modelo al
aplicarse ya que escoge las mejores muestras para la calibracion, por esta razon se

recomienda el uso de este algoritmo para mejorar los resultados de la Tabla 41.
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Se pudo obtener un modelo adecuado para la glutamina, los RMSEP fue de 18,7%, sin
embargo, el R? de 0,305 muy inferior de obtener una buena correlacion. Se puede inferir
que el congelamiento de las muestras afectd drasticamente los resultados de las

calibraciones.

En resumen, los modelos desarrollados con PLS no tuvieron una buena capacidad

predictiva probablemente por:

-Gran dispersion en los espectros.

-Las concentraciones de referencia tuvieron una amplia variabilidad, la fuente principal
de error fue el congelamiento de las muestras ya que estas sufrieron cambios quimicos.
-No hubo una buena correlacion entre los espectros y las concentraciones de referencia,

ya que las muestras eran diferentes.

Las soluciones que se proponen para mejorar el modelo son:

-No congelar las muestras, y garantizar que sean las mismas tanto para la toma del espectro
como para el método de referencia.

-Utilizar el algoritmo Kennard-Stone, el cual demostré que optimiza y mejora el modelo

al escoger las mejores muestras para la calibracion.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Las metodologias analiticas desarrolladas en el marco de esta tesis representan un avance

para el estudio de la fermentacion alcoholica del vino Carméneére. Siendo el principal

objetivo de este trabajo predecir el contenido de acidos grasos y aminoacidos utilizando

espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (IR-TF) y Resonancia Magnética

Nuclear (RMN) de alta resoluciéon respectivamente, en combinacién con métodos

quimiométricos. A pesar de la alta complejidad de la matriz (mosto en fermentacion), fue

posible desarrollar las metodologias analiticas (GC-FID y HPLC-UV) con adecuada

sensibilidad, selectividad, linealidad, precision y exactitud que permitié cuantificar los

analitos de interés en dichas muestras.

a)

b)

Se desarrollé y valido la metodologia analitica por GC-FID para la identificacion
y cuantificacion de nueve acidos grasos Ce:o caproico, Cgo caprilico, Cio.0 caprico,
Ci2.0latrico) e insaturados (Ci4.1 miristoleico, Cie:1 palmitoleico, Cis:1 oleico, Cis:2
linoléico, Cis:3 linolénico).

-Se evaluaron las cifras de mérito como especificidad, selectividad, LDM, LQM,
linealidad, precision y exactitud. Mediante el disefio experimental y la evaluacion
estadistica de los resultados, se demostrd que el método analitico es especifico,
selectivo, lineal, preciso (CV<10 %) y exacto (texp< ttab) en el intervalo de las
concentraciones estudiadas.

-La alta variabilidad del contenido de acidos grasos en fermentaciones normales y
problematicas se le atribuye al hecho de haber congelado la muestra, ya que esta

no es la misma cuando sufre este efecto.

Se pudo identificar los acidos grasos de cadena media y cadena larga insaturados
mediante espectroscopia IR-TF en el rango medio (MIR) para mosto sintético, y
mosto real que incluye fermentaciones normales y problemaéticas.

-Se evalu6 dos formas de toma de muestra (seca y himeda), las cuales no hubo

diferencia en la informacion espectral entregada.
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¢) Los modelos desarrollados con mosto sintético en su forma humeda y seca
cumplieron los criterios de aceptacion para modelo con buena capacidad
predictiva, con RMSEP (<35%) y R? por encima de 0,990. Se pudo autopredecir
el contenido de cada acido graso de cadena media (Ce:o caproico, Cs:o caprilico,
Cio.0 caprico, Ciz laurico) e insaturados (Cis:1 miristoleico, Cis:1 palmitoleico,
Cisg:1oleico, Cis:2 linoléico, Cig:3 linolénico) en mosto sintético. Sin embargo, para
el mosto real de fermentaciones normales y problematicas no se pudo obtener un
modelo aceptable para predecir las concentraciones de dichos analitos debido a
que las muestras eran diferentes cuando se les tomo el espectro y cuando se

cuantificaron.

d) Mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en la modalidad de
fase reversa y deteccion directa al UV a 280 nm, fue posible la implementacion y
validacion de esta técnica para la identificacion y cuantificacion de a-aminoacidos
(Ac. L-glutdmico, L-arginina, DL-alanina, L-glutamina) en mostos de
fermentaciones normales. Para la validacion del método se determinaron las cifras
de mérito como: LDM, LQM, linealidad, precision (repetitividad y precision
intermedia) y exactitud las cuales pasaron los criterios de aceptacion, por tanto, el

método es adecuado para el andlisis.

e) Se identifico los a-aminoacidos (Ac. L-glutdmico, L-arginina, DL-alanina, L-
glutamina y L-prolina) mediante espectroscopia RMN de alta resolucién de
estandares de referencia, y se verifico la presencia de alanina y prolina en mostos
de fermentaciones normales con la aplicacion de la técnica TOCSY de la cepa
Carménere.

-Este trabajo, demostrd el enorme potencial de la técnica de Resonancia Magnética
Nuclear como herramienta para el seguimiento de procesos bioldgicos como es la
fermentacion alcoholica. La RMN como analisis de metabolitos abre un mundo de
posibilidades para el conocimiento y control de un proceso tan complejo como es

la transformacion de mosto en vino.
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-Se present6 una nueva manera de determinar sustancias como aminodcidos de un
mosto en fermentacion en un menor tiempo que las técnicas convencionales. En el
futuro se requiere automatizar el proceso, para obtener una mayor informacion
cuantitativa y realizar andlisis de datos mediante diversas herramientas

quimiométricas.

f) Se desarrollaron los modelos de calibracion y validacion con la herramienta
quimiométrica PLS, basados en medidas de RMN y HPLC-UV.
-Se pudo obtener autopredicciones para los aminoéacidos con errores altos debido
a la gran variabilidad en la cuantificacion por HPLC-UV, también asociado al
congelamiento de la muestra principalmente y que no era la misma cuando se tomo

el espectro por RMN.

Finalmente, la primera hipotesis de esta tesis fue comprobada.

La segunda hipdtesis de esta tesis no fue comprobada.
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6. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Con base en los resultados de este trabajo de tesis se sugiere lo siguiente:

1) Continuar este estudio con un grupo nuevo de fermentaciones de la cepa Carménere,
donde las muestras no se congelen y se puedan determinar los analitos de inmediato por

GC-FID.

2) Desarrollar nuevas calibraciones con el grupo de fermentaciones nuevo y predecir

concentraciones.

3) Se recomienda robustecer el modelo para RMN (mayor numero de muestras) ya que

solo se usaron entre 7-8 muestras, preparar un set de mosto sintético, y de muestras reales.

4) Las metodologias desarrolladas tienen un alto interés a nivel de la industria vitivinicola
y pueden ser empleadas para la cuantificaciéon de acidos grasos y aminodcidos en
fermentaciones alcohdlicas de la cepa Carménére. Sin embargo, se recomienda mejorar

el modelo.
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Anexo 1. Protocolo de fermentacion.

El protocolo para una fermentacion alcoholica de vino se divide en las siguientes etapas:

AU o

Esterilizacion de materiales.

Tratamiento del mosto.

Preparacion del fermentador y condiciones de operacion.
Preparacion del indculo de levadura.

Inoculacion.

Fermentacion.

Seguimiento de la fermentacion.

1. Esterilizacion de materiales

Todo el material de vidrio para analisis y almacenamiento de muestras debe ser

esterilizado en autoclave o deben desinfectarse con metabisulfito de potasio (K2S20s) al

2%. Se debe tener claridad que el K>S>0s desinfecta, es decir, baja poblacién microbiana,

pero no esteriliza.

La esterilizacion se realiza a 121 °C por 18 min en el autoclave de 21 L marca AMILAB,

presion maxima 20 psi. Es recomendable envolver el material con papel craff.

Precauciones:

No sobrepasar la capacidad méaxima del autoclave, los materiales a esterilizar de
vidrio o metélicos, no se deben forzar o hacer presion entre ellos o contra la pared
del equipo.

