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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION POR GC-MS DE COMPUESTOS VOLATILES DE PISCOS
PERUANOS AISLADOS POR HS-SPME *

AUTORES: Yaride Pérez Pacheco, Carlos Bathuel Ramirez Pineda **

PALABRAS CLAVE: Pisco, HS-SPME, GC-MS, Fraccion volatil, Analisis de componentes
principales (PCA).

El pisco peruano es una bebida alcohdlica que proviene de la destilacion del mosto fermentado de
uvas aromaticas (Quebranta, Mollar, Negra Criolla y Uvina) y no aromaticas (Italia, Torontel,
Moscatel y Albilla). La fermentacion del mosto puede ser complete o incompleta; depende del tipo
de pisco que se desee fabricar.

En el presente informe, se reportan los resultados obtenidos del analisis de la fraccién volatil y de
algunas propiedades fisico-quimicas (densidad, indice de refraccion e indice de acidez) de once
muestras de pisco peruano de tipo puro y mosto verde, provenientes de diferentes variedades de
uvas aromaticas y no aromaticas.

La fraccion volatil se obtuvo por medio de dos técnicas extractivas (extraccion liquido-liquido y HS-
SPME). El analisis se realizd por GC-FID y GC-MS; se aislaron 100 y 81 compuestos quimicos
volatiles respectivamente. Se encontraron terpenos (4,4 y 0,002 %), ésteres (6,7 y 0,2 %),
compuestos carbonilicos (1,6 y 0,001 %) y alcoholes (80,7 y 98,9 %).

Las muestras se clasificaron de acurdo con su composicién quimica y sus propiedades fisico-
guimicas. La clasificacién de las muestras se realizé por medio de andlisis multivariado (PCA). Se
concluyé que, el tipo de fermentacién al cual se somete el mosto, es un factor determinante en la
clasificacion de los piscos peruanos.

El contenido del etanol se determind por medio de las técnicas HS-SPME y HS-S. Utilizando GC-
FID. Las muestras de pisco peruano se encuentran dentro de los parametros descritos por la
Norma técnica peruana para el contenido del etanol (38-48 %v/v), sin embargo, el pisco de tipo
mosto verde de uva Quebranta contenia 35 %v/v, del etanol.

* Proyecto de grado
** Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena Stashenko, Jairo René Martinez.



ABSTRACT

TITLE: GC-MS DETERMINATION OF VOLATILE COMPOUNDS OF PERUVIAN PISCO
ISOLATED BY HS-SPME *

AUTHORS: Yaride Pérez Pacheco, Carlos Bathuel Ramirez Pineda **
KEY WORDS: Pisco, HS-SPME, GC-MS, Volatile fraction, Principal component analysis (PCA).

Peruvian pisco is an alcoholic beverage made by distillation of fermented aromatic grape
(Quebranta, Mollar, Negra Criolla and Uvina) and non-aromatic (Italia, Torontel, Moscatel and
Albilla) Must fermentation could be completed or incompleted depending on the type of pisco that is
going to be made.

This report aims at informing the results obtained during the process of an analysis of volatile
fraction and the physic-chemical properties of eleven samples of pure Peruvian pisco and green
must obtained from different varieties of aromatic and non aromatic grapes.

The volatile fraction was obtained by means of two extractive techniques such as liquid-liquid
extraction and HS-SPME. The analysis was performed by using GC-FID and GC-MS; thus 100 and
81 compounds were isolated respectively. Finding terpens (4,4 and 0,002 %), esters (6,7 and 0,2
%), carbonilic compounds (1,6 and 0,001 %) and alcohols (80,7 and 98,9 %).

Samples were classified according to their chemical composition and their physic-chemical
properties. This classification was made with multivariate analysis (PCA). So, it can be said that the
grade of fermentation Peruvian pisco is exposed is crucial to allow their further classification.

Ethanol content in Peruvian pisco was determined by HS-SPME and S-HS techniques and by using
GC-FID. Peruvian pisco samples are in rule according to NTP which regulates ethanol content in
this product. (38 to 48 %v/v). However, green must pisco taken from Quebranta grape contained 35
%viv.

* College thesis
** Science Faculty. School of Chemistry. Directed by Elena Stashenko, Jairo René Martinez.



INTRODUCCION

El pisco peruano se certifica como bebida alcohdlica que proviene de la destilacion
del mosto de uvas fermentadas procedentes del Pera. El pisco se fabrica con
diferentes variedades de uvas de la especie Vitis vinifera, segin sus nombres
comunes i.e., Italia, Negra Criolla, Mollar, Albilla, Uvina, Torontel, Moscatel y
Quebranta [1].

Las propiedades organolépticas del pisco dependen de la variedad de uva
utilizada y del tipo de fermentacién al cual fue sometida la uva; por lo tanto, se
identifican diversas clases de piscos, a saber: acholado, mosto verde y puro [2-4].

Existen diferentes métodos analiticos para determinar la composicion de los
productos alimenticios, e.g., cromatografia de gases, cromatografia liquida,
espectrometria de masas y sus respectivos acoples, entre otros. Se puede
emplear varias técnicas de extraccion. Sin embargo, las técnicas convencionales
para realizar el muestreo del producto requieren de tiempo de trabajo
relativamente largo, costos altos y son contaminantes del medio ambiente. La
microextraccion en fase solida (SPME, Solid-Phase Microextraction, por sus siglas
en inglés), es una técnica de extraccion y concentracion de compuestos quimicos
volatiles, que minimiza el tiempo de trabajo y el costo de andlisis, ademas no

requiere el uso de solventes [5-12].

En el presente trabajo, se estudiaron las diferencias en las propiedades
fisicoquimicas y en la composicion quimica volatii de once muestras de pisco
peruano, de diferentes variedades de uva y tipo de fermentacion. Las propiedades
fisicoquimicas estudiadas fueron: El indice de acidez, el indice de refraccién y la
densidad; el aislamiento de los componentes quimicos volatiles se realizo
empleando las técnicas de SPME en el espacio de cabeza (HS, Headspace, por
sus siglas en inglés) y de extraccion liquido-liquido (ELL). Los componentes

guimicos volatiles se identificaron por cromatografia de gases (GC) acoplada a
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espectrometria de masas (MS) y se cuantificaron por GC con detector de

ionizacién en llama (FID).

Un factor determinante para aislar por SPME, las sustancias quimicas volatiles es
la fibra empleada, por lo tanto, se estudiaron cuatro fibras de diferente polaridad,
le., poli(dimetilsiloxano) (PDMS), poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno
(PDMS/DVB), carboxen/poli(dimetilsiloxano) (CAR/PDMS) y poli(acrilato) (PA). La
seleccion de la fibra se realizé por comparacion del area cromatogréfica total de

los compuestos quimicos aislados.

Las condiciones de extraccion para la HS-SPME se establecieron con un disefio
experimental y se plante6 un modelo para representar de manera tedrica los
resultados obtenidos por HS-SPME-GC-FID.

El contenido de etanol en el pisco se estudi0 empleando dos técnicas de
extraccion de volatiles, HS-SPME y HS estatico (S, Static, por su sigla en inglés) y

se analiz6 por GC-FID.

Con el propésito de ampliar la cantidad de compuestos quimicos aislados en el

pisco se realiz6 la ELL y se encontraron mas de 90 compuestos quimicos.

Los piscos se clasificaron con base en su composicion quimica volatil y en sus
propiedades fisicoquimicas; para esto se realiz6 un analisis de componentes
principales (PCA, Principal Component Analysis, por sus siglas en inglés). Se
observo, que el factor determinante para la clasificacion es el tipo de fermentacion

del mosto.

El proyecto de investigacion se realizé en los laboratorios del Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales, Aromaticas y
Medicinales Tropicales, CENIVAM, en la UIS.
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El escrito contiene 26 tablas y 46 figuras, consta de 6 capitulos y 72 citas
bibliogréficas. Esta investigacion presenta un estado del arte sobre la composicion
guimica de las uvas, en las tres etapas para la obtencion del pisco recoleccion,
fermentacion y destilacion. Ademas, cuenta con un estudio sobre la fabricacion de

la bebida alcohdlica, producto emblema del Peru.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 GENERALIDADES DE LAS UVAS

El género Vitis de la familia vitaceae (Figura 1), es una planta perenne, que
produce fruto anualmente después de tres afios de sembrada. La vid requiere un
clima tropical y subtropical, entre 7 y 24 °C, humedad relativa entre 70y 80 % y
suelos arcillosos. La planta se reproduce via sexual (semillas) o asexual (acodos,

estacas o injertos) [13].

Figura 1. Vitis vitaceae o Vitis vinifera. Fotografia tomada por: Yaride Pérez
Pacheco. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Febrero de 2012.

De la especie Vitis vinifera todavia coexisten dos formas, la subespecie
domeéstica, vinifera (sativa) y la salvaje, silvestris (sylvestris), que consisten en ca.
60 especies inter-fértiles, las cuales se diferencian morfolégicamente, debido al

resultado de la domesticacion [14].

La uva es uno de los mayores cultivos en el planeta tierra, principalmente en
Espafa; sin embargo, esta escasea en el periodo de diciembre a marzo, pero
paises como Peru, Chile, entre otros, permiten abastecer la cantidad demandada

del cultivo a nivel mundial en la época de baja produccion, ya que sus condiciones
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climaticas son las adecuadas para el cultivo durante el afio. En el Perq, las
mayores zonas productoras son Ica, La Libertad, Lima, Tacna, entre otras
(4.138,91 miles de TN anuales) [13].

El principal producto de las uvas es el vino, con alternativas como las uvas de

sobremesa y el pisco, bebida alcohdlica proveniente de la region del Peru.

1.1.1 Cambio en la composiciéon quimica de las uvas durante la maduracién.

La maduracion de las uvas es un proceso fisiologico que depende de la
fotosintesis, respiracién celular, cantidad de luz, calidad de suelo, época de
cosecha, cantidad de sustancias presentes en las uvas. Generalmente, la
maduracion empieza de 6 a 8 semanas después de la floracion, hasta la vendimia,
cuando las uvas alcanzan un nivel de azucar de ca. 29° Brix y acidez total ca. pH 3
[15-18]. El grado de maduracion es responsable de las propiedades sensoriales de

la uva.

1.1.2 Composicién quimica volatil de las uvas

En un analisis por HS-SPME-GC-MS realizado por Sanchez-Palomo et al. (2005)
sobre los compuestos volatiles de las uvas, los autores encontraron sustancias
como Ciz-norisoprenoides, derivados del benceno y alcoholes alifaticos,
presentes, generalmente, en la piel. Sin embargo, la composicion quimica de las
uvas cambia con la variedad, practicas culturales de siembra y factores climaticos
y biologicos. En la Tabla 1 se encuentran los resultados obtenidos por Sanchez-
Palomo et al. (2005) sobre la composicién quimica del pisco peruano utilizando

tres fibras diferentes [19].
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Tabla 1. Composicion volétil de la piel de la uva, obtenida por la HS-SPME usando

tres fibras diferentes [19].

Compuesto PDMS/DVB D CAR/DBV/PDMS CW/DVB

CR%, % RSD’,% CR% % RSD’,% CRY % RSD’, %
Hexanal 5,6 31 6,2 53 19,6 27,5
trans-2-Hexenal 3,6 7,3 4,3 21,0 9,0 10,3
1-Hexenol 0,6 4.8 0,6 4,4 - -
trans-2-Hexenol 1,3 57 0,9 8,6 0,5 -
trans-Oxido de linalol (furano) 0,6 3,1 0,4 11,0 0,1 -
cis-Oxido de linalol (furano) 0,5 0,7 1,0 13,1 0,2 -
Linalol 54,5 2,4 50,4 6,1 46,4 3,8
Benzaldehido 0,5 0,3 0,6 15,2 - -
a-Terpineol 0,2 5,9 1,3 3,0 0,4 -
trans-Oxido de linalol (pirano) 1,4 5,2 2,7 1,5 1,5 1,2
cis-Oxido de linalol (pirano) 0,9 4,5 1,2 5,3 - -
Citronelol 1,7 0,7 1,8 6,8 1,0 38,4
Nerol 9,8 2,2 9,6 7,8 5,0 11,8
Geraniol 17,5 5,4 17,3 7,9 15,1 14,7
Alcohol bencilico 0,8 53 1,0 14,6 - -
Alcohol feniletilico 0,7 5,9 0,8 6,8 1,0 41,1
Media (n=3).

a-Cantidad relativa, %.
b-Desviacion estandar relativa, %.

Canuti et al. (2009) encontraron en la piel y en los tejidos de uvas alcoholes,

ésteres, acidos, terpenos, norisoprenoides, tioles y compuestos carbonilicos, los

cuales, mayoritariamente, estadn conjugados con los azucares y los aminoacidos

presentes en las vacuolas de las células del exocarpio. Se concluy6é que la piel

contiene mas de la mitad de los compuestos volatiles presentes en la uva [20, 21].
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1.2 GENERALIDADES DEL PISCO

El pisco peruano es una bebida alcohdlica proveniente de la destilacion de uvas
fermentadas procedentes de la regién del Perd. Las uvas usadas para su
fabricacion pertenecen a la variedad de la especie Vitis vinifera, certificada con los
nombres comunes de lItalia, Negra Criolla, Mollar, Moscatel, Quebranta, Albilla,
Torontel y Uvina [21].

Los piscos se clasifican de acuerdo con el proceso de su produccién y la variedad
de uva usada (Véase Tabla 2). El proceso de produccién empieza con la época de
la cosecha o vendimia, tiempo en que se recogen las uvas maduras, las cuales se
llevan a la estrujadora para obtener el mosto. El mosto contiene azucares libres y
compuestos aromatizantes responsables de las propiedades organolépticas

finales del pisco [21].

Tabla 2. Clasificacion de los piscos peruanos [2-4].

Clases de pisco Caracteristicas
Destilacion de mostos frescos, mezcla de distintas variedades
Acholado _
de uvas pisqueras.
Mosto verde Destilacién de mostos frescos, incompletamente fermentados.
b Aromatico Una sola variedad de uva pisquera aromatica.
uro

No aromatico Una sola variedad de uva pisquera no aromatica.

La fermentacion se realiza en contenedores donde se almacena el mosto y
dependiendo del tiempo de fermentacion, el pisco que se obtiene, se llama mosto
verde o puro. El mosto fermentado se destila en alambiques para separar las

fracciones de cabeza, cuerpo y cola; el cuerpo es la fraccién de mayor calidad.

El almacenamiento o encubado es el tiempo cuando el destilado se deja en reposo
hasta obtener las caracteristicas organolépticas deseadas del pisco, indicadas por
la Norma técnica peruana (NPT 2001) [22].
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En la composicién quimica de los piscos peruanos se encuentran aldehidos,
cetonas, ésteres, acidos carboxilicos, alcoholes superiores, terpenos, entre otros,
gue le confieren caracteristicas aromaticas definidas como flavour en cada

variedad de pisco [21, 23].

En un estudio realizado por Dieguez et al. (2003), sobre la composicion quimica
volatil del aroma en aguardiente de uvas, mediante SPME, se encontraron
terpenos: a-pineno, pB-pineno, limoneno, linalol, a-terpineol, critronelol, nerol,
geraniol, eugenol y norisoprenoides Ci3. a-ionona, B-ionona. Los extractos se

analizaron por GC-MS en una columna polar [24].

1.2.1 Proceso de fermentacion

En la fermentacion del mosto sucede la hidrolisis enzimatica de los compuestos
volatiles, enlazados con azucares y aminoacidos, por accion de una colonia de
levaduras llamadas pruina (ca. 80-90 % Saccharomyces ellipsoideus y S.

apiculatus) presentes en la corteza de las uvas (Tabla 3) [20].

Tabla 3. Levaduras presentes en la pruina [25].

_ Cantidad de etanol
Levaduras en la pruina _
producido, %v/v

*Saccharomyces ellipsoideus 17

S. oviformis 17
S. acidifaciens 10
S. rosei 8-14
*S. apiculatus 4-5

*80-90% en la totalidad de la pruina.

Durante el proceso de fermentacion anaerdbica se produce gran cantidad de
ésteres, que imparten las caracteristicas frutales al mosto fermentado [26], pero
también se forman acidos organicos indeseados, de 2 a 6 atomos de carbono,

como los acidos lactico, acético y butirico, responsables del olor a rancio emitido
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durante el tiempo de almacenamiento, los cuales generan pérdidas de la materia

prima y disminucién de la calidad del producto final [27].

La fermentacion se detiene por accion del diéxido de azufre (SO,), el cual se
produce naturalmente por levaduras en el proceso de fermentacién. El SO,, inhibe
el funcionamiento de las enzimas presentes en las levaduras y, de esta manera, el
proceso de fermentacion se detiene [28]. En el pisco puro la fermentacién se

detiene naturalmente, mientras que el mosto verde se detiene intencionalmente.

1.2.2 Proceso de destilacion

La destilacion del mosto fermentado puede ser directa o por lotes y dura ca.140
minutos. El destilado se separa en tres fracciones, cabeza, cuerpo y cola, de las
cuales solo se selecciona la fraccion del cuerpo, por su alto contenido en
sustancias aromaticas, etanol y bajo contenido de sustancias toxicas como el
furfural [21, 23, 29, 30].

En otras palabras, la composicion quimica volatil del pisco varia durante la
destilacion, de acuerdo con la temperatura de ebullicion y la solubilidad de los
aldehidos, ésteres, alcoholes y acidos, en el etanol y en el agua (Véase Tabla 4)
[23].

