UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

INCORPORACION DE UN PROBIOTICO EN EL PROCESO DE
ELABORACION DE VINO COMO PRODUCTO TERMINADO.

TRABAJO DE GRADUACION PRESENTADO POR:

JOSE EDUARDO LOARCA GUEVARA
FRANCISCO ALBERTO PENA NAVARRETE

PARA OPTAR AL GRADO DE

LICENCIADO EN QUIMICA'Y FARMACIA

FEBRERO 2018

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA.



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR

MAESTRO. ROGER ARMANDO ARIAS ALVARADO

SECRETARIO GENERAL

LIC. CRISTOBAL HERNAN RIOS BENITEZ

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DECANO

LIC. SALVADOR CASTILLO AREVALO

SECRETARIO

MAE. ROBERTO EDUARDO GARCIA ERAZO



DIRECCION DE PROCESOS DE GRADUACION

DIRECTORA GENERAL

MSc. Cecilia Haydeé Gallardo de Velasquez.

TRIBUNAL CALIFICADOR

ASESORA DE AREA DE MICROBIOLOGIA

MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez.

ASESORA DE AREA DE INDUSTRIA DE ALIMENTOS Y TOXICOLOGIA.

MAE. Nancy Zuleyma Gonzalez Sosa

DOCENTE DIRECTOR

Lic. Juan Agustin Cuadra Soto.



AGRADECIMIENTOS

Expresamos nuestros mas sinceros agradecimientos a nuestros docentes
evaluadores del tribunal calificador: MSc. Cecilia Haydee Gallardo de Velasquez,
MAE. Nancy Zuleyma Gonzalez Sosa y MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez,
quienes han dirigido el presente trabajo de investigacion, por sus consejos,
sugerencias, apoyo y ensefianzas determinantes para alcanzar los objetivos

propuestos, Dios todo poderoso les bendiga.

Agradecemos de manera particular al Lic. Juan Agustin Cuadra, por su apoyo
incondicional y asesoria en cada uno de los momentos esenciales de nuestro

proceso de graduacion.

Expresamos nuestra gratitud a la Doctora Tania Cuadra Zelaya, por el apoyo y
asesoria en muchos aspectos del area de microbiologia, para la obtencion de

informacion en la investigacion.

Agradecemos a la empresa 3 M, por facilitar la obtencidon de las placas Petrifilm
para Bacterias Acido Lécticas, asi como la debida accesoria técnica

proporcionada.

De igual manera agradecemos a ASEAL El Salvador por facilitarnos la obtencion

de la cepa liofilizada de Lactobacillus casei.

José Loarca y Francisco Pefia.



DEDICATORIA

Agradezco primeramente a Dios por haberme permitido culminar esta etapa de
mi vida, por siempre bendecirme grandemente en la vida, por darme la fortaleza
y sabiduria, por darme muchas cosas buenas, gracias Todopoderoso por mi
éxito.

A mi familia, quienes siempre confiaron en que yo podia lograr grandes cosas en
mi vida, por darme los mejores ejemplos y demostrarme que con humildad se

pueden lograr grandes cosas, y por haberme ensefiado a valorar todo los que

tengo.

A mi abuelita Maria Luz Guevara, que fue una de las mejores bendiciones en la
vida, gracias por sus oraciones, las cuales siempre fueron escuchadas por Dios,

aungue ya no esté conmigo, sé que desde el cielo siempre me cuidara.

A mi mama Angela del Carmen Guevara, que siempre ha sido un gran pilar en
mi vida, sé que sin ella esto no hubiera sido posible, ha sido madre y padre para
mi y un gran ejemplo a seguir, me ha demostrado que siendo humilde se puede

salir adelante, gracias mama eres la mejor.

A mi compariero, amigo y colega Alberto Navarrete, por su apoyo y esfuerzo para
realizar el presente trabajo de graduacion.

A mi novia, Lucy Cuellar por siempre darme palabras de animo cuando mas las

necesite, por siempre estar alli y por ser una luz en mi vida.

A mis comparieros, con los cuales pase buenos momentos en la Universidad,
los cuales siempre son gratos recordar. A mis amigos, que siempre son un apoyo
incondicional y que han creido en mi dandome palabras de animo y fortaleza

cuando las he necesitado.

José Eduardo Loarca Guevara.



DEDICATORIA

En primer lugar, quiero agradecer a Dios por darme la bendicion de poder
alcanzar todo lo que he logrado, sin duda alguna el fue la base de mi fuerza.
Jamas hubiera imaginado estar donde estoy, y menos culminar esta parte de mi
vida, la cual me llena de mucha satisfaccion y alegria. Por lo cual dedico este

gran triunfo a El en primer lugar.

En especial quiero agradecer y dedicar esta meta alcanzada a mi mama Blanca
Isabel Navarrete, por el enorme ejemplo de valentia y caracter que me inculco
desde pequefio. Ademas, que materialmente fue mi sostén en cada uno de mis
momentos, desde el inicio, hasta el final de toda mi carrera. Gracias mama, jTe

amo!

A mi amigo y comparfiero de tesis José Eduardo Loarca, a quien también

agradezco su ayuda y dedicacion en este trabajo de grado.

A mi docente asesor, por tanto esfuerzo y dedicacion en este trabajo de

investigacion, que Dios bendiga su vida y la de su familia.

Y finalmente a mis compafieros de estudio, especialmente a José Alfredo Flores,

quien siempre me dio palabras de animo y apoyo.

Francisco Alberto Pefa Navarrete.



INDICE

Pag.
Resumen
Capitulo |
1.0 Introduccion Xviii
Capitulo I
2.0 Objetivos 21
Capitulo 1l
3.0 Marco teorico 23
3.1 Alimentos funcionales 23
3.1.1 Caracteristicas de los alimentos funcionales 23
3.2 Composicion del vino 23
3.3 Estructura y desarrollo de la uva 24
3.4 Composicion quimica del vino 26
3.5 Vino en la salud 28
3.6 El resveratrol 28
3.7 Clasificacion de los vinos 29
3.8 Caracterizacion de la Uva Red Globe 30
3.9 Los probioticos 30

3.9.1 Los probidticos y vino 31



3.9.2 Los probiéticos del género Lactobacillus spp y
Su injerencia en la salud gastrointestinal.
3.9.3 Lactobacillus casei
3.10 Procesos basicos de produccion de vino
3.11 Bacterias lacticas del vino
3.12 Especies de levaduras de mayor relevancia enoldgica
3.13 Fermentacion alcohdlica
3.13.1 Productos secundarios de la fermentacion alcohdlica
3.13.2 Factores que influyen en la fermentacion alcohdlica
3.14 La fermentacion malolactica
3.14.1 Productos secundarios de la fermentacion alcoholica
3.15 Empleo de sulfuros en vinos
3.16 Condiciones generales para la realizacion de test de
Andlisis sensorial en vinos y otras bebidas vinicolas.
3.16.1 Sala de cata

3.16.2 Preparacion de muestras e instalaciones de
almacenamiento.

3.16.3 Copas de cata

3.17 Metodologia Petrifilm para bacterias acido lacticas

3.17.1 Caracteristicas de metodologia Petrifilm

Capitulo IV

32

33

34

36

37

38

38

40

41

42

44

45

45

46

46

46
47



4.0 Disefio Metodoldgico
4.1 Tipo de estudio
4.1.1 Transversal
4.1.2 Experimental
4.1.3 Investigacion bibliografica
4.1.4 Investigacion de campo
4.2 Parte experimental
4.2.1 Elaboracioén de vino por lote
4.3 Reconfirmacién de bacterias acido lacticas por gramo de cepa
Liofilizada.
4.3.1 Inoculacion de Lactobacillus casei al producto obtenido.
4.3.2 Inoculacién de Lactobacillus casei al producto obtenido
a una concentraciéon de 104 UFC/mL por litro de vino
4.3.3 Inoculacién de Lactobacillus casei al producto obtenido
a una concentraciéon de 108 UFC/mL por litro de vino
4.4 Determinaciones fisicoquimicas
4.4.1 Determinacion de pH segun AOAC 11.041
4.4.2 Determinacion de acidez titulable segun AOAC 11.042
4.4.3 Determinacion de grados Brix
4.4.4 Determinacion de grado alcohdlico segun

AOAC 11.006.

49

49

49

49

49

49

50

50

51

53

53

54

54

54

55

56

56



4.4.5 Determinacion de anhidro sulfuroso total
4.5 Recuento de Bacterias Acido Lacticas
4.6 Recuento de Lactobacillus casei en concentracion de
10* UFC/mL utilizando Agar MRS.

4.7 Andlisis estadistico

Capitulo V

5.0 Resultados y discusion de resultados

5.1 Elaboracion del vino.

5.2 Determinacion de pH.

5.3 Determinacion de Acidez titulable.

5.4 Determinacién de grados brix.

5.5 Determinacion de grado alcohdlico.

5.6 Determinacion de anhidro sulfuroso total.

5.8 Reconfirmacion de bacterias acido lacticas por gramo de
producto liofilizado.

5.9 Inoculaciéon de Lactobacillus casei a concentracion de 10%y
10® UFC/mL, utilizando la metodologia Petrifilm en muestras
elaboradas en laboratorio.

5.10 Inoculacion de Lactobacillus casei a concentracion de 104 UFC/mL

por litro de vino comerciales (MV7C1, MVC7C2 y MVXT71).

57

58

59

60

62

62

62

66

70

72

74

75

77

78



5.11 Analisis de causa del no crecimiento de Lactobacillus casei
en muestras elaboradas a nivel de laboratorio y muestras
comerciales.

5.12 No cumplimento del objetivo de prueba de catacion

Capitulo VI

6.0 Conclusiones

Capitulo VII
7.0 Recomendaciones
Bibliografia

Anexos

81

82

84

86



INDICE DE ANEXOS

ANEXO N°

1. Esquema general de fabricacién de vino.
2. Materiales, equipos y cristaleria para andlisis fisicoquimico vy
microbioldgico.

3. Certificado de Analisis de la cepa liofilizada utilizada de Lactobacillus
casei.
Esquema para el recuento de bacterias acido lacticas por gramo.

Célculos para la inoculacién de Lactobacillus casei.
Esquemas de Inoculacion de Lactobacillus casei.
Esquemas de trabajo de analisis fisicoquimico.

Preparacion de reactivos.

© 0o N o 0 b

Esquema para el recuento de bacterias acido lacticas por metodologia

Petrifilm.

10.Esquema para la preparacion de Agar MRS.

11.Elaboracion del vino

12.Volumenes promedio gastados de NaOH, para la determinacion de acidez
total.

13.Volumenes promedios gastados de Iz, para la determinaciéon de anhidro
sulfuroso por el método Ripper.

14.Ficha técnica de la OVI.

15. Memoria de imagenes de la investigacion.



INDICE DE FIGURAS

FIGURA N°

0N PR

Estructura de la uva.

Estructura del resveratrol.

Trasformacion del acido malico en acido lactico.
Gréfico de resultados obtenidos de pH

(Lotel [X10%] y Lote 1 [X109]).

Grafico de resultados obtenidos de pH

(Lote 2 [X10% y Lote 2 [X109)).

Gréfico de resultados obtenidos de Acidez titulable
(Lotel [ X104 y Lotel [X109)).

Gréfico de resultados obtenidos de Acidez titulable
(Lote 2 [X10%] y Lote 2[X109]).

Gréfico de resultados obtenidos de grados brix.

9. Diagrama de Ishikawa

25

28

41

63

64

67

67

71
81



INDICE DE TABLAS

TABLA N°

1.

© 0 N o o b~ 0w D

12.

13.

Concentracion en mg/L de algunos constituyentes
polifendlicos del Vino, expresados como acido galico
Tamafio del grano en funcion de su masa.

Resultados de pH

Resultados de pH aplicando ANOVA.

Resultados de acidez titulable

Resultados ANOVA de acidez titulable.

Resultados obtenidos de grados brix.

Resultados de grado alcohdlico

Resultados de anhidro sulfuroso

Resultados de reconfirmacion de bacterias acido lactica

por gramo de Liofilizado.

.Resultados de recuento de Lactobacillus casei.
11.

Resultados obtenidos del recuento microbioldgico,
utilizando la metodologia tradicional.

Resultados obtenidos del recuento microbioldgico,
utilizando la metodologia Petrifilm.

Resumen de resultados

Pag.



AOAC:

ANOVA:

FAO:

OMS:

MRS:

ABREVIATURAS

Association of Official Analytical Chemists (Asociacion Oficial
de Quimicos Analiticos).

Andlisis de varianza.

Food and Agriculture Organization (Organizacion de las
Naciones para la Alimentacion y la Agricultura).

Organizacion Mundial de la Salud.

