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RESUMEN

El Pisco cuenta con numerosos compuestos Vvolatiles, los cuales pueden ser de naturaleza
aromatica y derivarse de diferentes fuentes de origen (variedad de uva, levaduras nativas,
etapas del procesamiento, etc.). Los compuestos hallados fueron determinados por analisis
de espacios de cabeza y microextraccion por fase solida (método HS-SPME) acoplado a
una cromatografia gaseosa (GC-MS); encontrandose ésteres, terpenos, alcoholes, asi como
otros compuestos minoritarios, los cuales varian en presencia y concentracion entre las
variedades de Pisco analizadas (Italia y Quebranta) de siete bodegas del Valle de Cafiete,
en Lima, Pera.

Palabras clave: Pisco, Pisco ltalia, Pisco Quebranta, volatiles, HS SPME, GC-MS.

ABSTRACT

Pisco has many volatile compounds, which may be aromatic in nature and derived from
different sources of origin (grape variety, native yeasts, process steps, etc.). The
compounds found were determined by head space solid phase microextraction (HS-SPME
method) coupled with Gas Chromatography (GC-MS). Esters, terpenes, alcohols, and other
minor compounds were found; these compounds vary in presence and concentrations in the
analyzed Pisco varieties (Italia and Quebranta) from seven Cafiete Valley wineries in
Lima, Peru.

Keywords: Pisco, Pisco Italia, Pisco Quebranta, volatile, HS SPME, GC-MS.
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I. INTRODUCCION

El pisco es una bebida espirituosa de compleja composicion aromatica. Actualmente no se
tiene una base de datos de los compuestos volatiles caracteristicos de los piscos de cada
variedad de cepa pisquera y también de acuerdo a las zonas de produccion. Es necesario,
por lo tanto, realizar el andlisis secuencial de piscos de determinada uva (ltalia o

Quebranta) y producidos en una zona especifica (Cafiete).

En la actualidad, no existe data exacta proporcionada por analisis de piscos de zonas de
produccion especificas, ya que los trabajos realizados han sido llevados a cabo de manera
general y recopilan en ellos, piscos de diferentes regiones y cepas pisqueras.
Investigaciones sistematicas a pequefia escala pueden contribuir a una futura y confiable
base de datos de los componentes aromaticos de determinada clase de piscos con un origen

comun.

La presente investigacion, tiene por objetivos:

Determinar las diferencias entre piscos de las variedades Italia y Quebranta, del

valle de Cafiete, en funcion a su contenido de terpenos y otros compuestos volatiles.

Determinar los principales terpenos y otros compuestos volatiles mayoritarios de

los piscos de la variedades Italia y Quebranta del valle de Cafiete.

Por otro lado, la hipdtesis de la presente tesis es: Existen diferencias significativas a nivel
de terpenos y compuestos volatiles entre piscos Italia y Quebranta de la provincia de

Canete.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 EL PISCO: DEFINICIONES

El Reglamento de la denominacién de Origen Pisco (2011) define al pisco de la siguiente
manera: “Es el producto de la destilacion de mostos frescos de uvas pisqueras
recientemente fermentados, utilizando métodos que mantengan los principios tradicionales
de calidad; y producido en la costa de los departamentos de Lima, lIca, Arequipa,

Moquegua y en los valles de Locumba, Sama y Caplina en Tacna”.

Segun Hatta (2004), el pisco es un aguardiente elaborado a partir de la fermentacion de los
caldos frescos de los mostos de uva. Es tipico de determinadas zonas del Perl, que se
caracteriza por sus especiales cualidades sensoriales (sabor y olor) que le dan un bouquet

particular que los diferencia de cualquier otro aguardiente de uva.

Mientras que De Piérola (2011), menciona que el pisco es un aguardiente de vino (eau de
vie de vin). El grado alcohdlico por volumen debe ubicarse entre los 38° y 48°.
Antiguamente se buscaba, como virtud, lograr Piscos con altas graduaciones pero hoy éstas
tienden a ser m&s moderadas ubicandose la mayoria de ellos, entre los 40° y 43° G.L.

Schuler (2013) sefiala que el pisco es un singular destilado de vino elaborado en
una zona protegida por una Denominacion de Origen y exportado originalmente por el
puerto de pisco de donde tomo su nhombre. Asimismo, existen caracteristicas puntuales que

diferencian al pisco de otras bebidas espirituosas:

- Es puro mosto de uva (vino) y no de orujos, sin adicion de aztcar al mosto.
- Producto de destilacion discontinua sin regular su contenido alcohdlico con agua.
- No pasa por afiejamiento en barricas de madera ni se le agregan colorantes, por lo

gue no se cambian sus aromas y sabores primarios.



El pisco es unico debido a las variedades de uva utilizadas, las regiones especificas en las
que se produce, su destilacion en alambiques discontinuos, porque no se le afiaden agua ni
colorantes y porque no pasa por afiejamiento en madera. El pisco es el Gnico destilado que
busca que se transmitan, casi intactas, las caracteristicas de las variedades de uva que lo

componen (De Piérola, 2011).

2.2 TIPOS DEPISCO

El Reglamento de la denominacion de Origen pisco (2011), clasifica al pisco de la

siguiente manera:

PISCO PURO: Es el pisco obtenido exclusivamente de una sola variedad de uva pisquera.
Y se divide en:
- Pisco puro no aromatico (obtenido de Quebranta, Uvina, Negra Criolla o Mollar)

- Pisco puro aromatico (obtenido de Italia, Moscatel, Torontel o Albilla).

Para el reglamento actual, el pisco Puro, “Es el pisco proveniente exclusivamente de una
sola variedad de uva pisquera”. Es decir aquellos producidos en un 100 por ciento con una
determinada uva pisquera (Quebranta, Negra Criolla, Mollar, Uvina, Italia, Torontel,
Albilla o Moscatel). Actualmente se ha adoptado mas el hecho de denominarlos piscos
varietales (que corresponden a una variedad), acogiendo una nomenclatura de uso

internacional (Consejo Regulador DO Pisco, 2011).

PISCO ACHOLADO: Mezcla de variedades de uva. Obtenido de la destilacion de mostos
frescos completamente fermentados, de la mezcla de distintas variedades de uvas
pisqueras, aromaticas y no aromaticas, antes de la fermentacion o posterior a la destilacion.
Es la categoria que da mas libertad al productor ya que le permite ensamblar un producto
unico. La connotacion del nombre es muy pertinente ya que se trata de una mezcla, un

mestizaje entre distintas variedades.