Revisar que el nivel del agua dentro del autoclave sea el correcto.

Asegurar cerrado hermético del equipo verificando el sello de la tapa y que todas
las prensas estén bien ajustadas.

Verificar el cerrado de la valvula de venteo y de seguridad.

Usar guantes térmicos para la apertura y retiro de materiales del autoclave.
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La desinfeccion con K»S»0s debe ser para todo el material no esterilizable que se
encuentre en contacto directo o indirecto con el mosto, como lo son: Mangueras, sensores,

sellos, trampas y resistencias internas.

Procedimiento:

- Preparar una solucion al 2% de K2S>0s (el volumen requerido depende de la
cantidad de materiales que se pretendan desinfectar).

- Sumergir los implementos dentro de la solucion de K2S>Os completamente y dejar
reposar por lo menos 12 h.

- Verter agua hirviendo dentro de la solucion para la eliminacion de gran parte del
SO, generado (realizar esto preferiblemente bajo campana o con mascarilla).

- Finalmente, purgar los instrumentos con agua destilada.

2. Tratamiento del mosto

Los tratamientos que se realizan previamente o durante las determinaciones
experimentales, tienen por objetivo preparar o acondicionar la muestra de mosto a
analizar, sin que se presenten interferencias al ser utilizadas o que afecten la calidad del

vino resultante.

El mosto es el medio de cultivo que proveera al microorganismo (levadura), de todos los
nutrientes necesarios para su reproduccion y crecimiento.
El mosto puede ser real (mosto de uva) o sintético (simulacién de mosto de uva real con

un medio definido). Segln su clasificacion es su preparacion y acondicionamiento.

e Mosto real o jugo de uva no filtrado: Su procedencia puede ser de una vifia o bodega.
Idealmente antes del despacho del mosto al laboratorio verificar que el nivel del SO
libre sea el adecuado, aproximadamente en 35 mg/L, esto es para asegurar la

conservacion.
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e Mosto sintético: La composicion de este medio definido se hace simulando el mosto
real, la més utilizada para estudios de vino es el medio sintético propuesto por Salmon,
et al., (1998). Por lo tanto, una vez preparado el medio sintético es usado como medio
de cultivo para las levaduras. Los ajustes previos a la inoculacion y fermentacion son

la sulfitacion, pH y nitrégeno.

a) Descarbonizacion de mosto

El gas carbonico (COz) contenido en el mosto modifica el resultado de algunas
determinaciones como la acidez total, acidez volatil o densidad. Por tanto, hay que
eliminarlo de las muestras a analizar. Esto es especialmente indispensable para los vinos
durante la fermentacion alcohélica o maloléctica, pero también para ciertos vinos jovenes

que todavia no se han trasegado.

La eliminacion del gas carbonico o descarbonizacion, puede obtenerse sometiendo la
muestra a un vacio parcial.
En caso de realizarse una dilucion de la muestra, se puede utilizar agua en ebullicion, y

dejar enfriar a temperatura ambiente.

b) Correccion de la acidez

Una sobre maduracion puede ser la causa de mostos con acidez baja, mientras que una
madurez insuficiente se traduce en una acidez elevada. Estos defectos se pueden corregir

con una acidificacion o desacidificacion.

El pH debe ser ajustado a 3,5 con soluciones acidas o basicas. Las mas usadas en
fermentaciones de vino son bicarbonato potasico (K2CO3) y acido tartarico (C4HeOgs).
También suelen utilizarse hidréxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI) a 2 N,

pero son menos recomendadas.
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» Acidificacion:

Esta operacion se realiza con acido tartarico que tiene como funcién bajar el pH y hacer
el vino menos sensible a los ataques bacterianos.

Cuando se considera una acidificacion, debe realizarse lo més pronto posible al comienzo
de la fermentacion alcohdlica. Generalmente, una adicion de 100 g de 4cido tartarico por

hectolitro de vino es suficiente.

» Desacidificacion:

Productos como el bicarbonato potasico y carbonato de calcio actfian principalmente sobre
el &cido tartarico. Hay desprendimiento de gas carbdnico y formacion de bitartrato
potésico (crémor tartaro) lo que conlleva que baje la acidez total y el pH aumente, y en
consecuencia el desarrollo de bacterias lacticas se favorece, provocando una fermentacion
malolactica. Ademas, si el mosto es congelado o refrigerado tiene la desventaja de

disminuir la cantidad de bitartrato de potasio debido a que precipita durante su almacenaje.

El carbonato calcico (CaCOs3) afiadido al mosto o al vino, reacciona principalmente con
el 4cido tartarico, formando tartrato neutro de calcio, que precipita rapidamente
desacidificando los mismos, aunque en algunos casos las insolubilizaciones pueden
alargarse con el tiempo. Aproximadamente 1,0 g/L de CaCOj es capaz de bajar la acidez
total en 1,0 g/L expresada en 4cido sulfurico o 1,5 g/L en acido tartarico. El bicarbonato
potasico (KHCO3) anadido al mosto o al vino, también reacciona con el dcido tartarico
produciendo bitartrato potasico (KHT), que se insolubiliza de una manera mas eficaz que
con el carbonato célcico. En este caso 1,5 g/L de bicarbonato potésico, reduce la acidez

total en 1.0 g/L expresada en acido sulfurico o 1,5 g/L en 4cido tartarico.

¢) Adicion de SO;

El anhidrido sulfuroso (SO) se utiliza en vinificacion por sus propiedades antioxidante
y antiséptica, debe ser utilizado con precaucion ya que puede ser origen de olores o

sabores desagradables o favorecer ciertos problemas durante la conservacion.
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Cuando se adiciona al mosto, una parte se combina con algunos constituyentes (azucares,
algunas sustancias de uvas descompuestas, productos secundarios de la fermentacion,
aire). Solo la parte libre tendrd un efecto protector, por eso, es deseable que el SO, se
combine lo menos posible. Entre las formas libre y combinada, se produce un fenémeno
de compensacion, es decir, que si se afiade SOz se combina siempre una parte. Si hay una
pérdida de SO: (por trasiego), es el SO: libre que se pierde; pero un poco de SO2
combinado se libera para reemplazarlo.

Cuando las cantidades de SO, utilizadas son altas, se corre el riesgo de sobrepasar las
normas legales, puede ser util conocer el SO; libre y el SO; total, y asi determinar el
contenido de SO> combinado del vino: Esto es un buen indicador del estado de un vino.
La dosis para emplear en los mostos o vinos son muy variables, se recomienda una dosis
de SO: entre 30 a 50 mg/L antes de la fermentacion que equivale entre 60 a 100 mg/L de
metabisulfito de potasio, o sea aporta la mitad de su peso de SO requerida.

Generalmente, los valores de SO; libre deben ser de 35mg/L por normativa chilena.

d) Adicion de nitrégeno

Cuando el contenido de nitrégeno en el mosto es insuficiente, presentan problemas de
calidad, por lo que es necesario agregar nitrogeno al mosto, permitiendo a las levaduras
desarrollarse normalmente y llevar a término la fermentacion alcohdlica. Generalmente,
esto se soluciona a través de sales de amonio como el fosfato de amonio o diammonium
phosphate (DAP).

Nitrogeno asimilable: Se determina en su forma de YAN (Yeast Assimilable Nitrogen)
y se ajusta con DAP a una concentracion superior a los 200-250 mg/L para evitar

fermentaciones lentas o paralizadas.

e) Aireacion

La aireacion, se utiliza con el fin de saturar al medio con oxigeno necesario para el
metabolismo de la levadura, pero esta no es vital en el proceso, normalmente la aireacion

es a criterio del endlogo.
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Consideraciones generales:

» El mosto debe ser transportado en condiciones de refrigeracion.

» Ser almacenado en una camara de congelamiento a -22 °C, si no va a ser utilizado
inmediatamente.

» Iniciar el proceso de descongelacion pasando primero de la cdmara de
congelamiento a una camara de refrigeracion, y posteriormente sacarlo a la
temperatura ambiente.