Man Rogosa Sharper



RESUMEN

El vino es una bebida obtenida de la uva (especie Vitis Vinifera) mediante la
fermentacion alcohdlica de su mosto o jugo. La fermentacion se produce por la
accion metabdlica de las levaduras que transforman los azucares del fruto en
alcohol etilico y gas en forma de dioxido de carbono. En esta investigacion se
realizé la incorporacién de un probi6tico: Lactobacillus casei, al vino, con la
intencion de mejorar los beneficios que ya posee el producto, resaltando las
caracteristicas como alimento funcional, debido a que las bacterias acido lacticas
del género Lactobacillus, pueden ayudar a prevenir o tratar diversas
enfermedades gastrointestinales. Para lograrlo se elaboré dos lotes de vino de 5
litros cada uno, mediante un proceso de fabricacién. Con el vino elaborado, se
procedié a inocular la bacteria probidtica, a cada uno de los lotes, a dos diferentes
concentraciones: 10* UFC/mL y 108 UFC/mL, las concentraciones se realizaron
por duplicado. Al realizar el conteo de bacteria mediante metodologia Petrifilm,
no fue posible recuperar bacteria acido lactica. Durante un periodo de cuatro
semanas se evalud el comportamiento fisicoquimico de los vinos (acidez total,
grados brix, pH, grado alcohdlico y anhidro sulfuroso total). Los resultados
obtenidos de pH y acidez titulable, se les aplico el Analisis de Varianza (ANOVA),
para conocer la diferencia significativa que existe entre estos parametros,
respecto a cada uno de los lotes inoculados. La cepa probiotica de Lactobacillus
casei, no fue capaz de sobrevivir en la matriz del vino, en la fase de producto
terminado, tanto en muestras ensayadas a nivel de laboratorio como en muestras
comerciales; debido a que esta no es capaz de soportar el grado alcohdlico de
dicha matriz. Por lo cual se recomienda que en futuras investigaciones se utilice
una cepa diferente al Lactobacillus casei que pueda resistir las condiciones

inhéspitas que produce el vino.
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1.0INTRODUCCION

La transformacion de la uva en vino es un proceso biotecnoldgico en el que los
microorganismos presentes, fundamentalmente las levaduras, utilizan los
nutrientes del mosto para su crecimiento, produciendo una gama de metabolitos
gue convierten un liquido azucarado en una solucién hidroalcohdlica de sabor y
aroma agradable. El consumo habitual y moderado de vino puede producir
efectos beneficiosos sobre la salud cardiovascular (12). Por su parte, el término
probiodtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de la vida” y
actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos

para los seres humanos y los animales (8).

En esta investigacion se planted la incorporacion de un probiético: Lactobacillus
casei, sobre una matriz compleja como el vino, con la idea que esto traeria
beneficios adicionales a los que este posee, resaltando sus caracteristicas como
alimento funcional, ayudando a mejorar la salud del ser humano. Debido a que
las bacterias acido lacticas del género Lactobacillus, pueden ayudar a prevenir o
tratar diversas enfermedades gastrointestinales ya sea, impidiendo la ocupacion
de sitios especificos, produciendo sustancias antagonicas o modulando la

respuesta inmune a nivel de las células epiteliales del tracto gastrointestinal (s).

Por lo anterior, se propuso la elaboracion de vino con probiético que contenga
todos beneficios adicionales implicitos en el vino hecho a partir de la vid (Vitis
vinifera), beneficios como: la comprobada actividad cardioprotectora y efecto
antioxidante, ejercida por los compuestos polifendlicos como el resveratrol que
este contiene; por su parte con la incorporaciéon de los probioticos en el vino, se
obtendrian beneficios como: beneficios sobre la salud gastrointestinal y

respuesta inmune (4). La investigacion se llevdo a cabo en un periodo que



comprendido de junio a septiembre del 2017, en los laboratorios de Analisis
Bromatologico del Departamento de Andlisis Quimico e Instrumental y en el
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.

Se elaboraron dos lotes de vino de 5 litros cada uno, mediante un proceso de
fabricacion, que consta de tres fases principales: obtencién del mosto, su
fermentacion y por ultimo su conservacion (11). Con el vino elaborado, se
procedera a inocular la bacteria probiética, a dos diferentes concentraciones: 10*
UFC/mL y 108 UFC/mL, que se realizd por duplicado. Se evalu6 el conteo de
bacterias acido lacticas, utilizando la metodologia Petrifilm (14). Durante ese
mismo periodo de tiempo se evalud el comportamiento fisicoquimico de los vinos
(acidez total, grados brix, pH, grado alcohdlico y anhidro sulfuroso total), como
control en proceso. Al finalizar la evaluacion, los resultados fisicoquimicos de pH
y acidez titulable se sometieron a una evaluacion estadistica, aplicando el
Andlisis de Varianza (ANOVA) (23), para conocer la diferencia significativa que
existe entre estos pardmetros, respecto a cada uno de los lotes inoculados.
Posteriormente si los lotes cumplian tanto las especificaciones fisicoquimicas y
microbiolégicas, se procederia a la evaluacion de su nivel de aceptacion, a través
de la catacion, con un grupo de personas no expertas a quienes se les entregaria
una ficha técnica; dicha evaluacion se habia realizaria en la Biblioteca Benjamin
Orozco, de la Facultad de Quimica y Farmacia, ya que cumple con las minimas
especificaciones de la Norma ISO 8589 (Guia para general para el disefio de una

sala de cata) (17).

XiX
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2.00BJETIVOS

2.1 Objetivo General:

Incorporar un probiotico en el proceso de elaboracion de vino, como producto

terminado.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Elaborar dos lotes de vino de 5 litros cada uno, a pequefia escala.

2.2.2 Inocular el probidtico Lactobacillus casei a la concentraciéon de 10%y
10% UFC/mL, respectivamente a cada lote de vino, para evaluar su

crecimiento y las caracteristicas fisicoguimicas.

2.2.3 Realizar los analisis fisicoquimicos de pH, anhidrido sulfuroso, grados

Brix y grado alcohdlico de cada uno de los lotes de vinos elaborados.

2.2.4 Determinar el recuento de bacterias acido lacticas en los dos lotes de

vino, utilizando la metodologia de Petrifilm.

2.2.5 Conocer el nivel de aceptacion de cada uno de los lotes de vino a

través de una prueba de catacion.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Alimentos Funcionales. (s)

International Life Science Institute(ILSI), establecié que un alimento funcional es
aguel que contiene un componente, nutriente o no nutriente, con efecto selectivo
sobre una o varias funciones del organismo, con un efecto afiadido a su valor
nutricional y cuyos efectos positivos justifican que pueda reivindicarse su caracter

funcional incluso saludable.

3.1.1 Caracteristicas de los alimentos funcionales. (s

Desde un punto de vista practico, un alimento funcional puede tener

determinadas caracteristicas:

- Tiene que ser alimentos que utilizan para conseguir algan beneficio extra,
por eliminacion, reduccion, o adicion de algun componente.

- Son basicamente alimentos clasicos, pero llevan incorporados nuevos
componentes alimentarios o no alimentarios, siempre que tengan un
efecto claramente beneficioso.

- Complementan la funcion nutritiva y la prevencibn de ciertas

enfermedades.

3.2 Composicion del vino. (7)

El vino es el jugo fermentado de uvas (variedades Vitis vinifera); fermentando el
jugo junto con las pieles de las uvas a una temperatura comprendida entre 21-

29°C. El vino blanco se consigue fermentando solo el jugo a temperatura entre
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15-17 °C; esto se logra eliminando el hollejo por 12-36 h, 0 mezclando vinos tintos
y blancos.

La complejidad molecular del vino esta aun por revelarse. Tradicionalmente se
habla del vino como un alimento complejo en cuya composicion entran a formar
parte mas de mil compuestos distintos. Sin embargo, los primeros andlisis
metabolémicos indican la posibilidad de detectar mas de 4000 moléculas
distintas, entre las cuales se encuentran algunas cuyos niveles pueden
correlacionarse positiva o negativamente con su calidad. Esta cantidad de
compuestos puede ser aun mayor si se considera globalmente la gran diversidad
de tipos de vinos existentes. Una gran parte de estas moléculas tienen su origen
en precursores que se hallan en la uva y, por ello, la elaboracion de un vino de
calidad requiere una uva en optimos estados sanitario y de maduracion. Esta
complejidad también depende del proceso de elaboraciéon del vino aplicado a la
uva o al mosto y de los sucesivos procesos fermentativos y de crianza de los

vinos.

3.3 Estructura y desarrollo de la Uva. (24

La vid silvestre (Vitis vinifera L.) es una liana comun en los bosques de ribera y
cuya area de distribucion se extiende por todas las regiones templadas. Se
estima que los primeros sucesos de domesticacion se produjeron hace mas de
8000 anos. Podriamos decir que cada variedad de vid es un genotipo irrepetible
que la viticultura ha mantenido a lo largo de los afios mediante propagacion
vegetativa. La vid produce frutos de tipo baya organizados en racimos. De modo
similar a otras bayas, el proceso de desarrollo y maduracion de la uva ha
adoptado una serie de mecanismos durante la evolucion dirigidos a favorecer la
dispersion de las semillas y asegurar la propagacion de la especie. Con este

objetivo, los frutos de la vid, inicialmente pequefios, poco atractivos, astringentes
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y de sabor acido, se convierten después de la maduracién en una uva que marca
la diversidad y complejidad final de los vinos. En este proceso participa un
componente genético o varietal muy importante y componentes ambientales y de
interaccion genotipo—ambiente nada despreciable que contribuyen a la variacién

entre zonas geograficas.

En la estructura de la uva (ver figura N°1), se pueden distinguir dos partes
claramente diferenciadas, las semillas y el pericarpo o conjunto de tejidos que las
envuelve las semillas se desarrollan a partir de los évulos tras su doble
fecundacion, mientras que el pericarpo es el resultado del crecimiento y
diferenciacion de la pared del ovario. En el pericarpo pueden distinguirse tres
tipos de tejidos, organizados concéntricamente alrededor de las semillas, el
endocarpo mas interno y con una textura mas gelatinosa, el mesocarpo
intermedio y que ocupa el mayor volumen de la baya y el exocarpo mas externo
que contiene la epidermis recubierta por una cuticula cérea y algunas capas
celulares subepidérmicas. Comunmente, el exocarpo se conoce como hollejo y
el mesocarpo junto con el endocarpo forma lo que se denomina la pulpa de la

baya.

Pedicell  —

/ Exocarpo
} Hollejo

Epidermis

Semilias

Mesocarpo
Pulpa

Endocarpo

Figura N°1. Estructura de la Uva.
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3.4 Composicion quimica del vino. (24

Los diferentes tejidos que forman el fruto contribuyen de manera diferencial a la
composicioén final del mosto y del vino. La pulpa aporta el agua que constituye
entre un 80-90 % del volumen del vino y componentes mayoritarios del
metabolismo primario como son los azlcares glucosa y fructosa y los acidos
organicos. La sacarosa que es importada por las hojas es transformada en el
fruto en las hexosas: glucosa y fructosa que se acumulan en las vacuolas de las
células de la pulpa. Ambas seran transformadas en su mayor parte en etanol
durante la fermentacién generada por las levaduras, por lo que el contenido en

azucares de la uva determinara el grado alcohdlico final del vino.

Los acidos malico y tartarico constituyen mas del 90% de los acidos organicos
del fruto y su concentracion determina la acidez total de la uva. El &cido malico
se acumula a niveles muy elevados en las uvas verdes y su contenido se reduce
drasticamente durante la maduracion. Por el contrario, los niveles de acido
tartarico permanecen bastante constantes después del cambio en la coloracion
de la uva estos suelen ser elevados en las uvas maduras. Una acidez moderada
y un pH bajo son factores muy importantes en los vinos de calidad, dado que son
necesarios para asegurar una buena crianza del vino y contribuyen de forma muy

importante a su color y a su equilibrio gustativo.

Finalmente, es importante mencionar el proceso de ablandamiento de la pulpa
que tiene lugar durante la maduracién de la uva que se asocia con un incremento
en la actividad de enzimas pectina metil esterasas y que tiene una gran
importancia en la elaboracion del vino. El hollejo contribuye con un gran nimero

de compuestos del metabolismo secundario que en su conjunto aportan al vino



27

caracteristicas varietales. Entre ellos merece la pena mencionar los compuestos
fendlicos solubles que contribuyen al color y al sabor del vino y los compuestos
aromaticos que contribuyen al sabor y al aroma. Entre los compuestos fendlicos
solubles se distinguen los compuestos flavonoides. Entre estos se encuentran las
antocianinas, que son los pigmentos responsables del color de la uva y del vino

tinto y rosado.

Todas las variedades con uvas coloreadas de la especie Vitis vinifera, con la
excepcion de unos pocos genotipos tintoreros, acumulan antocianinas en el
hollejo pero no en la pulpa. Por ello, todos sus mostos son blancos y la
elaboracion de vinos tintos requiere la maceracion de los mostos junto con los

hollejos de las uvas tintas para extraer sus pigmentos.

Tabla N°1. Concentracion en mg/L de algunos constituyentes
polifendlicos del vino expresados como acido gélico. (24

Vino Tinto Blanco
Catequina 191 35
Epicatequina 82 21
Acido Cafeico 7,1 2,8
Cianidina 2,8 0
Malvidina 3- glucosa 23,5 1,0
Rutina 9,1 0
Miricetina 8,5 0
Quercitina 7,7 0
Resvastrol 15 0,3
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3.5Vino en la salud. 12

El consumo habitual y moderado de vino, puede producir efectos beneficiosos
adicionales sobre la morbilidad y mortalidad cardiovascular. El vino es rico en
polifenoles, particularmente en Quercetinas y Resveratrol, los que son buenos
candidatos para explicar el efecto protector del vino. Estudios epidemioldgicos
gue relacionan la ingestién de polifenoles y el riesgo de cancer y cardiopatia
coronaria en humanos se inclinan por lo conveniente de esta practica. Se ha
planteado que la Unica propiedad cardioprotectora del vino tinto radica en la

accion de sus flavonoides.

3.6 El Resveratrol. (12)

El Resveratrol es un polifenol no flavonoide compuesto (ver figura N°2),
encontrado en la piel de color oscura de las uvas y productos elaborados a partir
de uvas, como el vino y el jugo de uva. Pertenece a la clase estilbeno de los
compuestos fitoquimicos aromaticos y se presenta como una sustancia libre
(configuraciones cis o trans), aglicona (menos soluble pero la forma activa) o
como un glicésido. El Resveratrol es transferido a través de la frontera intestinal
hacia el sistema circulatorio de la sangre como un Glicésido. El resveratrol
también esta implicado en los beneficios para la salud cardiovascular, tales como
flujo sanguineo, disminucion de la inflamacion y disminucién del estrés oxidativo

gue se asocian con el consumo de productos de la uva.