PISCO MOSTO VERDE: Mostos frescos con fermentacion interrumpida. Su origen adin
no se determina por completo pero queda claro que a fines del siglo XIX ya existia. El

corte de la fermentacion se suele hacer alrededor de los 6°Baume (medida que indica la



cantidad de azucar en el mosto — vino) aunque esto no se precise en el reglamento y suelen

ser monovarietales por lo general (De Piérola, 2011).

2.3  CONSIDERACIONES EN LA ELABORACION DE PISCO

Segln el Reglamento de la denominacién de Origen Pisco (2011), el proceso de

elaboracion de pisco involucra diversas consideraciones, las que se detallan a continuacion:

e Las variedades de uvas pisqueras son: aromaticas, entre las que se tiene: Italia,
Moscatel, Torontel y Albilla y las no aromaéticas: Quebranta, Negra Criolla, Mollar
y Uvina, todas éstas a excepcion de la ultima, pertenecientes a la especie Vitis
Vinifera L.

e Los equipos, maquinas, envases y otros materiales utilizados en la elaboracion de
pisco, asi como la instalacion o area de proceso, deben cumplir con los requisitos
sanitarios establecidos por la entidad competente para asegurar la calidad del

producto.

e El proceso de fermentacion puede realizarse sin maceracion o con maceracion
parcial o completa de orujos de uvas pisqueras, controlando la temperatura y el

proceso de degradacion de los azucares del mosto.

e ElI inicio de la destilacion de los mostos fermentados debe realizarse
inmediatamente después de concluida su fermentacion, a excepcion del pisco

Mosto verde, que se destila antes de concluida la fermentacién de los mostos.

e El pisco debe tener un reposo minimo de tres meses en recipientes de vidrio, acero
inoxidable o cualquier otro material que no altere sus caracteristicas fisicas,
guimicas y organolépticas, antes de su envasado y comercializacion con el fin de
promover la evolucion de los componentes alcohdlicos y mejora de las propiedades

del producto final.



e El pisco debe estar exento de coloraciones, olores y sabores extrafios causados por
agentes contaminantes o artificiales, o elementos extrafios que no sean propios de la

materia prima utilizada.

e El pisco no debe contener impurezas de metales toxicos o sustancia que causen

dafio al consumidor.

e La elaboracion de pisco serd por destilacion directa y continua, separando las
cabezas y colas para seleccionar Unicamente la fraccién central del producto

Ilamado cuerpo o corazon.

e No se permitiran equipos que tengan columnas rectificadoras de cualquier tipo o
forma ni cualquier elemento que altere durante el proceso de destilacion, el color,

olor, sabor y caracteristicas propias del pisco.

2.4  REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DEL PISCO

Entre los requisitos organolépticos y fisico-quimicos a cumplirse por parte de los piscos
Italia y Quebranta, se tienen las especificaciones listadas en las Tablas 1 y 2,

respectivamente:



Tabla 1: Requisitos organolépticos del pisco Italia y Quebranta

REQUISITOS
ORGANOLEPTICOS

FISCO

DESCRIPCION

PISCO PURO:

DE UVASNO AROMATICAS

PIRCO PURO:
DE UVASAROMATICAS

ASPECTO

Claro, Limpido ybrillante

Clare, Limpido v brillants

COLOE.

OLOR

Incoloro

Ligeramente alecholizado
no predomina &l aroma a
la materia prima de 1a cual
procede, impio, con
estructura v equilibrio,
exento de cual quier

glemenio extrafio.

heoloro

Ligeramente alcoholizado
recuerda a la materia prima
de 1a cual procede.
fmtas maduras o zobre
maduradas, intenso,
amplio, perfume fino,
estructura y equilibno, exento

de cualquier elemento exfrafio.

SABOR.

Ligeramente alecholizado
ligero smabor, no predomina
el sabor a 1a materia prima
de la cual procede, hmpio
con estructura y equilibrio,
exento de cual quier

glemenio extrafio.

Ligeramente alechohzado
sabor que recuerda ala
materia prima de la
cual procede, ntenzo con
estructura y equilibrio,
exento de cualquier

elemenio extrario.

FUENTE: Consejo Regulador del Pisco (2011).




Tabla 2: Requisitos fisicos y quimicos del pisco

REQUISITOS Tolerancia al
. o Minimo Maximo valor Método de ensayo
FISICOSY QUIMICOS declarado
Grado alechélice volumeétrico a N ) N A .
20120 °C (%) (1) 38.0 43.0 -1.0 NTP 210.003
Extracto seco a 100°C (g/1) - 0.6 NWTP 211.041
COMPONENIESVOLATILESY Q)
CONGENERES (mg/100 mlA.A)
E=steres, como acetato de etilo 10,0 330.0
« Fomiato de etilo (3) - - NTP 211.035
« Acetato de efilo 10,0 2300
+ Acetato de Iso-amilo (3) - -
Furfiral - 30 NTP 210,023
Aldshidos, como acetaldshido 3.0 60.0 MWTP 211.038
Aleoholes superiores, como 2z
' 60.0 500
alecholes superiores, totales ’ o
*  Izo-Propancl (4) - -
= Propanel (3) - - NTP 211.035
« Butanol (3) - -
+« I=zp Butanol (3) - -
Acidez volatil (como acido acetico) - 200.0 NIP 211040
NTP 211.035
Alechol metilico
* Pizco puro v mosto verde de uvas 40 1000 NTE 210022
110 aromaticas
. Piscu-.pum v mosto verds de uvas 40 150,0 NTP 211.035
arpmdticas v pisco acholade
TOTAL COMPONENTES 3 3
) - 1500 150,0
VOLATILESY CONGENERES

FUENTE: Consejo Regulador del Pisco (2011)
NOTAS ADICIONALES AL TABLA 2
(1) Esta tolerancia se aplica al valor declarado en la etiqueta pero de ninguna manera

deberéa permitirse valores de grado alcoh6lico menores a 38 ni mayores a 48.

(2) Se consideran componentes volatiles y congéneres del pisco, las siguientes
sustancias: esteres, furfural, acido acético (A.A.), aldehidos, alcoholes superiores y
alcohol metilico.

(3) El posible que no estén presentes, pero de estarlos, la suma con el acetato de etilo
no debe sobre pasar 330mg/100ml.

(4) Es posible que no esté presente.