» Hay que considerar que el mosto puede estar sulfitado, no obstante, debe
determinarse SO libre y total antes de iniciar la fermentacion, esto se realiza para
corroborar las concentraciones y por si hay que realizar algiin ajuste.

» Debe caracterizarse, es decir, conocer las concentraciones iniciales de azucar,

nitrégeno, SO libre y total, acidez y pH.

3. Preparacion del fermentador v condiciones de operacion

Una vez que se ha vertido el mosto al fermentador, se procede a ajustar los parametros de
operacion (temperatura, agitacion y aireacion), independiente si el fermentador es un

matraz o un fermentador de mayor volumen (4 L o més).

* Temperatura: Correspondera a la temperatura dptima segun la variedad de mosto
a fermentar o vino a producir, siendo usualmente para vino blanco entre los 13-18

°C y tinto entre 25-30 °C.

= Agitacion: Generalmente se mantiene una agitacion suave y constante alrededor
de 100-120 rpm (dependiendo de la cantidad de aspas y forma del agitador) para

homogeneizar el medio de fermentacion.

= Aireacion: Sibien la fermentacion es anaerobia, las levaduras requieren de ciertos
niveles de oxigeno para su viabilidad al final de la fermentacion alcohdlica. Por

este motivo, existen diferentes estrategias de aireacion que dependen de cada
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endlogo. Algunos mantienen un ambiente estrictamente anaerobio, y otros agregan
oxigeno o aire en distintas etapas de la fermentacion (al inicio o inicio/final de la

fase exponencial). Esto debe aplicarse segun objetivos de la experimentacion.

La aireacion del mosto debe estar entre 4-8 mg/L de oxigeno disuelto, ésta debe realizarse
inmediatamente después de inocular. Para reproducir condiciones reales se burbujea aire

en el medio de cultivo real o sintético.

4. Preparacion del inoculo de levadura

En la mayoria de los casos, las levaduras se preparan segun las especificaciones del
fabricante. Segun Boulton, et al., (2013) la dosis recomendada es cercana a 0,1-0,2 g de
levadura seca en 1 L de mosto, dando una concentracién inicial de 10° células/mL.
Generalmente, se mezcla la levadura en agua caliente (35-40 °C) o con una mezcla 1:1 de

mosto y agua destilada. Se deja reactivar por 30 min, agitando a los 10 y 15 min.

5. Inoculacion

Previo a inocular, se debe verificar que la diferencia de temperatura entre la levadura y el

mosto dentro del fermentador sea inferior a 5 °C.

6. Fermentacion

La fermentacion comienza una vez que ha entrado en contacto la levadura con el mosto.
Los parametros operacionales deben mantenerse en los rangos de trabajo establecidos, por
ejemplo, el nivel de nitrogeno asimilable para que no se produzca limitacion del nutriente
se debe mantener en las concentraciones indicadas. Al mismo tiempo puede oxigenarse

en distintos instantes de la fermentacion.

En una fermentacion normal, generalmente se comienza con un rango de 22-24 °Brix

equivalente a una concentracion entre 220-240 g/L de azlcares totales, y finaliza entre 2-
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4 g/L. que son los azucares residuales y se infiere que la fermentacion alcohoélica fue

completa.

7. Seguimiento de la fermentacion

Distintas variables pueden ser monitoreadas durante la fermentacion. Las determinaciones
mas clasicas son: °Brix, densidad, azucares reductores, etanol o grado alcoholico, acidez
total y volatil, células totales y viables, nitrogeno, SO: total y libre, etc. Para poder seguir
la evolucion de la fermentacion debe muestrearse seglin la frecuencia necesaria para el

estudio, por ejemplo, cada 12 o 24 horas y en duplicado o triplicado para cada analisis.
7.1 Analisis experimental:
i.  Determinacion de densidad
Materiales:
Picnémetro

Balanza analitica

Procedimiento:

1. Pesar el picnémetro seco.

2. Llenar el picnémetro con muestra hasta el tope y pesar.

3. La masa de muestra corresponde a la diferencia entre el picnémetro lleno y el
picnometro vacio.

4. El volumen del picndmetro corresponde a la masa de muestra dividido la densidad de

la muestra a la temperatura que se encuentre.

(Masa picnometro con muestra — Masa picnémetro vacio) (37)

g
20°C) |—| =
P ) [mL] Volumen picnémetro

(Masa picnometro con muestra — Masa picnémetro vacio)

o[ ] =
p (20 °C) [mL] - Volumen picnémetro

La densidad es altamente afectada por la temperatura, por esta razon llevar la muestra a

20 °C antes de realizar el procedimiento.
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ii.  Determinacion pH

Materiales:
Vaso precipitado 100 mL
Potenciometro

Soluciones buffer pH 4, 7y 10

Procedimiento:

1. Calibrar el electrodo siempre antes de realizar la determinacion.

2. Tomar aproximadamente 30 mL de la muestra.

3. Lavar el electrodo con agua destilada y secar.

4. Introducir el electrodo en la muestra.

5. Registrar el pH estable junto con la temperatura.

6. Lavar con agua destilada el electrodo y dejar sumergido en la solucion de

almacenamiento.
iii.  Determinacion de Acidez Total (Potenciometrico)
El siguiente procedimiento aplica al titulador automatico (Titroline easy).
Materiales:
Vaso precipitado 100 mL
Soluciones estandarizadas
Probeta 100 mL

Potenciometro

Procedimiento:

1. Calibrar con los buffers (4, 7 y 10) el titulador automatico. Lavar y secar el electrodo
cada vez que se cambie de una solucioén a otra.

2.Tomar una muestra de 3 mL y adicionar agua hervida hasta los 60 mL aproximadamente.
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3. Enfriar la muestra a temperatura ambiente y proceder con la medicion ajustando el valor
de pH a 7,0. Para poder medir, se introduce el electrodo en la muestra manteniendo una
agitacion constante.

4. La titulacion termina cuando llega a pH 7,0.

iv.  Determinacion de Acidez volatil

Materiales:

Equipo Cash Still

Bureta de Mohr

Mechero

Hidréxido de sodio 0,1 N
Fenolftaleina

Antiespumante de silicona

Procedimiento:

1. Remover el CO> de una muestra de 20 mL mediante vacio.

2. Agregar 250 mL de agua destilada a la camara exterior del equipo Cash Still, esto se
logra abriendo el paso en la valvula de tres vias.

3. Pipetear 10 mL de muestra a la cdmara interior (agregar antiespumante).

4. Colocar la llave de paso en la posicion de venteo, encender el mechero permitiendo que
el agua ebulla en la camara exterior.

5. Cuando el vapor salga libremente, colocar la llave de paso o vélvula en la posicion
cerrado.

6. Destilar 125 mL en el erlenmeyer.

7. Adicionar al destilado 0,1 mL de fenolftaleina y titular rapidamente con NaOH 0,1 N.

8. Anotar el volumen gastado de NaOH 0,1 N como “n”.

La cantidad de 4cido acético esta dada por:
gCH;COOH

= 0,006 * 4 (39
100 [mL] " i
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gClisCOOH _ 1) % 0,006 * 4Determinacion grados Brix
100 [mL]

El indice de refraccion a 20 °C, expresada ya sea como un valor absoluto o como un
porcentaje en masa de sacarosa. Esto proporciona una forma de obtencion de la

concentracion de azucar en g/L.

Materiales:

Refractometro

Procedimiento:

1. Llevar la muestra a una temperatura cercana a 20 °C y agitacion constante.
2. Colocar una alicuota de la muestra en el prisma del refractdmetro, teniendo en cuenta
que la muestra cubra uniformemente toda la superficie del prisma.