En la Tabla 4 se observa que los aldehidos solubles en etanol y con punto de
ebullicibn menor que 100 °C, destilan principalmente en la “cabeza”; los ésteres,
gue son completa o parcialmente solubles en etanol, con punto de ebullicion
mayor de 100 °C, destilan en la “cabeza”; los alcoholes, que son solubles en
etanol y completamente o parcialmente solubles en agua, destilan principalmente
en la “cabeza” y en el “cuerpo”; los acidos, con punto de ebullicion iguales a 100
°C, solubles en agua, destilan principalmente en el “cuerpo”; mientras que el

furfural destila principalmente en la “cola” (al final) [2-4, 23, 25-32].
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Tabla 4. Evolucion de la composicion quimica volatil durante la destilacion del

mosto de uva [23].

P.eb. ° C Solubilidad Fraccion Compuestos
Etanol Agua Cabeza Cuerpo Cola

<100 S X Aldehidos

> 100 SC, SP X Esteres

<100 S SC,SP X X Alcoholes
=100 S X Acidos

> 100 SM X Furfural
S-soluble

SC-completamente soluble
SP-parcialmente soluble
SM-medianamente soluble

Las destilaciones se realizan en alambiques (Figura 2) de metales como cobre o

acero, que varian de volumen segun la capacidad del material a destilar. Los

vapores destilados pasan por el cuello de cisne hasta el refrigerante y terminan en

contenedores de acero.
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Figura 2. Esquema de un alambique utilizado para la destilacion de mosto [22].

1.2.3 Distribucion del pisco peruano

La produccién de pisco ha incrementado significativamente desde los Ultimos afios hasta

el 2009 (Figura 3), debido a las caracteristicas organolépticas otorgadas por la materia

prima. El pisco se ha convertido en una bebida muy apetecida, en especial, por paises

como Estados Unidos, Chile, Argentina y Colombia (Figura 4) [33].
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Figura 3. Produccion de pisco en Perq, en funcion del tiempo. Elaboracion propia,
fuente: CONAPISCO [33].

Bélgica Otros Estados
Reino Unido_ 2%_ paises 20% Unidos
1% 31%
Alemania
2%
Ecuador
2%
Argentina _ Czigz)l/e
13% Colombia 0
6%

Figura 4. Principales importadores de pisco. Elaboracién propia, fuente:
CONAPISCO [33].

1.3 METODOS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS QUIMICOS
VOLATILES EN MATRICES LIQUIDAS

Existen diversas técnicas que permiten la extraccion de compuestos quimicos

volatiles en matrices liquidas. A continuacién se presentan algunas de estas.
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1.3.1 Microextraccién en fase sélida

En afios recientes se ha buscado una técnica de preparacion de muestras, que
minimice la cantidad de solventes. Una de las mas promisorias es la
microextraccion en fase sélida (SPME), la cual presenta varias aplicaciones, con
alta sensibilidad y precision.

La técnica de microextraccion en fase solida (SPME) se desarroll6 por Pawliszyn,
J. y Arthur, C. en 1990. En su primer trabajo, evalué contaminantes de tipo BTEX
en agua, la SPME se utiliz6 en modo de inmersion directa y se plante6 como una

técnica alternativa de la extraccion liquido-liquido [34-37].

La SPME permite la extraccion de compuestos volétiles en alimentos, farmacos,
cosméticos, biomarcadores, pruebas medioambientales, monomeros volatiles en
plasticos y continia ampliando sus horizontes en numerosas aplicaciones [38], por
medio de un posterior analisis cromatografico empleando equipos de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, High Performance Liquid

Chromatography, por sus siglas en inglés) o GC [7, 19]

Un andlisis realizado por Rocha et al. (2001) sobre el efecto de la matriz en el
aislamiento de los compuestos volatiles del aroma del vino a través de HS-SPME-
GC-MS, reqistr6 en la composicion monoterpenos, alcoholes alifaticos vy

aromaticos y ésteres [39].

1.3.1.1 Dispositivos

El dispositivo para realizar SPME esta disponible comercialmente y se conoce
como holder (Véase Figura 5). El holder esta disefiado como una camara que
resguarda la fibra de SPME y cumple la funcion de jeringa, retrayendo y

contrayendo la fibra de un tubo cilindrico.

Las fibras de SPME estan hechas sobre un soporte de silice fundida, el cual se

recubre con un material polimérico absorbente o adsorbente. Este polimero opera
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como fase estacionaria, en donde, los analitos se extraen y se concentran para su
posterior desorcidén o elucion en el puerto de inyeccion de un cromatografo [7, 40,
41].

La seleccion de la fibra depende de la tarea analitica en cuestion, i.e.,, depende de
las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos: afinidad del analito por la fibra,
peso molecular, punto de ebullicion, presion de vapor, polaridad, grupos
funcionales, rango de concentracion y detector a utilizar en el analisis [6, 7, 42-47].

El siguiente paso es considerar las caracteristicas de las fiboras como el espesor
del recubrimiento, polaridad, porosidad y la estabilidad del recubrimiento bajo el

efecto de solventes o altas temperaturas.

Embolo

ﬂ/ Cuerpo de la jeringa
?Guia del émbolo

Ventanade
comprobacion fibra

Guiade
g Cuerpo ajustable acero
Muelle Fibra
Septum

Figura 5. Dispositivo para SPME. Elaboracion propia.
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En la Tabla 5 se presentan algunos recubrimientos y espesores de fibras para

SPME, con sus respectivos cédigos de identificacion.

Tabla 5. Nomenclatura de las fibras para SPME [43].

Descripcion Cddigo de identificacién
Poli(dimetilsiloxano)* 100 pm PDMS
Poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno* 65 um PDMS/DVB

poli(acrilato)* 85 pum PA
Carboxen/poli(dimetilsiloxano)* 75 um CAR/PDMS
Carbowax/divinilbenceno* 65 pum Cw/DVB

Divinilbenceno/carbonxen/poli(dimetilsiloxano)** 50/30 um  3F

* Longitud: 1 cm. ** Longitud: 2 cm.

1.3.1.2 Condiciones de extraccion

Existen varios parametros por medio de los cuales la extraccion de los analitos
puede mejorarse, a saber: agitacion de la muestra, adicion de cloruro de sodio u
otra sal, cambio de pH, aumento de la temperatura y diferentes tiempos de

extraccion [7, 21].

1.3.2 Extraccion en Headspace Sampler

El muestreo en el espacio de cabeza es una técnica de extraccion, en la cual se
analizan los compuestos quimicos mas volatiles de una muestra problema y son

guiados a ingresar en un cromatografo de gases.

Con esta técnica, el muestreo se realiza de forma automatica, pero la preparaciéon
de la muestra debe enriquecer los compuestos quimicos volatiles en el espacio de

cabeza del vial que contiene la muestra.

El muestreo en headspace estatico, normalmente se usa para el monitoreo de
compuestos volatiles en alimentos, ya sean soélidos o liquidos. La muestra se

introduce en un vial, el cual se lleva a la camara de Headspace Sampler, que
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acondiciona la muestra, e.g., el incremento de la temperatura aumenta la

distribucién de las sustancias volatiles en la fase gaseosa [48].

Un volumen definido de gas de arrastre se inyecta en el vial, después el gas de
arrastre, junto con los compuestos volétiles ingresan al loop, donde permanecen

un tiempo de equilibrio y, por ultimo, ingresan al GC (Véase Figura 6) [48].

Inlet Inlet

& |Loop

Alacolumna Ala columna

a) b) c)

Figura 6. Etapas en la extraccion con HS-estatico a). Presurizacion de la muestra
en el vial; b). Llenado del loop; c). Entrada de los componentes quimicos volatiles

del loop hacia la columna. Elaboracién propia.

1.3.3 Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido se basa en la transferencia de materia de una fase A
a una fase B, necesariamente inmiscible en la anterior. Esta técnica requiere
solventes de alta pureza para mejorar la extraccion. Los solventes se deben
seleccionar de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas del analito y la matriz
a tratar [49, 50].

En un analisis realizado por Herraiz et al. (1990), sobre la fraccion volatil y
semivolatil de una muestra de pisco, proveniente de uvas Moscatel, obtenida
mediante extraccion liquido-liquido con triclorofluorometano (freén 11) y analizada
por GC-MS, se identificaron trece ésteres, doce alcoholes, dieciséis terpenos,

cinco acidos y tres compuestos carbonilicos [4].
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2. ANALISIS CIENCIOMETRICO

El analisis cienciométrico se realiz6 usando la base de datos Scopus (Elsevier). Se
utilizaron tres ecuaciones de busqueda y los resultados suministrados por la base

de datos se encuentran a continuacion.

Se han encontrado diversos articulos, abstracts, patentes, entre otros, sobre el analisis de
compuestos volatiles en bebidas alcohdlicas por cromatografia de gases (Figura 7),
usando la técnica SPME (Figura 9); se observo un notorio aumento en el nimero de
publicaciones divulgadas en los ultimos afios, ya que la industria de bebidas alcohdlicas
busca estandarizar cada licor. En general, el andlisis es viable, ya que se sustenta con
investigaciones previas de andlisis cromatogréafico usando la técnica SPME para aislar las

sustancias presentes a nivel de trazas.

Ecuacion de busqueda N°1. RESEARCH FOR (“analysis of alcoholic beverages by
spme”) IN ALL FIELDS.

Después de realizar el andlisis cienciométrico, se encontrd6 que el periodo de mayor
numero de publicaciones fue del 2008 al 2011 (Figura 7), que dirigen especialmente
hacia las areas de quimica, ciencias agricolas y biolégicas, bioquimica, genética y

biologia molecular, ciencias medioambientales e ingenieria (Figura 8).
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Numero de publicaciones

Figura 7. Numero de publicaciones sobre analisis de bebidas alcohdlicas por

SPME en funcion del tiempo. Periodo de observacion de 1996 al 2012. Fecha de

consulta: 9 de agosto de 2012. Ecuacion de busqueda: SEARCH IN ALL (“analysis

of alcoholic beverages by spme”). Numero de publicaciones encontradas: 434.
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Figura 8. Areas de estudio sobre anélisis de bebidas alcohdlicas por SPME en

funcién nimero de publicaciones. Periodo de observacién de 1996 al 2012. Fecha
de consulta: 9 de agosto de 2012. Ecuacion de busqueda: SEARCH IN ALL

(“analysis of alcoholic beverages by spme”).

encontradas: 434.
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Ecuacion de busqueda N°2. RESEARCH FOR (“spme gas chromatography”) IN ALL
FIELDS.

Segun los resultados obtenidos, el estudio cienciométrico sobre cromatografia de gases
usando la SPME, en los ultimos 10 afios incluyen 7.625 publicaciones, con un incremento
desde el 2001, debido a la importancia que tiene el andlisis de componentes quimicos
voléatiles (Figura 9). Se observé mayor numero de publicaciones en las areas de quimica,
bioquimica, genética y biologia molecular, ciencias agricolas y biolégicas, ciencias del
medio ambiente y medicina (Figura 10).

1200

1000

es

800

600

400

Numero de publicacion

O A O O
D O O O L O Q
P F S S

Figura 9. Numero de publicaciones sobre SPME en cromatografia de gases en
funcién del afio de publicacién. Periodo de observacion de 1996 al 2012. Fecha de
consulta: 9 de agosto de 2012. Ecuacion de busqueda: SEARCH IN ALL (“spme

gas chromatography”). NUmero de publicaciones encontradas: 9.146.
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Figura 10. Areas de estudio sobre cromatografia de gases con SPME en funcion

del nimero de publicaciones. Periodo de observacion de 1996 al 2012. Fecha de

consulta: 9 de agosto de 2012. Ecuacion de busqueda: SEARCH IN ALL (“spme

gas chromatography”). Numero de publicaciones encontradas: 9.146.

Ecuacién de busqueda N°3. RESEARCH FOR (“pisco beverage”) IN ALL FIELDS.

Este andlisis cienciométrico esta dirigido especialmente hacia las areas de estudio en las

gue se encontré registrado mayor nimero de publicaciones referentes al tema de pisco,

donde el periodo de mayor niumero de publicaciones correspondié a 2005-2011 (Figura

11) y, en su mayoria, los articulos fueron enfocados en el area de agricultura y ciencias

bioldgicas, precedida por quimica (Figura 12).
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Figura 11. Numero de publicaciones sobre bebidas de pisco, en funcién del
tiempo. Periodo de observacion de 1996 al 2012. Fecha de consulta: 9 de agosto
de 2012. Ecuacion de busqueda: SEARCH IN ALL (“pisco beverage”). Numero de

publicaciones encontradas: 36.

o Artes y humanidades 2

S Ciencias sociales 3

g Ciencias del medio ambiente 3

% Bioquimica, genética y biologia moléculas 5

g Quimica 15

< Agriculturay ciencias biologicas 23
0o 5 10 15 2 25

Numero de publicaciones

Figura 12. Areas de estudio sobre bebidas de pisco, en funcion del nimero de
publicaciones. Periodo de observacion de 1996 al 2012. Fecha de consulta: 9 de
agosto de 2012. Ecuacion de busqueda: SEARCH IN ALL (“pisco beverage”).

Numero de publicaciones encontradas: 36.
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3. METODOLOGIA

3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS AUXILIARES

Para el desarrollo de esta investigacion se necesitaron los siguientes materiales
(Véanse Tablas 6-8):

Tabla 6. Materiales volumétricos utilizados.

Material Volumen Marca Especificaciones

Bureta 2mL SILBER BRANDI ISO 385; + 0,045 mL
10 mL BRAND 0,1+ 0,075 mL

Picnémetro 1mL BRAND -

Micropipeta 20-200 pL BRAND ISO 9001.14001
100-1000 pL

Tabla 7. Equipos auxiliares utilizados.

Equipo Marca Modelo Especificaciones  Referencia
Balanza METTLER- AL204 1+£0,0001g -
TOLEDO
Vortex IKA® MS2 MINISHAKER 0 <rev/min <2500 2952 HWR
Refractometro ATAGO® NAR-1T Liquid ° Brix (%)+ 0,1 % 1210
0<T<50°C
Crimper Agilet - Sellos de 20 mm 9301-0720
Technologies
Decapper - 20 mm 5181-1214
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Tabla 8. Fibras de SPME utilizadas.

_ , Cédigo Espesor, _

Fibra Cadigo Referencia*
de color pHm

Poli(acrilato) PA Blanca 85 57320-U
Poli(dimetilsiloxano) PDMS Roja 100 57324-U
Poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno PDMS/DVB Azul 65 57320-U
Carboxen/poli(dimetilsiloxano) CAR/PDMS Celeste 85 57334-U
* Supelco S.A.
Tabla 9. Sustancias quimicas utilizadas.
Solvente Marca Pureza Referencia N° Lote
Etanol absoluto J.T. Baker 99,9 % 9000 JO3C60
iso-Butanol MERCK 99 % k35997284617 1.00984.1000
n-Propanol Farmitalia Carlo Erba 100 %  603003.00.0 18308
Alcohol iso-amilico  J.T. Baker 999% 979 142101
Pentano J.T. Baker 999% 7007-09 B19608
Diclorometano J.T. Baker 99 % 9324-03 J400B05
Eter de petroleo J.T. Baker - 9265-03 J05J04
Acido sulfarico J.T. Baker 95-97% 9681 Ja1C11

3.2 MUESTRAS DE PISCO

Las muestras fueron suministradas por la empresaria Berit Knudsen, propetaria

del FUSION restaurante, ubicado en Choquehuanca 714-San lIsidro, Lima. Las

once (11) muestras de pisco peruano (Véase Figura 13) se obtuvieron en botellas

de vidrio translucido de 450 mL, selladas con corcho de caucho, etiquetadas con

los valles de origen y uva pisquera usada como materia prima. Las muestras de

pisco estudiadas se reportan en la Tabla 10.
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Figura 13. Muestras de pisco peruano. Fotografia tomada por: Yaride Pérez
Pacheco. Lugar: Laboratorio J.J. Thomson, CENIVAM, UIS. Fecha: Abril del 2012.

Tabla 10. Muestras de pisco peruano, objeto de estudio en este proyecto.

N° Pisco Tipo Valle Marca Observaciones
1 Albilla Puro Chincha Vifias oro
2 ltalia Mosto verde Chincha Viflasoro Se destila con un poco de

azlcar, puesto que se
interrumpe la destilacién

3 ltalia Puro Chincha Vifias oro

4  Mollar Puro Ica Viejo tonel

5 Moscatel Puro Chincha Vifias oro

6 Negra Puro Chincha Vifdasoro No aroméatica
Criolla

7  Quebranta Puro Chincha Vifdasoro No aroméatica

8 Quebranta Mosto verde Chincha Vifas oro

9 Torontel Mosto verde Chincha Vifiasoro Fermentacion interrumpida con
remanente de azUcar

10 Torontel Puro Chincha Vifas oro

11 Uvina Puro Mala Gran cruz

45



3.3 PREPARACION DE LA MUESTRA

La obtencion de las fracciones voléatil y semivolatil del pisco se realiz6 empleando
tres técnicas: SPME, ELL y S-HS. Las fracciones se analizaron posteriormente por
GC-FID y GC-MS.

3.3.1 Extraccion de la fraccion volétil del pisco peruano por microextraccion
en fase solida

La fraccion volatil del pisco peruano se aisl6 empleando HS-SPME. Las
condiciones de extraccion y concentracion se realizaron mediante pruebas
preliminares, a saber: seleccion de la fibra con mayor capacidad de absorcion o
adsorcion, temperatura y tiempo de saturacion de la fibra. De acuerdo con los
resultados obtenidos, se planteé un disefio experimental para observar el

comportamiento de las extracciones usando las condiciones seleccionadas.