OH
S g
OH

Figura N° 2. Estructura del Resveratrol.
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3.7 Clasificacién de los vinos. ()

El vino se clasifica en diferentes calidades que podrian ser: vino de mosto

concentrado y vino de uva pasa y que a su vez podran ser:

Vino blanco: Es el producto de la vinificacion de los mostos de uvas blancas o

de mostos blancos de uvas tintas.

Vino tinto: Es el producto de la vinificacion de los mostos o de uvas tintas, con
maceracion mas o menos prolongada de sus orujos, o de la vinificacion de

mostos de uvas cuyo jugo es tinto.

Vino rosado: Es el producto de la vinificacion de los mostos de uvas rosadas o
de uvas tintas con maceracion parcial de sus orujos. Si se desea resaltar el que
los vinos sean secos, semisecos o semidulces y dulces, para ese caso deberan

de contemplar los siguientes parametros:

Vino seco: El vino se considera seco, cuando su contenido sea menor de 10 g/L

de materias reductoras expresadas en azucar invertido.

Vino semiseco: Elvino se considera semiseco o semidulce, cuando su contenido
de materias reductoras expresadas en azUcar invertido sea mayor de 10 y menor
de 30 g/L.

Vino dulce: El vino se considera dulce, cuando su contenido en materias

reductoras expresada en azucar invertido sea mayor de 30 g/L.
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La variedad Red Globe presenta racimos de tamafio grande, bayas voluminosas

gue pueden asemejarse a una ciruela, es un fruto con semillas en su interior y de

sabor dulce. Se mantiene en buenas condiciones en frio y es bastante resistente

al transporte. No presenta problemas fitosanitarios.

Cuadro N°1. Ficha técnica de la Variedad de Uva “Red Globe”.

Ficha Técnica

Nombre Cientifico Vitis Vinifera
Familia Vitacea
Variedad Red Globe

Color de la Baya

Rojo Oscuro con ligero
brillo

3.9 Los probiéticos. @)

Forma de la Baya Redonda
Calibre promedio 24-28 mm
Tamafio del racimo Muy grande

El término probidtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de

la vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos

beneficiosos para los seres humanos y los animales.
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Como microorganismos probidticos se utilizan, sobre todo, aunque no
exclusivamente, bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el
namero de alimentos probidticos puestos a disposicion de los consumidores es
cada vez mayor. Para comprender la importancia del concepto de alimento
probiético para la salud humana son necesarias algunas consideraciones
ecoldgicas acerca de la flora intestinal. Las bacterias viven normalmente en el
cuerpo humano (asi como en el de los animales superiores y los insectos),
incluido el aparato digestivo, donde existen mas de 400 especies bacterianas:
mas de la mitad del peso de la materia que se encuentra en el colon corresponde
a células bacterianas cuyo numero es diez veces superior al de las células de los
tejidos que constituyen el cuerpo humano. El estdmago contiene normalmente
pocas bacterias (10 unidades formadoras de colonias por mL de jugo gastrico),
mientras que la concentracidon bacteriana aumenta a lo largo del intestino hasta

llegar a una concentracién final en el colon de 10*? bacterias/g.

3.9.1 Los probidticos y vino. ) @)

Los productos alimenticios con probidticos se consideran una parte del mercado
de alimentos funcionales, un mercado que se esta expandiendo a volimenes de
ventas 60-70% del mercado total de alimentos funcionales. Conforme a la FAO
(Food and Drug Administration) / OMS (Organanizacion Mundial de la Salud), los
probioticos son microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas, ejercen efectos beneficiosos sobre la salud del huésped. Estos
efectos beneficiosos son principalmente asociados al mantenimiento de una
microbiota intestinal sana y mejora de su resiliencia, asi como la modulacion de
la intolerancia a la lactosa, funcion intestinal, prevencion de la diarrea, alivio de
los niveles de colesterol, la hipertension, y la regulacion del sistema respuesta,

entre otros.
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Los probidticos méas utilizados pertenecen a los géneros de Lactobacillus y
Bifidobacterium, pero otras bacterias del acido lactico, tales como los géneros de
Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus y ciertas cepas de levaduras

también se utilizan como probidticos.

La mayoria de los probidticos comercializados y més estudiados han sido
aislados de los productos lacteos y del tracto gastrointestinal. De hecho, las
bacterias acido lacticas ya se utilizan en muchos productos lacteos que son

denominados alimentos con probidticos.

Estudios recientes han evaluado el potencial probiotico como lo es la resistencia
a condiciones extremas del tracto gastrointestinal como: pH del estémago,
enzimas digestivas, sales biliares, adhesion a la mucosa intestinal, persistencia
prolongada y estable en el intestino ademas de propiedades antimicrobianas e

inmunomoduladores.

Las bacterias acido lacticas asociados con el proceso de vinificacion pertenecen
Los géneros de Oenococcus, Pediococcus y Lactobacillus, siendo Oenococcus
oeni las principales especies responsables de la fermentacion malolactica del
vino. Estas bacterias se adaptan para crecer en las condiciones hostiles
impuestas durante la elaboracion del vino bajo pH, alta concentracion de etanol

y pobre proporcion de nutrientes, etc.

3.9.2 Los probidticos del género Lactobacillus spp y su injerencia en la

salud gastrointestinal. @)

Las bacterias del género Lactobacillus spp se utilizan como bacterias probiéticas,
término que se refiere a microorganismos no patégenos que, ingeridos en
cantidad adecuada, proporcionan caracteristicas de la microbiota normal del

hospedero. Este microorganismo puede ayudar a prevenir o tratar diversas
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enfermedades gastrointestinales, ya sea, impidiendo la ocupacion de sitios
especificos, produciendo sustancias antagdénicas o modulando la respuesta
inmune. Producen metabolitos conocidos como sustancias antagénicas, entre
ellos, acidos grasos de cadena corta (AGCCs) y peréxido de hidrogeno (H202).
Uno de los acidos grasos de cadena corta es el acido lactico, que disminuye el
pH impidiendo el desarrollo de diversos microorganismos. Una novedad en lo que
respecta a las aplicaciones probiéticas es la actividad contra Helicobacter pylori,
patdgeno Gram positivo que causa gastritis de tipo B, Ulceras pépticas y cancer
de estdbmago. Los datos disponibles in vitro y en animales indican que las
bacterias del acido lactico pueden inhibir el crecimiento del patégeno y reducir la
actividad de la enzima ureasa necesaria para que el patégeno permanezca en el

medio acido del estbmago.

3.9.3 Lactobacillus casei. (20)

Lactobacillus casei es wuna bacteria Gram positiva, anaerobica vy
homofermentativa sin esporas; una cepa originalmente aislada de heces de un
nifio sano. Se ha utilizado por mas de 10 afios, por la industria lechera mostrando
buenas propiedades de supervivencia en productos lacteos fermentados; asi
también se ha sido utilizado como un producto liofilizado en suplementos
dietéticos. Lactobacillus casei ha mostrado influir de manera beneficiosa en la

salud gastrointestinal, asi como en el sistema inmunoldgico.
Adhesidén y supervivencia a través del tracto gastrointestinal. ()
En un estudio in vitro que investiga las propiedades de adhesién y supervivencia

de Lactobacillus spp; Lactobacillus casei ha mostrado una moderada adhesion,

y tolerancia a la bilis.
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Efectos gastrointestinales. (20)

El equilibrio de la microbiota intestinal es de importancia significativa para la salud
gastrointestinal. Estudios en ratones, la administracion de Lactobacillus casei ya
sea solo o junto con L. acidophilus ha demostrado ser eficaz contra infecciones
por S. sonnei, E. coli, Listeria monocytogenes y S. typhimurium, este Gltimo con
una tasa de supervivencia alta. La capacidad de Lactobacillus casei solo o en
combinacion con L. acidophilus tiene el potencial de inhibir el crecimiento de E.

coliy S. sonnei.

Respuesta inmune. ()

Lactobacillus casei se ha visto involucrado en la produccién de células secretoras
de las inmunoglobulinas IgA, que son parte de la respuesta especifica del sistema
inmune, Estando asociada principalmente con la inmunidad mucosa intestinal,
funcionando como un defensa contra bacterias, virus, toxinas y otros alérgenos

alimentarios.

3.10 Procesos basicos de produccion del vino. (11

La vinificacion comienza formalmente cuando las uvas, o el jugo llegan a la
bodega. El primer paso consiste en retirar las hojas y otro material extrafio de la
uva. La fruta es entonces aplastada (o0 presionado) para liberar el jugo y
comenzar el proceso de maceracion. La maceracion facilita la extraccion de
nutrientes, flavonoides y otros constituyentes de la pulpa, el hollejo y las semillas.
Inicialmente, las enzimas liberadas de las células rotas promueven esta
liberacion. Las enzimas liberadas o activadas por muerte celular también pueden

activar las sintesis de flavonoides e hidrolizan macromoléculas en formas
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utilizables por levadura y bacterias. Para los vinos blancos, la maceracion se
mantiene al minimo y rara vez dura mas de unas pocas horas. Para los vinos
tintos, la maceracion es prolongada y se produce simultaneamente con la

fermentacién alcohdlica.

El alcohol generado por la accion de las levaduras mejora la extraccion de
antocianinas y favorece la captacion de taninos de las semillas y el hollejo. Los
compuestos fendlicos solubilizados dan a los vinos sus propiedades basicas de
apariencia, sabor y olor. También son necesarios para dar a los vinos tintos sus
caracteristicas de maduracion. Ademas, aumenta la liberacion de ingredientes
aromaticos de la pulpa y el hollejo. Cuando la coloracién de las uvas es baja, Las
uvas pueden ser trituradas y fermentadas con el hollejo hasta que se haya

extraido el pigmento suficiente.

La fermentacion alcohélica comienza a menudo sélo después de que el jugo se
separa del hollejo. La fermentacién puede comenzar espontaneamente, por la
accion de las levaduras endémicas derivadas de la uva, sin embargo, es preciso
inocular el jugo o el mosto con una levadura de caracteristicas conocidas
(Generalmente se usan levaduras del género Sacharomyses cerevisae). Las
levaduras no sélo producen el alcohol sino también generan el cuerpo general

del vino y los atributos aroma que tipifican los vinos.

Después de completar la fermentacion alcohdlica, el vino puede tratarse para
fomentar una segunda fermentacion: la malolactica. La fermentacién malolactica
es particular de regiones climaticas frias, donde una reduccidén en la acidez

mejora las caracteristicas gustativas del vino.
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En el embotellado, los vinos generalmente se les administran Didxido de Azufre
para limitar la oxidacion y el deterioro microbiano (Entre 0,8 y 1,5 mg/L de SO:
molecular libre). Los vinos dulces suelen ser filtrados en forma estéril como
proteccion adicional Contra el deterioro microbiano. Los vinos recién
embotellados se envejecen normalmente en la bodega durante varios meses a

afos antes de la liberacion.

3.11 Bacterias lacticas del vino. (2

Las bacterias lacticas son un grupo no taxonémico de bacterias que agrupa a
todas aquellas bacterias capaces de producir &cido lactico a partir de azucares.
Dentro de este grupo hay especies capaces de desarrollarse en el vino a pesar
de ser un medio inhéspito dado su contenido en alcohol y su bajo pH. A estas
especies se las denomina bacterias lacticas del vino. A su vez algunas de estas
especies son capaces, bajo determinadas condiciones, de transformar el acido
malico del vino en &cido lactico; el proceso se denomina fermentacién malolactica
y las especies capaces de hacerlo se denominan bacterias de la fermentacion

malolactica o bacterias malolacticas.

Muy abundantes en la naturaleza, las bacterias lacticas también llegan a la uva
por el viento y los insectos y de ahi pasan al mosto durante el estrujado y
prensado de las uvas. Sin embargo, lo mas frecuente es que las bacterias lacticas
presentes en mostos y vinos procedan de los utensilios y recipientes vinarios de

las propias bodegas.

Su morfologia cocoide o bacilar junto a sus caracteristicas bioquimicas son los
caracteres mas utilizados en su clasificacion. Entre las caracteristicas

bioquimicas utilizadas destaca la pureza fermentativa de los azucares, lo que
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permite agrupar estas bacterias en homofermentativas, aquellas que llevan a
cabo una fermentacion lactica pura generando exclusivamente acido lactico y
heterofermentativas, aquellas que a partir de azucares producen, ademas de
acido lactico, gran cantidad de CO:2 y otros compuestos como etanol, acido

acético, succinico, manitol, etc.

3.12 Especies de levaduras de mayor relevancia enoldgica. (

Saccharomyces cerevisiae (S. ellipsoideus): es una de las mas importantes
en enologia ya que es la responsable de la fermentacién de la mayor parte de los
azucares del mosto. Su poder alcoholégeno es elevado (17°C) y es bastante
resistente al SO2 (250 mg/L).

Saccharomyces bayanus (S. oviformis): semejante a la anterior resiste
también 250 mg de SO2/L, pero su poder alcoholégeno es mayor pudiendo
superar los 18°C. Es la levadura tipica de las etapas finales de la fermentacién y

a menudo la responsable de refermentaciones de vinos embotellados.

Saccharomyces acidifaciens (S. baillii): con un poder alcohol6geno de tan solo
10°C, su principal caracteristica es su elevada resistencia al SOz (250 a 400
mg/L) lo que le permite iniciar la fermentacion en mostos muy sulfitados,

comportandose en estos casos como levadura de primera fase.

Torulaspora rosei (S. rosei): tiene un poder alcoholégeno de 8 a 14°C y su
principal caracteristica es su capacidad para fermentar lentamente los azlucares

con lo que los niveles de acidez volatil producidos son menores.
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3.13 La fermentacion alcohélica. (2

Podemos definir la fermentacién alcoholica como el proceso bioquimico por el
cual las levaduras transforman los azUcares del mosto en etanol y diéxido de
carbono. Para que la fermentacion alcohdlica tenga lugar, el mosto ha de hallarse
en condiciones de limitaciébn de oxigeno. En condiciones de aerobiosis las
levaduras se multiplican abundantemente con un rendimiento en biomasa muy
alto. En anaerobiosis las levaduras realizan la fermentacion alcohdlica; es decir
degradan los azucares de forma incompleta generando etanol, dioxido de

carbonoy energia.