3. Leer indice refractivo, y realizar al menos dos determinaciones de la muestra.

vi.  Determinacion de nitrégeno asimilable

Materiales:

Vaso precipitado de 100 mL
Soluciones estandarizadas
Probeta 100 mL

Potenciometro

Procedimiento:

1. Calibrar el titulado automatico (Titroline easy) con las soluciones buffer 4, 7 y 10.

2. Tomar una muestra de 3 mL y adiciona agua destilada hasta los 60 mL
aproximadamente.

3. Introducir el electrodo en la muestra y agitar constantemente.

4. Ajustar el pH a 8.0.

5. Adicionar formalina al 37% y volver a titular hasta pH 8.0.

6. Anotar el volumen gastado.
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El Nitrogeno asimilable se calcula segun:

m 25 1000
Nitrogeno asimilable [Tg] = (Vyaon * [INaOH] * (E) * ( 10 ) * 14 39

) o mg 25 1000
Nitrogeno asimilable [T] = (Vyaon * [INaOH] * <E) * ( 10 ) * 14

vii. Determinacion de SO

Material:

Equipo HANNA 84100 (Titulacién automatica)
Reactivos 84100-50/51/52/53/54

Agua destilada

Procedimiento:

Realizar calibracion cada vez que se use el equipo.

M SO0: libre

1. Medir 50 mL de muestra, y mantener agitacion constante.

2. Tomar 5 mL del reactivo acido HI 84100-53 y adicionarlo a la muestra.

3. Afadir el estabilizador en polvo HI 84100-54 a la muestra.

4. Sumergir el electrodo en la solucion.

5. Insertar la punta dosificadora dentro de la solucion.

6. Iniciar la titulacion (boton STAR STOP).

Durante la espera, en la pantalla del equipo mostrard el mensaje “titr” hasta que arroje la

concentracion de didxido de azufre finalmente.
M SO: Total
1. Medir 50 mL de muestra y mantener agitacion constante.

2. Tomar 5 mL con el reactivo alcalino HI 84100-51 y adicionar el contenido a la muestra

(esperar por 15 minutos).
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3. Anadir 5 mL del reactivo acido HI 84100-52 a la solucion.

4. Adicionar el estabilizador en polvo HI 84100-54 a la muestra.

5. Sumergir el electrodo e insertar la punta dosificadora dentro de la solucion.

6. Iniciar la titulacion (boton STAR STOP).

Durante la espera, en la pantalla del equipo mostrard el mensaje “titr” hasta que arroje la

concentracion de dioxido de azufre finalmente.

viii.  Determinacion de células

Para el conteo de células totales y viables, se utiliza una cdmara Neubauer para contar las
levaduras. Esta camara de conteo posee un cuadrado de 1 mm por lado, el cual esta

dividido en 25 cuadrados, y cada uno subdividido en 16 cuadrados mas pequenos.

M Células totales

El niimero de células a contar son dependientes de la concentracion de la muestra. Para
mayor precision, la cdmara debera ser inoculada varias veces. Una convencion es
empleada para las células que quedan retenidas en la linea: Las células que tocan los
bordes superiores o el lado derecho del cuadrado que se estd viendo se incluyen en el
conteo, mientras que las que estdn tocando los bordes inferiores e izquierdos son
excluidos. Para las levaduras, cuando se desea el nimero unidades formadoras de colonias
(cfu, colony forming units), células individuales o en gemacion son contadas como una
unidad sola. Este recuento representa la cantidad de células vivas y muertas. El método es

aplicable a cualquier suspension de particulas microscopica.

Materiales:
Cémara Neubauer
Microscopio optico
Pipetas Pasteur

Procedimiento:

1. Colocar una gota de la suspension celular en el cubreobjetos sobre la camara Neubauer.
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2. Contar las células presentes en varios cuadrados y sacar un promedio.

Sea N el promedio:

N° células
— T —N%25%50%1000 (40)
mL

N° células )
—— = N*25%50 % 1000Si
mlL

M Células viables (estimacion aproximada)

Materiales:
Cémara Neubauer
Microscopio Optico
Pipetas Pasteur

Solucidon azul metileno

Procedimiento:

Para las levaduras, una buena indicacién de la viabilidad del medio puede obtenerse
microscopicamente. Para esto, se realiza una mezcla de aproximadamente de 1:1 de medio
y de una soluciéon de tincion de azul de metileno (Ci6HisN3SCI*3H20) (1 g azul de
metileno en 100 mL). La mezcla puede llevarse directamente al microscopio.

Las células viables no tomaran el color de la tincion, en cambio las células muertas daran
una célula de color azul. La viabilidad celular en este caso es dependiente de la capacidad
celular de fermentar, llevada en parte por la glicélisis. Este test debe hacerse en células
frescas, no en muestras que han sido almacenadas.

Para este conteo se ocupa el mismo procedimiento que en células totales, con la tnica

diferencia en la tincidon de células muertas.

N° células viables 1
— - N % 25 % 50 * 1000 (totales) — N * 25 = 50 * 1000 (muertas)
m
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N° células viables

—7 = N * 25 x50 * 1000(totales) — N = 25 * 50 = 1000(muertas)

ix. Determinacion azucares reductores

Puede hacerse por varios métodos. Muchas veces se estima como la suma de la glucosa

mas la fructosa. Los métodos clasicos son Fehling, DNS y por kit enzimaticos.

M Método de Fehling

Cuantifica el contenido de aztcares reductores. Los azlcares reductores tienen la
propiedad de reducir en caliente y en medio alcalino el sulfato de cobre de color azul a
oxido cuproso que da un precipitado de color rojo ladrillo. El método se aplica a mostos
o vino que contienen menos de 5 g/L de aztcares reductores. Con una concentracion mas

elevada hay riesgo que el azlicar se caramelice al comienzo de la determinacion.

Material:

Pipetas de 5 mL
Matraz de 100 mL
Bureta de Mohr
Mechero

Reactivos de Fehling A y B.

Procedimiento:

1.Clarificar la muestra con carbon activado.

2. Llenar la bureta de Mohr con la muestra.

3. Tomar exactamente 5 mL de las soluciones de Fehling A y B respectivamente e
introducirlos en el matraz.

4. Anadir a esta mezcla 20 mL aproximadamente de agua destilada.

5. Llevar a ebullicion el contenido del matraz agitando vigorosamente.

6. Afiadir lentamente la muestra sobre el liquido del matraz mantenido en ebullicion y sin

parar de agitar. La determinacion debe hacerse lo mas rapido posible.
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7. Observar un precipitado de color rojo o ladrillo, el liquido sobrenadante es azul. Cuando
se vuelve incoloro, la determinacion ha terminado.

Se leen los mL o “n” gastados de muestra.

g azucares 25 (4D

L n

g azucares 25

L n
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Anexo 2. Espectros de 'H RMN, elucidacion estructural de estandares de aminoacidos.

L-Prolina
D20

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time

e Vo

-0.0001
-0.0008

4.1504
4.1351
4.1295
4.1129
3.4586
3.4408
3.4288
3.4119
3.3947
3.3487
3.3371
3.3314
3.3198
3.3023
2.3993
2.3805
2.3643
2.3496
2.3454
2.3285
2.1001

<
2
©
o
[N

2.0673

R N N - N C NIl
~ N O~ O W0
=TT NN OO ®
cCooocoo oo
NN NN NN

1.9711

)
\

1.0000
1.3536
1.3804
1.4504
4.3376

Susana R
18

1

20131025

12.11

spect

5 mm BBI 1H-BB
2g0pr

32768

D20

16

4

4401.409
0.134320
3.7224948
812.7
113.600
6.00

292.2
5.00000000
0.00002000

0.00

5
400.1318781
276

327
400.1299372
no

0
0.00
0

1.00

Espectro de 'H RMN del estandar de prolina.