(5) Deben estar presentes sin precisar exigencias de maximos y minimos.
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2.5 ZONAS DE DENOMINACION DE ORIGEN DEL PISCO

El Reglamento de la denominacion de Origen Pisco (2011) reconoce a las zonas
geograficas delimitadas por la Resolucion Directoral y el Decreto Supremo que
comprenden: La costa de los departamento de Lima, Ica, Arequipa, Moquegua y los valles
de Locumba, Sama y Caplina en el departamento de Tacna, todas con diversos factores y

latitudes que proveen piscos de determinada composicion quimica y sensorial.

25.1 REGION PRODUCTORA: LIMA (CANETE)

Lo que hoy es Lima Metropolitana fue una amplia zona productora de pisco hasta

mediados del siglo pasado en zonas como Surco, Pueblo Libre y Ate.

Al norte de Lima, aun existen vifiedos y bodegas productoras (Huaral y Huaura).
Mientras que en la provincia de Barranca hay algunos productores de destilados pero no
todos cuentan autorizacion de la Denominacién de Origen Pisco. Sin embargo, es en la
provincia de Cafiete en la que se centra la produccion. Y podriamos dividir ésta en tres
sectores principales (Gobierno Regional de Lima, 2011; De Piérola, 2011):

e SECTOR 1: Chilca, Santa Cruz de Flores, Mala, Calango y Asia. Santa Cruz de

Flores tiene varias bodegas artesanales de buena calidad en sus productos finales.

e SECTOR 2: San Luis, Imperial, San Vicente Quilmana y Nuevo Imperial. En este
sector esta Alberto Di Laura, gestor de los excelentes piscos Don Amadeo.
También los piscos de las familias Calderdn, Zapata, asi como vifiedos de gran

tradicion pisquera.

e SECTOR 3: Lunahuana, Pacaran y Zufiiga. Forman una unidad por su afinidad
geografica, siendo Lunahuana la parte mas baja y Zufiga la de mayor altitud. Este

sector especifico es tierra de la cepa Uvina, originaria de la region Lima.

Los piscos usados en la investigacion son originarios del Valle de Cafiete, todos
ellos provenientes de bodegas pisqueras autorizadas. Viticultores, productores de sus

propias materias primas, lo que asegura la tipicidad del producto final.
8



En la Figura 1 se presenta el mapa del Valle de Cariete en la Provincia de Lima, con sus
distritos principales, asi como la sectorizacion respectiva, sefialada por el Gobierno
Regional de Lima (2011).

MUEYO IMPERIAL

SANTACRUZ -~
DE FLORES

SAN ANTONIO

CERRO AZUL

FANLUE

EAN VICENTE

IMPERIAL™ DE CARETE

Figura 1: Mapa de la provincia de Cafiete (Gobierno Regional de Lima, 2011).

Segun el Reglamento de la denominacién de Origen Pisco (2011) un productor autorizado
es una persona natural o juridica que haya obtenido la autorizacién de uso de la
Denominacién de Origen Pisco, por parte del érgano competente. Premisa que cumplen

todos los productores y sus respectivos productos involucrados en el presente estudio.
2.6 PISCOS PRODUCIDOS EN EL VALLE DE CANETE

El comprender lo que una variedad en particular puede entregar en el proceso de
vinificacion es esencial para producir destilados de alta calidad. Como consecuencia de
esto, el estudio de los aromas especificos que permiten diferenciar las variedades entre si
es un tema prioritario desarrollado por diversos grupos de investigacion (Belancic y
Agosin, 2002).

En el distrito de Cariete se producen piscos de todas las cepas, incluida la Uvina. Sin

embargo, las que cuentan con mayor produccién son las siguientes:
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26.1 UVAITALIA

Huertas (2004), citado por Santa Cruz (2012), sefiala que su origen se ubica al norte de
Africa y que los egipcios fueron los primeros en cultivarla y vinificarla, otorgandole asi el
nombre de Moscatel de Alejandria. Y segun registros historicos en Alejandria (Egipto) esta

cepa se cultivaba desde la época de Cleopatra.

El Consejo Regulador del Pisco (2012) en el Catalogo Ampelografico de uvas pisqueras de
la Denominacion de Origen Pisco, sefiala que la longitud y forma del racimo de uva ltalia
es larga y conica, de compacidad media, mientras que, con respecto a las bayas, éstas son
largas, de forma ovoide inversa y un color verde amarillento, la pulpa contenida en ella es

de consistencia blanda pero jugosa suculencia y su sabor es marcadamente amoscatelado.

Las uvas de la variedad Italia son Unicas y adaptadas a las condiciones y latitudes del Peru.
Sin relacion alguna con el Moscato de Alejandria, ésto comprobado mediante un analisis
ampelogréfico y genético en el INRA (Instituto Nacional de Investigacion Agronémica en
Francia) realizados por el biélogo molecular Diego Pignataro de la Universidad Cayetano
Heredia (Santa Cruz, 2012).

La llegada de esta cepa a Per( fue gracias a la orden de Jesuitas espafioles, quienes la
encargaron desde las costas de Islas Canarias en Esparia, para elaborar sus dulces vinos. Y
tras unas pruebas fallidas de cosecha en el norte del Peru, la reprodujeron en Ica para luego
expandirla por zonas como Carfiete o0 regiones como Arequipa y Moquegua. Por otro lado,
De Piérola (2011) sostiene que es conocida originalmente como Muscat d’ltalie y su

Ilegada se estima que fue ya en el siglo XVIII.

Se encuentra plantada en todas las zonas pisqueras desde Lima hasta Tacna. Sus racimos
son moderadamente frondosos y la baya es verde y alargada. Existen subvariedades como

la dorada, rosada y negra.

Santa Cruz (2013) indica que la uva Italia siempre fue un eje importante para la industria
pisquera no solo por su alto rendimiento en el campo, también por la calidad de sus piscos.

Mientras que Wong (2013) sefiala que los piscos elaborados de uva Italia nos recuerdan
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inicialmente a la propia uva. Debido a sus aromas que evocan notas florales y frutales

debido a su contenido terpénico.

Figura 2: Uva Italia: Descripcion de hoja y racimo
(Consejo Regulador Del Pisco, 2012).

e AROMA VARIETAL: PISCO ITALIA

Los aromas y sabores especificos de un vino hecho con uvas de la variedad Moscatel se
deben principalmente a su contenido de terpenos. Y son estos compuestos lo que se
transfieren al pisco luego del proceso de destilacion. Sin embargo, la exhaustiva
investigacion de otros constituyentes, podria posiblemente explicar todos los matices del

aroma de esta y otras variedades (Herraiz et al., 1990).