La preparacion de las muestras se realiz6 de la siguiente manera: En un vial
ambar (15 mL), que contenia un agitador magnético, se adicion6 la muestra (1,6
mL). La muestra se acondicioné (10 min), usando una plancha de calentamiento
con agitacion (Heidolph MR Hei-Standard, Seccion 3.3.1.2).

El tiempo de exposicion de la fibra y la temperatura se establecieron con base en
el disefio experimental; la fibra se expuso en el espacio de cabeza del vial v,
posteriormente, se llevd al puerto de inyeccion del cromatografo, donde los
compuestos quimicos voléatiles aislados se liberaron de la fibra por

termodesorcion.

Los ensayos se realizaron en un equipo Hewlett-Packard 5890 Series II, con un
detector de ionizacién en llama (FID). Los parametros cromatograficos se exponen

en la Seccion 3.4.1.
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La obtencién de los espectros de masas de los compuestos quimicos presentes
en la fraccion volatil del pisco peruano, se realiz6 en un cromatografo Agilent
Technologies 6890N Network acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5975 Inert XL. Los parametros cromatograficos se mencionan en la
Seccion 3.4.2.

3.3.1.1 Seleccién de la fibra

La extracciéon de la fraccion volatil de la muestra de pisco se llevé a cabo con
cuatro fibras (Véase Tabla 8), de 1 cm de longitud. La fibra se seleccion6 de
acuerdo con el mayor area cromatografica total obtenida. La evaluacion de cada
fibra se realiz6 por triplicado.

La condiciones de extraccion y concentracion de la fraccidon volatil de la muestra
evaluada se establecieron segun la literatura [51], la temperatura de equilibrio de
la muestra se mantuvo constante, 40 °C, se trabajé con un tiempo de exposicion
de 15 min (Véase Figura 14 a) y un tiempo de desorcion de 15 min (Véase Figura
14 b).

Figura 14. Etapas de la HS-SPME. a). Preparacion de la muestra; b). Introduccién
de la muestra en el puerto de inyeccion. Fotografia tomada por: Carlos Bathuel
Ramirez Pineda. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Mazo de 2012.
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3.3.1.2 Disefio experimental, 22

Para la determinacion del rango de trabajo del disefio experimental se realizaron
dos curvas de saturacion de la fibra, con base en la temperatura y el tiempo de
exposicion, al igual que se hizo un estudio de concentracion de la muestra, para

determinar los intervalos lineales de respuesta (Seccion 4.1.2).

El disefio experimental constd de dos niveles y dos variables (Tabla 11). Se
realizaron experimentos fuera de los limites establecidos para el disefio, con el fin
de observar el comportamiento de la repuesta y garantizar la robustez al modelo

experimental (Figura 15).

Tabla 11. Niveles y variables del disefio experimental.

Niveles
. -a -1 0 1 a
Variables
Temperatura, °C 24 32 40 48 56
Tiempo de exposicion de la fibra, min 5 9 13 17 21
a
-1, 1 1,1
. 0, g a

-1, -1 1, -1

Figura 15. Representacion grafica del disefio experimental.

En total, se realizaron once experimentos, cuatro en los vértices, cuatro fuera de

los limites y tres réplicas en el centro, para establecer el calculo del error
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experimental y verificar los parametros de precision y exactitud del disefio

experimental.

La robustez de los resultados del disefio experimental, se establecié mediante la
realizacion de los experimentos en orden aleatorio (Véase Tabla 12).

Tabla 12. Ensayos del disefio experimental.

Experimento Temperatura, °C Tiempo, min

1 a a

2 -0 -0
3 0 0

4 a -a
S 1 1

6 -a

7 0 0

8 -1
9 0 0

10 -1 -1
11 1 1

3.3.1.3 Cuantificacioén

De acuerdo con los fragmentogramas de masas obtenidos y la identificacion
tentativa de los ensayos previos, se opt6 por cuantificar los cuatro (4) compuestos

mayoritarios en las fracciones volatiles.

La curva de calibracion se preparé con una solucién stock de 50 mL, la cual
contenia etanol absoluto, iso-butanol, alcohol iso-amilico y hexanol. Los puntos de

la curva se realizaron de acuerdo con las soluciones de la Tabla 13, en un balén
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aforado de 10 mL. El error del andlisis se calculd con la medicion por triplicado de

cada punto de la curva.

Tabla 13. Soluciones utilizadas en la cuantificacion por medio de la HS-SPME.

Concentracion, ppm

Solucién
Etanol Alcohol iso-amilico iso-Butanol Hexanol
Solucion stock 1245005 7006 802 198
Solucién 1 30384 3 8,0 0,004
Solucién 2 97230 35 24,1 0,008
Solucién 3 249500 367 40,1 0,01
Solucién 4 436625 560 80,2 0,5

La confiabilidad de los resultados obtenidos se determiné mediante el calculo de la
precision y mediante el andlisis de los blancos de fibra y del vial, antes de cada

muestreo.
3.3.2 Extraccion liguido-liquido de la fraccion volatil del pisco peruano

El solvente, que se utilizard para la extraccion con solvente se determind por
pruebas preliminares. Se evaluaron pentano, diclorometano y éter del petroleo. La
seleccion se realizé con base en la volatilidad, accesibilidad y cantidad de

compuestos extraidos de la matriz.

La extraccion se realizo en tubos de ensayo. Se adicionaron 3 mL de muestra, 0,9
g de cloruro de sodio (30 % p/v) y 3 mL del solvente en porciones de 1 mL, se
agitd en un vortex durante 1 min, se extrajo la fase organica y se transfirié a otro

tubo de ensayo.

La fase organica se sec0 con sulfato de sodio anhidro, se concentré con un flujo
de nitrégeno gaseoso, hasta un volumen de 0,5 mL, para el posterior analisis por
GC-FID y GC-MS. Se prepararon los blancos respectivos y cada extraccion se

realizo por triplicado.
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3.3.3 Extraccion del etanol por latécnica de headspace estético del pisco

El muestreo se realizé en la cAmara Headspace Sampler HP 7694E (Figura 16),
acoplada a un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 Series Il, con
detector de ionizacion en llama (Figura 17). Los parametros cromatogréaficos se
reportan en la Seccion 3.4.1., y los pardmetros de acondicionamiento de las
muestras en la cAmara de headspace estético se reportan en la Tabla 14.

b)

Figura 16. Equipo Headspace Sampler HP 7694E. a). Camara de Headspace
Sampler, muestreador de espacio de cabeza; b). Carrusel porta-muestras.
Fotografia tomada por: Yaride Pérez Pacheco. Lugar: Laboratorio J.J. Thomson,
CENIVAM, UIS. Fecha: Enero de 2012.
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Tabla 14. Pardmetros de acondicionamiento de la cAmara de headspace estatico.

Parametro Valor
Agitacion lenta, min 10,0
Tiempo del ciclo en el GC, min 108
Tiempo de inyeccion, min 0,50
Tiempo de equilibrio en el loop, min 0,50
Tiempo de llenado en el loop, min 0,10
Tiempo de presurizacion, min 0,03
Tiempo de equilibrio en el vial, min 10,0
Zonas de temperatura, °C 70,0

3.3.3.1 Preparacion de la muestra

Las muestras se prepararon en viales de vidrio de 20 mL, se adicionaron 10 mL de

muestra por cada ensayo, 2 g de cloruro de sodio y 51 pL de acido sulfarico 0,5 M.

Los viales se sellaron herméticamente con un crimper manual. Los viales sellados
se depositaron en el carrusel de la cAmara del muestreador de espacio de cabeza
Headspace Sampler (Figura 16). Las muestras se ubicaron consecutivamente,
siempre iniciando con un vial dispuesto de 10 mL de agua tipo 1, con el fin de

limpiar el loop y la linea de transferencia, antes y después de cada muestreo.

3.3.3.2 Cuantificaciéon del etanol

Se prepararon cinco (5) disoluciones del patron de etanol de 35, 40, 45, 50 y 55 %
v/v, teniendo en cuanta la Norma técnica peruana de 2001 (NTP 2001) [22], la cual

establece que la concentracion permitida de etanol en el pisco es de 45 % (v/v).
La cuantificacion se realiz6 en un equipo GC-FID (Figura 17). El andlisis
cromatografico se realizd con base en los parametros registrados en la Seccién

3.4.1.
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Los limites de deteccién (LOD, Limit of Detection, por sus siglas en inglés) y de
cuantificacion (LOQ, Limit of Quantification, por sus siglas en inglés) se
determinaron segun las ecuaciones de calibracion, los valores de las areas
cromatograficas se obtuvieron con base en las Ecuaciones 1 y 2,

respectivamente.
Area op=y,+3Sg Ecuacion 1.
Area oq=y;+10Sp Ecuacion 2.
Donde:

ye-€s el punto de corte determinado por la ecuacion de calibracion.

Sg-es la desviacion estandar calculada para la curva de calibracion.

3.4 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Los componentes volatiles de las muestras se registraron mediante un detector de
ionizacion en llama (Seccién 3.4.1.) y un detector selectivo de masas cuadrupolar

(Seccion 3.4.2.), analizados en una columna polar.
3.4.1 Cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama

El analisis se realiz6 en un GC Hewlett-Packard 5890 Series I, con detector de
ionizacion en llama (FID) (Figura 17), equipado con un puerto de inyeccion

split/splitless manual (250°C, relacién split 1:18).
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Figura 17. Cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 Series II, con detector

de ionizacién en llama. Fotografia tomada por: Yaride Pérez Pacheco. Lugar:
Laboratorio J.J. Thomson, CENIVM, UIS. Fecha: Febrero de 2012.

La separacion cromatografica se efectu6é en una columna polar DB-WAX (J & W
Scientific, Folson, CA, EE.UU), de 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm. Se utilizd helio

como gas de arrastre, con presion constante en la entrada de la columna de 30 psi

y programacion de temperatura en el horno de 45° C (3 min) @ 3° C/min, 150° C

(5 min) @ 3° C/min, 220° C (30 min). La separacion de las sustancias en la

columna y su deteccién por el FID se realizaron con los flujos de gases reportados

en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros cromatograficos del GC-FID.

Parametros Flujos*, mL/min  RSD, %
Flujo total 219+04 1,8
Flujo el valvula split 18,004 2,2
Helio 1,29 + 0,02 1,8
Hidrogeno 29,5£0,3 0,9
Aire 308 £4 1,2

*Promedio * desviacion estandar (n=3). RSD-Desviacion estandar media, %.

54



3.4.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La identificacién de los componentes quimicos volatiles, se llevé a cabo en un
cromatégrafo Agilent Technologies 6890N Network Series GC acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975 Inert XL (Figura 18),

equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacién split 1:30).

Los espectros de masas y corrientes idnicas totales reconstruidas (TIC, Total lon
Current, por sus siglas en inglés), se obtuvieron mediante impacto de electrones
con energia de 70 eV. Las temperaturas en la cAmara de ionizacion, en la linea de
transferencia y en el cuadrupolo se mantuvieron a 230, 280 y 150° C,
respectivamente. Las corrientes idnicas totales y los espectros de masas se
obtuvieron con un analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de
frecuencia (full scan), a 4,75 scan s™, en el rango de m/z 40-350. Los datos
cromatograficos y espectrométricos se obtuvieron y se procesaron con el sistema
de datos Chemstation (G1701DA MSD).

Figura 18. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N Network Series
GC acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975 Inert
XL. Fotografia tomada por Yaride Pérez Pacheco. Lugar: Laboratorio de
instrumentacion analitica, CENIVAM, UIS. Fecha: Marzo de 2012.
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La separacion cromatografica se realiz6 en una columna DB-WAX (J & W
Scientific, Folson, CA, EE.UU), de 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm, se utiliz6 helio como
gas de arrastre, con flujo constante en la columna de 1 mL s™ y programacién de
temperatura en el horno de 45° C (3 min) @ 3° C/min hasta 150° C (5 min) @ 3°
C/min, hasta 220° C (30 min).

3.4.3 Identificacién

En la identificacion de los compuestos quimicos volatiles se utilizaron los criterios
cromatografico y espectrométrico, a saber: El tiempo de retencién, el indice de

retencion y los fragmentogramas de masas.

Parametros cromatograficos. Los indices de retencion lineal, Ig, se calcularon de
acuerdo con la Ecuacion 3, los cuales se obtuvieron por la comparacion de los tg
de una serie homologa de hidrocarburos lineales desde Cg hasta C,s, analizados

por GC-MS, bajo las mismas condiciones operacionales.

Irg=100* n+100 [W] Ecuacién 3.
RN~ ‘Rn

Donde:

n-es el nimero de atomos de carbono del hidrocarburo que eluyé antes del

compuesto de interés en la muestra.
tre-€s el tiempo de retencién del compuesto de interés.

trn-€S el tiempo de retencion del hidrocarburo que eluy6 antes del compuesto de

interés.

trn-€S €l tiempo de retencidn del hidrocarburo que eluyd después del compuesto

de interés.
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Pardmetros espectrométricos. Los espectros de masas obtenidos para cada uno
de los compuestos presentes en las muestras de pisco se compararon con los de
las bases de datos Adams, Willey y NIST, para realizar la identificacion presuntiva

por coincidencia.

3.5 DETERMINACION DE PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Esta seccion se enfoc6 en comprobar la calidad de las muestras de pisco
adquiridas con base en sus propiedades fisico-quimicas, a saber: El indice de
acidez, el indice de refraccion y la densidad de cada pisco.

3.5.1 Determinacion de la acidez total

Esta prueba se realiz6 con base en la norma ISO 1242. Se preparo una solucion
de hidroxido de potasio 0,1 N, la cual se estandarizO con 15 mg biftalato de

potasio.

Se pesaron 2 g de pisco, se adicionaron 85 pL de una solucion de fenolftaleina 1

N, la solucién se mantuvo constante.

La solucion de hidréxido de potasio se adicion6 con una bureta de 2 mL con
especificaciones predispuestas. La solucion se mantuvo en agitacion constante.

La determinacion se realizo por triplicado.

La cantidad de moléculas acidas contenidas en la matriz de pisco se calculd

mediante la Ecuacion 4:
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AV= YK x Cony o X56,11 Ecuacién 4.

pisco

Donde:

Vkon-€s el volumen en mL de la cantidad de solucién de hidréxido de potasio

utilizada en la medicidn.

Jpisco-€S la cantidad de muestra en gramos.

Conkon -€s la concentracion molar de la solucion de hidroxido de potasio

estandarizada.
3.5.2 Determinacion de sacarosa disuelta

La medicion del indice de refraccion se realiz6 segun la norma ISO 280. Se
adicionaron 50 pyL de muestra sobre la lente de un refractometro ATAGO NAR-1T
Liquid; la lente del refractometro se limpid con etanol absoluto entre cada

medicion.
3.5.3 Determinacién de la densidad

La densidad se determind con un picnOmetro de 1 mL, el cual se pesoé
previamente en una balanza analitica. Se adicion0 1 mL de cada pisco. Los

ensayos se hicieron por triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FRACCION VOLATIL DEL PISCO AISLADA POR LA
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

4.1.1 Selecciéon de lafibra

La fibra se seleccion6 con base en la capacidad de extraccion de los compuestos
volatiles presentes en la muestra, reflejada por el area cromatografica total
obtenida. Se evaluaron cuatro fibras de diferente polaridad, a saber: PDMS,
PDMS/DVB, CAR/PDMS y PA, bajo las mismas condiciones de extraccion (tiempo
de equilibrio-10 min, tiempo de exposicion-15 min, temperatura de 40°C y tiempo
de desorcion de 15 min) [51]. Para esta determinacion se utilizé el pisco de uva
Torontel de tipo mosto verde (9), los resultados obtenidos para estas pruebas se

encuentran en la Figura 19.

El pisco presentd gran una cantidad de compuestos medianamente polares como
ésteres y algunos terpenos; adicionalmente, se aislaron compuestos polares como
hidrocarburos insaturados oxigenados, algunos alcoholes primarios y aromaticos.
La fibra de CAR/PDMS aislé la mayor cantidad de compuestos, con un area
cromatogréfica total de ca. 6x10° cuentas; esto debido a que el polimero de
CAR/PDMS es polar, i.e., permite la adsorcion de compuestos medianamente

polares junto con compuestos polares.

En la Figura 19 se muestra la respuesta como el area cromatogréfica total,
obtenida con las fibras utilizadas. Se observd, que las fibras mas polares
presentaron mayor respuesta, i.e., las fiboras de CAR/PDMS y PA. Esto debido a la

composicion de los piscos, rica en componentes oxigenados y polares.
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Seleccion de la fibra de SPME

Respuesta, cuentas

PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS PA
Fibra de la SPME

Figura 19. Seleccién de la fibra, respuesta generada por el GC-MS (n=3).

4.1.2 Efecto de la temperatura, tiempo de exposicion y concentracion del

etanol en la fibra

Los rangos lineales de temperatura, tiempo de exposicién y concentracion de
etanol, se determinaron para hallar sus limites en el disefio experimental (Véase
Seccién 4.1.3)).

La concentracion del etanol en las muestras de pisco es de 45 %vl/v
aproximadamente, por lo tanto, la posibilidad de saturacion de la fibra por accién
del etanol es viable. Se prepararon disoluciones con concentraciones entre 7 y 65
%(v/v) de etanol, para observar el comportamiento de la fibora de CAR/PDMS, a
medida que la concentracion del etanol se aumenta. Se emplearon como variables
de extraccidon un tiempo de exposicion de 15 min y una temperatura de trabajo de
40 °C (Véase Figura 20) [51].