178

Doctorado en Ciencias, mencion Quimica



Anexo 2

3.2058
3.1902

L-Arginina
D20

1.6790
1.6675
1.6322
1.6243
1.6185
1.6150
1.5987
1.5801

N

R

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT

-0.0002
-0.0016

~

1.0000
2.0928

4.3580

0.0 ppm

Susana R
15

1

20131024

11.13

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg0pr

32768

D20

16

4

4401.409
0.134320
3.7224948
1024
113.600
6.00

293.2
5.00000000
0.00002000
1

CHANNEL f1 =

1H
3.83

6.00

50.00
400.1318801
32768
400.1299415
EM

0
-0.20
0

1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

Espectro de 'H RMN del estandar de arginina.
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L-Alanina

D20
N oo o < o NAME Susana R
o oo o EXPNO 17
o o~ 1 o~ o PROCNO 1
@ e = = < Date_ 20131025
Mmoo — o Time 12.03
INSTRUM spect
\\ // \/ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 16
DS 4
I SWH 4401.409 Hz
I FIDRES 0.134320 Hz
AQ 3.7224948 sec
RG 574.7
DW 113.600 usec
DE 6.00 usec
TE 292.2 K
Dl 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
= CHANNEL fl =
1H
PO 3.83 usec
PL1 6.00 dB
PLY 50.00 dB
SFO1 400.1318799 MHz
SI 32768
SF 400.1299336 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
Il
1!
o o
=} I
o ™
o ©
— ™
T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 0. ppm

Espectro de 'H RMN del estandar de alanina.
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Glutamina
WO AN HNOWWWMWO WWN WM~ MN WO
NS NSO O MONO OO~ O
WOWOUITSMNMNHODNO-NWD M OO~ O
MMOMOMOMOMOMOMOANNNNOODODODOMADO O
NANANANNNNNNNNNNN NN A A

——3.6444

T~ 3.6291

S\ N

1.0000
2.2625
2.2401

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

TD
SOLVENT

Susana R
13

1
20131014
11.03
spect
1H-BB
zgOpr
32768

D20
16

5 mm BBI

4

4401.409
0.134320
3.7224948
1149.4
113.600
6.00

293.2
5.00000000
0.00002000
1

CHANNEL f1 ==
1H

3.83

6.00

50.00
400.1318795
32768
400.1300007

no

0
0.00

0
1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

usec
dB
dB
MHz

MHz

Espectro de 'H RMN del estandar de glutamina.
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Anexo 2

Acido Glutéamico

D20
NAME Susana R
— <O MW O AN WLW MO N~ MW N~ S o
© N © NN H®O<TOWO O HMWO N W® EXPNO 14
o @ O OV NN O WO D= M N O ©O PROCNO 1
e TEMEEEEETO0 feceeeeaa Date 20131014
™o NNNNNNNN NN NN NN NN A A Time 11.24
INSTRUM spect
\‘/ \\\\\///// \\\\ ‘ //// PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 16
DS 4
SWH 4401.409 Hz
| FIDRES 0.134320 Hz
[ AQ 3.7224948 sec
RG 2580.3
DW 113.600 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
== CHANNEL fl =
1H
| 3.83 usec
6.00 dB
| 50.00 dB
I 400.1318797 MHz
32768
I 400.1300007 MHz
| no
0
0.00 Hz
‘ 0
1.00
BIE
|
| |
J ‘ ‘
jo Nﬁ Wm
o ™ —
o N o™
o ™ o
— N o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 ppm

Espectro de 'H RMN del estandar de dcido glutimico.
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Anexo 3

Anexo 3. Espectros de '*C RMN, elucidacion estructural de estandares de aminoacidos.

L-Prolina

D20

©

v by N o ~ NAME Susana R

> 2 2 o009 EXPNO 22

. o o @ Ne) PROCNO 1

= - « N Date_ 20131024

— © < ™ ~ Time 14.35
INSTRUM spect

‘ ‘ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13C
Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6é
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6124743 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Espectro de >C RMN del estandar de prolina.
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185.9295
159.6279

L-Arginina
D20

——58.4094

——43.8313

——34.4124

—27.3197

T T T T T
190 180 170 160 150

T
140

T
130

T
120

T
110

100 90

80

70

60

Espectro de >C RMN del estindar de arginina.

50

40

30

ppm

NAME Susana R
EXPNO 16
PROCNO 1
Date_ 20131024
Time 11.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
== CHANNEL f1l ==
13C
14.00 usec
-6.00 dB

100.6242995 MHz

== CHANNEL f2 ==

CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768

SF 100.6124754 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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L-Alanina

D20

~

g i ; NAME Susana R

© = > EXPNO 24

R ™ [ PROCNO 1

> - © Date_ 20131024

— [T} — Time 15.29
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

HANNEL f1
NUCL 13C
Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
HANNEL f2
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6124743 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Espectro de >C RMN del estindar de alanina.
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——180.4929
——176.8501

L-glutamina
D20

56.9975

——33.6763

——29.0449

T T T T
180 170 160 150 140

T T
110 100 90

Espectro de >C RMN del estandar de glutamina.

30

NAME Susana R
EXPNO 26
PROCNO 1
Date 20131024
Time 17.14
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 0
SWH 23980.814
FIDRES 0.731836
AQ 0.6832628
RG 512
DW 20.850
DE 6.00
TE 294.2
D1 2.00000000
D11 0.03000000
TDO 1
======== CHANNEL fl ====
NUC1 13C
Pl 14.00
PL1 -6.00
SFO1 100.6242995
CHANNEL f2 ==
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 85.00
PL2 6.00
PL12 23.00
PL13 23.00
SF02 400.1316005
SI 32768
SF 100.6124763
WDW no
SSB 0
1B 0.00
GB 0
PC 1.40
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L-4cido glutéamico

D20

© ™M

™ o ~ ) o NAME Susana R

g g ; g g EXPNO 21

f p=o ~ PROCNO 1

o . Date_ 20131024

x5 a P Time 12.33
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
CPDPRG2
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
ST 32768
SF 100.6124648 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

I

I
T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Espectro de >C RMN del estiandar de dcido glutamico.
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Anexo 4

Anexo 4. Espectros de '"H RMN (con y sin supresion de disolvente) y espectros de '*C RMN de mostos en fermentacion (cepa
Carmenere).

Fl, F2
T=0
D20
NAME Susana R
OO NO= N OWOANMMMDOADM MM OO0 D0 N © EXPNO 70
OLIOONNLTTMNOONHOINWANADNDN O OO OO N LD D)~ © o
N O N OO0 OHW HLWH0MWOWMOOWMELT000MANMNNO S © =3 PROCNO 1
aevveeaxeannneryueEEEES S aaaanaaae e < Date 20140328
DL ILTITOONOOOMOOHNOOONNNOOMMOMHOOONNNNNNN A o Time 14.29
INSTRUM spect
\ \\‘\‘\\\\\\\%%m/ ’ ///// PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 14.3
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 295.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
CHANNEL f1
I NUC1L 1H
Pl 6.50 usec
PL1 0.00 dB
| SFO1 400.1338012 MHz
ST 16384
SF 400.1298774 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
|| PC 1.00
|
|
| |
|
|
I !
‘ [
|
| |
\‘\‘ ‘ ‘
‘ |
|
I
T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F1y F2 a t=0 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.
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Fl, F2
T=0
D20
© NAME Susana R
B N R R L N R e = oA P N e = EXPNO 71
NOINDNADNOLT AN ANOLTMNOMHOOTNOONOLM N o @ o PROCNO 1
QaveesageeennnYrenI ST ITaoa9NY 99 s Date 20140331
DI TOONONONOONNMOMNMOMNMNOHNMMOMOMNO™N o~ [ | Time 13.40
INSTRUM spect
\ ’ \\\ﬁ”\\\\\ /%ﬂ%/ ‘ \/ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 128
DS 4
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
AQ 3.7224948 sec
RG 28.5
DW 113.600 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
NUC1 1H
PO 3.83 usec
\ PL1 6.00 dB
| PL9 50.00 dB
SFO1 400.1319966 MHz
I ST 32768
SF 400.1298762 MHz
WDW EM
SSB 0
I LB -0.20 Hz
ol GB 0
PC 1.00
‘ !
I
I
I
I
(
I \
| \
I Il
*‘ LA *
A
T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F1y F2 a t=0 h. Con supresion de disolvente. Con TSP.
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5.2290

— <O
o = m
N
1oy ©
o

A

4 6238
4.0991
4.0907
4.0200

™
@©
@
> O
o

N
~
o
©
I

o
o
=
©
™

o
0
©
©
I

NODWOWAT-VOMNMOVAANMNNIANNANOO ATV~ OO N WM~ <
NTOANOINTTONOETNANANOSFTASOMOONMA LM oMW o
LHOOWANODITNONADNONMNODNMODV-OMNM—AONON A~ OmnN o
OOEEHOOOVOVOVVLIITIITMOMNNMNNNONO N A o
B N N A SN o o