Para el estudio de los aromas de la variedad de uva ltalia, se tendra en cuenta que los
terpenos representan la base de la tipicidad Moscatel (Belancic y Agosin, 2002). Los
terpenos son compuestos aromaticos ampliamente conocidos y contribuyen en forma
significativa al aroma, a pesar de su bajo umbral de deteccion olfativa, pero con gran

significancia debido a su calidad aromaética.

Los compuestos responsables del agradable aroma floral y frutal propio de éstas variedades
son esencialmente: linalol, nerol, geraniol y en menor extension citronelol, terpineol,
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oxidos de linalol, alcoholes (feniletanol, hexanol, etc.). Estos compuestos pueden
presentarse ya sea en forma libre y en parte unida a azlcares (forma ligada) dentro del

grano de uva (Belancic y Agosin, 2002)

Por otro lado el analisis de terpenos volatiles puede ser de gran interés para el
establecimiento de parametros caracteristicos de diferentes tipos de destilados. La
identificacion de los componentes aromaticos del pisco puede contribuir significativamente
a la extension de aquellos estudios que correlacionan la composicion quimica y el analisis

organoléptico.

Se ha reportado que el linalol, el nerol y los 6xidos de linalol son compuestos de cabeza,
mientras el hotrienol y el a-terpineol son compuestos que destilan principalmente en el
cuerpo al igual que la mayoria de terpenos (Domenech, 2006). Estos resultados se detallan
en la Tabla 3. Sin embargo no se han realizado estudios similares con piscos en el Perd.

Tabla 3: Contenido de terpenos (mg/l) en aguardiente aromatico de Chile

Semin Semqun Semin

TERPENOS Loyola et al. (1987) Herraiz et al. (1950) Migone (1986)

minimo | maximo | promedio | minimo miximo | CABEZA | CUERPO| COLA
Linalol 0.8 9 4.1 0.1 20 4.7 1.8 0.2
Geraniol 0.5 3.4 1.7 0.1
Nerol 0.2 0.4 0.2 0.1 1 022 | 014 | 0.05
Terpineol 0.6 5.6 2.6 0.1 10 038 | 065 | 0.28
Citronello] 0.2 1.2 0.5 0.1 5
Hotrienol 1 50 1.2 43 1.6

FUENTE: Domenech (2006).

Las matrices de muestra pueden presentar analitos en muy baja concentracion pero que sin
embargo repercuten en el perfil quimico-sensorial del pisco. Es por esto que el método de
microextraccion por fase sélida SPME (solid phase microextraction) resulta atractivo
debido a la rapidez de la extraccion, ademas de ser llevada a cabo sin necesidad de utilizar
solventes. Ademas el umbral de deteccion puede estar en el orden de partes por trillén
(Sigma Aldrich, 2009).
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2.6.2 UVA QUEBRANTA

Es una variedad de uva negra, resultado de la adaptacion de una variedad de las Islas
Canarias al clima peruano, dadas las modificaciones sufridas, se considera como una
variedad propia del Per( (Hatta, 2004) tal como lo menciona Wong (2013) quien la
considera la uva peruana por excelencia. De ancestros esparioles pero profundamente
criolla. Destaca su caracter fuerte y sobrio. Es la variedad pisquera mas importante,
apreciada por su productividad. Se cultiva en Lima (Valle de Cafiete), desarrollando
caracteristicas ideales para un destilado de alta calidad. Considerada una mutacion de la
negra Criolla, pero también vinculada a la Mollar; no se podria descartar un origen comun
con ésta ya que ambas comparten perfiles organolépticos similares y han convivido en

vifiedos por mucho tiempo.

El Consejo Regulador del Pisco (2012) en el Catalogo Ampelografico de uvas pisqueras de
la Denominacion de Origen Pisco, sefiala que los racimos de uva Quebranta son
medianamente alargados, conicos y compactos, las bayas son medianas, esféricas y de
color rosa, con respecto a la pulpa, describen que es jugosa, de consistencia dura y con un

sabor neutro.

El fruto de esta variedad presenta un grano redondo, de tamafio mediano, de gran riqueza
en azUcares pero de bajo contenido de acidez. Su rendimiento en mostos es bastante alto,
Ilegandose en algunas oportunidades al 75-80 por ciento del peso de la cosecha (Hatta,
2004). Schuler (2013) menciona que esta uva produce frecuentemente piscos de un alto
tenor alcohdlico, de gran intensidad y complejo en boca. Aporta aromas tenues, algo

dificiles de apreciar en nariz, pero que en boca alcanzan su maximo esplendor.

Wong (2013) menciona que las uvas negras fueron uno de los muchos insumos que
trajeron los espafoles. La “negra criolla” y la “mollar” son dos variedades de la fruta que
Ilegd con la conquista. Al ser combinadas con el clima pedregoso y desértico de la regién
costera de Paracas, adquirieron nuevas caracteristicas. El resultado fue la uva ‘Quebranta’,

mantenida imperturbable durante sus méas de 400 afios de historia.
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Figura 3: Uva Quebranta: Descripcion de hoja y racimo
(Consejo Regulador Del Pisco (2012).

e AROMA VARIETAL: PISCO QUEBRANTA

Los estudios llevados por Cacho et al. (2012) de la Universidad de Zaragoza sefialan que la
fraccion volatil del pisco con otros destilados del vino tales como el orujo espafiol, la
grappa italiana u otros brandis, son similares. Sin embargo algunas diferencias deben ser

mencionadas con respecto a su composicion.

Al no existir informacion suficiente para el caso de la uva Quebranta, se relacionaron los
datos proporcionados por Belancic y Agosin (2002) para la Cabernet Sauvignon, variedad
que cuenta con un amplio contenido de metoxipirazinas (MP) que se asocian esencialmente
al aroma caracteristico y variedades emparentadas, a las cuales aporta notas vegetales
importantes. Los productos alcoholicos provenientes de este tipo de uvas poseerian un
caracter herbaceo notorio, y en general, mas marcado cuando la madurez de la uva es
insuficiente (Belancic y Agosin, 2002).

Las notas organolépticas descritas para esta variedad de uva, van acorde a los descriptores
citados en sesiones de Cata de pisco Quebranta, quienes lo describen como herbéaceo,
fresco, suave, heno, hierba fresca, fruta blanca, manzana, platano, confite, toronja, fruta
sutil (Pastorino, 2009).
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Citando el estudio realizado por Cacho et al. (2012), el pisco Quebranta se destaca debido
a sus altos niveles de  — feniletanol (11 — 71.5 mg/l) y B — feniletil acetato (0.085 — 13.1
mg/l); otra caracteristica de esta variedad de pisco son sus pequefias cantidades de ciertos
tipos de estil — esteres (0.050 — 0.200 mg/I para el hexanoato de etilo, 0.2 — 2.1 mg/l para el
octanoato de etilo y 0.1 — 3 mg/l para el decanoato de etilo) en comparacién a los niveles
encontrados en otros destilados.