De los resultados expuestos en la Figura 20, se observé que el rango lineal se
encuentra desde 7 hasta 35 %v/v de etanol en la muestra. Una concentracion
superior del 35 %v/v de etanol en la muestra condujo a la disminucién de la

repuesta, i.e., del area cromatogréfica.
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El cambio del area cromatografica se promovio por el equilibrio dinamico entre los
analitos de la fase vapor y la fibra adsorbente de CAR/PDMS, i.e., la fibra encontro
el limite de saturacion. Sin embargo, a partir de 35 %(v/v), tal como indica la
Figura 20, la fibra se saturd y liberdé posteriormente analitos para pasar a un

nuevo régimen de saturacion.

Curva de saturacion de la fibra
25000000
@
% 20000000 .
5
O 15000000 .
g * .
£ 10000000 * *
5000000 .
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion de etanol, %v/v

Figura 20. Curva de saturacion de la fibora CAR/PDMS con base en la

concentracion de etanol.

El efecto de la temperatura en la fibora de CAR/PDMS, se determind con base
acetato de etilo, identificado en las once muestras de pisco, con el tiempo de
retencién corto (tg=6,12+0,01 min) y polaridad similar a muchos compuestos
guimicos del pisco en general. Los tiempos de equilibrio, extraccion y desorcion se
mantuvieron constantes en 10, 15 y 15 min, respectivamente [51]. El rango
dinamico lineal, sin saturar la fibra, se encontré entre los 24 y 50 °C (Véase Figura
21).
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Efecto de latemperatura
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Figura 21. Efecto de la temperatura sobre la saturacion de la fibora de CAR/PDMS.

El efecto del tiempo de exposicion en la fiora de CAR/PDMS se determind con
base en el acetato de etilo. La temperatura de trabajo se mantuvo constante, 52°
C. Los tiempos de equilibrio y de desorcidon se mantuvieron constantes, 10 min y
15 min, respectivamente. El intervalo lineal de tiempo, sin saturar la fibra, se

encontré desde 10 y 20 min (Véase Figura 22).

Efecto del tiempo

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo, min

Figura 22. Efecto del tiempo de exposicion sobre la saturacién de la fibra de
CAR/PDMS.
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Con base en las tres curvas de saturacion expuestas anteriormente, se contemplo
la posibilidad de un disefio experimental de dos niveles con dos variables, dado
que, el tiempo de equilibrio y el tiempo de desorcién se establecieron en 10 y 30
min, respectivamente. De esta manera, se redujo el nimero de observaciones
necesarias para establecer una ecuacién que represente los resultados

determinados por la SPME.
4.1.3 Condiciones del disefio experimental, 22

En la Seccion 4.1.2 se encontraron los rangos de temperatura, tiempo de
exposicion de la fibra y concentracion de etanol méaximos, antes de llegar a la

saturacion de la fibra.

Como se mencion0 anteriormente se optd por un disefio experimental compuesto
de 22 (Véase Tabla 12), para la extraccién por la técnica HS-SPME de
compuestos quimicos volatiles de pisco. También, se realizaron experimentos
fuera de los limites, con el objetivo de vislumbrar la robustez del disefio
experimental. El error experimental se determind con tres réplicas en el punto

central (Véase Tabla 16).

Tabla 16. Resultados del disefio experimental.

. Temperatura, Tiempo, Area total,
Experimento

°C min cuentas
1 56 21 10624700
2 24 5 575842
3 40 13 9668940
4 56 5 7092630
5 32 17 3267950
6 24 21 827049
7 40 13 10517800
8 48 9 10748800
9 40 13 10453000
10 32 9 1886510
11 48 17 11079800
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Con las réplicas realizadas en el punto central del disefio experimental, se
determind el error de la medicion, al igual que la desviacion estandar relativa;

estos valores se registraron en la Tabla 17.

Tabla 17. Validacion del disefio experimental.

Variable Valor
Promedio*, cuentas 10213246
Desviacion estandar 472495

Varianza 2,23x10%
RSD, % 4.6
*n=3

El error experimental estuvo representado por una desviacion estandar relativa
menor de 10 %. Por lo tanto, se realiz6 el ANOVA de los resultados obtenidos y se
encontré que la variable temperatura influyd mas que el tiempo de extraccion. Se
propuso presentar en el modelo experimental la variable temperatura en un

segundo orden.

Con el fin de encontrar un modelo que representara tedricamente los resultados
obtenidos en el disefio experimental, se realizaron diferentes combinaciones entre
las variables T, t y T*t. Como parametro de comparacién se empleo el coeficiente
de determinacién, R Entre los datos experimentales del disefio y los calculados

con el modelo.

Los valores de tiempo y temperatura se normalizaron con base en la Ecuacion 5;

de esta manera, se realiz6 facilmente el célculo del modelo experimental:

X'Xm in

N= Ecuacion 5.

Xméx'xmin
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Donde:

X-es el valor real de la variable a normalizar.

Xmin-€s el valor minimo del disefio de la variable a normalizar.
Xmax-€s el valor maximo del disefio de la variable a normalizar.

Segun la validaciéon cruzada del modelo experimental, el modelo que presento6 el

mejor coeficiente de correlacion, después de la validacién fue:

r=100990,11 + 27526385,22T + 28575628,59Tt - 19909883,02 T  Ecuacion 6.
Donde:

r-es la respuesta en area cromatografica total.

T-es la variable de temperatura normalizada.

t-es la variable de tiempo de exposicion normalizada.

Segun la Ecuacion 6, se determinaron los valores de T y t, en los cuales, el pisco
“presentd” mayor respuesta en area cromatografica total de los piscos registrados.
La gréafica de superficie de respuesta del modelo experimental se presenta en la
Figura 23, en donde las condiciones de temperatura y tiempo de extraccion, que

presentaron mayor respuesta, fueron 48° C y 21 min, respectivamente.
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Figura 23. Superficie de respuesta del modelo experimental.

La validacion del modelo experimental se realizo en el punto de mayor respuesta

en el area cromatografica total; los resultados se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Validacion del modelo experimental.

Variable Valor

Area total tedrica, cuentas 11703191
Area total promedio experimental*, cuentas 11300000 + 630000
RSD del valor experimental, % 5,5

Error de prediccion, % 2,7

*Promedio * desviacién estandar (n=3).
4.1.4 Fraccién voléatil aislada por la microextraccion en fase solida

La preparacion de la muestra se realizé de la siguiente manera: se adicionaron 1,6
mL de pisco diluido al 30 %v/v en un vial &mbar de 15 mL; la extraccién se hizo

con la fiora de CAR/PDMS (StableFlex, 85 um), los tiempos de equilibrio, de
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exposicion y de desorcion se establecieron en 10, 21 y 30 min, respectivamente;
se empled una temperatura de 48°C.

Las muestras se analizaron en un cromatografo de gases con detector de
ionizacién en llama (Véase Figura 17) y en un cromatografico de gases con
detector selectivo de masas (Véase Figura 18). Las condiciones de analisis se
encuentran en la Seccion 3.4.1y en la Seccion 3.4.2, respectivamente.

El error de las mediciones por HS-SPME se determiné realizando el andlisis por
GC-FID por triplicado. La composicidbn quimica, aislada por HS-SPME, se
determinoé tentativamente usando las bases de datos Wiley, NIST y Adams.

El analisis de los componentes quimicos volatiles, aislados por HS-SPME, se
reporta en la Tabla 19. Los cromatogramas obtenidos por HS-SPME-GC-FID, se

presentan en el Anexo 1.

En el andlisis por GC-FID se encontraron 81 compuestos, de los cuales se
identificaron 26 (99,1 %) con ayuda de los espectros de masas obtenidos y los
indices de retencion. Los espectros de masas no brindaron la informacion
suficiente, para identificar la totalidad de las sustancias volatiles aisladas por HS-
SPME.

Una clasificacion de compuestos voléatiles aislados mostré, que el area
cromatografica corresponde a compuestos alcohdlicos mayoritariamente y

compuestos terpénicos, en menor grado.
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Tabla 19. Cantidad

peruanos analizados.

relativa (%) e identificacion de compuestos volatiles aislados por HS-SPME de los piscos

IR DB-WAX Tipo Parédmetro Pisco
N° Compuesto -
Exp. Lit. 1P 2P 3P 4P 5P 6P 7P 8P 9P 10P 11P
. CR, % 01 01 0,2 0,3 01 01 0,1 01 04 0,3 0,1
1 Acetato de etilo - 907 E
RSD, % 72 228 91 16,3 7,8 138 9,6 21,2 9,6 8,3 10,5
> 11-Dietoxietano o CR, % 0,01 0,1 - - 0,01 - 0,1 0,01 0,05 - 0,01
' RSD, % 18,4 20,6 - - 27,4 - 51 16,7 3,0 - 5,4
3 NI o CR, % 0,02 0,1 0,07 0,1 0,02 0,02 0,02 0,03 0,1 0,05 0,1
o RSD, % 74 214 54 6,7 17,2 3,5 2,6 93 3.8 135 3.1
CR, % 97,7 984 978 981 984 985 978 984 968 98,1 984
4 Etanol - 929 A
RSD, % 41 140 64 15,7 88 48 2,1 57 61 13,7 24
5 NI o CR, % 0,01 0,004 0,01 0,00 0,01 0,00 0,003 - 0,04 0,01 0,002
o RSD, % 12,7 11,5 10,2 8,1 15,0 8,0 370 - 13,6 77,5 1105
CR, % 01 01 0,09 0,1 0,04 0,05 0,1 0,2 01 0,1 0,04
6 Propanol - 1091 A
RSD, % 136 16,9 18,1 54 13,8 7,6 358 51 16,0 26,3 22,0
7 NI o CR, % 0,01 - 0,001 0,003 - 0,001 0,005 - - 0,002 0,001
o RSD, % 14,1 - 239 16,2 - 15,8 1310 - - 12,3 92;3
CR, % - - - - - - - - 0,005 - -
8 N.L - - (0]
RSD, % - - - - - - - - 21,2 - -
. CR, % 0,2 0,2 0,1 0,2 01 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2
9 iso-Butanol - 1099 A
RSD, % 82 216 119 49 189 17,1 3,7 6,0 5,6 21,1 3.2
CR, % - 0,002 0,003 - - - - - 0,01 0,001 -
10 N.L 1111 - (0]
RSD, % - 244 122 - - - - - 19,1 145 -
- (@) CR, % - 0,001 0,002 - - - - - 0,004 0,001 -
11 N.L 1116
RSD, % - 28,5 5,8 - - - - - 250 295 -




Tabla 19. Continuacion.

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

N.I.

N.I.

n-Butanol

N.I.

N.I.

Alcohol iso-amilico

Hexanoato de etilo

ClOHlGO

N.I.

N.I.

C10H14

N.I.

1123

1132

1162

1198

1201

1213

1235

1245

1252

1256

1270

1274

1191

1217

1242

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,01
13,5

0,001
4,7

11

15,8
0,01
25,6

0,001
16,7

0,001
20,9
0,002
25,5
0,001
7,7
04
25,7
0,01
16,8
0,01
17,8
0,001
17,0

0,001
21,7

0,002
4,6

0,001
26,3
0,002
13,8
0,001
14,4
0,4
20,3
0,01

0,004
21,2

12,5
0,004
10,4

0,001
16,3

0,004
10,2

0,002
18,8
0,001
18,4
04
4,8
0,01
8,8
0,001
15,9

0,004
6,4

0,01
6,1

0,002
47,2

0,9
4,2
0,01
3,1

0,001
9,0

0,003
16,2

0,001
15,9

0,6
14,4
0,04
6,0

0,01
151
0,001
14,1
0,001
12,7
0,002
12,5

0,6
9,2
0,004
7,9
0,01
3,8

0,001
13,9
0,001
11,7

0,003
14,5

0,001
21,7
0,002
11,2
0,001
22,2
0,4
28,0
0,01
12,3
0,01
7,4

0,001
22,8

0,003
10,6

0,002
17,6

1,0
51
0,004
10,6

0,001
30,3




Tabla 19. Continuacion.

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

CioH180

N.I.

N.I.

C5H1003

N.I.

N.I.

Hexanol

N.I.

N.I.

N.I.

N.I.

N.I.

1279

1287

1323

1327

1332

1345

1358

1381

1382

1388

1395

1437

1398

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,003
14,8

0,001
23,7
0,001
19,1
0,01
16,5
0,004
17,7

0,003
15,8
0,001
11,5
0,01
16,7
0,001
15,8

0,001
19,0
0,00
18,3
0,001
15,0
0,002
16,7
0,001
26,1
0,001
9,1

0,003
10,7
0,001
13,2
0,01
10,8
0,001
20,3

0,004
26,3
0,003
26,3

0,003
24,3
0,001
24,7

0,002
24,2

0,001
17,5

0,003
15,7
0,005
22,0

0,003
14,6

0,001
4,0
0,001
17,2

0,002
18,9
0,002
12,4

0,02
16,1

0,002
12,6

0,001
10,1

0,005
10,6
0,003
23,6

0,08
5,7

0,002
72,0
0,001
19,6

0,001

82,0

0,01
4,3

0,1
10

0,2
1,7

0,003
17,2
0,001
23,0
0,01
6.4
0,001
3,3

0,004
12,5
0,01
5,0
0,002
54
0,003
7,9
0,001
18,5
0,001
23,7
0,03
8,3

0,002
88,4

0,01
4,6

0,01
29,7
0,01
26,8
0,003
9,3

0,001
30,6

0,04
11,0

0,001
32,4
0,001
9,8

0,001
9,6

0,005
11,5
0,01
52

0,03
10,7

70



Tabla 19. Continuacion.

36 N.L

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

Octanoato de etilo

1441

1450

1453

1456

1463

1474

1477

1480

1513

1521

1526

1534

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,04
14,2

0,003

15,5
0,02
8,3

0,002

10,8

0,002

12,7

0,1
11,2
0,003
15,0
0,01
10,8
0,003
24,4
0,02
13,7
0,01
10,1
0,001
13,7
0,003
10,0
0,01
6,6
0,001
13,9
0,002
19,5
0,002
16,8

0,04
7.9
0,003
8,6
0,01
4,1
0,01
24,0
0,03
14,2
0,01
15,4
0,001
25,3
0,003
15,3
0,01
19,5
0,001
22,1
0,002
20,6
0,003
6,5

0,02
14,8

0,01
17,6
0,01
21,8

0,001

9,0

0,002

23,8

0,03
10,6

0,002

9,2
0,01
11,8

0,001

16,5

0,001

21,0

0,001

19,7

0,004
5,9
0,01
6,1
0,02
11,7

0,04
2,9
0,01
10,3
0,001
14,9
0,004
18,0
0,01
20,3
0,001
15,4
0,002
12,9
0,003
9,2

0,002
19,3
0,01
8,7
0,01
39,3

0,02
16,1
0,01
14,0
0,001
34,5
0,002
20,4
0,01
111
0,001
17,4
0,001
21,5
0,003
11,0

0,01
16,8
0,001
0,2
0,03
5,0
0,001
11,6

0,001
18,3

0,002
9,4
0,001
7,0
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Tabla 19. Continuacion.

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

N.I.

N.I.

N.I.

Oxido de nerol

N.I.

N.I.

N.I.

Nerol

ClSHZOO

ClSHZOO

N.I.

N.I.

1537

1544

1550

1612

1636

1641

1648

1661

1663

1672

1678

1693

1474

1770

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,003
12,3

0,001
13,6

0,03
15,8
0,001
1,6

0,004
13,0

0,002
13,3

0,026
8,2
0,004
9,5

0.1
3.4
0,003
7,1
0,001
4,6
0,001
23,6

0,004
10,8

0,02
26,3
0,01
24,9

0,03
28,0
0,001
13,3
0,001
0,4

0,003
10,1

0,001
16,4

0,002
21,2
0,02
13,8

0,001
11,1

0,001
21,2

0,002
12,7

0,02
14,3
0,003
9,2

0,003
14,9

0,001
3,0

0,04
4,9
0,002
13,1

0,004
10,8

0,002
1,8

0,1
8,5
0,003
13,2
0,001
13,5

0,005
2,4

0,1
2,6
0,003
4,4
0,001
4,0

0,001
14,9

0,01
10,7

0,04
16,0
0,01
16,4

0,1
17,7
0,004
11,9

0,002
11,6
0,001
18,0
0,001
16,5

0,004
11,3

0,02
15,7
0,005
16,2

0,02
9,3
0,002
41,3

0,001
7,2

0,001
10,4
0,001
17,7
0,002
9,9

0,03
13,3
0,002
35,2

0,002
13,3
0,002
13,6
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Tabla 19. Continuacion.

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

Linalol

N.I.

N.I.

N.I.

Ho-trienol

N.I.

1703

1751

1756

1768

1820

1826

1827

1846

1852

1861

1865

1872

1506

1623

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,001
18,4

0,001
10,8

0,014
23,7
0,001
16,6

0,001
19,6

0,011
9,9

0,001
4,1
0,001
12,4

0,016
12,0
0,019
14,8
0,017
55
0,001
13,5
0,001
7,3

0,01
6,0
0,001
8,3
0,000
7,3
0,001
13,6

0,01
16,3
0,001
20,9

0,001
15,2

0,002
24,6

0,002
17,2

0,001
19,1

0,001
15,8

0,01

14,8

0,001
14,6

0,01
4,9

0,001
11,6

0,02
12,0

0,002
11,9

0,002
16,2

0,03
10,4

0,01
20,4

0,001
17,7
0,004
131
0,002
12,7

0,02
17,1
0,002
19,2
0,001
16,6
0,001
13,4

0,004
14,1

0,001
11,7

0,01
12,6
0,001
12,4

0,001
115

0,01
14,9

0,001
35,2
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Tabla 19. Continuacion.