3.13.1 Productos secundarios de la fermentacion alcohdlica.

Durante la fermentacién alcohdlica; ademas de etanol y dioxido de carbono se
produce cierta cantidad de otros compuestos, que en gran medida contribuyen al

sabor y aroma final del vino. Los mas significativos son los siguientes:

a) Glicerol: Cuantitativamente es el segundo componente mayoritario del
vino después del etanol. Se encuentra en cantidades de 6 a 10 g/L y a él
se atribuyen los caracteres de suavidad y aterciopelado del vino. Se
genera a partir de la fosfodihidroxiacetona por reduccién y defosforilacion

de la misma.

b) Acetaldehido: Aparece durante la fermentacion alcohdlica por

descarboxilacion del acido piravico, aunque también puede proceder de la
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oxidacion del etanol. En exceso provoca en el vino la denominada

maderizacion o gusto oxidado.

Acido acético: Componente mayoritario de la acidez volétil, se produce
por la condensacion de dos moléculas de acetaldehido, aunque puede
tener otros origenes no relacionados con la fermentacién alcohdlica. En

exceso transmite al vino gusto a picado.

Acido succinico: Presente siempre en el vino, transmite a éste el tipico
sabor entre salado y amargo que caracteriza a las bebidas fermentadas.
Procede de la carboxilacion del acido pirdvico y posteriores reacciones

redox.

Acido lactico: Procede de la hidrogenacion del pirGvico, aunque puede
tener su origen en intervenciones bacterianas. La N- Acetoina, diacetilo y
2-3 butanodiol, son los metabolitos del ciclo diacetilo-acetoinico, estos
siempre se encuentran presentes en el vino; en exceso transmiten sabores
lacteos y amargos no deseables. Tienen su origen en la condensacion y

descarboxilacion de dos moléculas de acido piravico.

Otros compuestos: estos compuestos tienen sus origenes en los
azucares formando diversos acidos cuantitativamente minoritarios como
acido citrico, acido propiodnico, acido fumarico y acido férmico. Con origen
en las sustancias nitrogenadas se forman alcoholes superiores como el
alcohol isoamilico y el alcohol isopropilico que proceden de la

desaminacion y descarboxilacion de los aminoacidos.
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3.13.2 Factores que influyen en la fermentacion alcohdlica. (2

Existen diversos factores tanto fisicos como quimicos que inciden positiva o

negativamente en el transcurso de la fermentacion alcohdlica; ya sea actuando

sobre el desarrollo de las levaduras, ya sea incidiendo directamente sobre la

propia fermentacion alcohdlica. Los mas relevantes son los siguientes:

a)

b)

La temperatura: a mayor temperatura la fermentacién alcohdlica
transcurre mas rapidamente, sin embargo, es menos pura. Se produce
menos etanol y méas cantidad de compuestos secundarios que a menudo
no conllevan mejora de la calidad del vino. Por otro lado las levaduras
tienen en los 30°C su temperatura 6ptima de desarrollo. Por encima de
los 35°C la actividad decrece rapidamente y en torno al 45°C mueren. Por

debajo de 10°C la mayor parte de las levaduras silvestres son inactivas.

El oxigeno: aunque la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerébico
las levaduras mantienen una leve respiracion utilizando para ello el

oxigeno combinado en las moléculas del mosto.

Los nutrientes: por un lado, estan los azlcares, que son fuente de
carbono y de energia para las levaduras y que deben encontrarse en
concentracién superior a 20 g/L para que la fermentacién alcohdlica
transcurra a su velocidad méaxima. Por otro estan las sustancias
nitrogenadas, las sales y los factores de crecimiento (vitaminas) que
normalmente se hallan en el mosto en concentracion suficiente para el

desarrollo de las levaduras.
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3.14 La fermentacion maloléactica. 2

La fermentacion malolactica es una segunda fermentacion que, a no ser que se
impida, la sufren los vinos jévenes cuando ha terminado o estd a punto de
terminar la fermentacion alcohdlica. Bioquimicamente es un proceso llevado a
cabo por las bacterias lacticas que consiste en la transformacion del &cido malico
del vino en &cido lactico mas dioxido de carbono, de ahi el nombre de malolactica.

Enolégicamente va a tener importantes consecuencias para el vino ya que:

a) Le brinda estabilidad, pues mientras haya acido malico en un vino éste es

inestable.

b) Le proporcionara un afinamiento del gusto debido a que el acido malico, mas

agresivo, da paso al 4cido lactico que es mas suave.

c) Se va a producir una pérdida de acidez debida a que un diacido se convierte

en un monoacido.

H HO H O
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o H H OH

L-malic acid
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L-lactic acid

Figura 3. Transformacién del &cido mélico en acido lactico.

Esta pérdida de acidez conlleva cambios importantes en las propiedades
organolépticas del vino, tanto en el color como en el sabor y el aroma. Junto a

estos cambios, considerados positivos y deseables en muchos vinos, se



42

producen otros menos deseables que conviene controlar, son el incremento de
acidez volatil, que se debe basicamente a la transformacion del acido citrico en
acido acético por las mismas bacterias lacticas y la aparicion de aminas biégenas,

debidas principalmente al desarrollo de pediococos.

3.14.1 Factores que influyen en la fermentacion malolactica. (2

El hecho de que se dé o no fermentacion malolactica en un vino joven depende

de una serie de factores que de forma resumida se detallan a continuacion:

a) El ciclo bacteriano.

El ciclo bacteriano pasa por tres facetas. Una primera fase de multiplicacion, que
coincide con el inicio del encubado del mosto. En ella las bacterias se multiplican
en paralelo con las levaduras. La produccion de etanol y el consumo de nutrientes
por parte de las levaduras paralizan el crecimiento de las bacterias que ven

mermada su poblacion desde aproximadamente 10° a 102 bacterias/mL.

Sigue una segunda fase denominada fase de latencia, en la que las bacterias se
van adaptando al nuevo medio en espera de condiciones mas favorables para su
desarrollo. Esta fase puede durar desde unos dias o unas semanas hasta varios

meses.

Cuando las condiciones son idoneas tiene lugar la tercera fase, en realidad una
segunda fase de multiplicacion, en la que influyen notoriamente la temperatura y
las levaduras que al finalizar la fermentacion alcohdlica mueren y cuando la

poblacion bacteriana alcanza valores de 108 bacterias/mL inician la fermentacion
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malolactica que culmina en general con el agotamiento del acido malico presente
en el vino. Finalizada la fermentacién malolactica la poblacién bacteriana vuelve

a decrecer para situarse en valores residuales de 102 bacterias/mL.

b) El pH.

El pH influye en la fermentacion malolactica en dos sentidos. Por un lado,
actuando sobre la multiplicacion de las bacterias lacticas ya que éstas tienen su
pH 6ptimo de desarrollo comprendido entre 4.2 y 4.5. Teniendo en cuenta que el
pH de un vino puede oscilar entre 2.8 y 3.8, cuanto mas bajo sea este mayor sera
la dificultad para el desarrollo de las bacterias. Por otro lado, el pH determina el
tipo de sustrato que van a metabolizar las bacterias lacticas. En general a pHs
mas bajos utilizan acido malico, aunque haya azlcares residuales en el vino y a

pHs mas altos suelen utilizar con preferencia los azlcares.

c) Latemperatura.

La fermentacién malolactica presenta su actividad maxima entre 20°C y 25°C. A
15°C y a 30°C la fermentacion malolactica es lenta, pero mientras que por encima
de 30°C puede llegar a pararse por completo, por debajo de 15°C puede continuar

siempre que haya arrancado a temperaturas mayores.

d) Laaireacién.

La aireacién es tal vez el factor menos importante ya que entre las bacterias
lacticas hay microaerdfilas y anaerobias facultativas, por lo tanto en general
conviene cierta aireacion para favorecer el proceso, pero nunca saturacion con
oxigeno ya que retardaria la fermentacion malolactica suele ser suficiente con el

oxigeno captado durante se produce el vino.
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e) Los nutrientes.

Las bacterias lacticas tienen mayor nimero de requerimientos nutricionales que
las levaduras. De hecho, presentan mdultiples auxotrofias tanto entre los
aminodcidos y vitaminas, como entre las bases nitrogenadas, requieren ademas

sales minerales que contengan manganeso, magnesio y potasio.

f) El grado alcohdlico.

Las bacterias lacticas del vino son resistentes al etanol, de hecho, se
desarrollan y sobreviven en el vino, sin embargo, a medida que aumenta el
grado alcohdlico se dificulta su crecimiento y con ello la fermentacion

malolactica.

3.15 Empleo de sulfuroso en vinos. )

Hay distintas formas en las que se comercializa el sulfuroso como aditivo
alimentario en Europa. Estas formas se clasifican con la letra "E", de aditivo
alimentario. El bisulfito de sodio se representa por (E 222). El uso de sulfitos de

vino se adiciona con la funcién principal de antioxidante y bacteriostatico.

La Union Europea ha regulado el uso del sulfuroso como conservante de
alimentos. En el vino, el Reglamento (CE) N° 1493/1999 del Consejo de 17 de
mayo de 1999, y el Reglamento (CE) N° 1622/2000 de 24 de julio de 2000
establecio una concentracion limitada total de sulfuroso de hasta 160 mg/L en los

vinos tintos y 210 mg/L en los vinos blancos y rosados.
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El nuevo reglamento de la UE para "vino ecoldgico" permite un maximo de
hasta 100 mg/L en el vino tinto y 150 mg/L en blancos y rosados. En los vinos
dulces se permite un extra de 30 mg/L, ya que es necesaria mayor cantidad de
sulfuroso para evitar que el azdcar residual de lugar a la contaminacion por

microrganismos Y, por tanto, a fermentaciones en botella.

3.16 Condiciones generales para la realizacion de test de analisis sensorial

en vinos y otras bebidas vinicolas. @7

El Objeto de esta propuesta es presentar las condiciones generales para la
realizacion de test de andlisis sensorial. Aplicado a mostos, vinos y otras bebidas
de origen vitivinicola. Esta propuesta no supone ningun tipo de obligacién, sino
gue incluye una serie de aspectos que los estados miembros pueden utilizar con

total libertad, de conformidad con sus necesidades y objetivos.

3.16.1 Sala de cata. @7)

La sala de cata tiene que estar pensada para llevar a cabo andlisis sensoriales
en las condiciones conocidas y controladas tal como se describen en la norma
ISO 8589: Se debe controlar el acceso y los suelos deben ser faciles de limpiar.
Las paredes, techo y cabinas de cata deben ser de colores claros y neutros.
Debe haber aire acondicionado, regulacion higrométrica e intercambiadores de
aire en la sala. Las cabinas deben tener unas dimensiones estandar y estar
equipadas con una lampara de luz natural diurna, una escupidera/lavabo y un
estante en la parte posterior, que facilite la distribucion de los vinos que se

deberan catar.
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3.16.2 Preparacion de muestras e instalaciones de almacenamiento.

Las salas deberan estan provistas de instalaciones con control de la temperatura
para almacenar, conservar y atemperar los vinos antes del andlisis sensorial
(entre 12 y 20 °C, por ejemplo). La evaluacion de la temperatura: es esencial que
los productos idénticos se evallen a la misma temperatura en la misma sesion.
El organizador podré escoger el rango de temperatura que crea apropiado para

obtener los mejores resultados.

3.16.3 Copas de cata.

Las copas de cata deben ajustarse a los requisitos de la norma ISO 3591: Deben
lavarse a mano o con una lava vasos que se utilice exclusivamente para este fin
y con un detergente inodoro. Ademas, deben enjuagarse con agua pura (ultra

filtrada y desionizada).

3.17 Metodologia Petrifilm para bacterias acido lacticas. (14

La placa Petrifilm Lactic Acid Bacteria Count, por sus siglas en ingles LAB; se
trata de un sistema autbnomo, preparado para muestras, que contiene nutrientes,
agentes selectivos, un gelificante soluble en agua fria, y un indicador de tetrazolio
gue facilita la enumeracién de colonias. La placa Petriflm LAB contiene
compuestos que eliminan el oxigeno, por lo que crean un ambiente anaerobio
para la recuperacion de compuestos lacticos homofermentativas vy
heterofermentativas, lo cual es aplicable en las industrias de alimentos y bebidas.
La metodologia Petri film es un sistema que ha sido certificado por la norma ISO
9001.
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3.17.1 Caracteristicas de la metodologia Petrifilm para bacterias acido
lacticas:

Los resultados se hacen efectivos en un tiempo aproximado de 48 horas, posee
un ambiente anaerdbico localizado, sin necesidad de un equipo especial ni
generadores de gas, posee un sistema con la capacidad de diferenciar entre
bacterias homo y hetero-fermentadoras, una amplia gama de temperaturas de
incubacion (28-37°C), gran compatibilidad con diluyentes estandar para la
preparacion de la muestra, una elevada eficiencia y facilidad de uso y ademas no

requiere ajustar el pH de la muestra.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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3.0DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio.

4.1.1 Transversal: Se realizé, en el periodo comprendido entre los meses de
junio a septiembre; evaluando parametros fisicoquimicos, para la verificacion de
la calidad del vino, y microbioldgicos para la evaluacion de la supervivencia de

Lactobacillus casei en el vino, como producto terminado.

4.1.2 Experimental: Los andlisis fisicoquimicos se efectuaron en el laboratorio
de andlisis bromatoldgico del Departamento de Analisis Quimico e Instrumental
y los microbiolégicos en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El
Salvador.

4.1.3 Investigacion Bibliogréfica: se consultaron diferentes fuentes como:
Articulos, revistas, libros, trabajos de graduacién. Las consultas se realizaron en
las bibliotecas:
- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia.
Central de la Universidad de El Salvador.
De la Facultad de Ingenieria Agrondémica, de la Universidad de

El Salvador.