Asimismo, los piscos Quebranta analizados contenian cantidades relativamente altas de
linalol, oxido de cis — linalol, oxido de trans — linalol y o — terpineol. Sin embargo en
menor proporcién comparado a las uvas amoscateladas (género en el cual se encuentra la

uva ltalia).

El pisco Quebranta contiene altos niveles de p — fenilacetato (compuesto responsable del
olor floral, rosas) que en otros destilados de vino (Cacho et al., 2012; Popescu et al., 2011).
Tanto éste quimico aromatico, como el B — feniletanol, puede explicar su origen en los
mostos ricos en fenilalanina (propios de la cepa Quebranta); sin embargo, es sabido que las
condiciones climaticas pueden afectar e influenciar en gran medida el perfil aminoacidico
de la uva (Cacho et al., 2012).

2.7  COMPOSICION QUIMICA DEL PISCO

El sabor y aroma del pisco se definen con los descriptores de sabor a fruta y flores y se
puede explicar por la variedad de uva empleada y también por la presencia de algunos
compuestos formados durante los procesos de fermentacion y destilacion (Palma, 2011).
Los limites de percepcion de los compuestos aromaticos en bebidas alcoholicas varian
considerablemente y, en consecuencia, el impacto olfativo de los compuestos volatiles

dependera de la concentracion y del tipo de compuesto.
Segun Palma (2011), el pisco tiene una composicion particular y entre los compuestos se

encuentran, etanol vinico y agua vinica (ambos provenientes de la uva) y los congéneres

que son aquellos que le dan la particularidad aromaética.

15



congeneres
0.3%

Figura 4: Composicién quimica del pisco (Palma, 2011).

Si bien los congéneres (Figura 5) estan presentes en minima proporcion, otorgan una
particularidad aromatica especifica. El proceso de elaboracion ejerce gran influencia, por
lo que esta etapa es la mas critica y deben de tomarse las medidas necesarias, ya que Si
bien puede enriquecer positivamente la obtencién de un buen pisco, la calidad de éste

podria verse perjudicada debido a malas practicas vitivinicolas (Palma, 2010).

Aldehidos
1%

Esteres Furfural
Terpenos - go 1%

1%

Metanol
3%

Acidez volatil
17%

Figura 5: Compuestos congéneres del pisco (Palma, 2011)

Hatta (2004) y Domenech (2006) indican que el pisco esta constituido por una gran

variedad de compuestos volatiles, como terpenos, alcoholes superiores, ésteres, metanol,
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acetaldehido, acido acético y furfural. Unos nocivos para la salud como el metanol,
acetaldehido y furfural, y otros buenos para el aroma como esteres, terpenos, entre otros.

El sabor y aroma del pisco es frutado y floral, caracteristicas aportadas por los terpenos y
diversos esteres, que provienen de la variedad de uva usada y los procesos de elaboracion
(fermentacidn y destilacion). Estos procesos otorgan complejidad al aroma, la cual se da
debido a la diversidad de mecanismos implicados en su desarrollo (Pifiero, 2005). La
calidad de los destilados estd influenciada por muchos factores durante el proceso de

produccion (Milicevic et al., 2002).

Adicionalmente a esto, a diferencia de otras bebidas espirituosas del mundo que bidestilan
o rectifican para eliminar los componentes minoritarios (terpenos, esteres, aldehidos, etc.),

el pisco los conserva debido a que son parte de su calidad aromética (Santa Cruz, 2009).

Sus caracteristicas de aguardiente joven, expresan adecuadamente sus caracteristicas
varietales y entre las cuales podemos distinguir diferencias de acuerdo a su procedencia;
podemos decir que el pisco es uno de los pocos aguardientes con terroir (Carbonneau, 2004
citado por Domenech, 2006).

28 COMPUESTOS AROMATICOS DEL PISCO

Ackland (2013) y Guymon (1974) mencionan que la composicion quimica aromatica
general de una bebida espirituosa se deriva de cuatro fuentes principales: la fruta, como
elemento principal en la generacion de aromas primarios, la fermentacion alcoholica, la

destilacion (ambas etapas pertenecientes al proceso) y el afiejamiento.

2.8.1 COMPUESTOS AROMATICOS PROVENIENTES DE LA UVA

Segun Belancic y Agosin (2002), los aromas propios Yy caracteristicos de los frutos del
vifiedo se denominan aromas primarios, que estan presentes en células sanas vegetales de
uva y estan representados en su mayoria por terpenos, liberados en la fermentacion,
capturandose subsecuentemente durante la destilacion. La composicion quimica puntual
depende de la variedad especifica de cepa, del grado de madurez, del suelo, clima y

técnicas de manejo de la viiia (CITE VID, 2004).
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La uva es la primera variante de influencia en el pisco, para esto, debe considerarse que
diferentes partes de la materia prima aportan diversos componentes aromaticos, que va en
funcién a la composicion morfologica de la uva (Carbonell y Martinez, 2012), cuya

estructura y composicion pueden apreciarse en la Tabla 4.

Tabla 4: Composicion porcentual del grano de uva

COMPOSICION | Escobajo (%) | Hollejo (%) | Pulpa (%) | Pepita (%)
Agua 30-45 60-70 75-80 25-45
Celulosa 50 30 0.5 40
Materiales minerales 5-6 1-3 0.1-1 22
Aricares 1 0 23-25 0
Acidos organicos 0.2-09 0.4 0.6 1
Taninos 1-3 1-5 0 4-6
Aceites 0 0 0 13-20

FUENTE: CITE VID (2004).

La piel u hollejo estd constituido por una fina cuticula recubierta de finas granulaciones
irregulares de pruina, una sustancia cerosa que retiene levaduras autdctonas (también

Ilamadas nativas) desarrolladas en los vifiedos (Hidalgo, 2011).

La pruina le confiere al racimo un aspecto exterior mate o pulvurulento (color blanco),
recubre homogéneamente los granos uva, teniendo por mision, proteger los frutos de las
inclemencias atmosféricas y frenar evaporaciones de agua de la pulpa (Carbonell y
Martinez, 2012; Hidalgo, 2011).