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

N.1. 1881
Decanoato de etilo 1917
N.I. 1933
Dodecanoato de etilo 2051
N.1. 2055
Alcohol feniletilico 2070
N.I. 2073
N.1. 2257
N.I. 2285
Hexadecanoato de etilo 2394

1655

1927

1892

2255

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,02
12,8
0,001
15,5

0,002
8,8

0,002
17,7
0,003
11,8
0,001
21,3

0,004
16,7
0,001
3,9

0,004
13,8

0,001
17,4
0,002
8,8
0,001
4,9

0,005
21,6

0,001
16,8

0,001
26,7

0,001
19,0

0,001
12,3
0,01
13,4

0,002
11,2

0,001
17,5

0,002
13,3
0,001
11,4
0,001
14,1

0,001
9,9
0,01

0,001
7,7
0,001
21,6

0,004
18,1

0,004
12,6

0,003
4,1

0,01
15,5
0,001
5,6

0,01
24,4

0,004
18,1

0,001
22,3

0,01
15,4
0,001
17,8
0,001
12,7

0,003 0,01
12,7 12,6

0,002 0,001
6,1 10,1

- 0,001
- 10,6

0,003 0,005
57 14,1
- 0,002
- 15,6
0,001 0,001
155 12,9
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Tabla 19. Continuacion.

Compuestos carbonilicos CcC 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,002
Esteres E 6rT 012 03 03 01 02 O01 01 104 03 01
Terpenos T 0,02 0,05 0,02 0,003 0,005 0,002 0,004 0,003 0,04 0,02 0,003
Alcoholes A 99,0 99,1 984 989 990 994 0989 992 979 98,7 99,7
Otros 0] 62 05 03 01 01 02 03 05 04 02 02

N.l.-No identificado.

CR-Cantidad relativa, %.
RSD-Desviacion estandar relativa, %.
Exp.-Valor experimental.

Lit.-Valor reportado en la literatura.
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4.1.5 Cuantificacion por medio de la técnica de microextraccion en fase

solida

Con base en la composicion quimica volatil de los piscos, aislados por la HS-
SPME y analizados por GC-MS, se cuantificaron cuatro compuestos que se
encuentran en todas las muestras de pisco. Estos compuestos fueron: etanol,

alcohol iso-amilico, iso-butanol y hexanol.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de minimos cuadrados, para
determinar el rango de linealidad, de acuerdo con el coeficiente de correlacién
lineal y la ecuacion de regresion lineal (Véase Tabla 20). Con lo anterior, se
determinaron las concentraciones de cada sustancia en las muestras (Véase
Tabla 21).

Los datos de cada sustancia, se graficaron en la Figura 24, donde la respuesta en
unidades del area cromatografica de cada una de estas, corresponde al eje
vertical y la concentracion del analito estudiado, corresponde al eje horizontal. En
la Tabla 20, se reporta un resumen de la cuantificacion, realizada por HS-SPME-

GC-FID, de las cuatro sustancias seleccionadas de la matriz de pisco.

Con ayuda de las curvas de calibracion, se calcularon el limite de deteccion y el
limite de cuantificacion para cada sustancia, de acuerdo con las Ecuaciones 1y

2, respectivamente.

Tabla 20. Ecuaciones de calibracion calculadas para HS-SPME-GC-FID.

Analito Ecuacién de calibracion ;:::;:Cﬁnte LOD LOQ
Etanol r=573693C — 634797 0,9997 0,2 %v/v 1 %viv
iso-Butanol r=320,07C + 7983,2 0,9684 7,7 ppm 25,8 ppm
Alcohol iso-amilico  r=215,5C + 25456 0,9970 5,1 ppm 16,9 ppm
Hexanol r= 32033C - 125,37 0,9956 0,002 ppm 0,01 ppm
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La sensibilidad del detector de ionizacidén en llama, se reflejé en la pendiente de la
curva de calibracion de cada compuesto, de lo cual, se observé que el detector es
sensible, en orden decreciente, para el etanol, hexanol, iso-butanol y alcohol iso-
amilico; esto se debe a que este detector es sensible a la masa del analito que
ingresa y la facilidad de su pirdlisis.

En la Tabla 21, se presentan los valores de las desviaciones estdndares relativas
(RSD). Segun las Buenas Practicas de Laboratorio, la desviacion estandar relativa
para las areas cromatograficas no debe superar el 10 % [52]. Como se observa en
la Tabla 21, las areas cromatogréficas presentaron una RSD, menor del 10 %, lo
cual indica, que los resultados obtenidos con la HS-SPME-GC-FID, son

reproducibles.

Sin embargo, la dilucién de iso-butanol (80,2 ppm) y la disolucion de alcohol iso-
amilico (560 ppm), presentaron una variacion mayor de 10 %, por lo tanto, los
resultados del iso-butanol y el alcohol iso-amilico son reproducibles hasta cierto
rango de concentracion, i.e., los resultados se obtuvieron cerca al limite superior,

del rango dinamico lineal de la curva de calibracion.
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Curva de calibracién del Curva de calibracién del
= etanol — hexanol
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Curva de calibracion del Curva de calibraciéon del
alcohol iso-amilico . iso-butanol
& S
o — 40 - = -
S 200 ;  r=215,5C- 25456 2 r=320,07C- 7983
X 2 r’=0,9684
< r°=0,997 0 30 -
@ 150 - o
c § 20 - £
G 100 - :
(&) - 10 |
g % g
= <
< 0
0 200 400 600 0 50 100
Concentracién, ppm Concentracion, ppm

Figura 24. Curvas de calibracién realizadas empleando la HS-SPME-GC-FID
(n=3).
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Tabla 21. Resultados de la curva de calibracion obtenida por HS-SPME-GC-FID, para el etanol, el iso-butano,

alcohol iso-amilico y hexanol.

Sustancia Medida Solucién 1 Solucién 2 Solucién 3 Solucién 4

Etanol Area*, cuentas 310000+34000 4000000+370000 11000000+1000000 19000000+1600000
RSD, % 1,09 9,17 9,76 8,06
Concentracion, ppm 2,4 7,8 20 35

iso-Butanol Area*, cuentas 109004830 12800+450 23000+1200 3300044100
RSD, % 7,56 3,48 5,32 12,15
Concentracion, ppm 8,02 24,06 40,1 80,2

Alcohol Area*, cuentas 24800+370 32000£1100 110000£11000 140000+20000

iso-amilico  pgpy o 15 3,4 10,4 13,6
Concentracion, ppm 3 35 357 560

Hexanol Area*, cuentas 6419 100+12 210+20 1500+100
RSD, % 14,2 11,9 9,5 6,7
Concentracion, ppm 0,004 0,0079 0,0119 0,0518

*Promedio *+ desviacion estandar (n=3).
RSD-Desviacion estandar media, %.
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Cuantificacién del etanol. El contenido del etanol se reporté en unidades de
volumen de etanol por 100 mL de pisco (%v/v); al igual, que se determind en
unidades de miligramos de etanol por litro de pisco (Véase Tabla 22).

La cantidad del etanol analizado por HS-SPME-GC-FID, en los piscos, se mantuvo
en un promedio de 40 %v/v de la muestra total; este valor cumplié con la Norma
técnica peruana (NTP), para el contenido de etanol, dado para la denominacion de
origen (ca. 45 %v/v como maximo) [22]. Sin embargo, los piscos de uva Moscatel
de tipo puro (5) y el pisco de uva Negra Criolla de tipo puro (6), presentaron mayor
cantidad del etanol en su composicion quimica (46 %v/v) y el pisco de uva
Quebranta de tipo mosto verde (8) presentd menor cantidad de etanol (35 %v/v),
gue el requerido por la NTP. De lo anterior, se dedujo que los piscos peruanos
presentaron una concentracion del etanol variable, que depende del tiempo de
destilacion, al cual el mosto se sometio (Véase Figura 25).

Concentracion del etanol

60,00
=
>
S 50,00 T
=
©
§ 40,00 - T
o 30,00 -
[
o
O

20,00 — T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pisco

Figura 25. Concentracién del etanol encontrada en los picos, empleando la HS-
SPME-GC-FID (n=3).
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Cuantificacién de iso-butanol. El iso-butanol es un producto natural de la
fermentacion de los carbohidratos o del decaimiento de la materia en procesos

orgénicos [53].

En el analisis realizado a las muestras de pisco peruano (Véase Tabla 22), la
cantidad promedio de iso-butanol en el pisco fue 38,1 ppm. El pisco de uva
Torontel de tipo mosto verde (9), presenté mayor concentracion (65 ppm), que los
demas piscos estudiados, y el pisco Quebranta de tipo mosto verde (8) presenté la
concentracion de iso-butanol mas baja (2,09 ppm). De acuerdo con la ficha de
seguridad del iso-butanol, la concentracibn minima de exposicion, que causa
riesgo en la salud humana, es de 50 ppm; el pisco de uva Torontel de tipo mosto
verde (9), fue el Unico que presenté un valor mayor de 50 ppm, por lo que posee
un potencial riesgo para la salud humana (Véase Figura 26) [53].

Concentraciéon de iso-butanol

75,00

60,00

45,00

30,00 =k

15,00 -

Concentracion, ppm

0,00 -

Pisco

Figura 26. Concentracién del iso-butanol encontrada en los piscos analizados,
empleando la HS-SPME-GC-FID (n=3).

Cuantificacion del alcohol iso-amilico. ElI promedio de alcohol iso-amilico,

reportado en las once muestras (Véase Tabla 22), se encontré en 238,8 ppm. El
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pisco de uva Albilla de tipo puro (1), presenté la mayor cantidad de alcohol iso-
amilico (480 ppm) y el pisco de uva lItalia de tipo puro (3), presenté el menor
contenido de alcohol iso-amilico (80 ppm). En la Figura 27, se compararon las

concentraciones de alcohol iso-amilico determinadas, en las muestras de pisco.

Segun la literatura, los alcoholes iso-amilico y D-amilico, se derivan de los
aminoacidos de las proteinas o de las levaduras presentes en el mosto (Véase
Figura 28) [54]; por tanto, en el destilado obtenido se tiene un mezcla de los
alcoholes D-amilico e iso-amilico con trazas de alcohol iso-butilico y n-propilico, al

igual que algunos ésteres y aldehidos [54].

Concentracion de alcohol iso-amilico
600,0
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3 |
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c 300,0 — |

% I I ! I

g 200,0 + - —
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0,0-]|-|-|-|-|.|.|-|-|-|.—\
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pisco

Figura 27. Concentracion de alcohol iso-amilico encontrada en los piscos
peruanos, analizados por la HS-SPME-GC-FID (n=3).
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CHj (|)| CH,
H,O
H-.C 2
3 \/R/\OH — H3C\/K/OH + NHj
NH,
iso-Leucina Alcohol D-amilico
NHy O CHy
HaC | H,O0 J\/\ + CO, + NHg
OH HsC OH
CH; NH,
Leucina Alcoholiso-amilico

Figura 28. Formacion del alcohol iso-amilico y del alcohol D-amilico.

Cuantificacion del hexanol. EI promedio del hexanol en las muestras, se
encontro en 0,019 ppm. En la Figura 29, se muestra que en las muestras
estudiadas, el pisco de uva Torontel de tipo mosto verde (9) presentd el mayor
contenido del hexanol (0,035 ppm) y el pisco de uva Negra Criolla de tipo puro (6)

el menor contenido del hexanol (Véase Tabla 22).

El hexanol, presente en el pisco, proviene de las uvas pisqueras, utilizadas en la
fabricacion del pisco. El incremento en su concentracion en la bebida depende de
la época de vendimia, al igual, del tipo de destilacidon, al cual el mosto se somete.
El hexanol, en grandes cantidades, proporciona una nota herbacea en el producto
[55].
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Concentracion de hexanol
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Figura 29. Concentracion del hexanol encontrada en los piscos, analizados por

HS-SPME-GC-FID (n=3).

En la Tabla 22, se reportan las concentraciones de las sustancias quimicas
cuantificadas en las muestras de piscos estudiados, al igual que la desviacion

estandar relativa (RSD, %) de cada resultado.
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Tabla 22. Concentracion del etanol, iso-butanol, alcohol iso-amilico y hexanol en los piscos peruanos estudiados.

_ Etanol iIso-Butanol Alcohol iso-amilico Hexanol

Fisco %v/v* RSD, % ppm * RSD, % ppm * RSD, % ppm* RSD, %
(1) Albilla, puro 44+3 7,8 29+4 15,3 480+76 15,8 0,010+0,001 8,7
(2) Italia, mosto verde 4245 4,6 3615 13,8 120+16 13,9 0,011+0,001 10,9
(3) Italia, puro 44+4 95 21+3 11,7 80+10 12,2 0,007+0,001 10,7
(4) Mollar, puro 43+4 10,1 42+3 6,7 220+13 6,1 0,015+0,002 13,4
(5) Moscatel, puro 461 3,1 21+1 4,2 210+16 7,5 0,0059+0,0004 6,3
(6) Negra Criolla, puro 466 13,5 34+3 7,4 260+22 8,2 0,003+0,001 11,3
(7) Quebranta, puro 45+5 8,9 35+2 6,4 35020 5,6 0,018+0,001 5,2
(8) Quebranta, mosto verde 35+2 6,7 2,09+0,02 0,7 210+11 5.4 0,018+0,001 1,3
(9) Torontel, mosto verde  39+2 5,3 6515 7,8 17148 4,8 0,034+0,001 1,8
(10) Torontel, puro 40+4 9,9 3713 8,9 120+£17 13,9 0,018+0,002 9,5
(11) Uvina, puro 45+5 11,3 4612 4,9 360+24 6,8 0,018+0,001 6,3

*Promedio + desviacidon estandar, n=3.
RSD-Desviacion estandar relativa, %.
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4.2 CUANTIFICACION DEL ETANOL POR MEDIO DE LA TECNICA
HEADSPACE ESTATICO

La extraccion del etanol en las muestras de pisco peruano, se realiz6 en un
Headspace Sampler, el etanol se cuantific6 por GC-FID. Los pardmetros
cromatograficos se encuentran reportados en la Seccion 3.4.1.

Los datos (Véase Tabla 23) se sometieron a un analisis de regresion lineal, para
calcular la ecuacion de calibracién y el coeficiente de correlacién lineal; se
construyd una gréafica, en la cual el eje vertical expresa el area del pico
cromatografico y el eje horizontal, la concentracion (Véase Figura 30). La
linealidad del sistema se observo por el promedio del trazado de los cinco puntos
(diluciones) de la curva de calibracion. El rango de linealidad de la curva de
calibracion se estimé en (35-55 %v/v), al igual que la respuesta del detector, con
coeficiente de correlacion de 0,9829. La curva de calibracion se represento por la

ecuacion: r=146921C+8x10° (r? =0,9829).

Tabla 23. Curva de calibracion del etanol obtenida por la técnica de headspace

estatico.

Concentracion,

Yovly Area*, cuentas RSD, %
35 12000000£1100000 8,8

40 13500000£950000 7,1

45 14600000£490000 3,3

50 15000000£1000000 6,9

55 15700000£390000 2,5

*Promedio + desviacion estandar, n=3.
RSD-Desviacion estandar relativa, %.

En la Figura 30, se observa la curva de calibracién del etanol con la técnica de

headspace estético.

86



Los limites de deteccion y cuantificacion son las sefiales minimas distinguibles del
ruido en mdaltiplos de 3 y 10 unidades, respectivamente. A medida que el rango
dinamico lineal se encuentre en concentraciones mas altas, la sensibilidad de la
medicién disminuye conduciendo a un aumento en los valores de LOD y LOQ
calculados con base en la ecuacién de la curva de calibracién (Ecuaciones 1y 2).

A partir de las Ecuaciones 1 y 2 se calcularon los LOD y LOQ, los resultados
obtenidos por S-HS fueron 8 y 27 %v/v de etanol, respectivamente, y HS-SPME
fueron 0,2 y 1 %v/v de etanol, respectivamente. Estos limites difieren en ambas
técnicas, debido a que las ecuaciones utilizadas para el célculo, involucran el
rango dinamico lineal y la ecuacion de la curva de calibracion, que cambian con

respecto al rango de concentracion estudiada (véanse Figuras 24 y 30).

La concentracion del etanol en las muestras de pisco se calcularon con la

ecuacion de regresion lineal, obtenida en la curva de calibracion de S-HS (Véase

Tabla 24).

Curvade calibracion del etanol
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Figura 30. Curva de calibracién del etanol, obtenida por la técnica de S-HS-GC-
FID.
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En la Figura 31, se observa que el promedio de la concentracion del etanol,
determinada por la técnica headspace estatico, es de 43 %v/v, en donde el pisco
de uva lItalia de tipo puro (3), presentdé mayor concentracién de etanol (48 %v/v),
gue las otras muestras de pisco, y el pisco Quebranta de tipo mosto verde (8)
presentd la concentracion de etanol mas baja (34 %v/v), que el promedio de las

muestras de pisco.

Concentracion del etanol

60

50 |

40 -

30 -

20 -

Concentracion, % viv
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Figura 31. Concentracion del etanol en los piscos estudiados, empleando la
técnica de S-HS-GC-FID (n=3).

Se observo, que los valores obtenidos para el contenido de etanol por las técnicas
de S-HS y HS-SPME (Véase

Tabla 24), presentaron similitudes, y coincidieron en que el pisco de uva
Quebranta, de tipo mosto verde (8), contiene la cantidad de etanol mas baja, 34 y

35 %uvl/v, para las técnicas de S-HS y HS-SPME, respectivamente.
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Tabla 24. Comparacion del contenido de etanol en los piscos estudiados, aislado
por las técnicas de S-HS y HS-SPME (n=3).