- Internet.

4.1.4 Investigacion de campo:

Universo: Todas las variedades de uvas.

Muestra: Vino producido con uvas Red Globe seleccionadas.
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4.2 Parte experimental.

Se elaboraron dos lotes de vino de 5 litro cada uno, el lote 1 se identifico como
(L1), y el lote 2 se identific6 como (L2). Al vino como producto terminado, se le
inoculo el probidtico en las concentraciones de 10* UFC/mL y de 106 UFC/mL por
litro de vino para cada lote, los que fueron codificados, como: x104L1, x104L2,

x10°L1, x10°L2 (las pruebas se realizaron por duplicado).

El andlisis microbiolbgico, se realizdé aplicando la metodoldgica Petrifilm para
verificar el recuento de las bacterias acido lacticas. Los analisis fisicoquimicos
(pH, acidez titulable, grados brix, grado alcohélico y anhidro sulfuroso total) de

acuerdo con las especificaciones de la Norma Mexicana NMX-V-012-1986 (1s).

4.2.1 Procedimiento de elaboracion de vino por lote de 5.0 litros ay (ver

anexo N° 1).
Materiales, equipo y cristaleria empleada (ver anexo N°2).

- Realizar limpieza y sanitizacion del area de trabajo.

- Lavar la uvay quitar la parte del tallo del racimo.

- Pesar 10.0 kg de uva Red Globe en balanza.

- Proceder a triturar la uva liberando la pulpa y parte del mosto.

- Colocar la uva triturada en un contenedor de plastico de boca ancha.

- Verter 2.5 litros de agua a temperatura ambiente.

- Afadir la levadura Saccharomyces cerevisiae a una proporcién de 1.5g/L.
Este se activa adicionando agua a 42°C, en un volumen 10 veces su peso,
durante 15 minutos.

- Anadir 0.75 kilogramos de azucar al contenedor en 1.25 litros de agua.
- Proceder a cerrar el contendor pléstico y colocar trampa para la liberacion

del Di6xido de Carbono.
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- Transcurrido 4 dias se agregara la segunda parte del azucar (0.75
Kilogramos en 1.25 litros de agua) y mezclar.

- Cerrar herméticamente el contenedor plastico y dejar en un lugar fresco y
oscuro.

- Dejar 21 dias mas para que la fermentacion se complete.

- Decantacion: extraer por medio de mangueras succionando el liquido
sobrenadante, y trasladar a otro recipiente plastico.

- Verificar que el vino se encuentra limpio y libre de cualquier particula
extrafa.

- Efectuar la sulfatacion con Bisulfito de Sodio a una concentracién de 50
mg/L y mezclar hasta completa incorporacion.

- Al producto obtenido realizar las determinaciones fisicoquimicas
necesarias para conocer los siguientes parametros (pH, grado Brix, acidez
total, grado alcohdlico y anhidro sulfuroso total).

- Envasar el vino en botellas previamente esterilizadas al calor, de
capacidad de 745 mL.

- Almacenar en una temperatura ideal comprendida entre 21-29°C.

4.3 Reconfirmacién de bacterias acidolacticas por gramo de cepa

liofilizada. aa)

Se realiz6 la reconfirmacion de bacterias acido lacticas por gramo de producto
liofilizado, esto para verificar la potencia que indica el proveedor en el
certificado (ver anexo N°3), y al mismo tiempo verificar la sensibilidad de la

metodologia por placas Petrifilm.
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Procedimiento (Ver anexo N°4):

Pesar un gramo de bacterias acido lacticas liofilizadas.

Medir 9.0 mL de solucion salina y colocarlos en un tubo de ensayo de 10 mL.
Agregar el gramo de liofilizado pesado, a los 9.0 mL de solucion salina

contenidos en el tubo de ensayo.

Realizar diluciones sucesivas hasta una concentracion de 10~1° UFC/ mL,

seleccionar la dilucion de 10~8 UFC/ mL.

Colocar la placa Petriflm sobre una superficie plana y levantar

cuidadosamente la parte superior de la placa.

Con una pipeta volumétrica, tomar 1.0 mL de la concentracion seleccionada
y colocar en el centro de la parte inferior de la placa, realizar por duplicado.
Dejar caer lentamente la parte superior de la placa, evitando que esta forme

burbujas.

Distribuir homogéneamente la muestra de vino inoculada con ayuda de un
dispersor, presionando suavemente sobre la parte superior de la placa
Petrifilm.

Incubar las placas dentro de una estufa a 37 °C cara arriba durante 48 horas.

Contar la cantidad de bacterias acido lacticas presente en esa placa. Las
colonias de las bacterias acido lacticas, homofermentativas se presentan
como colonias tefiidas de rojo sin gas. Contar el nUmero de colonias presente
en la placa y multiplicar por el factor de dilucién, para estimar el recuento por

placa.
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4.3.1 Inoculacién del probiotico Lactobacillus casei al producto obtenido.

Se procedi6 a inocular los dos lotes de vino obtenidos con Lactobacillus casei a
las concentraciones de 10* UFC/mL y 10° UFC/mL, por litro de vino y por
duplicado. Las cantidades inoculadas en cada concentracion se calcul6 a partir
de la potencia reconfirmada (Ver anexo N°5). La inoculacion del probidtico se

realizé en condiciones controladas y asépticas.

4.3.2 Inoculacién de Lactobacillus casei al producto obtenido a una

concentracion de 10* UFC/mL, por litro de vino (Lote L1).

Procedimiento (Ver anexo N°6):

Pesar una cantidad equivalente a 11.76 mg de la cepa de Lactobacillus casei

liofilizada en balanza analitica.

- Medir un volumen de 1,000 mL de vino con probeta.

- Transferir a un contendor de vidrio de capacidad de 1,000 mL. Disolver 11.76

mg de cepa de Lactobacillus casei (En cabina de flujo laminar).

- Agitar hasta completa incorporacion.

Rotular el recipiente como concentracion 10*UFC/mL

Nota: La inoculacién se efectu6 por duplicado, referido a cada lote de

concentracion.
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4.3.3 Inoculacion de Lactobacillus casei al producto terminado a una
concentracién de 108 UFC/mL, por litro de vino (L2).

Procedimiento (Ver anexo N°6):

Pesar una cantidad equivalente a 1,176 mg de la cepa de Lactobacillus casei

liofilizada en balanza analitica.

- Medir un volumen de 1,000 mL de vino con probeta.

- Transferir a un contendor de vidrio de capacidad de 1,000 mL. Disolver 1,176

mg de cepa de Lactobacillus casei (En cabina de flujo laminar).

- Agitar hasta completa disolucion.

Rotular el recipiente como concentracion 10°UFC/mL

Nota: La inoculacién se efectu6 por duplicado, referido a cada lote de

concentracion.

4.4 Determinaciones fisicoquimicas (ver anexo N°7).

Preparacion de reactivos ver anexo N°8

4.4.1 Determinacion de pH segin AOAC (1984) 11.041. ()

Fundamento: La concentracion de iones hidrogeno se expresa como pH, este

se mide utilizando un potencidémetro que se calibra con soluciones tampon y los
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valores de pH de la muestra se determinan introduciendo directamente el

electrodo en la muestra sin diluir a temperatura ambiente.

Determinacion de pH. ()

Proceso:

Encender el potenciometro. Calibrar el potenciémetro con las soluciones tampén
siguiendo las instrucciones del fabricante. Lavar el electrodo con agua destilada
y se secar el exceso de agua con papel absorbente. Colocar la muestra mezclada
contenida en un vaso de precipitados. Colocar el electrodo sin que togue las
paredes del vaso. Esperar a que se estabilice la lectura del medidor y anotar el
resultado.

Nota: El analisis se efectud por duplicado, el rango de especificacion es de 3.2-

3.9 de acuerdo con lo establecido por la Norma Mexicana NMX-V-012-1986. (16)

4.4.2 Determinacion de acidez total titulable Segun AOAC (1984) 11.042.

Fundamento: Una alicuota de la solucién que contiene el 4cido se titula con una
solucion estandar de alcali hasta el punto en el cual una cantidad equivalente de

la base ha sido afiadida.
Proceso:
Retirar el diéxido de carbono, si esta presente, de la siguiente forma: Colocar

alrededor de 25 mL de muestra (vino), en Erlenmeyer pequefio, calentar hasta

ebullicion y mantener 30 segundos, remover y se dejar enfriar.
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Afadir 1 mL de indicador de Fenolftaleina a 200 mL de agua caliente en
Erlenmeyer de 500 mL de boca ancha; se forma un color rosa. Afadir 5.0 mL de
muestra desgasificada (vino), titular con NaOH 0.1 N (Hidroxido de sodio

estandarizado) hasta el punto final usando un fondo blanco bien iluminado.

Célculos (Expresados como gramos de acido tartérico)

mL NaOH. N .0,075
S

Gramos de acido Tartarico/100 mL de vino=

Nota: El procedimiento se efectud por duplicado. Rango de especificacion acidez
total titulable entre: 4.5 -10 de acuerdo a lo establecido por la Norma Mexicana
NMX-V-012-1986. (16).

4.4.3 Determinacion de grados Brix. (2

Proceso:

Limpiar el lente del brixbmetro con una torunda de algodon impregnada de
alcohol. Verificar si esta calibrado colocando una gota de agua destilada sobre
del lente del brixébmetro, realizar la lectura observando en direccion a la luz. Con
la ayuda de una micropipeta colocar 1 gota de muestra en el lente del brixémetro
y realizar la lectura observando en direccién a la luz. Anotar el valor leido en el

campo del lente del brixometro.

4.4.4 Determinacion de grado alcohdlico, segun AOAC 11.006. ()

Proceso:

Medir 50.0 mL de vino y colocar en un balén de destilacion de 250 mL. Agregar

25 mL de agua destilada. Instalar el aparato de destilacion colocando el
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condensador verticalmente. Destilar alrededor de 25 mL. Con el destilado

obtenido, proceder a determinar el grado alcohélico por densidad especifica.

mg-m,

Formula: w

ml-m,

Donde:

W= grado alcohdlico.

mg= masa del picnémetro + liquido a analizar.

mo= Picnémetro vacio.

mi=masa del picndmetro + agua.

Encontrar el porcentaje de alcohol de acuerdo a las tablas Apéndice C de la

AOAC correspondientes a la gravedad especifica ().

Nota: Rango de especificacion es de 8.5 -14, acuerdo a lo establecido por la
Norma Mexicana NMX-V-012-1986. (@15)

4.4.5 Determinacién de anhidrido sulfuroso total. o

Método Ripper

Procedimiento:

Tomar 10 mL de vino y colocar en un erlenmeyer de 250 mL, adicionar 10 mL de

hidroxido de sodio 1N. Tapar y dejar 15 minutos en reposo. Luego acidificar con
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5 mL de &cido sulfurico al 33% y afiadir 1 mL de almiddn. Se titula con solucion
de yodo 0.05 N hasta viraje del almidon.

Célculos: mg/L de S0, Total =V Gastado de titulante x 64.

*Nota 64= Peso molecular del anhidro sulfuroso.

4.5 Recuento de Bacterias Acidolacticas. (14)

Procedimiento (Ver anexo N°9):

- Medir 1.0 mL de vino en condiciones asépticas.

- Transferir a un tubo de ensayo de vidrio de 10 mL previamente lavado y
esterilizado.

- Adicionar 9 mL de solucién salina estéril y mezclar hasta completa
incorporacion.

- Una vez realizada la primera dilucion 1071, efectuar diluciones seriadas
sucesivas hasta 1073,

- Colocar la placa Petriflm sobre una superficie plana y levantar
cuidadosamente la parte superior de la placa Petrifilm de ensayo.

- Con una pipeta volumétrica, tomar 1.0 mL del tubo de ensayo de
concentraciéon102 y colocar en el centro de la parte inferior de la placa
Petrifilm.

- Dejar caer suavemente la parte superior de la placa, evitando que esta forme
burbujas.

- Distribuir homogéneamente la muestra de vino inoculada con ayuda de un
dispersor, presionando suavemente sobre la parte superior de la placa

Petrifilm.
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Incubar las placas dentro de una estufa a 37 °C, cara arriba durante 48 horas.
Contar la cantidad de bacterias acido lacticas presente en placa. Las colonias
de las bacterias acido lacticas homofermentativas se presentan como
colonias tefidas de rojo sin gas. Contar el nimero de colonias presentes en
la placa y multiplicar por el factor de dilucion, para estimar el recuento por
placa.

Para que el vino sea considerado como un alimento probidtico este debe de

tener una cantidad minima de 1x108 UFC/mL. 14)

Nota: El procedimiento se efectud por duplicado, para cada lote inoculado a
diferentes concentraciones (Lotes: X10*L1, X10%L2, X10°L1, X10°L2).

4.6 Recuento de Lactobacillus casei en concentracién de 10* UFC/mL,

utilizando la metodologia tradicional Agar MRS.

Preparacion de Agar MRS (Ver anexo N°10).

Medir 10.0 mL de solucion salina en un tubo de ensayo de 10 mL.

Medir 1.0 de la muestra de vino.

Realizar diluciones sucesivas hasta una concentracion de 1073 .

Medir 1.0 del tubo rotulado como concentraciéon de 10~3 y sembrar en placa
vertida, adicionando el medio Agar Man Rougosa Sharper a una temperatura
de 45°C, utilizando como indicador Azul de anilina.

Incubar las placas dentro de una estufa a 37 °C cara arriba durante 48 horas,
en condiciones de anaerobiosis.