N

N

ppm

Espectro de '"H RMN de la fermentacion F1 a t=48 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

Ds

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

Susana R
52

1

20140326

13.42

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768

D20

8

0
8012.820
0.244532

2.0447731

1. OOOOOOOO

CHANNEL f1 ==
1H

6.50

0.00
400.1338012
16384
400.1299020

no

0
0.00
0
1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
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Fl
T=48
D20
n NAME Susana R
NV AOMNMTOMOADOANTWOWOIAIMUWOAOADNTMNMUOLANTANTNIS-OVONDOOANNOVDODOOEHOMIFTOLAAEMANODN LW O LW~ o EXPNO 53
NOOO~VWOTATONOHDATOEIETOOAOHOTMNASNVDNMNWOVONOVANNNMNOIOLONNOATOASNTIONYDNT O o
N AN~ OIS ATOVOADDDONTNANATDNODMONAOTONIFIITNAONVDOOMNMAOCOVOITNONDOFHOONDWWO=LWOWMSLWMN o PROCNO 1
B e e e e e el o e e B A e S R it A A I Date 20140326
LT OOOONOOMONOOMOHNMNMNONMMOHOMMOMMONOHOMNOMOMMOMNMMNOOMMNOONNNNNNNNNNNNA A A A A AAA A A | Time 14.03
INSTRUM spect
‘ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 128
DS 4
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
AQ 3.7224948 sec
RG 28.5
DW 113.600 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1

PL9 50.00 dB
SFO1 400.1318758 MHz
ST 32768
SF 400.1299024 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
| ‘ GB 0
PC 1.00

JL U L

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F1y F2 a t=0 h. Con supresion de disolvente. Con TSP.
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Fl, F2
T=0
D20
o oY 0 N
[s2] WO OO~ AN~ A A0 NNOCTOANOITAONNNONOMN
™ OO AATOAVONNTOILSTODAONTMOAMMNOL FWOWAN — O
[ee] COMEAHOO AT NANFOAMONOOI ALFO AN MO ™~ L) O
. e N NOOMEAOODOH AT~ MWOUMASEND AOONM
o~ 0000~ r~rNNNEEE TNV VOOV OVOOOOMMNAN
|
h
|
|
|
I
|
! \
| I I O
. | J, b \ ; Jon]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de 3C RMN de la fermentacién F1y F2 a t=0 h. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

= CHANNEL f1

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
SI

SF
WDW
SSB
LB
GB

PC

Susana R
72

1

20140331

14.21

spect

5 mm BBI 1H-BB
2gpg30

32768

D20

512

0
23980.814
0.731836
0.6832628
181

20.850
6.00

294.2
4.00000000
0.03000000
1

13C

14.00

-6.00
100.6242995

CHANNEL £2
waltzl6

23.00
400.1316005
32768
100.6125181
EM

0

1.00

0

1.40

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

usec

dB
dB
MHz
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Fl
T=48
D20

fee] O 0N

o OHOWOOAMNMNADIMINME WO AL AT~ OOMHNOM A OWOWONM O™ WL WO NAME Susana R

I ONONIFONAD AOFNDNONTOHOAOMNITNOONITOOOOSOINDNHDNN N M EXPNO 54

© NOOIFOITONOVOANNTANNTAODOEMDODIFOOOFAMOOMNOMOONO SO

. s PN MNVOTNHDOND AFOEOENOONANNOMEMANDI AOLWN®MMNNN PROCNO 1

~ VWO MO ¢ o o o o o o o o o 4 o o o o 4 v o 4 4 e e e 4w e e e e e e e e e Date 20140326

— HOOOWLITMMPDOOEVOMINNANNNNNAHDNTEOVOWOTIMHMNMONN OO ate_

~ HA A A OOOS SN E S EES 0000V OVOOOOTMMMAN N Time 14.47
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 181
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 4.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

| = == CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
ST 32768
SF 100.6125181 MHz
.\ WDW EM
| SSB 0
LB 1.00 Hz
I GB 0
' PC 1.40
| I
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10  ppm

Espectro de 3C RMN de la fermentacién F1 a t=48 h. Con TSP.

193

Doctorado en Ciencias, mencion Quimica



Anexo 4

PO VOLIFNOMONDNDNO AV NODFNNTOFTOLSNOLIFONONDFAOCOOTFOTOLFTOAFTMOSTO ANNT0OW®IOO OO O

NMOWOWMNNMVODVETFOANNDEMNMVOIOVEANTTONANTNOITNONENONDVDODNOS A0 N AN ADVDOSTNDNOE-ONNOD AN MO

N—AOITNONONNODDODNT-OLFNAN—HOON-WOVONDITMN AODOD-WVWDIINMANOOONMONOOSOIMM—HONOOMMNN®SLOMN O

NNDOOAOCOONNNNNWOOWDVOPOOOETEEETEETETCOVOOOVOVOVOVOVVVDDOOLOMOOLODIFIIFIIILITONNNNONAAAAA O

DS OOMOONNNOONMNOMNMNONMOMMNMNNMMNMMOMNMOMMHOMMOMNMOOMONMMMOMNMOOMNMOMOMONNAAAAAO
B S B )

i
N\

T
1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F1 a t=96 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT

NS

Susana R
64

1

20140327

13.40

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768

D20

8

0

8012.820
0.244532
2.0447731
45.3
62.400
6.00

295.2
1.00000000
1

CHANNEL f1 ==
1H

6.50

0.00
400.1338012
16384
400.1299374

no

0
0.00

0
1.00
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Fl
T=96
D20
= NAME Susana R
NOACTTINITOOVONOETNETNIITONETNTODDDTSNOONOTFTIAINONDVDOET AN ATFFOMNAOAANILSINAATAIDDNAT~ OO N A AT~ OO EXPNO 65
NMOTONOFEDOANTMNONNTONOOW AT NMOMSINNW0ITNO T I OO DO MWW 0 LDOONNGNDAO —MONOD
CONONONANNNNOVOEON=ONANAHOONPEE=OONITNANAATO0RE=VOOOMIITNONADNOOOMNNOANENONOINMANNN®MSLMNOD PROCNO 1
HOOOODOANDNNIDANNNNVWOVOVDOVOVOOVOOO--EETETETETETETETTTOVOVOVOVOVOVVOVLOVLOVOVVOVWOUNLUOLWOWOLWOWOOLLLIIONONNNONAAAAA - Date 20140327
TSI OOOONNNNOONNNONOONNNONNONONNNMNMNNNMOHMOMMMMMMOOMOMOMMMOMOOMMMOMOOOM®O®OONNA A A | Time 14.01
T I S Y O s INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2g0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 128
DS 4
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
AQ 3.7224948 sec
RG 256
DW 113.600 usec
[ | DE 6.00 usec
TE 294.2 K
| D1 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
‘ I TDO 1
CHANNEL f
I
| 50.00 dB
| 400.1318853 MHz
32768
400.1299377 MHz
EM
‘ 0
-0.20 Hz
| 0
‘ \ 1.00
| I
I
| I
|
|
Il
[l
|
‘ IH |
[ I [
Mﬂ | “W’ il L
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F1 a t=96 h. Con supresién de disolvente. Con TSP.
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Fl
T=96
D20
™ — N O
< NHOOMOAND AVAINE TN AOINMOFTN ANOONOMSOWMWONONM S N LD
o OC-MOOOY - NONIT AO0OTO~IMNINTO A AANIOEOSO HONDTOLWNM
™ MMNAODOITOITNOMOITANNTINOMWOSEWODN ADNANNAFOHMPDPOOMMOM
. OO AN OOMNMOOOVWNMMMIOIT NODOMNNOITMO MO0
© = T T T T T OGN . . [T . . .
— COOXWILIIMPVMPODOE-T-OVDIIITONNNOOLOOWOWMMNMOWDMNAN OO
o~ HA A0S 0000V OVOOVOOTMMMN N

—0.0007

e e

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10  ppm

Espectro de 3C RMN de la fermentacién F1 a t=96 h. Con TSP.