S-HS HS-SPME
Muestra pisco %v/v RSD, % %v/v RSD, %
(1) Albilla, puro 43+4 8,4 44+3 7.8
(2) Italia, mosto verde 45+1 1,3 4215 4,6
(3) ltalia, puro 48+7 14,7 444 95
(4) Mollar, puro 42+4 9,0 43+4 10,1
(5) Moscatel, puro 43+6 15,0 46+1 3,1
(6) Negra Criolla, puro 47+3 5,8 466 13,5
(7) Quebranta, puro 40+3 7,3 45+5 8,9
(8) Quebranta, mosto verde 34+2 6,8 35+2 6,7
(9) Torontel, mosto verde  40+4 9,5 39+2 5,3
(10) Torontel, puro 43+3 6,8 40+4 9,9
(11) Uvina, puro 463 5,9 45+5 11,3

RSD-Desviacion estandar relativa, %.

4.3 ESTUDIO DE LA FRACCION VOLATIL AISLADA POR EXTRACCION
LIQUIDO-LIQUIDO DE LOS PISCOS PERUANOS ESTUDIADOS

La extraccion liquido-liquido se realizé con diclorometano, ya que fue el solvente
gue aislo la mayor cantidad de compuestos volatiles y semivolatiles del pisco. El
analisis de las once muestras de pisco peruano se realiz6 empleando un GC-MS,
y la columna polar (Véase Seccion 3.4.2.). El analisis de los cromatogramas, se
realizd6 mediante la comparacion entre los espectros de masas obtenidos con los
reportados en las bases de datos Wiley, NIST y Adams, al igual que por los

indices de retencién en columna polar.
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En la Tabla 25, se registraron los compuestos aislados en las muestras de pisco,
por la extraccion liquido-liquido, y analizadas por GC-MS. Los compuestos se
identificaron usando medio de las bases de datos, junto con los indices de
retencion, IR, calculados en una columna polar. Los cromatogramas, obtenidos

por GC-MS para la extraccién con solvente, se presentan en el Anexo 2.

De los compuestos aislados, se encontraron 29 terpenos, 14 ésteres, 20 alcoholes
y 5 compuestos carbonilicos. En la Figura 32, se exponen el numero de

compuestos presentes en las muestras de pisco segun la familia de compuestos.

Sustancias presentes en los piscos, segun la
familia de compuestos
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Figura 32. Numero de sustancias quimicas, por familias, presentes en el pisco,

aisladas con solvente.

Segun la Figura 32, los piscos de uvas Torontel y Uvina de tipo puro (10, 11),
presentaron mayor nimero de sustancias alcohdlicas (20). El propanol (3 %), iso-
butanol (13 %), alcohol iso-amilico (50 %), n-butanol (3 %) y el alcohol feniletilico

(7 %), fueron los alcoholes encontrados en mayor cantidad relativa.
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En la Figura 33, se expone la cantidad relativa de alcoholes, aislados con

solvente, de las muestras de pisco.

En la Figura 34, se muestran las cantidades relativas de ésteres, terpenos y

sustancias carbonilicas, encontrados en los piscos estudiados.

Cantidad de alcoholes, aislados con
solvente (diclorometano)
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Figura 33. Cantidad relativa (%) de compuestos alcohdlicos aislados con solvente

(diclorometano, n=3).
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Figura 34. Cantidad relativa de los compuestos quimicos aislados con solvente

(diclorometano, n=3).

Los piscos de uva ltalia (2 y 3) y Torontel (9 y 10) presentaron mayor cantidad de
terpenos (ca. 10 y 11 %), que los otros piscos. De los terpenos identificados, el a-
terpineol (2 %), linalol (3 %) y el cis-6xido de linalol (furano) (1 %), fueron los

terpenos aislados en cantidad relativa mas alta.

Los ésteres son los compuestos, que caracterizan el flavour en los piscos [56-58].
El pisco de uva Quebranta de tipo puro (7), presentd menor cantidad de ésteres
(ca. 4 %), que las deméas muestras de pisco. En general, se encontr6é una cantidad
relativa de ésteres ca. 7 %.

El lactato de etilo, fue el éster que se encontré6 en mayor cantidad relativa en las
muestras de pisco (ca. 5 %). El pisco Torontel de tipo puro (10), fue el que

presento la cantidad relativa mas alta de lactato de etilo (8,8 %).

El succinato de dietilo se encontroé en cantidad relativa mas alta en los piscos de
uvas Albilla, Moscatel y Negra Criolla (1,5, 6), 2, 3y 4 %, respectivamente. Por
ultimo, el octanoato de etilo se encontro en cantidad relativa mas alta (2 %), en el

pisco de uva Quebranta de tipo mosto verde (8).

El acido acético es un producto de la fermentacion aerdbica del mosto [59], la
cantidad relativa mas alta de este compuesto (10 %), se aisl6 del pisco de uva
Torontel de tipo mosto verde (10). En los piscos de uva Albilla de tipo puro y de
Italia de tipo mosto verde, el acido acético no se identificd, por lo tanto, el proceso

de fermentacion de sus mostos fue anaerobio.

Como producto de la destilacion, se registrd el furfural, que se aprecié en una
cantidad relativa mas alta (1 %), en el pisco de uva Italia de tipo puro (3) y, en una

cantidad relativa mas baja (0,3 %), en el pisco de uva Negra Criolla de tipo puro

(6).
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La 3-hidroxibutanona, también conocida como la acetoina, es producto de la
fermentacion alcohdlica producida por levaduras Saccharomyces [55]. Este
compuesto, se obtuvo en cantidad relativa mas alta (ca. 1 %), en los piscos de uva
Quebranta de tipo mosto verde (8) y Uvina de tipo puro (11).

En el Anexo 3, se reportan los espectros de masas y las rutas de fragmentacion
de algunas sustancias, identificadas en el extracto y mencionadas en la Tabla 25;
a saber: iso-butanol, alcohol iso-amilico, lactato de etilo, cis-3-hexenol, octanoato
de etilo, cis-6xido de linalol (furano), furfural, trans-6xido de linalol (furano),
(meso)-2,3-butanodiol, ho-trienol, succinato de dietilo, cis-6xido de linalol (pirano),

metilfenil oxima y trans-o6xido de linalol (pirano).

De acuerdo con la caracterizacion de las sustancias extraidas con solvente (Véase
Tabla 25), se identifico el 2,3-butanodiol en los picos 54 y 59, ya que presentaron
igual espectro de masas (Véase Anexo 3 — Figura 9). La formacion del 2,3-
butanodiol se promovida por las levaduras Saccharomyces, a partir de la acetoina
[55, 60].

Existen tres estereoisomeros del 2,3-butanodiol: D, L y meso [60]. En la
fermentacion alcohodlica del mosto se reportan dos estereoisémeros: L y meso
[61]; la asignacion del estereoisomero correspondiente a los picos 54 y 59, se
realizo con base en los indices de retencion y los tiempos de retencion, calculados

y los encontrados en la literatura [61, 62].

Sobre los compuestos aislados con solvente, se realizé un andlisis bibliogréfico,
con el fin de proporcionar parametros sensoriales (olor) de algunos compuestos
volatiles y semivolatiles encontrados en los piscos estudiados; los resultados del

estudio se presentan en el Anexo 4.
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Tabla 25. Compuestos volatiles extraidos con solvente (diclorometano) de los piscos peruanos estudiados (n=3).

N° Compuesto IRDBWAX 1igo Parametro 150
P Exp. Lit. P > 3 4 5 6 7 8 9 10 11
CR. % - - . T oo0a - -
1 NI PO
CR, % 01 01 - 02 01 01 01 02 01 01 -
2 B 'I 1 7 _ E H H H 1 1 1 b b b b
utanoato de etilo 1073 RSD, % 215 171 - 22624 6 34 07 79 72 -
CR, % 25 92 69 47 34 39 38 14 57 64 31
3 Propanol 1090 1091 A psp oy 11859 24 239 112 62 65 19 81 59 81
CR, % . - . . . . . 005- - 003
4 NI 103 - 0 oo L L L LT
e N 156 o CR% - 01 01 - - - - - - 004-
- RSD,% - 221119 - - - - - . 78 -
6 o Butangl 1140 1009 A CR % 94 156 125 145 116 132 12.6 7.8 16,8 135 13
RSD,% 11,1 104 39 21388 56 41 57 89 5 38
7 CoH0 1137 T CR% - - - - - 0l- 004
91202 RSD, % - . . ; ; ; 1 - 85 - .
, ) CR, % 03 01 03 02 02 02 04 02 01 01 01
8 Acetatodeiso-amilo 1151 1124 B oh o/ 145 118 71 202 126 65 46 2 116 19.1 10.8
N CR, % C- 01 - - e
9 Alcohol alilico 1158 1127 A RSD. % ) ) 19 - ) ) ) ) ) ) )
CR, % S .01 - - e
10 CgHyO 184 - T e
CR. % 03 03 03 35 03 03 03 04 02 02 04
11 n-Butanol 1181 1191 A osp v 156 86 17 194 10 7.3 85 178 9.9 81 3.2
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Tabla 25. Continuacion.

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

CsH100

CsH1002

Limoneno

Dehidroéxido de cis-6xido
de linalol

Alcohol iso-amilico

Hexanoato de etilo

N.I.

Dehidroxido de trans-6xido
de linalol

3-Metil-3-butenol

1-Pentanol

N.I.

CioH14

1183 -

1217 -

1219 1210

1245 -

1245 1217

1262 1242

1264 -

1270 -

1277 1205

1281 1296

1288 -

1293 -

A

A

A

O

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,1 01
0,5 233
- 0,1
- 6,8
63,7 48,2
7,7 5,5
0,2 0,3
15,5 8,2
- 0,1
- 11,7
- 0,1
- 12
- 0,1
- 9,6
0,2 0,2
14,4 10,5

0,1
2,2
46,1
1,8
0,2
3,7

0,1
2,1

0,04

16,2

0,1
13,4

0,1
7,4

0,1
28,7

60,6
7,3
0,1
24,3

0,02

0,02

0,1
11,8

0,04
19

64,2
5,4
0,1
4,8
0,1
0,7

0,03
3,9

0,2
4,4

0,1
8,7

0,1
17,4

53,8

41,6
7,7
0,04
9,5
0,1
13,4
0,1
21,9
0,2
12,2
0,1
17,5
0,2
8,4

0,1

0,03

0,1
5,7
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Tabla 25. Continuacion.

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

N.I.
3-Hidroxibutanona
1,1,3-Trietoxipropano
4-Metilpentanol
3-Metil-2-butenol
N.I.

CioH16
3-Metilpentanol

N.I

Lactato de etilo
Hexanol

cis-3-Hexenol

1305

1308

1338

1344

1349

1351

1354

1356

1356

1369

1382

1391

1277 CC

1329

1348

1398

1378

@)

A

E

A

A

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,7

10,1

04 -
26,4 -

58 3,2

89 0,8

0,04
8,7
0,02
5,5
0,03

04 1,3
12,3 11,1 -
0,1 0,2
21 84
- 0,1
- 8,5
4,6 3,4
23,6 6,2
06 0,3
15,6 8,6

1,2 0,03
21,5 9,7
06 1,7
34 8,6

0,03 0,03
11,6 9,9

04 -
81 -

03 01
18 7,7
- 004
- 149
0,04 0,03
14,4 15,5
0,04 -

16,7 -

- 01
- 36
- 0,03
- 53
38 88
11 73
1 08
10,2 10,2
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Tabla 25. Continuacion.

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

3-Etoxi-1-propanol
Hexenol

N.I.
2-Ciclohexenona
Octanoato de etilo
Acido acético
cis-Oxido de linalol (furano)
N.I.

N.I.

Furfural
2-Ciclohexenol

Oxido de nerol

1404

1412

1417

1462

1466

1469

1473

1480

1482

1484

1497

1501

1407

1412

1430

1452

1068

1459

1484

1474

CC

CC

CR,% -
RSD, % -
CR,% 0,04
RSD, % 9,2
CR,% -
RSD, % -
CR,% 0,2
RSD, % 10,4
CR,% 0,3
RSD, % 12,1
CR,% -
RSD, % -
CR,% 1
RSD, % 15
CR,% -
RSD, % -
CR,% -
RSD, % -
CR,% 0,4
RSD, % 8,8
CR,% 0,1
RSD, % 12,8
CR, % -
RSD, % -

0,1 0,1 0,05
7,4 19,2 25,3
01 01 -
10,1 6,7 -

17,5 2,9 18,1

99 22 11,2

12 13 -

0,2 04 -
8,5 10,8 -

08 12 05
78 8,1 16,2
01 01 041
20,7 193 141
04 02 -
85 116 -

0,04 0,04
1,8 3,8

14,9

0,4
13,7
0,1
19,3

0,6
1,8
0,1
13,5

0,05
12,2
0,1

10,7

0,2
219

10,3
21,1

0,04
19,7
0,1

10,9

0,2
27,7

0,04
0,02
2,6

0,2
4,5

0,1
5,9
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Tabla 25. Continuacion.

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

trans-Oxido de linalol (furano) 1501

N.I.

N.I.

N.I.

C10H180

N.I.
L-2,3-Butanodiol
4-Metil-2-pentanol
Linalol

N.I.

N.I.

(meso)-2,3-Butanodiol

1511

1519

1533

1544

1553

1565

1571

1576

1588

1597

1601

1545 A

1506 T

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,1
23,7

0,05
3,1
0,03

18,6

111 2,7
0,4 0,3
3 16,2

0,1 0,2
15,5 18,9

0,7 01
3 1,8
0,1 01
52 59
- 0,1
- 9,4
0,3 0,6
27,7 4,6
0,1 0,2
10,6 4,6
- 0,05
- 12,7
0,1 01
30,3 2,5

11,3
0,05
11,2

0,1
3,1
0,3
4,3

0,1
21,5

0,1
12,8
0,03

22,4

0,2
23,2

0,5
18,1

0,4
18,4
0,1
9,3
0,1
14,4
0,1
16,7
0,3
8,8

2,3
12,5
0,1
4,9

0,1
7,5

16,2

0,03
8,2

0,7
3,6
0,1
7,8
0,1
8,1

0,1

0,4
3,3
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Tabla 25. Continuacion.

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

C10H160

N.I.

Ho-trienol
Butirolactona

N.I.

Decanoato de etilo
N.I.

N.I.

Succinato de dietilo
CioH16
a-Terpineol

C10H180

1615

1634

1638

1653

1674

1674

1680

1685

1705

1707

1728

1731

1623

1632

1655

1702

1731

T

CC

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

17,5
0,1

0,2
11,9

0,1
16

0,6
9,3

1,3
8,4

0,3
10,4

0,1
9,9
2,6
9,9
0,5
8,4

o
H
1

- 16,5

0,5 0,2
3,2 18,1
0,1 0,1
1,2 13

0,2 0,2
2,4 9,8

0,1 0,7

1,1 19,6
0,1 -

2,1 0,04
2,1 16,4
0,5 -
2,2 -

11,8
0,1
14,2

0,1

0,1
26,9
0,3
22,3
2,7

0,1
8,3

0,1
24
0,03
0,3

11,6
0,1
6,3
0,1
15
0,3
8,3

0,2
15
0,04
12,9

1,4
12,9
0,4
13,6

0,05
15,5
0,02
11,1
0,8
8,6
0,1
4,6

0,1
13,3
0,2
14
0,2

0,6
11,8

1,1
10,5
0,4
11,3

10,1

0,1
4,4
0,1
17,6
0,2
1,7

1,3

0,03
6,4
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Tabla 25. Continuacion.

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

3-Metiltiopropanol

N.I.

Carvona

cis- Oxido de linalol (pirano)
Metoxifenil oxima
trans-Oxido de linalol (pirano)
Citronelol

Nerol

Acetato de feniletilo
Geraniol

Dodecanoato de etilo

Alcohol bencilico

1742

1762

1767

1767

1782

1792

1796

1838

1856

1897

1903

1927

1725

1715

1716

1781

1765

1819

1821

1842

1927

1888

CR,% 0,1 -
RSD, % 54 -
CR,% - 0,1
RSD, % - 14,8
CR,% - -
RSD, % - -
CR,% - 0,1
RSD, % - 10,9
CR,% - 0,1
RSD, % - 18,8
CR,% - 0,1
RSD, % - 13,3
CR, % - 0,4
RSD, % - 9,5
CR, % - 0,2
RSD, % - 11,3

CR,% 0,1 0,2
RSD, % 13 10,8
CR,% - 0,4
RSD, % - 12,7
CR,% 0,2 0,9
RSD, % 12,5 7,6
CR,% 0,1 0,1
RSD, % 9,8 16,1

- 0,04
- 7,1

- 0,1
- 13,6

03 01
26 10,7

- 0,1
- 10,9
- 0,1
- 10,6
0,1 01
19,8 8,5

- 25,7
0,1 04
23,4 6

10,8
0,1
35,1

124,5

0,6
9,5
0,1
10,1

0,1
14,1
0,3
18,6
0,1
8,7
0,6
11,5
0,2
12,9
0,2
12,6
0,4
15,3
0,4
18,7
0,3
17,1

16,2

13,8
0,1
13,6
0,3
15,3
0,1
32,8
0,2
10,3

0,02
17,9

0,1
3,5
0,1
4,4

0,1
16,6
0,1
2,2
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Tabla 25. Continuacion.