Contar la cantidad de bacterias acido lacticas presente en esa placa. Las

colonias de las bacterias acido lacticas se presentan tefiidas de color azul,
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4.7 Andlisis Estadistico. (3

A cada uno de los resultados obtenidos de los pardmetros acidez total y pH, se
les realizo el andlisis de varianza multifactorial (ANOVA), basandose en la
comparacion de los factores de varianza en las muestras de los lotes de vino
inoculados en estudio. Se estableci6 como hipétesis nula la igualdad de las
medias en los resultados obtenidos en los dos lotes, y como hipétesis alterna que
existe una diferencia significativa entre las medias. La hip6tesis nula se rechaza
al tener un valor de P menor de 0.05, y no se rechaza con un valor P mayor a
0.05, para un nivel de confianza de 95%. Los datos obtenidos en los analisis se
tabularon en Microsoft Excel. Cabe mencionar que los parametros de recuento
de bacterias acido lacticas, no se les realizo andlisis estadistico; debido a que no

fue posible aislar bacterias acido lacticas en el recuento.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Elaboracion del vino (Ver anexo N°11).

Se obtuvo 2 lotes de vino de 5 litros cada con tonalidad rosa clara, caracteristico
de un vino joven, con olor a fruta (uva), de sabor y aroma agradable. El vino
obtenido se dividié por litro en cada uno de los lotes codificados (Lotes: X104L1,
X10%L2, X10°L1, X10°L2).

La elaboracion de vino se efectué en un tiempo aproximado de 25 dias. Se llevé
acabo en el laboratorio de andlisis bromatolégico, a un rango de temperatura
entre 22 +/- 2 °C y humedad relativa 45 +/-5%.

La relacién agua/uva para la produccion del vino fue de 1:1, es decir 5 litro de
agua por 5 kilogramos de uva. Se coloco en total 5 litros de agua, junto con 5
kilogramos de uva para cada lote de vino, adicionalmente para completar el
proceso, se agrego 2.5 kg de azucar y levadura en una concentracién de 1.5 g/L.
Los recipientes para la produccion de vino se dividieron en 5 Litros por cada

recipiente.

5.2 Determinacion de pH.

La determinacion de pH se efectud en el laboratorio de analisis Bromatologico de
la Universidad de El Salvador, con la ayuda del potenciometro METHORHM (632
pH Meter). La determinacion de pH, se efectu6 tanto para el vino inoculado con
la bacterias probiotica Lactobacillus casei y sin inocular con este probidtico. En

la tabla N°3, se presentan los valores de pH obtenidos:



Tabla N°2. Resultados de pH.
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Lote X10%L1 X10%L2 X10°L1 X10°L2
Valor de pH vino sin inocular
Valor 3.89 3.88 3.87 3.88
Valor de pH vino inoculado
Semana 1 3.76 3.74 3.58 3.50
Semana 2 3.73 3.72 3.53 3.49
Semana 3 3.72 3.70 3.53 3.48
Semana 4 3.71 3.70 3.51 3.47
Representacion grafica del resultado obtenido de pH:
pH
.&L'__-'—-—-__ o oo
37 i 2 3.71
e 4‘53"—--____-_
2z S 351
o vino =in inocular Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

X10%L1

X10°L1

Figura N°4. Grafico de resultados obtenidos de pH (Lote 1 [X10] y Lote 1 [X10°])
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— X10%L2 — X106L2

Figura N°5. Gréafico de resultados obtenidos de pH (Lote 2 [X10%] y Lote 2 [X10°])

En la figura N°4 y N°5, se puede observar los valores de pH, representado la
concentracion de: X10*L1 y X106L1 y se representan los valores obtenidos de las
concentraciones de: X10%L2 y X108L2. En ambos casos ocurre que: a mayor
concentracién, el descenso de pH es mayor. El valor de pH pasado el tiempo de
inoculacion, sufre una tendencia a la baja con respecto al valor de pH inicial, en

cada uno de los lotes.

La pérdida de la acidez fue mediada por Lactobacillus casei, aumentando la
acidez volatil; lo cual se debe basicamente a la transformacién del &cido citrico

en acido acético por las bacterias acido lacticas. ()

Esta reduccién del pH, se debe a que el &cido acético (4.76) es un acido con un

pka menor que el del &cido citrico (6.40). (22)
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Se aplico el andlisis estadistico para poder comprobar la existencia o no de

diferencia significativa entre cada uno de los lotes una vez inoculados aplicando

ANOVA, en donde se plantean las siguientes hipotesis.

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los resultados de los valores de pH

obtenidos en los dos lotes en estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: las medias en los resultados de los valores de pH obtenidos

en los dos lotes en estudio presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%

Alfa: 0.05 (5%).

Tabla N°3. Resultados de pH aplicando ANOVA:

Origenes Sumade | Grados Promedio F Probabilidad | Valor critico
de las los de de los

variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados

Entre 0.150695 3 0.05023167 | 3.07697805 | 0.05753008 | 3.23887152

grupos

Dentro de 0.2612 16 0.016325

los grupos

Total 0.411895 19
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El valor de P es mayor a 0.05, por lo que se acepta la hipétesis nula, aceptando
entonces que no existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos de

los valores de pH en el experimento.

5.3 Determinacion de Acidez titulable.

La acidez titulable, se efectu6 empleando una valoracion acido base. En la tabla

N°4, se presentan los valores obtenidos de acidez titulable, de vino sin inocular e

inoculado.
Tabla N°4. Resultados obtenidos de acidez titulable.
Lote X10%L1 X10%L2 X10°8L1 X10°8L2
Valor de acidez titulable de vino sin inocular
Valor de acidez 4.77 g/L 4.64 g/L 4.75 g/L 4.77 g/L
Valor de acidez titulable de vino inoculado
Semana 1 5.31¢g/L 5.31¢g/L 5.86 g/L 5.86 g/L
Semana 2 5.31g/L 5.31g/L 5.86 g/L 5.86 g/L
Semana 3 5.31¢g/L 5.31¢g/L 5.86 g/L 5.86 g/L
Semana 4 5.31g/L 5.34 g/L 5.86 g/L 5.99 g/L

Volumenes gastados de titulante ver anexo N°12.
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Representacién gréfica de los resultados obtenidos de acidez titulable:

Acidez
7
6 —it - - 585
l'.'|1 I '|1 I '|1 531
5
4.77
3
2
1
Vino sin inccular Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

— 10011 mmm— X106L1

Figura N°6. Gréafico de resultados obtenidos de Acidez titulable (Lotes 1] X10%L1] y [X10°L1])
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Figura N°7. Gréafico de resultados obtenidos de Acidez titulable (Lotes 2 [X10%L2] y [X10°L2])
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En la figura N°6, se puede observar los valores de acidez titulable, representado
la concentraciéon de: [X104L1] y [X108L1]; en la figura N°7, se representan los
valores obtenidos de las concentraciones de: [X10%L2] y [X106L2]. Se puede
observar que en ambos casos existe una tendencia hacia el alza del valor de

acidez titulable.

El aumento de la acidez titulable podria deberse a la intervencion de Lactobacillus
casei, durante un corto periodo inferior a las 48 horas. En el cual presuntivamente
pudo haber participado en la transformacion de &cido malico a &cido lactico, lo

cual genera un aumento de la acidez volatil. )

Se aplicé el analisis estadistico ANOVA para poder comprobar la existencia o no
de diferencia significativa entre cada uno de los lotes una vez inoculados,

planteando las siguientes hipotesis:

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados
obtenidos de acidez titulable, en los dos lotes en estudio, no presentan diferencia

significativa.

Hipodtesis alterna: las medias en los valores de los resultados obtenidos de

acidez titulable en los dos lotes en estudio presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%.

Alfa: 0.05 (5%)
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Tabla N°5. Resultados obtenidos de acidez titulable aplicando ANOVA.

Origenes Suma de Grados | Promedio F Probabilidad Valor
delas los de de los critico

variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados

Entre

grupos 1.065855 3 0.355285 | 2.18006382 | 0.13018852 | 3.23887152

Dentro de

los grupos | 5 6475 16 0.16297

Total 3.673375 19

El valor de P mayor a 0.05, por lo que se acepta la hipétesis nula, aceptando

entonces que no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos

de los valores de acidez titulable obtenidos de los lotes en estudio.

Para la interpretacién de datos se utiliz6 la férmula:

Gramos de acido Tartarico/100 mL de vino=

Ejemplo:

Gramos de acido Tartarico/100 mL de vino=

mL NaOH. N.0,075

5

3.5 mLx 0.909Nx0.075

x100 *

5
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Gramos de acido Tartarico/L de vino=4.77 g/L
*100 es factor de conversién para expresar el resultado en g/L.
Andlisis del aumento de la acidez titulable:
5.4 Determinacion de grados brix.
La determinacion de grados brix, se efectué en el laboratorio de analisis
Bromatologico de La facultad de Quimica y Farmacia de La Universidad de El
Salvador, utilizando el Brixometro VEGGE ELM-46/07. En la tabla N°6, se

detallan los resultados:

Tabla N°6. Resultados obtenidos de grados brix.

Grados brix

Lotes de vino fabricados

Lote X10L1 X10%L2 X10°L1 X10°8L2

Vino sin inocular

Valor 10.0 10.0 10.0 10.0

Vino inoculado

Semanal 9.0 8.5 8.0 7.5
Semana 2 9.0 8.5 8.0 7.5
Semana 3 9.0 8.5 8.0 7.5

Semana 4 9.0 8.5 8.0 7.5
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Representacién gréfica de los resultados obtenidos de grados brix.
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= X10%1 T X10%2 X106L1 ™=  X10°L1

Figura N°8. Gréfico de resultados obtenidos de grados brix

En la figura N°8, se nota que al inocular el Lactobacillus casei, el valor de grados
brix sufre una tendencia a la baja. Pero después de 48 horas hasta la semana 4,

este valor se mantiene constante respectivamente en cada lote de concentracion.

Este parametro fisicoquimico, sufri6 leves cambios con la inoculacion de
Lactobacillus casei, ya que, durante su corto periodo de supervivencia, la bacteria
probidtica pudo haber metabolizado algunos azucares disueltos presentes en la

matriz.

5.5 Determinacion de grado alcohdlico.

La determinacion de grado alcohdlico se efectué en el laboratorio de analisis

Bromatologico de La Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
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Salvador, utilizando un destilador fraccionado y posteriormente obteniendo

valores de peso especifico, consultados en el apéndice C de la AOAC.

A continuacion, en la tabla N°7, se detallan los valores de grado alcohdlico

obtenidos.
Tabla N°7. Resultados obtenidos de grado alcohélico:
Grado alcohdlico
Lotes de vino fabricados
Lote X10%L1 X10%L2 X10°L1 X10°L2
Vino sin inocular
Valor 14.00° 14.05° 14.00° 14.05°
Vino inoculado
Semana l 14.05° 14.04° 14.05° 14.05°
Semana 2 14.05° 14.00° 14.04° 14.00°
Semana 3 14.04° 14.05° 14.00° 14.00°
Semana 4 14.05° 14.05° 14.05° 14.05°

En base a los resultados en la tabla de resultados N°7, se observa que el grado

alcohdlico, no se ve afectado con la inoculacién del probiético Lactobacillus casei;

se logra mantener estable en el grado alcohdlico aproximado de 14.0°, hasta la

semana cuatro.



Aplicando la férmula; w = 222
ml—-mo

W= grado alcoholico.

mg= masa del picnébmetro + liquido a analizar.

mo= Picnémetro vacio

mi=masa del picnémetro + agua

Ejemplo de aplicacion de la formula

_ 52.9311g — 29.1045g

" = 5337789 — 29.1045 g

23.82669

V= 242733 g

w = 0.9816 = 14.00°*

73

*Este valor de gravedad especifica se consulté en las tablas del apéndice

“C” de la AOAC.

Andlisis de causa de los valores del grado alcohdlico:

El grado alcohdlico es un pardmetro que no se puede controlar, ya que esta

intimamente relacionado con cada genotipo de uva. Ya que la obtencion del

grado alcohdlico se ve influenciado por el estado de madurez de la uva,
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condiciones de cultivo (tipo de poda, riego, etc.), condiciones climatolégicas y el
area de produccién en que se ha originado el cultivo (10).

La incorporacion del probidtico no altera este parametro fisicoquimico.

5.6 Determinacién de anhidro sulfuroso total.

La determinacion, se efectu6 en el laboratorio de analisis Bromatologico de La
Facultad de Quimica y Farmacia de La Universidad de El Salvador, a través de

una valoracion lodométrica. En la tabla N°8, se detallan los valores de anhidro

sulfuroso.
Tabla N°8. Resultados obtenidos de anhidro sulfuroso:
Anhidro sulfuroso total
Lotes de vino fabricados
Lote X10%L1 X10%L2 X10°L1 X10°L2
Vino sin inocular
Valor 51.2mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L
Vino inoculado
Semanal 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L
Semana 2 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L
Semana 3 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L
Semana 4 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L 51.2 mg/L

Volumenes gastados de titulante ver anexo N°13.
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En base a los resultados en la tabla de resultados N°8, el valor del parametro
fisicogquimico de anhidro sulfuroso se mantuvo constante durante todo el tiempo
de andlisis.

Los resultados analiticos obtenidos son precisos, pero no exactos, esto en base
a la cantidad de anhidro sulfuroso aplicada al vino; esto debido principalmente a
que la sensibilidad del método no es la mas adecuada.

Para la interpretacién de datos se utilizé la férmula:

Célculos: mg/L de SO, Total =0.8 mL x 64

Ejemplo

Célculos: mg/L de SO, Total = 51.2 mg/L

5.8 Reconfirmacion de bacterias acido lacticas por gramo de producto
liofilizado.

Se realizd la reconfirmacion de bacterias acido lacticas por gramo; esto para
verificar que lo que especificaba el proveedor era la correcta, y al mismo tiempo

corroborar la sensibilidad de la metodologia Petrifilm.

Resultados obtenidos de la reconfirmacion de bacteria acido lactica por

gramo de producto liofilizado.