La pruina estd compuesta en sus dos terceras partes de acido olednico, ademas de otros
compuestos como alcoholes, esteres, acidos grasos, parafinas, etc. El acido oleanico es un
factor de crecimiento de las levaduras, razén por la cual éstas se depositan durante la
maduracion de la uva, este compuesto también interviene en la cinética del desarrollo de

las levaduras en la fermentacion alcoholica (Hidalgo, 2011)

Por otro lado, en la cascara de la uva se hallan los componentes responsables del “aroma”
0 bouquet y pigmentacion del grano. Después de la cuticula y hacia el interior del grano de

uva, el hollejo presenta una segunda zona conocida como la epidermis, compuesta por dos
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capas de células alargadas terminando en la hipodermis, cuyas capas mas internas se
confunden con las de la pulpa. En estas dos capas de células del hollejo, es donde se ubican
la mayor parte de los polifenoles y sustancias aromaticas que contiene la uva, asi también
el pigmento caracteristico de la uva, que para la uva Quebranta es la antocianina
(coloracion azul) y para Italia los flavonoides (coloracion anaranjada amarillenta)
(Hidalgo, 2011).

Bakkali et al. (2008), citados por Barroso et al. (2010), sostienen que la extraccion de
componentes de aroma puede variar en calidad y cantidad debido a los cambios de
estacion, madurez del fruto, regién geogréafica y suelo. Asimismo, la época de recoleccion
de la materia prima influye en el contenido de compuestos oxigenados, como los terpenos

(Caccioni et al., 1998, citados por Barroso et al., 2010).

Segln Martin et al. (2012), algunos compuestos volatiles provienen de la piel de la uva o
exocarpio, mientras otros son otorgados por la pulpa o mesocarpio, tal como se muestra en
la Figura 6. Dentro de estos compuestos se encuentran los terpenos que proveen sabores
florales y frutales caracteristicos, los norisoprenoides que brindan caracteres similares a la
miel, y los tioles que son responsables de aromas complejos frutales, como la guaba,

maracuya o toronja.

Terpenos
Geraniol
Linalool
Terpineol
Nerolidol

Norisoprenoides Organic acids
[3-damascenone Malate
[B-ionone Tartrate
Thioles Azucares
S-3-(hexan-1-ol- Glucose
L-cysteine) Fructose

Figura 6: Morfologia aromatica de la uva (Martin et al., 2012).

Pifieiro (2005) menciona que los compuestos odoriferos procedentes de la uva (que reflejan
la variedad, el clima y el suelo) juegan un papel decisivo en la calidad y el carécter
regional o local, mas que otros componentes del aroma, ya que son los responsables de los

aromas varietales del producto final.
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Las denominadas variedades aromaticas, producen vinos y destilados con aromas
caracteristicos que son relativamente especificos de la variedad de uva de la que estan
hechos (Pifiero, 2005). El aroma varietal considera la presencia de tres grandes grupos
(Baumes et al., 1994, citado por Belancic y Agosin, 2002; Bell y Watson, 2000) todos
representados en la Figura 7.

Aroma Varietal Libre: Volatil - Odorante e
A 3
PRECURSORES
. Potencial varietal Potencial varietal
. No volatil WVolatil
E No odorante No odorante

!

Aromas pre-fermentativos

Figura 7: Componentes del aroma varietal (Belancic y Agosin, 2002).

e El primero concerniente al aroma varietal libre, formado por las sustancias volatiles
y odorantes presentes, compuestos olorosos ligados a la variedad.

e Los precursores de origen varietal prefermentativos, que a su vez puede dividirse en
2 grupos: precursores no volatiles ni odorantes (aromas ligados a azlcares o
cisteina), y compuestos volatiles odorantes o no, que dada su inestabilidad quimica
son capaces de transformarse en otros compuestos odorantes.

e Por ultimo, la fraccion de aromas fermentativos (volatiles o no) que contribuyen

con el aroma varietal, evolucionando conforme desarrolla el proceso.

Los compuestos responsables del aroma varietal, son propios del metabolismo del fruto

con influencias de la variedad de uva, suelo, clima y terroir. Los precursores de origen
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varietal, son constituyentes prefermentativos, obtenidos a partir de fenomenos bioquimicos

durante la extraccion del jugo y la maceracion (Concejero-Pardo et al., 2010).

Para Belancic y Agosin (2002) la generacion de aromas es un proceso muy complejo, en el
que intervienen un gran numero de reacciones quimicas y enzimaticas. Est& universalmente
aceptado que los compuestos que provienen de la uva, y su perfil, juegan el papel méas

decisivo en la expresion de las caracteristicas aromaticas de la variedad (aroma varietal).

El aroma varietal es determinante, por lo que diferentes compuestos odoriferos y sus
precursores estan presentes en mostos y vinos de diversas variedades. Asi, la personalidad
aromatica de vinos o destilados elaborados con cada variedad de uva se debe a diversas

combinaciones y concentraciones de compuestos, volatiles o no volatiles (Guymon, 1974).

e TERPENOS

Segun Belancic y Agosin (2002), los terpenos son los compuestos de principal importancia
y responsabilidad del aroma varietal en una bebida espirituosa, el cual puede provenir de
sustancia olorosas presentes en la uva de forma libre, unidas a glucésidos bajo formas no
olorosas (representando aroma potencial) o precursores volatiles que pueden derivarse en
compuestos olorosos de notas caracteristicas. Los terpenos son la familia quimica de
sustancias volatiles caracteristica de las uvas amoscateladas, grupo dentro del cual se

encuentra la uva ltalia.

Los terpenos son los compuestos odoriferos que han sido estudiados con mayor detalle en
Vitis vinifera. Tanto en vinos como en uvas se han identificado las formas libres y los
precursores inodoros, principalmente en sus formas glucosidadas. Se pueden citar
actualmente alrededor de 70 compuestos terpénicos identificados. En su mayor parte se
trata de monoterpenos, algunos sesquiterpenos y de los alcoholes y aldehidos

correspondientes.

Segun Belancic y Agosin (2002), Cordonnier, en 1956, confirmd la hipotesis sobre la
implicancia de los compuestos terpénicos en el aroma del Moscatel, al detectar la presencia

de tres alcoholes monoterpénicos (linalol, a-terpineol y geraniol) en uvas Moscatel. Desde
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entonces, se ha investigado ampliamente la presencia de compuestos terpénicos en uvas y

sus derivados alcohdlicos.

a. Clasificacion de los terpenos

Belancic y Agosin (2002) menciona que la condensacion de dos unidades de isoprenos da
origen a los monoterpenos y los sesquiterpenos por la condensacion de tres unidades. Los
monoterpenos aparecen en forma de hidrocarburos simples (limoneno, mirceno), aldehidos
(linalal, geranial) alcoholes (linalol, geraniol), &cidos (&cido lindlico, acido geranico) e
incluso en forma de esteres. La Figura 8 muestra la clasificacion de estos compuestos.