CR, % 10,1 45 56 59 87 84 91 54 43 45 94

84 Alcohol feniletilico 1973 1892 A RSD,% 58 89 11 188 61 45 99 98 11.6 102 2.4
2,6-Dimetil-3,7-octadieno- CR, % - 0,8 0,8 - - - - - 09 0,7 -
85 : ’ 2016 - T
2,6-diol RSD, % - 123 3 - - - - - 15,7 125 -
2 G-Dlmetl|-7-OCtenO-2 6' CR1 % - 012 011 - - - - - 011 011 -
! 27 2085 - T
86 ol 055 RSD.% - 14612- - - - - 155136 -
CR, % 01 02 0,1 - - 01 01 01 01 - -
7T il 2157 2042 E ' ' ’ ' ' ’ ’ ’
8 etradecanoato de etilo 5 0 RSD. % 12.2 16,5 4.9 - ) 81 103 11 16 - )
CR, % - 0,1 0,1 - - - - - 0,03 - -
88 CioH200 2201 - T
10M2002 RSD, % - 125 7,9 - - - - - 33 - -
89 p-Hidroxi- etilbenceno 2283 0] CR, % 0,04 - S - - - - 00303 -
P RSD.% 14 - - - - - - - 188 135 -
CR% - - - - - - 004- - - -
90 N.I. 229 - O “obee . . s .
91 Hexadecanoato de etilo 2394 2255 E CR, % 03 03 0.7 - 02 03 02 1503 05 03
RSD,% 9,2 15 6,1 - 12,3 239 13 56 12,6 11,3 11,7
CR, % - 0,1 0,1 - - 0,04 - 0,1 01 01 03
92 N.I. 2420 - @)
RSD, % - 34 95 - - 10,4 - 3,5 15,3 10,8 2,4
93 N.I 2474 o SR¥» -~ - - - - - - - 0 003
. RSD,% - - - - - - - - 43 45 -
CR, % 0,2 - - - 01 01 01 0101 01 021
94 CgHgO - - T
8s RSD,% 59 - - - 10,8 10,1 7,8 8,2 11,7 3,3 13
CR, % 0,1 - - - 0,04 0,1 - 0,1 - - -
95 N.I. - - @)
RSD,% 4,3 - - - 56 16,5 - 3 - - -
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Tabla 25. Continuacion.

96

97

98

99

100

Octadecanoato de etilo

N.I.

Linoleato de metilo

N.I.

Linoleato de etilo

CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %
CR, %
RSD, %

0,04

0,04
13,4
0,2
7,4

0,1
2,7

Esteres
Terpenos
Alcoholes

Compuestos carbonilicos

Otros

OO >» -m

5,1
1,1
85,2
2,5
6,3

N.l.-No identificado.
CR-Cantidad relativa, %.

RSD-Desviacion estandar relativa, %.

Exp.-Valor experimental.

Lit.-Valor reportado en la literatura.
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4.4 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Como método de caracterizacion del pisco peruano, también, se utilizaron algunos
métodos fisicoquimicos, ya que reducen el costo del andlisis; por tanto, se
determinaron la acidez total, la cantidad de sacarosa disuelta en la mezcla y la

densidad.

En la Tabla 26, se presenta un resumen de las propiedades fisico-quimicas

determinadas en las muestras de pisco.

Tabla 26. Propiedades fisico-quimicas de las muestras de pisco peruano.

: AV*, mL KOH/g Contenido de Densidad*,
Pisco

de pisco azucar*, ° Brix g/mL

(1) Albilla, puro 0,272 + 0,001 15,0+0,0 0,9482 + 0,0005

(2) Italia, mosto verde 0,25+ 0,03 15,2+0,1 0,947 + 0,001

(3) Italia, puro 0,51 +£0,01 15,3+0,3 0,9457 + 0,0005

(4) Mollar, puro 0,52 +0,01 15,0+0,0 0,9548 + 0,0004
0,95135 +

(5) Moscatel, puro 0,26 £ 0,01 15,0+0,0 0.0002

(6) Negra Criolla, puro 0,3295 £ 0,0005 15,0+0,0 0,9424 + 0,0003

(7) Quebranta, puro 0,19+£0,01 15,0+£0,0 0,9422 + 0,0002

(8)  Quebranta,  mosto 0,23+ 0,02 15,25 + 0,0 0,0388 + 0,0004
0,94365 +

(9) Torontel, mosto verde ~ 0,82 0,02 15,25+0,0 0.0004

(10) Torontel, puro 0,62 +£0,01 15,3+0,3 0,946 = 0,0002

(11) Uvina, puro 0,47 £0,01 15,25 +£0,0 0,947 + 0,005

AV-Valor de acidez.
*Promedio + desviacion estandar (n=3).

La acidez total en las muestras de pisco, se registrd debido al contenido de acido

acético y a los alcoholes, en menor influencia. Los alcoholes no son sustancias
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propiamente &cidas, pero, debido a su capacidad de donar un proton, se

consideran acidos débiles.

El indice de acidez se corrobord con los resultados de la extraccion con solvente
(Véase Tabla 25), que reporta la composicion quimica volatil y semivolatil, segun
los grupos funcionales y la cantidad relativa del acido acético para cada muestra;
se observé que los piscos de uva Torontel (9 y 10) presentaron mayor contenido
del &cido acético (8 %) y de alcoholes (70 %) , que las otras muestras de pisco

peruano (Véase Figura 35).

Indice de acidez
1
(@)
@ I
5 0,8
B}
©
o 0,6 *
¥ 04 |
” _
_ I . .
el i i1 11
O 'J T . T T T . T . T - T - T T T l_\
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pisco

Figura 35. indice de acidez determinado en los piscos peruanos estudiados (n=3).

El indice de refraccion promedio de los piscos estudiados, se obtuvo en 15° Brix;
este valor cumple con el estandar fijado por la Norma técnica peruana, para la

denominacion de origen [22].
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Contenido de sacarosa disuelta en el pisco
x 154 peruano
;ﬁ L)
< 15,6
[%2]
o
c 15,3
(&)
&
() 15 T
©
c
()
E 14,4 1 T T T T T T T T T T
8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pisco

Figura 36. Contenido de sacarosa disuelta en los piscos peruanos estudiados
(n=3).

De manera grafica, se presenta el contenido total de sacarosa en la Figura 36:
Las muestras de pisco de uva ltalia, Quebranta de tipo mosto verde (2, 8) y los
piscos de uva ltalia y Torontel de tipo puro (3, 10), fueron los que mostraron

cantidades as altas de sacarosa disuelta, ca. 15,2 y 15,3 °Brix.

Las densidades de las muestras de pisco se presentaron en la Tabla 26, sin
embargo, son equivalentes a la densidad del agua, debido a que el pisco presenta
agua (ca. 50 %) como un compuesto mayoritario, segido del etanol (ca. 45 %)
(Figura 37).
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Densidad
0,96
0,955
E T
> 0,95
£
I 0,945 -
‘»
T 0,94 -
(a)
0,935 - I
0,93 T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pisco

Figura 37. Densidad determinada en los piscos peruanos estudiados (n=3).

4.5 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Los resultados del andlisis de las fracciones volatiles, aisladas por la HS-SPME y
por la extraccion con solvente, ademas de la determinacion de las propiedades
fisico-quimicas de los piscos, se sometieron a un andlisis estadistico, para
encontrar una posible clasificacion de los piscos con base en su composicion

guimica y propiedades fisico-quimicas.

El andlisis estadistico realizado fue de componentes principales (PCA). Los
resultados se evaluaron con el programa de calculo Statistica 8 y se graficaron los

factores, que presentaron mayor variacion o incidencia.

El PCA realizado a las constantes fisico-quimicas logré diferenciar mejor las
muestras de pisco, clasificandolas de acuerdo con la variedad de uva y el tipo de

fermentacion de cada pisco.
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451 Microextracciéon en fase sélida

El aislamiento con la SPME, mostr6 como minimo 81 sustancias en la
composicion quimica volatil del pisco, que se sometieron al andlisis PCA. Cada
sustancia quimica aislada fue reconocida como una variable. Los resultados del

estudio se muestran en la Figura 38.

En el PCA realizado a las muestras de pisco, que se analizaron por la HS-SPME-
GC-MS, se determind, que la mayoria de las muestras presentaron una
composicion quimica similar. Sin embargo, en la Figura 38, se reflejaron ligeras
diferencias de acuerdo con la variedad de uva y el tipo de fermentacion, que se
utilizé para la fabricacion del pisco.

Los piscos fabricados con las variedades de uva Albilla, Italia y Torontel (1, 2y 3,
9 y 10), presentaron diferencias considerables en composicion con respecto a las
demas muestras de pisco, que provienen de las variedades de uva Mollar,

Moscatel, Negra Criolla, Quebranta y Uvina.

Para las variedades de piscos de uvas lItalia y Torontel (3, 10), se observé una
similitud en los piscos provenientes de la fermentacion ininterrumpida del mosto,

l.e., los piscos tipo puro.

Los piscos tipo mosto verde provenientes de las uvas Albilla, Italia y Torontel (1, 2,
9), presentaron variaciones significativas entre ellas y con respecto a las demas

muestras estudiadas.
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Projection of the caseson the factor-plane ( 1 x 2)

Cases with sum of cosine square >= 0,00
10

Factor 2: 15,49%

-10
-15 -10 =5 0 5 10 15 20

o Active
Factor 1: 35,96%

Figura 38. PCA de las fracciones volatiles de los piscos peruanos, obtenidas en la
HS-SPME-GC-FID.

4.5.2 Extraccion liquido-liquido

En el PCA, realizado a los compuestos quimicos aislados por extraccion liquido-
liquido, se contemplé cada compuesto quimico como una variable dentro de la
matriz de pisco (Véase Figura 39).

El andlisis de componentes principales, mostr0 que los piscos peruanos
presentaron una composicion con ca. 60 % de similitud. Sin embargo, en la Figura
39, se observaron algunas diferencias, las cuales mostraron que la composicion
de los piscos fabricados con uva ltalia (2, 3), Uvina (11) y Torontel (9, 10),
presentaron una composicién quimica diferente, con respecto a los demas piscos
estudiados.
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Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)

Cases with sum of cosine sguare >= 0,00
10

Factor 2: 17,23%

-10
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12

o Active
Factor 1: 31,16%

Figura 39. PCA de los extractos aislados de los piscos peruanos, usando la

extraccion liquido-liquido.

La diferencia en la composicion de los piscos se marco por las variedades de uvas
utilizadas en su fabricacion del pisco; a saber: Uvina, ltalia y Torontel. La
fermentacion, a la cual se sometié el mosto (pisco mosto verde y puro), no influye
en la composicion quimica del producto terminado, ya que se encuentran dentro

de un mismo grupo, con su respectiva variedad de uva.

El pisco de uva Negra Criolla de tipo puro (6), no se registro en el PCA realizado,
puesto que la composicion quimica aislada, no presenté una variacidbn con
respecto a los demas piscos, es decir, el pisco de uva Negra Criolla de tipo puro
(6) es similar en su composicion quimica a cualquier otra muestra de pisco, segun
el PCA (Véase Figura 39).
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4.5.3 Propiedades fisico-quimicas

El PCA se realiz6 con cada propiedad fisico-quimica, determinada como una
variable dentro de la matriz de pisco (Véase Figura 40).

Los piscos presentaron una variacion superior de 70 %, por tanto, en la Figura 40,
se muestra una clasificacion comparativa mejor, que los PCA realizados
anteriormente, con la fraccion volatil aislada por la HS-SPME y la extraccién con
solvente. Los piscos se clasificaron de acuerdo con la variedad de uva y con el

tipo de fermentacion.

Projection of the caseson the factor-plane ( 1 x 2)
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o Active
Factor 1: 52,15%

Figura 40. PCA de los resultados, basados en las propiedades fisico-quimicas de

los piscos estudiados.

Los piscos fabricados con uva Torontel (9, 10), mostraron coincidencias, sin tener
en cuenta el tipo de fermentacion, al cual se sometié su mosto. Ademas, el pisco
de uva lItalia de tipo puro (3), tiene propiedades fisico-quimicas semejantes a los

piscos de uva Torontel (9, 10).
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Segun el PCA, el pisco de uva Mollar de tipo puro (4) registré propiedades fisico-
guimicas diferentes, con respecto a las demas muestras de pisco estudiadas. Los
piscos fabricados con uvas ltalia y Quebranta (2 y 3, 7 y 8), manifestaron
variaciones en sus propiedades fisico-quimicas con respecto al tipo de

fermentacién de sus mostos (puro y mosto verde).

Los piscos de uvas Albilla y Moscatel (1 y 5), manifestaron similitudes entre sus
propiedades fisico-quimicas, por lo cual, se encontraron dentro de un mismo

grupo, en la grafica del PCA.

Segun el PCA, se pueden clasificar los piscos de tipo puro en los cuadrantes
superiores, como se observd en los piscos de tipo puro de uvas Albilla, Italia,
Mollar, Moscatel, Torontel y Uvina (1, 3, 4, 5, 10 y 11). Por otra parte, los piscos de
tipo mosto verde, pueden clasificarse en los cuadrantes inferiores del PCA, como

se observo, para los piscos de tipo mosto verde de uvas Italia y Quebranta (2 y 8).

Para algunas variedades de uvas (Quebranta y Torontel), esta clasificacién puede
presentar variaciones, ya que se encontr0 que algunos piscos procedentes de
ambos tipos de fermentacion y de la misma variedad de uva (7 y 8, 9 y 10), se
encuentran dentro de un mismo cuadrante (superior o inferior). Por lo tanto, la

clasificacion no es suficientemente robusta.
4.5.4 Clasificacidon de los piscos basada en las técnicas utilizadas

Esta seccidon fue basada en los resultados obtenidos por la HS-SPME-GC-MS,
extraccion con solvente GC-MS vy las propiedades fisico-quimicas de los piscos.
Para el PCA, cada respuesta se tom6 como una variable, i.e., los compuestos
guimicos aislados y las propiedades fisico-quimicas determinadas (Véase Figura
41).
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En la Figura 41, se observa como el tipo de fermentacion del mosto, afecta la
clasificacion de los piscos, i.e., la misma variedad de uva sometida a ambos tipos

de fermentacion manifesté una composicion diferente en el producto destilado.

En general, los piscos estudiados de tipo puro, presentaron la menor variacion,
indistintamente de la variedad de uva: Albilla, Mollar, Moscatel, Negra Ciriolla,
Quebranta y Uvina (1, 4, 5, 6, 7, 11). Solo los piscos de tipo puro de las
variedades de uva lItalia y Torontel (3, 10), expresaron una variacion significativa

con respecto a las demas muestras de pisco de tipo puro.

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)

Cases with sum of cosine square >= 0,00
14

12

10 ¢ o

Factor 2: 13,77%

©
),

-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 .
o Active

Factor 1: 31,69%

Figura 41. Andlisis comparativo de componentes principales de los resultados,
comparando los extractos y fracciones volatiles de los piscos aislados por
extraccion con solvente, HS-SPME, y las propiedades fisicoquimicas

determinadas.

Los piscos de tipo mosto verde estudiados (2, 8 y 9) mostraron una variacion

considerable entre ellos y con respecto a las demas muestras de pisco.
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Con base en el PCA comparativo, se pueden clasificar muestras problema por la
variedad de uva usada para la fabricacion del pisco. La Figuras 41, ilustra, que en
el cuadrante suprior izquierdo, se ubican los piscos provenientes de uva ltalia, en
el cuadrante inferior izquierdo, los piscos de uva Torontel y en el cuadrante

superior derecho, los piscos provenientes de uva Quebranta.

La mayoria de los piscos de tipo puro se agruparon en un solo conjunto de
muestras, por lo tanto, si una muestra se aleja considerablemente del conjunto,

posiblemente, se trata de un pisco de tipo mosto verde (Figura 41).
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5. CONCLUSIONES

La fibora CAR/PDMS presenté mayor capacidad de adsorcion de los compuestos
volatiles presentes en piscos peruanos, que en comparacion con las fibras de
PDMS, PA y PDMS/DVB. Esto se debe a que los compuestos volatiles son, en su

mayoria, alcoholes, ésteres y terpenos oxigenados, i.e., compuestos polares.

Las mejores condiciones de extraccion, determinadas para la HS-SPME, de los
piscos peruanos fueron: Tiempo de equilibrio 10 min; Tiempo de exposicion de la
fibora 21 min; y una temperatura de 48° C. Las extracciones con la técnica de
SPME se realizaron con concentraciones del etanol inferiores a 30 %v/v, debido a

gue concentraciones superiores promovian la saturacion de la fibra.

Se aislaron 100 y 81 compuestos en total con las técnicas de extraccion liquido-
liquido y HS-SPME, respectivamente; se encontraron terpenos (4,4 y 0,002 %),
esteres (6,7 y 0,2%), compuestos carbonilicos (1,6 y 0,001 %) y alcoholes (80,7 y

98,9 %), en los extractos y fracciones volatiles.

Las muestras de pisco peruano se encuentran dentro de los parametros descritos
por la Norma técnica peruana para el contenido del etanol, sin embargo, el pisco
de tipo mosto verde de uva Quebranta (8) contenia 35 %v/v, del etanol, lo que no
aplica al rango alcohdlico permitido por la NTP (38-48 %v/v); este descenso en la
cantidad del etanol, posiblemente, pudo ser causado por un tiempo de destilacion

mas corto.

Los compuestos quimicos volatiles y semivolatiles del pisco se aislaron con
diclorometano, empleando la extraccion liquido-liquido, ya que el pisco contenia

alcoholes, terpenos oxigenados y ésteres, que se solubilizan en un solvente polar.