Luego de realizar el recuento de bacterias acido lacticas por gramo de producto
liofilizado se obtuvieron los siguientes resultados presentados en la tabla N°9, los
cuales se realizaron utilizando la metodologia Petrifilm. Para el analisis se utilizé
la dilucién de 10 # UFC/mL y se inoculo por duplicado, obteniendo un numero de

colonias por placa, las cuales se multiplico por el factor de dilucion y se obtuvo la
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cantidad de bacterias acido lacticas por gramo de liofilizado por cada placa,
posteriormente se sacdé la media de los resultados obteniendo un valor de
8.5X108. A partir de ese valor se realizaron célculos para conocer la cantidad

necesaria a ser pesada para poder obtener una concentracion de 10* UFC/mL.

Tabla N°9. Resultados de reconfirmacién de bacterias acido lactica por
gramo de liofilizado.

Especificacion de Placa 1 Placa 2

proveedor 8 8
10 *UFC/mL 10 *UFC/mL

(2x10 ' UFC/g de

Lactobacillus casei)

de Lactobacillus casei de Lactobacillus casei

Numero de bacterias 9 8
acido lacticas en cada
placa

(UFC/g de 9.0X108 8.0X108
Lactobacillus casei)

Promedio UFC/g de 8.5X10°8
Lactobacillus casei)

Se observa en la tabla N°9, que se recuperd Lactobacillus casei en el recuento,
de cada una de las placas inoculadas, utilizando la metodologia Petrifilm; pero
no fue igual al valor especificado por el proveedor; esto puede ser causado por
diferentes variables, entre estas la temperatura, humedad, presion que puede
afectar en el crecimiento, por lo que con el valor obtenido, se realiz6 el calculo
para conocer la cantidad necesaria a agregar al vino para alcanzar la

concentraciéon requerida.
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5.9 Inoculacion del probiético Lactobacillus casei a concentracién de

10*UFC/mL y 10® UFC/ mL, utilizando la metodologia Petrifilm en muestras

de vino elaboradas en el laboratorio.

Se realizé la inoculacion de las dos concentraciones de Lactobacillus casei

10*UFC/mL y 10® UFC/mL, por litro de vino (por duplicado), De cada lote de vino,

se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla N°10. Resultados de recuento de bacterias acido lacticas en el vino

inoculado con Lactobacillus casei, después de 48 horas.

Concentraci

ones

10 *UFC/mL

de Lactobacillus casei

10 *UFC/mL

de Lactobacillus casei

Codificacion
del lote

X10%L1

X10%L2

X10°L1 X10°%L2

Analisis

Andlisis

Numero de

analisis.

Conteo de
bacterias
acido

lacticas.

<10 UFC/mL

<10 UFC/mL

En la tabla N°10, se muestran los resultados obtenidos de la inoculacién de

bacteria acido lactica sobre placa Petrifilm de los dos lotes inoculados a diferente

concentracién, los cuales se realizaron por duplicado por cada lote, aunque no
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se pudo obtener resultados favorables ya que no se pudo recuperar bacterias
acido lacticas en ninguna placa.

Durante la primera inoculacion en placa Petrifilm, se obtuvieron resultados
menores a la dilucién (no se obtuvo crecimiento de Lactobacillus casei), en cada
una de las placas inoculadas, después de 48 horas ya que se manejo la hipétesis
de verificar el recuento de Lactobacillus casei después de 48 horas incorporadas
en el vino, por el hecho de esperar un periodo de adecuaciéon de esta bacteria en
esa matriz alimentaria; sin embargo, no fue posible recuperar la bacteria

probiotica en el presente experimento.

Se not6 que la concentracion mas adecuada a utilizar fue de 10 4UFC/mL, debido
a que fue la concentracién que presento menos cambio en la apariencia del vino,
ya que la concentracion 10 UFC/mL Lactobacillus casei, se convirti6 en una

suspension blanca a la hora que se incorpordé el probiético liofilizado.

5.10 Inoculacién de Lactobacillus casei a concentracién de 10* UFC/mL, por
litro de vino comerciales (MV7C1, MVC7C2 y MVX71).

Segun los resultados obtenidos en el desarrollo experimental en el que no se
logro recuperar de Lactobacillus casei en los lotes de muestra, se procedi6 a
efectuar pruebas en muestras comerciales (MV7C1, MVC7C2) y una muestra
adicional de vino elaborado, este como referencia para comparar resultados
(MVX71), utilizando para esto, tanto la metodologia tradicional, como la
metodologia Petrifilm. Esto con el fin de obtener los resultados mas precisos y no
dejar ninguna duda acerca de la metodologia utilizada para cuantificar las

bacterias acido lactica, obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla N°11. Resultados obtenidos del recuento microbiolégico utilizando la
metodologia Tradicional.

Método Tradicional

Concentracion 10 4UFC/mL

de Lactobacillus casei

Codificacién MV7C1 MV7C2 MVX71
del lote

Analisis Analisis Analisis
NUmero de 1 2 3 1 2 3 1 2 3
analisis
Carga <10 <10 <10
Bacteriolégica

UFC/mL UFC/mL UFC/mL

(UFC/mL)

Tabla N°12. Resultados obtenidos del recuento microbioldgico utilizando

la metodologia Petrifilm.

Método Petrifilm
Concentracién 10 *UFC/mL de Lactobacillus casei
Codificacion MV7C1 MV7C2 MVX71
del lote

Analisis Analisis Analisis
NUmero de 1 2 3 1 2 3 1 2 3
analisis
Carga <10 <10 <10
Bacteriolégica

UFC/mL UFC/mL UFC/mL
(UFC/mL)




Tabla N°13. Resumen de resultados.
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Muestra MV7 C1 MV7 C2 MV X7

Nombre comercial Vino Undurraga Vino Santa Elena | Muestra de
Varietal laboratorio

Descripcion Vino tonalidad roja, | Vino joven, tonalidad | vino de tonalidad

con aroma suave

roja, con aroma intenso a

rosa clara, con olor

fruta. a fruta (uva).
Procedencia Chile Chile Estados unidos
Genotipo de uva Carmenere Cabernet Sauvignon Red Globe
Grado alcoholico 13° 13° 14°
Cantidad recuperada
de Lactobacillus casei

<10UFC/mL

utilizando.
En donde:

MV7 C1: Muestra comercial numero 1

MV7 C2: Muestra comercial numero 2

MV X7: Muestra de vino elaborada en el laboratorio

En la tabla N°13, se muestran los vinos utilizados durante esta parte

experimental, en donde se describe el tipo de uva, la procedencia y el grado

alcoholico de cada vino a la hora de la incorporacion de la bacteria acido-lactica.

Esto con el objetivo de realizar una comparacion del vino elaborado en el

laboratorio, en comparacién con muestras de vinos comerciales.
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Se puede observar, que no fue posible recuperar Lactobacillus casei, tanto en
muestras de vino comercial, como en la muestra de referencia elaborada a nivel
de laboratorio, utilizando tanto con la metodologia Petrifilm, como en la

metodologia tradicional con Agar MRS.

Por lo tanto, se realizo el siguiente analisis, empleando la metodologia de las 5M,

como procede:

5.11 Anélisis de causa del no crecimiento de Lactobacillus casei:

Se recurrid a la fuente bibliografica de andlisis, empleando la metodologia de las
5M s, para determinar el factor determinante de la no supervivencia del

probidtico en la matriz.

Método Mano de obra
No
Medio supervivencia
de
Lactobacillus
casei en vino.
Materia prima Materiales

Figura N°9. Diagrama de Ishikawa (18).

Método: Se considera que el método es el adecuado, ya que tanto la

metodologia Petrifilm, como la metodologia tradicional (AOAC), usando Agar
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Man Rogosa Sharper (USP); estan validados para el recuento de bacterias acido
lacticas.

Analista: la mano de obra de los analistas es adecuada; ya que se realizé el

procedimiento segun la técnica, con la supervision del docente asesor.

Materia prima: se descarta que esta sea un factor de causa, ya que tanto al vino
(que cumple con los parametros fisicoquimicos), como la cepa probidtica utilizada
(que esta cuenta con su respectivo certificado de calidad), no se consideran

objeto de causa.

Es posible que la cepa utilizada en la cita bibliografica no es la misma que se

utilizé en este experimento.

No se utilizd un tipo de uva exclusiva para la elaboracién de vino, sino que se

empled el tipo de uva red Globe que es uva de mesa.

Materiales: El tipo de material utilizado en la parte fisicoquimica y microbiolégica,
referido a cristaleria y equipo fueron los adecuados.

Matriz alimentaria: Segun Almudena Almueda, Garcia-Ruiz), el vino es una
matriz alimentaria en el que puede sobrevivir bacterias acido lacticas, sin
embargo, la cepa liofilizada Lactobacillus casei que se utilizé en el experimento

no resistio las condiciones inhdspitas de dicha matriz alimentaria.

5.12 No cumplimento del objetivo de prueba de catacion.

No fue posible realizar la prueba de catacidén, ya que como se plante6 en el
anteproyecto, el objeto era efectuar la prueba de catacion utilizando la ficha
técnica aprobada por la Organizacion de Vino y Vifia (Ver anexo N°14) con el
vino inoculado que cumpliera con la con la concentracion minima para
considerarse como alimento probidtico la cual es de 108 UFC/mL del probidtico

Lactobacillus Casei.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

La cepa probidtica de Lactobacillus Casei, no fue capaz de sobrevivir en una
matriz como el vino, en la fase de producto terminado, tanto en muestras
ensayadas a nivel de laboratorio y en muestras comerciales; debido
presuntivamente a que este no es capaz de soportar el grado alcohdlico de
dicha matriz.

La cepa probidtica liofilizada Lactobacillus Casei no es idénea para
incorporarla en una matriz como el vino, debido a que no es posible sobrevivir

a estas condiciones inhGspitas para el probiético.

En el vino elaborado, no fue posible aislar como minimo una concentracion
de 10° UFC/mL del probiético Lactobacillus Casei, ya que no fue posible

recuperar la bacteria acido lactica de la matriz alimentaria.

El empleo de la metodologia Petrifilm para bacterias acido lacticas, es un
método en el que es posible efectuar el recuento de bacterias acido lacticas,
en diferentes matrices alimentarias; sin embargo, no fue posible recuperar
Lactobacillus casei, en el vino elaborado a nivel de laboratorio, y muestras

comerciales.

El grado alcohdlico obtenido en el vino elaborado, es un parametro

fisicoquimico que esta ligado con cada genotipo de uva.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0RECOMENDACIONES

Experimentar en futuras investigaciones la resistencia de otras bacterias
probidticas en el vino; ya que queda demostrado que la cepa probidtica
liofilizada Lactobacillus Casei 431 no cumple especificaciones necesarias

para incorporarla en una matriz como el vino elaborado a pequeia escala.

Investigar previamente el genotipo de uva a utilizar, ya que de esta depende

el grado alcohdlico, y este varia ampliamente entre cada variedad de uva.

Utilizar probidticos micro encapsulados en ensayos previos, cuando se

incorpora probidticos en este tipo de matrices.

Antes de realizar la inoculaciébn en las matrices, estandarizar la cepa
probidtica, ya que esta durante su almacenamiento podria tener una

disminucion en el nimero de bacterias.

Para obtener resultados mas fiables, buscar alternativas diferentes del

Método Ripper en la determinacion de anhidro sulfuroso.
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ANEXOS



Anexo N° 1

Esquema general de fabricacion de vino.



Limpiary
sanitizarel

area de
trabajo.

Se adicionar la
levadura 1.5 g/L

Adicionar 0.75
kg de azucar
disueltoen 1.25
litros de agua

Decantar el vino,
para Unicamente
aislar el liquido
sobrenadante

=
Seleccionar la uva, L Pesar 10 k
quitar el tallo del 8
racimo y lavarcon

agua potable

Colocar el jugo de
uva en recipiente de
capacidad adecuada
y adicionar 2.5 litros
de agua potable

Triturar la uva
liberando la
pulpay parte
del mosto

Colocar
trampa de
CO2

Transcurridos 4
dias adicionar
parte 2 de azucar:
0.75kg de azucar
disuelto en 1.25
litros de agua.

Adicionar 50 mg/L

de Bisulfito de
sodio.

Esperar 21 dias
hasta que la
fermentacion se
complete.

Proceder al
envasadoy
almacenamiento del
vino.

Figura N°1 Esquema general de elaboracion de vino.



Anexo N°2

Materiales, equipos y cristaleria para analisis fisicoquimico y

microbiolégico.



Materiales y equipos para analisis fisicoquimicos.

Equipo.

1 Brixbmetro

1 pHmetro

1 Refractometro de ATAGO
1 Balanza Analitica

1 Balanza Granataria
Materiales

1Termometro de 100 °C
1 Hot plate
1 Soporte tripode

1 Aro con nuez
2 Pinza universal sin nuez

1 Pinza nuez doble
1 Doble codo 29/32 200 mm

Cristaleria

1 Matraz esférico fondo redondo 100 mL
1 Refrigerante 30 cm

1 Probeta de 100 mL

1 Probeta de 1,000 mL

1 Beaker de 100 mL

1 Beaker 30 mL

1 Recipiente de vidrio de 5 litros

1 Bureta de 50 mL

1 Bureta de 25 mL

*Nota: Los materiales han sido estipulados por analisis.



Materiales para analisis microbioldgico.

Equipo.

Estufa de incubacion

- Céamara de refrigeracion
- Cabina de flujo laminar
- Balanza Analitica

- Autoclave

Materiales.

- Dispersor (para placas Petri film)
- 4 Placas para bacterias acido lacticas.

- Gradillas

Cristaleria.

4 Pipetas volumétricas de vidrio de 1.0 mL
4 Pipetas Mohr de 1 mL
1 Recipientes de vidrio de capacidad de 1 litro.

12 Tubos de ensayo

*Nota: Los materiales han sido estipulados por analisis.



Anexo N°3.