NAME Susana R
EXPNO 66
PROCNO 1
Date_ 20140327
Time 14.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
Ds 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 181
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 296.2 K
D1 4.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

= CHANNEL f1l =
NUC1 13C
Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
== = CHANNEL f2 ==
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO02 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6124763 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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F2
T=48
D20
N NAME Susana R
CTOOMOEMNMMNOAMOASHANOAVO=OVATOTNAANOONOFTNNDSNO TN A M N o~ o EXPNO 58
PO AAFONIICTNANONDODOVAIMEOVONNNNOAOOOS MOV IO =M Mmo o
NNOOILNDNOAONOOTHOON ADNONILTONADNOMOSOITMO®MMOOWMANL®M AN O A~ MmN o PROCNO 1
NANOOOVOOONPEEBREETHEOVOOVVLLVNNVLIITIITOMNNONNNLANO kR ky 2 Date 20140327
MO IO NNONNNNONNMOOMNMNNHMNMNNMNMNOMNNOMNNOMMOMOM®M®M NN o [l Time 10.26
INSTRUM spect
‘\\l\\j\%\\\\\//// \\‘// PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
T PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 14.3
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
NUCL 1H
Pl 6.50 usec
PL1 0.00 dB
I SFO1 400.1338012 MHz
ST 16384
SF 400.1298905 MHz
| WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

H | M‘ ) !

| P =

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de '"H RMN de la fermentacion F2 a t=48 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.
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5.2285
5.2201
4.6415
4.0950
4.0880
4.0640
4.0602
4.0151
3.9839
3.9345
3.9280
3.8940
3.8626

™
CONOLITONFINNAOFTONFOONOFTONON HDNM OO ITOWONODMID O
NOVWNEVWOUAANDNO AOVOEANTMNMOVONIMNEOWNNONMOWOIFNNOM ML T OO
FITONADOMNOEIDITMNOVOWOUNANNOMNAANONST-WOTAOOW®®OWD™LMN O
LOWOWOVWUOVUVMVMIIIITONNNNNONANNONNNOOOOOODONNO
e e e e s v e e e e e e s s e s s e s e e e e e s e e s s e e e s e e e e s sO
MMM MOMHOMOMONOMNMMOMOMOMONNNNNNNNNNNAAA A A A A A

S S I N | _

-
N\

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F2 a t=48 h. Con supresion de disolvente. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

Susana R
59

1

20140327

10.47

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg0pr

32768

D20

128

4

4401.409
0.134320
3.7224948
28.5
113.600
6.00

294.2
5.00000000
0.00002000
1

CHANNEL f1 =
1H

3.83

6.00

50.00
400.1318806
32768
400.1298894

EM

0
-0.20
0

1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec
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215.3346

104.3207
101.3912
97.9272
95.7599
91.9366
81.8325
81.1658
80.5228
75.9397
75.7157
75.6263
75.3704
74.6435

T=48

73.2661
72.6808
72.3156
71.9566
71.3508
71.2615
70.3405
70.0770
69.5924
69.4908
69.0774
68.3258
67.4928
66.6927
65.1505
63.8383
62.4614
62.3163
61.0631
60.7182
60.5981
30.4209
29.7505
28.8705
23.7123

220 210 200 190 180 170 160

100

Espectro de 3C RMN de la fermentacién F2 a t=48 h. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DwW

DE

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
SI

SF
WDW
SSB
LB

GB

PC

CHANNEL f2 =

Susana R

1

20140327

11.29

spect

5 mm BBI 1H-BB
2gpg30

32768

D20

512

0
23980.814 Hz
0.731836 Hz
0.6832628 sec
181
20.850 usec
6.00 usec
296.2 K
4.00000000 sec
0.03000000 sec
1

CHANNEL fl ========
1

14.00 usec
-6.00 dB
100.6242995 MHz

waltzl6
1H
85.00 usec
6.00 dB

23.00 dB
400.1316005 MHz
32768
100.6127695 MHz
EM
0
1.00 Hz

0
1.40
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HOCOVWOANTNATTOMNO F00VNDONO ADWANITANTOLLIANOMIVWANIOLIITIONSIATWDANT A - NDDOWOOON I N
DOVEWVWOVUOVUNMMMWIIVOEMNOVONOATVOEODAONANDNTNOIFONNNAOCDANTODFTOMNOSFOANDOMS o AT OO
NNOEAFANMNMOANNNVDONEONENFHOOOUNMNANOOVOVOILINNOOIMHODOL AN AMONM AN AN O ~IOM
NN —AFADOOAAFTOO0ONNDNPVOOXTTTTTOOVOOVVOVONOLDODIFIFIITINONONNANNONNNNNOOOOO DO A
DO ITONOONMNNOOMNMONMMNONMNOMNMMONMMONMNOMNMMNOMMMNMNONNNNNNNNNNN A A A A A

1.1246
——0.0002

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F2 a t=96 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

WDW
SSB
LB
GB
PC

Susana R
67

1
20140328
13.18
spect
5 mm BBI 1H-BB
zg30
32768
D20
8
0
8012.820 Hz
0.244532 Hz
2.0447731 sec
40.3
62.400 usec
6.00 usec
294.2 K
1.00000000 sec
1

0.0
400.1338012 MHz
16384
400.1299236 MHz
no
0
0.00 Hz
0
1.00
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NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

‘ DW

4.1546
4.1341
4.1166
4.1051
4.0960
4.0283
3.8774
3.8692
3.8474
3.8304
3.6877
3.6833
3.5395
3.3878
3.3605
3.3423
3.3256
3.2141
2.6368
2.2241
2.0745
2.0556

{-2.0333

L2.0269
L2.0172
L 2.0102
L2.0011
1.9908
1.9731
1.1737
1.1559
1.1389
1.1239
-0.0003

¥
L1.1915

L
L
L
A\:

pprm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F2 a t=96 h. Con supresién de disolvente. Con TSP.

Susana R
68

1
20140328
13.40
spect
1H-BB
zgOpr
32768
D20
128

5 mm BBI

4

4401.409
0.134320
3.7224948
181
113.600
6.00

294.2
5.00000000
0.00002000
1

CHANNEL f1 =
1H
3.83
6.00
50.00
400.1318834
32768
400.1299232
EM

0

-0.20

0
1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec
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F2
T=96
D20
~ N~
wn NNOMWOMAN OO WNHOMMNMIPTOUOMONNE AU MOAOANODNDOANWNWWAA~ OO MM
N LHANMONOOONODOWMMELTLWIALMNMONOT AT O HOANTWONOHHOTOWS O T OO O
. s s OO0 ET AT OO NNOOLNMOANOETMONOANNOMMEHTOLMOANODNMO N~ W0LW0
— OO0 O0OVVOVWILILFITMOOODOCTVOOWOWOTLIITITOMONONNOOVLOOOWOWTMNMMODMAN OO
~N FTd 4400000~~~V VOV OVVOVOOVOOTMNMOMO NN
|
|
|
|
I \
|
|
|
| | ‘
NN i K
| | | ‘ i ! I |
| . " , Ll ‘ v l m A T | " L
" LAl mp " " " L Ll il i el
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de 3C RMN de la fermentacién F2 a t=96 h. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