Intensidad aromanca

L

Alcoholes mas
Terpenos libres < Aldehidos
Formas aromaticas Hidrocarburos menos
TERPENOS — -
Polioles
Terpenos ligados H H
) . = exosa - Hexosa
Formas no aromaticas Clicosidados
(disacdridos) | paprosa - Hexosa

Figura 8: Clasificacion de los terpenos (Domenech, 2006).

Los alcoholes monoterpénicos son responsables directos del olor tipico moscatel (variedad
Italia) entre ellos se puede citar al linalol, nerol, geraniol, hotrineol, citronelol y a-terpineol
con presencia en todas las cepas pisqueras pero en diferentes proporciones. Las uvas
amoscateladas son ricas en estos compuestos. Flanzy (2000) sefiala que los terpenoles

constituyen del 40 — 50 por ciento de las sustancias volatiles detectables.
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b. Localizacion de terpenos en la uva

La parte solida de las uvas (pulpa y céascara) encierran mas de la mitad de los terpenos
libres de los frutos. 46 por ciento se encuentra en el exocarpio (cascara) y 59 por ciento en
el mesocarpio (pulpa) (Park et al., 1991; Gunata et al., 1985; Wilson et al., 1986 citados
por Domenech, 2006).

Gunata et al. (1985) mencionan que el 90 por ciento del geraniol y nerol estan situados en
la piel, mientras que el linalol se encuentra uniformemente distribuido entre la piel y el
jugo. Por otro lado, Belancic et al. (1997) sostiene que la localizacion en la baya de los
terpenoles libres se concentra en la parte sélida en mas del 50 por ciento, asi el geraniol y
el nerol se encuentran en un 90 por ciento en el hollejo, mientras que el linalol se encuentra

en un 50 por ciento en el zumo.

Por ello, teniendo en cuenta los pesos relativos de hollejo y pulpa, todas aquellas
operaciones que impliquen un aumento del contacto entre las partes sélidas y el jugo,
deben ser tenidas en cuenta por su implicancia en las caracteristicas finales, desde el punto

de vista aromatico, del producto a obtener (Belancic y Agosin, 2002).

De manera individual, el linalol es el principal afectado por este factor, mientras el nerol y
el geraniol se ven ligeramente afectados por el grado de madurez. Estos resultados sugieren
que se debe cosechar la uva al llegar a los 20 a 23°Brix. El superar éste indice puede

traducirse en una pérdida considerable de aromas (Nazrala, 2008).

Asimismo, segun Nazrala, (2008), el contenido maximo de terpenos se obtiene a 18°Brix y
a medida que la uva madura se observa una disminucion de terpenos ligados. Estos
resultados indicarian la necesidad de una cosecha temprana; sin embargo, esto iria en
desmedro del grado alcohdlico y de los aromas libres y por lo tanto, la cosecha entre los

20-23°Brix parece ser lo mas aconsejable.

Estudiando el efecto de la luz solar, se concluyo que la luminosidad afecta la composicion

aromatica de las variedades moscatel (uva Italia), una exposicion intermedia da origen a
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uvas mas ricas en terpenoles. En cuanto a la intensidad de carga (densidad de cosecha en el
vifiedo) se determind un efecto negativo sobre la intensidad aromética cuando la vifia esta

sobrecargada (Belancic y Agosin, 2002).

El contenido de terpenos, también se ve influenciado por el estado sanitario de la uva, ya
que es sensible a la Botrytis cinerea, que disminuye drasticamente la cantidad terpénica
(Catania y Avagnina, 2007). Camara et al. (2004) también mencionan que la flora
microbiologica del vifiedo puede alterar el contenido de terpenos y oxidar otros

relacionados.

La Botrytis cinerea complica la produccion en la industria vitivinicola haciendo la
fermentacion mas compleja, ya que produce un antigeno que mata a la levadura y con
frecuencia detiene la fermentacién antes de que el vino haya acumulado niveles suficientes
de alcohol, lo que conlleva a grandes pérdidas en el sector de bebidas alcohélicas (Choquer
et al., 2007). Se ha demostrado gue linalol, nerol, geraniol y, en menor medida, terpineol,
disminuyen de forma importante en el mosto procedente de uvas con pudricion, esta

disminucidn es tanto marcada, cuanto mayor incidencia tiene el ataque (Belitz et al., 2009).

La proporcidn relativa de compuestos libres o unidos dependera de la variedad de uva. Asi,
la variedad Moscatel de Alejandria (de amplia relacion con la uva Italia) contiene mayor
cantidad de terpenoles unidos en el jugo, mientras que en los hollejos hay una proporcién
similar entre los libres y los ligados; en otras variedades amoscateladas, la proporcion entre
los dos tipos de terpenos es aproximadamente la misma en el jugo y los hollejos
(Domenech, 2006; Ginata et al., 1985).

Segun Catania y Avagnina (2007), los terpenos son los compuestos mas estudiados de las
uvas, identificindose mas de setenta monoterpenos entre la uva y el vino. Se producen en
la uva y se transfieren al vino casi sin alteraciones. Sin embargo, pueden reaccionar en él,
generando nuevos compuestos. Dentro de los monoterpenos encontramos a los terpenoles;
en la Figura 9 se presenta los monoterpenos de los que derivan los demas monoterpenos

por reacciones de oxidacion reduccidn, adicion o sustitucion.
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Figura 9: Principales terpenoles de los cepajes amoscatelados
(Catania y Avagnina, 2007)

2.8.2 COMPUESTOS AROMATICOS PROVENIENTES DEL PROCESO

Segun Belancic y Agosin (2002) los aromas provenientes del proceso se denominan
aromas secundarios, los cuales estan conformados de un gran nimero de alcoholes
superiores, ésteres, acidos volatiles, aldehidos y cetonas, los que conforman la mayor parte
del aroma del destilado y han sido sintetizados por reacciones quimicas, enzimaticas y

térmicas.