Certificado de Analisis de la cepa liofilizada utilizada de

Lactobacillus casei.



Ieproving /z'md & health

L.casei 43 1
Certificate of Analysis

Form: Free e-dried DVS

Material No: 703059

Batch no: 3247330

Date of Manufacture: 08.2016

Best Before Date: 08.2018

Performance Result
Active Cells Cells/g 1.8E+12
Total cell count cfulg »=2E+11
pH 24h, 37 °C, 0.005% Inoculation 49
pH48h, 37 “C, 0.005% Inoculation 4.0

Specification
»=2E+{11
>=7F¢11

=4 8

<ud, 1

Contaminants are tested and controlled in a relevant combination of samples from the
environment, process or products. The set-up is based on HACCP principles as statedinthe ISO

2720511DF 149:2010to guarantee that the product fulfills the following specfications

Purity

Coagulase-positive staphylococci cfu/g
Non lactic acid bacteria cfu/ g
Enterobacteriaceae cfu/g

Yeasts and moulds cfu/g

Listeria monocytogenes

Salmonella spp.

Specification
<10

<500

<10

< 10
Absentin25g
Absentin 25 g



Anexo N°4.

Esquema para el recuento de bacterias acido lacticas por gramo.



RRRRER

Pesar un gramo de
bacterias acido
lacticas
liofilizadas.

Medir 9.0 mL de
solucidn salina en un

tubo de ensayo de 10
mLy agregar el gramo
de liofilizado

Realizar diluciones sucesivas
hasta una concentracién de
10~1° UFC/ mL.

Dejar caer la

pelicula superior \

sobre la diluciéon Con una pipeta
volumétrica tomar
1.0 mL de cada una Seleccionar las
de las diluciones y diluciones de
inocular en el centro 10~8 UFC/ mL.
de la placa

4 )

Incubar las placas
dentro de una
estufa a una

/

Distribuir
hom'ogéneamente temperatura de 372
presionando — C por 48 horas.
suavemente sobre la
placa con ayuda de
un dispersor

SN

Contar la cantidad de
bacterias acido lacticas
presente en placa. Se
presentan como colonias
teflidas de rojo sin gas

Figura N°2. Esquema para el recuento de bacterias por gramo.



Anexo N°5.

Célculos paralainoculacion de Lactobacillus casei.



Concentracion de 104 UFC/mL.

X=1x107 UFC
8-5)(108 UFC ---------------------- l g
D AT0 LT ] o N X

X=0.01176 g= 11.76 mq.

Concentracion de 108 UFC/mL.

X=1x10° UFC

8-5)(108 UFC ---------------------- l g
D10 ] N X
X=1.176 g= 1,176 mg.



Anexo N°6.

Esquemas de Inoculaciéon de Lactobacillus casei.



4 N

Pesar una

cantidad
equivalente a 11.76
mg de L.casei o

~—

/I\/Iedir 1,000 mL de \

vino en probeta.
Transferir a un <
recipiente de
capacidad de 1,000 mL agitar hasta
adecuada y disolver
los 11.76 mg de
Lactobacillus casei.

completa disolucion.

Rotular
10*

Figura N°3. Inoculaciéon de Lactobacillus casei a concentracion de
104 UFC/mL por litro de vino.



4 N

Pesar una

cantidad
equivalente a 1,176
mg de L.casei o

~—

/Medir 1,000 mL de \

vino en probeta.
Transferir a un <
recipiente de
capacidad de 1,000 mL agitar hasta
adecuada y disolver
los 1,176mg de
Lactobacillus casei.

completa disolucion.

Rotular
10°

Figura N° 4. Inoculacion de Lactobacillus casei a concentracion de10¢
UFC/mL por litro de vino.



Anexo N°7

Esquemas de trabajo de andlisis fisicoquimico.



Lavar el electrodo con
Encender el suficiente aguay se
potenciémetro y calibrar secar con papel

con las soluciones absorbente

tampodn que indica el
fabricante .

Efectuar lalecturaen el
potenciémetro, esperando que Tomar una muestra de unos 30
esta se estabilice y anotar la mL de muestra de vino

lectura.

Figura N°5 Esquema de Medicion de pH.



\(\ 1

-

Colocar alrededor de 25 mL de muestra
en Erlenmeyer pequefio, calentar  hasta
ebullicién y se mantener 30 segundos,
remover y dejar enfriar.

-

~

J

Titular con NaOH 0.1 N (Hidréxido de
sodio estandarizado) al mismo punto
rosa, usando el fondo blanco bien
iluminado.

I

L

-

Afadir 1 mlde indicador de Fenolftaleina
a 200 mL de agua caliente en Erlenmeyer
de 100 mLde boca ancha.Senota el

colorarosa que desaparece.

N

~

/

Afadir 5,0 mL de muestra
desgasificada

Figura N°6. Esquema de trabajo de acidez titulable.



Ce——d |

Limpiar el lente del brixdmetro con una
torunda de algoddén impregnada de

alcohol .
Verificar si esta calibrado colocando

una gota de agua destilada sobre el
lente del brixémetro, realizar la lectura
observando en direccion a la luz

Con laayuda de una micropipeta

colocar 1 gota de muestra en el lente
del brixémetroy realizar la lectura
observando en direccion a la luz

A notar el valor leido en el
brixdmetro

Figura N°7. Esquema de trabajo de grados Brix.



( QTR

Medir 50 mL de vino

/Colocar una gota del destilado
obtenido en un refractometro
(refractémetro de ATAGO) y leer su
indice de refraccién. Encontrar el
porcentaje de alcohol de acuerdo a

\Ias tablas 52.004 de la AOAC

Colocar enun balén de
destilacion de entre 100 mL.

Instalar el aparato de
destilacion colocando el
condensador verticalmente.
Destilar alrededor de 25 mL.

Figuro N° 8 Esquema de trabajo de grado alcohdlico.



Adicionar 10 mL de

Tomar10mLde vino NaOH 1N
colocar en un Erlenmeyer
de 250 mL

Tapary esperarl5

minutos

Acidificar con 5 mL de
acido sulfurico al 33%

y afiadir 1 mL de

almidoén

Ti tular con Yodo 0.05 N,

hasta viraje del almidon.

Figura N°9. Determinacion de anhidro sulfuroso total.



Anexo N° 8.

Preparacion de reactivos.



Reactivos para la determinacion de la acidez total

Preparacion de hidroxido de sodio 0.1 N estandarizado: Se pesa un
cantidad equivalente a 4 g de perlas de hidroxido de sodio y se disuelve en 200
mL de agua desionizada y libre de di6xido de carbono, se traslada la disolucion
a un balon volumétrico de 1000 mL y se lleva a aforo con agua desionizada libre
de diéxido de carbono, se traslada a un frasco de plastico de polietileno y
estandarizar pesando 5 g de biftalato de potasio previamente secado a 120 °C
por dos horas, se disuelve en 75 mL de agua libre de diéxido de carbono. Se
agregan 2 gotas de fenolftaleina TS, se titula con la solucion de hidroxido de

sodio hasta la produccién de un color rosa permanente.
Se obtiene la Normalidad real por la formula:

g de Biftalato fde potasio
N =

0.20422 x mL de NaOH

Fenolftaleina Ts
Se pesa 1 gramo de fenolftaleina en 100 mL de alcohol.

Preparacion de reactivos y soluciones para la determinacion de anhidrido
sulfuroso por el Método Ripper.

Reactivos para la determinacién de Yodo 0.05 N:

Disolver aproximadamente 7 g de yodo en una solucion de 18 g de yoduro de
potasio en 100 mL de agua, adicionar 3 gotas de &cido clorhidrico, diluir con
agua a 1000 mL, y estandarizar la solucibn como sigue:

Transferir 25 mL de la solucion de yodo a un vaso de precipitado de 250 mL,
diluir con agua aproximadamente a 100 mL, agregarl mL de acido clorhidrico 1

N, agitar cuidadosamente, y titular con una solucion con una solucion de



tiosulfato de sodio 0.1 N VS hasta que la solucién tome un color amarillo palido.
Agregar 2 mL de almidén TS y continuar titulando hasta desaparecer el color.

Preservar en un frasco de vidrio color ambar con tapén.

- Acido sulfarico 33%:

Agregar 33 mL de &cido sulfarico concentrado en un vaso de precipitado de 100
mL en camara extractora con 40 mL de agua, colocar en un bafio de hielo para
facilitar la solucion, transfer a un balén volumétrico de 100 mL y llevar a volumen

y homogenizar la solucion.

- Hidroxido de sodio 1 N:

Disolver 40 g de perlas de hidréxido de sodio en 200 mL agua libre de diéxido
de carbono sobre un bafio de hielo, luego pasar a un balén volumétrico de 1000
mL usando agua libre de dioxido de carbono a temperatura ambiente y envasar

en frasco de plastico.

- Solucién de almidon 1%:

Mezclar 0.5 g de almidon soluble en 2 a 3 mL de agua adicionar la suspension
a 50 mL de agua caliente, bajo agitacion. Continuar el calentamiento hasta
obtener una solucién clara. Filtrar en caso se presentase turbidez, después de
algunos minutos de calentamiento. Dejar enfriar la solucidon resultante a

temperatura ambiente.



Anexo N°9.
Esquema para el recuento de bacterias acido lacticas por

metodologia Petrifilm.



Medirl.0 mL de vinoy \

) De solucién de m
transferir a un tubo de concentracion 10-
ensayo de 10 ml, — efectuar diluciones

agregar 9 ml de solucién
salina y agitar hasta

\ completa incorporacién )

Con una pipeta

volumétrica tomar /Colocar la placa \
1.0mL de cada una Petrifilm enuna
de las tres _ superficie planay

diluciones e inocular levantar la
en el centro dela pelicula superior
(por duplicado ).

\

seriadas hasta 1073

10t 102 10°

Distribuir
homogéneamente
presionando
suavemente sobre la
placa con ayuda de un

\ dispersor /

Dejar caer la
pelicula superior
sobre la dilucién

/Contar la cantidad
de bacterias acido
lacticas presente en
esa placa. Se
presentan como
colonias tefiidas de

Incubar las placas
dentro de una
estufa a una
temperatura de
372 Cpor 48

rojo sin gas

Figura N°10. Esquema para el conteo de bacterias acido lacticas por

metodologia Petrifilm.



Figure 8 |

Figura N°11. Placas Petrifilm con y sin bacterias acido lacticas.



Anexo N°10.

Esquema para la preparacion de Agar MRS.



>

Medir 250 mL de agua destilada en

Pesar 13.0 gramos de Agar Man
‘ una probeta
Rugosa Sharpe

Agitar hasta completa incorporacion

- Agregar los 13.0 gramos de Agar Man
Rugosa Sharpe a un Erlenmeyer de 500
mly incorporar el agua medida en la
probeta.

Ajustar el pH del medioa 5.2a 5.7
(utilizando HCL 0.1 M o NaOH 0.1N) y
esterilizar.

Figura N°12. Preparacion de Agar Man Rogosa Sharper.



Anexo N°11.

Elaboracion del vino



A

- J / _.' g
) y
Adicion de azﬂcari

A

Figura N°13. Esquema del proceso de elaboracion de vino.



Anexo N°12.

Volumenes promedio gastados de NaOH, para la determinacion de acidez
total.



Lote X10%L1 X10%L2 X10°L1 X10°L2
Volumen gastado de NaOH (sin inocular)

Volumen gastado | 3.5 mL 3.4 mL 3.5 mL 3.5 mL
de NaOH

Volumen gastado de NaOH (inoculado)

Semana 1l 3.9mL 3.9mL 4.3 mL 4.3 mL
Semana 2 3.9mL 3.9mL 4.3 mL 4.3 mL
Semana 3 3.9mL 3.9mL 4.3 mL 4.3 mL
Semana 4 3.9mL 4.0 mL 4.3 mL 4.4 mL




Anexo 13.

Volumenes promedios gastados de Iz, para la determinacion de anhidro
sulfuroso por el método Ripper.



Anhidro sulfuroso total

Lotes de vino fabricados

Lote X10%L1 X10%L2 X10°L1 X10°L2
Volumenes de I, (sin inocular)

Volumenes de I» 0.8mL 0.8 mL 0.8 mL 0.8 mL
Volimenes de I, (inoculado)

Semanal 0.8mL 0.8mL 0.8mL 0.8 mL
Semana 2 0.8mL 0.8mL 0.8mL 0.8 mL
Semana 3 0.8mL 0.8mL 0.8mL 0.8 mL
Semana 4 0.8mL 0.8mL 0.8mL 0.8 mL




Anexo 14.

Ficha técnica de la OVI



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

TRABAJO DE GRADUACION: INCORPORACION DE UN
PROBIOTICO EN EL PROCESO DE ELABORACION DE VINO
COMO PRODUCTO TERMINADO

Ficha técnica para analisis sensorial de vino segun OVI

i

“Hhan gL "“'l’

Caodigo del vino:

Indicaciones: En el siguiente test se le presentaran muestras de vino de
30.0 mL. Marque con una “X” sobre cada opcion donde usted considere

conveniente en cada uno de los siguientes items:

Claridad |
Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)
Apariencia

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)

Finura/ Persistencic

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)

Olor

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)




Calidad del olor

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) ' Regular(2) | Malo (1)
sabor
Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)

Intensidad del sabor

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)

Persistencia del sabor

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) ‘Regular(Z) Malo (1)

Calidad del sabor

Excelente (5) Muy Buena(4) | Buena(3) Regular(2) | Malo (1)

Comentarios:

*Fuente: OVI (Organizacion Internacional de Vino y Vifa)



Anexo N° 15.

Memoria de imagenes de la investigacion



Figura N°14. Elaboracién de vino

Figura N°15. Cabina de flujo laminar empleada en la inoculacion.

Figura N°16. Brixémetro utilizado



Figura N°18. Destilador fraccionado utilizado para el grado alcohdlico.