Susana R
69

1

20140328

14.20

spect

5 mm BBI 1H-BB
zgpg30

32768

D20

512

0
23980.814
0.731836
0.6832628
181

20.850
6.00

295.2
4.00000000
0.03000000
1

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
SI

SF
WDW
SSB
LB

GB

PC

CHANNEL f2

-6.00
100.6242995

waltzl6
1H
85.00
6.00
23.00

23.0
400.1316005
32768
100.6124778
EM

0
1.00
0
1.40

usec
dB
dB

0 dB

MHz

MHz
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F5, F6
T=0
D20
NAME Susana R
=5 N R N R R R =g s gy e i v 3o EXPNO 61
N o TAN NDAOAT=OHOOM AT M OO NMAN (SR PROCNO 1
S @ Leveageennnynne SIS aaan e Date 20140327
[to] < L TOOOOMNOOMNHNOMMOMOHOMMO™M oo Time 11.33
INSTRUM spect
RV A=\ \/
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 14.3
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 295.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
CHANNEL f1
NUC1 1H
Pl 6.50 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 400.1338012 MHz
SI 16384
SF 400.1298773 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 pPm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F5 y F6 a t=0 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.
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F5, F6
T=0
D20
NAME Susana R
~ NO YVITOOIITOWMOTNNN:D®DNHOD o~ HO O @ EXPNO 62
~ ON MNMOANSM® AN OO T o < —
N TN OONOA~OAOOM A~ MO M N MN © ~ PROCNO 1
o 98 CaRRRn N0 YT OqY R - pate 20140327
n T LONMNOOOOMMMMMMOONNNN NNNN A — Time 11.54
INSTRUM spect
VR W
PULPROG zg0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 128
DS 4
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
‘ AQ 3.7224948 sec
RG 28.5
‘ DW 113.600 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
PO 3.83 usec
[ PLL 6.00 dB
| PLY 50.00 dB
SFOL1 400.1318726 MHz
SI 32768
SF 400.1298765 MHz
WDW EM
| SSB 0
LB -0.20 Hz
GB 0
I BC 1.00
I
I
Il
I
I
I
I
T T T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F5 y F6 a t=0 h. Con supresion de disolvente. Con TSP.
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0 ™M~ a~or-~ - ™ HOO NI~ O [~ [~ O 0L
~ O~ AN O © OWWOHMME MO ™~ MmN
N DO MWD W 0nH o ™M ™ DO N =M M ®
o~ o ® AWM mo o~ HOWTOWONO>MO

DWW S
N L

oo oM
[RCRCRGCRC RNV

215.3621
104.3290
101.3938
81.1543
80.4951
72.7134

71.3677
70.3608

~ 0o — M N NN
[ e ) ~ 0 VW

Ne
™
~
~

o
0

©
0
S\
©

o
©

o
~
o
o~

46.

[
©
0
<

o

28.8532
23.7133

N

y " tans 4 L y gy Ly W

T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Espectro de 3C RMN de la fermentacién F5y F6 a t=0 h. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
SI

SF
WDW
SSB
LB

GB

PC

Susana R
63

1
20140327
12.35
spect

5 mm BBI 1H-BB
2gpg30
32768
D20

512

0
23980.814
0.731836
0.6832628
181

20.850
6.00

296.2
4.00000000
0.03000000
1

CHANNEL f

CHANNEL f2
waltzl6é

23.00
400.1316005
32768
100.6127695
EM

0
1.00
0

1.40

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

usec
dB
dB
dB
MHz

MHz
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3]
T=48
D20
NAME Susana R
TR R R R N T BN T PN NN AT OT T B N®R®EIDNG DT DM 0o o S®in EXPNO 39
NHOM ANV HODNODOFHOOETODFANADNODODMADDONOTNOOATHMANAHOONO WO MO o~ PROCNO 1
B e e e e A A A A AN Date 20140318
DS IOMMNMMOMMMNMNMNMNMNMMMMMMMMMMMMOOMOMOOMOOMOMOOOOOMOMOOO™M — Time 13.33
INSTRUM spect
\‘/ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT D20
NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 14.3
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 295.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
CHANNEL f1
NUC1 1H
Pl 6.50 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 400.1338012 MHz
SI 16384
SF 400.1298894 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
pC 1.00

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F5 a t=48 h. Sin supresion de disolvente. Con TSP.
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F5
T=48
D20
MWONWOATVO A0 1T ~TNO OOV ATOETOAOODLTMNHDIONWOWOWOEOTOTNNMSWWEN OO o (N
NN OFTOONNILI TN OFTAHOND AT AHODOMNMONNETOETET T AL ANTONNDOOO™M oy (N
Nr=IMADNO0O AN OF OO ANANODONMNAHONONFTNOAATIODOMANNAHOWOWOWINMOM 0 ~
NANOWOWODODONWVWOVOOEEETETETTLOVWOLVOVOVWOVOWUOULWOLWLOWLOSISLIILISIIIITONONONNN O —
MO LI MM MOMNMNMNMOMMNMNMOMMMOMNMMNMMOMOMNOMNMOMOMOMNMOMOMMNMMAN —
| |
|
|
|
I
|
|
|
|
|
[
! il
1
|
[ |
|
I |
T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F5 a t=48 h. Con supresion de disolvente. Con TSP.

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

Susana R
40

1

20140318

13.37

spect

5 mm BBI 1H-BB
zgOpr

32768

D20

16

4

4401.409
0.134320
3.7224948
28.5
113.600
6.00

295.2
5.00000000
0.00002000
1

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

50.00
400.1318846
32768
400.1298900

no
0
0.00
0

1.00
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OOV~ OO—HOO®MN N I~ MO AN A LONOT N0 OO — D~ s~
FOOOOEMOMIONOONO T MM ONOVOOITNWSTNAMNONTOM N 0O
OO0 NNOWMOWMONTT~ OO O WD~ O HHOO WOV MMAN™OL T MN T S0 MmN
N HO OO O W M~ M~~~ M~~~ S0 WWWWWYWWYIDLWNLWO LW LN LW O o
LETTLTOOMOONOOMNOMOMNOMMNOMMNOM MMMOMHMOHOMOMMOMNMOMOHOMOHOONOMNHMOOMON L B B B

Espectro de 'H RMN de la fermentacién F5 a t=96 h. Sin supresién de disolvente. Con TSP.

pPrm

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT

Susana R
37

1

20140318

13.21

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768

D20

8

0

8012.820
0.244532
2.0447731
14.3
62.400
6.00

295.2
1.00000000
1

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec

0.00
400.1338012
16384
400.1299232

no
0
0.00
0

1.00
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F5
T=96
D20
NAME Susana R
OVOANDNOOETNIANONDALFSHOWOWAAOAANAANNMNIFFTNONTDNONTSIMNITINDCOMOMNMONOILIOECEOOTOOOWMOWWTOSLWNLWIS WO EXPNO 38
CO OO MMNIVONNVOT A CTOTAMMOE=ONDOOOVNMNMOINOMNTANVNTONOWOAODNMADOMOS=O AN MNT OO
MO MANODDOOEENIMNMNANHFTNNDX-OVNTAHOONDE-OVONNMNMNATOON=VNITNANANAAONIC=NANHAONO= O™ 0T N PROCNO 1
TeeeAaaaRRRReeannnannnnannnnYYYYYRYRYRYRYnnnanarET IS TnYneeeeceeaa A Date 20140318
LT ONNNONONONNNOONMMMNONMNMMOOMMNMOOOMMMMAONMNMMOOMOMNMMOONMMMONNNNNNNN A A A A A A Time 13.25
B N I | B B S | INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2g0pr
TD 32768
SOLVENT D20
NS 16
DS 4
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
AQ 3.7224948 sec
RG 256
DW 113.600 usec
DE 6.00 usec
TE 295.2 K
D1 5.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
CHANNEL f1
NUC1 1H
PO 3.83 usec
PL1 6.00 dB
PL9 50.00 dB
SFO1 400.1318878 MHz
| SI 32768
SF 400.1299230 MHz
WDW EM
I SSB 0
| LB -0.20 Hz
| | GB 0
| PC 1.00

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de 'H RMN de la fermentacion F5 a t=96 h. Con supresién de disolvente. Con TSP.
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Anexo 6

Anexo 5. Espectros de 'H RMN de aminoacidos comparados con las muestras de mosto
en fermentacion.

Ac. Glutamico
D20
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
Glutamina
D20
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
Prolina
D20
T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm
Alanina
D20
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
Arginina
D20
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
F1 [ 1]
T=0
D20
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
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Ac. Glutamico
D20

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Glutamina
D20

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Prolina
D20

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 115 1.0 ppm

Alanina
D20

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Arginina
D20

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Fl

D20

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
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Ac. Glutamico
D20

Glutamina
D20

2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Prolina
D20

Alanina
D20

Arginina
D20

Fl

D20
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