A partir del PCA comparativo, realizado con los resultados obtenidos para la HS-

SPME, la extraccion liquido-liquido y para las propiedades fisico-quimicas, se
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concluyé que, el tipo de fermentacion al cual se sometio el mosto, es un factor

determinante en la clasificacion de los piscos peruanos.
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6. RECOMENDACIONES

Durante la vendimia, fermentacion y destilacion, se recomienda monitorear en
intervalos de tiempo con la técnica de HS-SPME, el funcionamiento de levaduras,
bacterias y procesos quimicos dados durante el proceso de produccion del pisco
peruano. Con base en los resultados obtenidos, se propondria una clasificacién de
la composicion quimica volatil del pisco peruano, de acuerdo con la etapa en la

cual la produccién de sustancias quimicas volatiles incrementa.

Para la clasificacién, que se presentd de los piscos peruanos, se recomienda
analizar todas las variedades de uvas, segun los diferentes tipos de fermentacion
de pisco peruano. De esta manera, se comprueba con un analisis comparativo
multivariable, que en las variedades de pisco, el tipo de fermentacion es un factor

influyente en la composicién quimica.

En esta investigacion se estudiaron los piscos de tipo mosto verde y puro, pero
existe un tercer tipo de pisco, acholado. Se recomienda realizar el estudio de las
fracciones volatiles, de pisco de tipo acholado, ya que este podria contener mayor
namero de sustancias volatiles, debido a la combinacion de diferentes variedades

de uvas para su fabricacion.

Se recomienda realizar el estudio organoléptico, con catadores, para obtener
informacion sensorial sobre el flavour del pisco; esto proporcionaria, con ayuda de
la composicion quimica volatil presentada en este trabajo, una clasificacion de
acuerdo con el gusto, por algun pisco, ya sea segun su composicion quimica o el

tipo de fermentacion.
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ANEXO 1. Cromatogramas obtenidos por HS-SPME-GC-FID, de las muestras de

pisco peruanos estudiadas.
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Anexo 1 - Figura 1. Perfil cromatogréfico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Albilla, de tipo puro (1). Columna DB-WAX (60

m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 2. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Italia, de tipo mosto verde (2). Columna DB-WAX

(60 m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 3. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Italia, de tipo puro (3). Columna DB-WAX (60 m).
La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 4. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Mollar, de tipo puro (4). Columna DB-WAX (60

m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 5. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Moscatel, de tipo puro (5). Columna DB-WAX (60
m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 6. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Negra Criolla, de tipo puro (6). Columna DB-WAX
(60 m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 7. Perfil cromatogréfico de la fraccion volatil, obtenido por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Quebranta, de tipo puro (7). Columna DB-WAX
(60 m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 8. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Quebranta, de tipo mosto verde (8). Columna DB-

WAX (60 m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 9. Perfil cromatogréafico de la fraccion volatil, obtenido por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Torontel, de tipo mosto verde (9). Columna DB-
WAX (60 m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 10. Perfil cromatografico de la fraccidon volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Torontel, de tipo puro (10). Columna DB-WAX (60

m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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Anexo 1 - Figura 11. Perfil cromatografico de la fraccion volatil, obtenida por HS-
SPME-GC-FID, del pisco de uva Uvina, de tipo puro (11). Columna DB-WAX (60
m). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 19.
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ANEXO 2. Cromatogramas obtenidos por extraccion liquido-liquido GC-MS, de las

muestras de pisco peruanos estudiadas.
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Anexo 2 - Figura 1. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Albilla, de tipo puro (1). Columna DB-WAX (60 m),
split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la
Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 2. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva ltalia, de tipo mosto verde (2). Columna DB-WAX

(60 m), split 1:30, MSD (EI, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta
en la Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 3. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion

liquido-liquido, del pisco de uva lItalia, de tipo puro (3). Columna DB-WAX (60 m),

split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la

Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 4. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion

liquido-liquido, del pisco de uva Mollar, de tipo puro (4). Columna DB-WAX (60 m),

split 1:30, MSD (EI, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la

Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 5. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Moscatel, de tipo puro (5). Columna DB-WAX (60

m), split 1:30, MSD (EI, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en
la Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 6. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Negra Criolla, de tipo puro (6). Columna DB-WAX

(60 m), split 1:30, MSD (ElI, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta
en la Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 7. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Quebranta, de tipo puro (7). Columna DB-WAX
(60 m), split 1:30, MSD (EI, 70 eV). La identificacién de los compuestos se reporta
en la Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 8. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Quebranta, de tipo mosto verde (8). Columna DB-
WAX (60 m), split 1:30, MSD (EI, 70 eV). La identificaciéon de los compuestos se

reporta en la Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 9. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion

liquido-liquido, del pisco de uva Torontel, de tipo mosto verde (9). Columna DB-
WAX (60 m), split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se

reporta en la Tabla 25.

3 |6 16 33 41 56
70

B4 62

43
45

1]

5 1 79

8

84

11 0
20 9[|l 54 |67 3
59 75| _80 91
1 37 6! 7 86 N
2 ol B S :ﬁelgr > 98
94
Jﬁi‘i.ﬁﬂ,% P ML ui&l qos 50 [fagtt 1,

A
T

¥ ——
20.00 30.00 40.00

0

e
50.00

S e T
60.00 70.00 80.00 min

Anexo 2 - Figura 10. Perfil cromatografico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Torontel, de tipo puro (10). Columna DB-WAX (60

m), split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacién de los compuestos se reporta en

la Tabla 25.
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Anexo 2 - Figura 11. Perfil cromatogréfico del extracto obtenido por extraccion
liquido-liquido, del pisco de uva Uvina, de tipo puro (11). Columna DB-WAX (60

m), split 1:30, MSD (ElI, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en
la Tabla 25.
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ANEXO 3. Espectros de masas de algunos compuestos encontrados en |los piscos

peruanos estudiados y sus rutas de fragmentacion.
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Anexo 3 - Figura 1. Espectro de masas del iso-butanol (El, 70 eV).
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Esquema 1. Posibles rutas de fragmentacion del iso-butanol.

o, I
H5;C CH,

m/z 57 (6%)

CHj
. -CH,OH- | -2H-
: —— CH
CHs _| H3C/
OH miz 43 (100%) TN

H;C
M*., m/z 74 (16%)

Hzc "‘:\ CH2
— > m/z41 (63%)

m/z 56 (8%)

+
. CH OH

miz 59 (4%)
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Anexo 3 - Figura 2. Espectro de masas del alcohol iso-amilico (El, 70 eV).
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Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacion del alcohol iso-amilico.

HO

CH, _|+,

CHg

M+, m/z 88 (0%)

_CSHT

-CH;0H
—>

-CH,0
—>

-H,O
——

-CH,OH
L— =

HO™ cH

m/z 45 (4%)

CHs —|+-

-CHs
H,CZ CH,
m/z 56 (26%)
+
CHs _| H CACH
-CHy _cH -2H voe
e Non, —— H,c” CH, T miz41 (68%)
miz 58 (2%) miz 43 (52%)

+-
-C,H H
e Hzc%\;l H

CHy
HZC\)\CH

3

miz 70 (100%) -CHg e
» 2

miz 42 (62%)

.
CH
Xceh,

CH, m/z 55 (100%)

+

CHy
m/z 71 (6%)

CHy

H,C CH,
m/z 57 (40%)
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Anexo 3 - Figura 3. Espectro de masas del lactato de etilo (El, 70 eV).
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Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion del lactato de etilo.

Reordenamiento _| +
McLafferty ] OH -Cco, C.H.O+ -H
— > { — s T
0,
o = . "G - miz 46 (4%)
|| m/z 90 (0%) C,H-O*
HaC o~ G
ﬁAO CHy —— Mz 45 (100%)
OH .
-0
H,C 7 -
M*, m/z 118 (0%) Ruptura e 3 j/ co

OH

miz 73 (0%)

'C2H30+ 'C2H702+
_>
miz 75 (10%)
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Anexo 3 - Figura 4. Espectro de masas del cis-3-hexenol (El, 70 eV).
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del cis-3-hexenol.

H,C. CH -CoHy
-CH,0- ML~ _CHs
m/z 69 (46%)
-CHz HO . HZC@CHZ
3 \/\/\H c ﬂ’ HZCWCHZ -C,H,
’ miz 67 (68%) m/z 41 (100%)
m/z 85 (4%)
-CHg HZCJ'\/\%CH2 -CoH,
— —

CH, _|+.

- miz 67 (68%)
MCHZ

miz 82 (44%)

-H,0 Hc
—

m/z 55 (46%)

OH |CoHs e on HO et
M+, m/z 100 (0%) miz 71 (4%) ’ NN,
m/z 53 (12%)
CHO o
> \/\CHJr
m/z 55 (46%)
-C,H;
> C2H5OJr
miz 45 (50%)
-C,Hq-
B C,H;0*

m/z 44 (39%)
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Anexo 3 - Figu
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4

Ruptura AP o CH CH H
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> CH 0
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Anexo 3 - Figura 6. Espectro de masas del cis-6xido de linalol, furano (El, 70 eV).

43
90

80

70

60 59

%

50

40

Intensidad,

30

20

10

40 60

80

280 300 320 340 m/z

Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion del cis-6xido de linalol, furano.

CHZ_\+-

CHj

N\

HyC—3F—CH,

1a

OH
M+, m/z 170 (0%)

-CHs

-C,H;q0 HSC—[—C
OH

-C4HoO-

CH

m/z 111 (22%)

+-
]

-H-
m/z 60 (54%)
-CHg-
—
+-
HZC:/Z _I
ety —
O
0, -C,H
m/z 70 (10%) 23
-C,H
CeHgO* =2 7
m/z 97 (8%)
-H,O
CoHisOyF —*
m/z 155 (4%)
-H
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Anexo 3 - Figura 7. Espectro de masas del furfural (El, 70 eV).
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Esquema 7. Posibles rutas de fragmentacion del furfural.
O+
Ruptura a =
Z4 -
—p AN CcO \C+
< Y
0]
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/O
o | -C,H
3 -CHO:-
\ C3H0,™ — C,HO*
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M+, m/z 96 (100%)
-CZHEO-

CzHO*
m/z 53 (2%)
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Anexo 3 - Figura 8. Espectro de masas del trans-6xido de linalol, furano (El, 70
evV).
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Esquema 8. Posibles rutas de fragmentacion del trans-o6xido de linalol, furano.
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+.
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(e] 'CGHléO ;"——CH
/ 3
O
HsC CHs o -C,H -H-
N m/z 70 (38%) 3 C,H,0* — C,H,0*
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-C,4HoO- -C,H .
=4 0% CegHgO* ——2 2y C,H,0* CZHZ’ C,H:O*
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Anexo 3 - Figura 9. Espectro de masas del (meso)-2,3-butanodiol (El, 70 eV).
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Esquema 9. Posibles rutas de fragmentacion del (meso)-2,3-butanodiol.
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Anexo 3 - Figura 10. Espectro de masas del ho-trienol (El, 70 eV).
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Esquema 10. Posibles rutas de fragmentacion del ho-trienol.
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miz
+ _O+
HO -C,H / —
N Xen, 2% e
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Anexo 3 - Figura 11. Espectro de masas del succinato de dietilo (El, 70 eV).
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Esquema 11. Posibles rutas de fragmentacion del succinato de dietilo.
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Anexo 3 - Figura 12. Espectro de masas del cis-6xido de linalol, pirano (El, 70
evV).
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Esquema 12. Posibles rutas de fragmentacion del cis-0xido de linalol, pirano.

-CHa, -H,0
CoH150," — CoH 1307
m/z 155 (8%) m/z 137 (4%)
_CH3.
— > C3H0*
_|+' /255 (22%)
H,C— m/z ()
-CgH1,0 \
6 18 i i CHy ——
(o]
0, -CZHZ -H:
m/z 70 (16%) > C,H,0" — C,H;0*
m/z 44 (6%) m/z 43 (52%)
-CHg:
> CsH30*
m/z 79 (20%)
-C4H1g0 CGHGO+'
m/z 94 (66%
M*-, miz 170 (0%) (66%)
-C,H, N -H-: .
—> C4H4O . —_— C4H3O
m/z 68 (100%) m/z 67 (54%)
—C7H1g0 C3H80+‘ -H-
m/z 60 (8%) — C3H,0*
m/z 59 (64%)
'C3HGO C7H120+' _H_
> miz112 (6%) > C/HuOF
m/z 111 (2%)
- . +
C,H;0 CgH150

m/z 127 (2%)
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Anexo 3 - Figura 13. Espectro de masas de la metoxifenil oxima (El, 70 eV).
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Esquema 13. Posibles rutas de fragmentacion de la metoxifenil oxima.

M+, miz 151 (70%)
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Anexo 3 - Figura 14. Espectro de masas del trans-6xido de linalol, pirano (El, 70
evV).
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Esquema 14. Posibles rutas de fragmentacion del trans-oxido de linalol, pirano.

CgH130*
m/z 137 (4%)
m/z 155 (4%)
CHg
C3H30*
_|+' /2 55 (22%)
H,C— m/z ()
-CgH1,0 \
4 //""'CH3 _
O
miz 70 (18%) Gy oo — > cHor
miz 44 (20%) miz 43 (68%)
_CH3.
— > CgH3O*
miz 79 (22%)
C6H60+' -
M*-, m/z 170 (0%) m/z 94 (68%)
-C,H -H-
[CaHa, C,H,0* —H, C,H50*
m/z 68 (100%) miz 67 (54%)
-C;HO H.
ISTATI CaHgO" H C4H,0*
m/z 60 (18%) m/z 59 (64%)
C3HeO H
C7H1 0" — C7HuO*
m/z 112 (4%) m/z 111 (2%)
-C,H,0-
C8H150+

m/z 127 (2%)
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ANEXO 4. Parametros sensoriales de algunos compuestos presentes en el pisco

peruano.
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Anexo 4 — Tabla 1. Pardmetros sensoriales (olor) de los compuestos quimicos

presentes en los piscos peruanos estudiados.

Descripcion
Compuesto o Ref.
organoléptica
Hscv\”/O\/CHg Frutal, pifia. [63]
O
Butanoato de etilo
OH Olor a mora. 64
H3C/\/ [ ]
Propanol
CHj Fusel. [64]
)\/OH
HsC
iso-Butanol
CHs |C|) Olor a platano. [64]
H?,c:)\ﬂo/\cH3
Acetato de iso-amilo
OH Olor a 65
HZC/\/ [65]
mostaza.
Alcohol alilico
Hye” > oH Nota dulce, [66]
n-Butanol alcohol.
CHs Olor a citrico,  [63]
pino.
NN
He” XCH,
Limoneno
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Anexo 4 — Tabla 1. Continuacion.

CHg Olor no [67]

)\/\ placentero.
H,C OH

Alcohol iso-amilico
CHj Nota terrosa. [68]

/\/g
HO CH

3-Metil-3-butenol

2

|| Olor a [64]
manzana,
H3C/\/v\0/\CH3 b
pifa.
Hexanoato de etilo
OH Olor a fruta del [64]
ch\)\ bosque.
|| CHj
O
3-Hidroxibutanona (acetoina)
(|)| Olor lacteo, [69]
HsC agrio.
3 \‘/\O/\CH3 g
OH
Lactato de etilo
NN Olor herbaceo, [69]
HsC OH _
ligeramente
Hexanol
graso.
OH Olor herbaceo [69]
HC con una
intensidad
exagerada.

cis-3-Hexenol
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Anexo 4 — Tabla 1. Continuacion.

0 Olor no [63]
placentero,
olor a

solvente.
2-Ciclohexenona

Olor frutal, [67]
|| floral,
/\/\/\/\ PN
HsC o CHg manzana,
Ocatanoato de etilo pifia, platano.
(ﬁ Olor a [69]
avinagrado.
e OH
Acido acético
'e) Nota [70]
0 /
\ almendrada.

Furfural

0 % CH4 Olor a flor [71]
verde, azahar.
N CHj
CHj

Oxido de nerol

OH CH, Nota floral, [69]
HZCM\/CH3 violetas.
H;C
Linalol
OH Nota dulce y [68]
H,CZ~ CH
2 N2 floral.
HsC
CH3
Ho-trienol
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Anexo 4 — Tabla 1. Continuacion.

° 0 Nota dulce, (68]
Q/ caramelo,
Butirolactona pina.

|| Nota de [63]
o) CH, algodon, floral,
H3C/\O/\/\/ ~_—
|| tela, olor
suave.

Succinato de dietilo

OH Olor fresco, [64]
i romero.
HaC—F—CH,
OH
a-Terpineol

Olor a menta, [63]

CH,
O§ alcaravea.
j\
HC” XCH,

Carvona
//CHz Olor a madera, [63]
:_uCH, dulce lefiosa,
tonos terrosos.
O

OH
cis- Oxido de linalol, furano
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Anexo 4 — Tabla 1. Continuacion.

//CH2 Olor a madera, [63]
CHa dulce, floral-
madera
o
terroso.
HsC CHg
OH

trans-Oxido de linalol, furano

HOV\(\/YCHS Nota floral. [69]

CHg CH,
Citronelol
CH, CH4 Nota floral. [69]
f\/\/\ CH,
HO
Nerol
OVCH3 Nota floral. [69]
O

Acetato de feniletilo

HLC OH _
3 W Nota floral [69]

CH3 CH3
Geraniol
Nota floral, [68]

frutal.

OH

Alcohol bencilico
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Anexo 4 — Tabla 1. Continuacion.

OH

Alcohol feniletilico

I
H,C
3 V\/\/\/\/\/\O/\CH

Tetradecanoato de etilo (miristato de etilo)

3

Nota floral.

Olor
caracteristico

a jabon.

[69]

[72]
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