La maceracion es una importante etapa del proceso, por esto, Ough (1992) citado por
Toledo (2012) menciona el efecto del contacto de los orujos antes de la fermentacion en
vinos Moscatel; y encuentra que tras varias horas de contacto a 25° C, aumentan los
contenidos de terpenos, ésteres y disminuyen los alcoholes superiores y otros alcoholes;
encontrando una mejora en la calidad tras la evaluacion sensorial. EI aumento de los

compuestos fenolicos fue minimo y no modificé la opinion sensorial sobre el vino.

En el caso del pisco, la maceracion de partes solidas tiene como finalidad la extraccion de
aromas, no es necesaria una maceracion tan profunda como en el caso del vino tinto, ya
que los aromas pasarian al mosto con una corta maceracion (Domenech, 2006, citado por
Toledo, 2012). Una eliminacion muy pronta de los orujos, no estaria considerando el
importante aporte de compuestos aromaticos alojados en la piel (Domenech, 2006, citado
por Toledo, 2012).
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La fermentacion alcohdlica esta a cargo de las levaduras, las cuales producen etanol a
partir del azucar, y los constituyentes fermentativos del aroma son productos secundarios
de su metabolismo, implicando nutrientes no especificos del medio que provienen de la

uva, fundamentalmente los mas abundantes cuantitativamente (CITE VID, 2004).

El uso de levaduras indigenas (pie de cuba) otorga finura y tipicidad. Las fermentaciones a
bajas temperaturas (18 — 22 °C) otorgan aguardientes de intensa nota floral - afrutado y
fermentaciones a temperaturas elevadas provoca pérdida de finura y una nota herbacea

vegetal. (Domenech, 2006).

La carga de levaduras especificas en el grano de uva debe mantenerse para la correcta
generacion de quimicos aromaticos y para la adecuada mantencion de estos organismos, se
debe tener especial cuidado y atencion a los factores que influyen en su actividad, como el

oxigeno necesario para su desarrollo y obtener una adecuada fermentacion alcoholica.

De igual manera, la temperatura debe estar comprendida entre 22 y 28° C ya que las
temperaturas de fermentacion elevadas pueden provocar la muerte de las levaduras y
generar un medio propicio para el desarrollo de microorganismos contaminantes como
bacterias acéticas o lacticas; lo que desmedra la calidad aromatica, por la generacién de
compuestos poco deseados, como el olor a vinagre (acido acético), con una accién negativa
sobre la actividad fermentativa, pudiendo paralizar la actividad de la levadura con un grado
de acetificacion mayor a 1g/L. Al morir la levadura, se anula la generacion de compuestos

volatiles aromaticos, propios del cepaje (Guymon, 1974; Pedersen et al., 2003).
Asimismo, una adecuada fermentacion por parte de las levaduras se desarrolla
correctamente a un pH comprendido entre valores de 3 a 4, pardmetros optimos para las
levaduras y perjudicial para otros microorganismos competidores (Pastorino, 2009).

A. Productos formados durante la fermentacién por la levadura

e ALCOHOLES SUPERIORES

Segun Valenzuela (2002), los alcoholes superiores tienen un efecto narcético superior al

alcohol etilico; la mayoria de ellos otorgan aromas desagradables al vino y destilados,
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como aromas alcoholicos, verdes, picantes, asperos, etc., con excepcién del 2-feniletanol
que entrega aroma a rosas viejas. Los alcoholes superiores son componentes volatiles
esenciales del complejo aromatico por su propio aroma y ademas por su accion disolvente
sobre otras sustancias aromaticas que se encuentran en el vino y que son muy volatiles
(Guymon, 1974). Y asi, los alcoholes mas abundantes en los destilados de vino son los
alcoholes superiores, cuya formacién estd ligada al metabolismo de los aminoéacidos por

parte de la levadura durante la fermentacién (Pifiero, 2005).

Muchos de los alcoholes superiores se forman durante la fermentacion a partir de la
reduccion y descarboxilacion de &cidos carboxilicos, los cuales pueden originarse a partir
de aminoacidos o azucare por accion de las levaduras; citado por Hatta, (2004), solo el
hexanol es la excepcién, ya que proviene de las cascaras de la uva por reduccion de

hexanal, producto sintetizado en las hojas y luego transportado a las bayas.

Los alcoholes superiores formados dependeran de la especie de levadura y la naturaleza de
los aminoacidos contenidos en el mosto. Segin Amerine y Singleton (1977), citados por
Hatta (2004), la cantidad total de alcoholes superiores presentes en el aguardiente, depende
de la composicion del vino y del método de destilacion.

La temperatura de fermentacion también influye en el contenido de alcoholes superiores ya
que a menos temperatura de fermentacion (de 15 a 20°C) hay mayor formacion de alcohol
amilico y alcohol feniletilico (Phenyl ethyl alcohol) que son compuestos agradables a la
calidad del vino y destilado; citado por Hatta (2002).

e ACIDOS

Segun Flanzy (2000) y Utsunomiya (1999), los principales acidos grasos producidos por la
levadura durante la fermentacion alcohdlica son el acido palmitico, palmitoleico, estearico
y oleico. Los acidos de cadena carbonada mas corta, como el acido caproico (hexanoico),
caprilico (octanoico) y caprico (decanoico) también son producidos por esta via, aunque
también puedan ser producidos por oxidacion de acidos grasos de cadena mas larga. Todos
estos acidos grasos son precursores evidentes para la sintesis de los esteres a producirse

durante la fermentacion alcohdlica
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Salazar (2011) indica que, de acuerdo a su origen, se pueden distinguir dos tipos de
acidos: intrinsecos, que proceden de la uva y fermentativos, que se generan por
fermentacion alcoholica o malolactica, El &cido acético es volatil, pudiendo encontrarse en
los derivados destilados del vino, por lo tanto, se le considera parte de la acidez volatil. Las

vias de formacidn del acido acético son:

Fermentacion alcoholica. Todos los vinos tienen acidez volatil ya que el acido

acetico es un producto secundario normal de la fermentacion de los azucares.

- Fermentacion malolactica. Va acompafiada de una pequefia formaciéon de acidez

volatil que proviene, sobre todo, de la fermentacion acidos y azUcares.

- Alteraciones bacterianas. Las bacterias acéticas, en contacto con el aire, oxidan el

alcohol a acido acético.

ESTERES

Los ésteres neutros de los acidos grasos mas elevados, esterificados por el alcohol etilico o
determinados alcoholes superiores, pasan al aguardiente y le confieren un olor agradable
(Mariller, 1951 citado por Hatta, 2004; Utsunomiya, 1999).

Los ésteres se forman en el trascurso de la fermentacion, en el interior de la célula de
levadura. Cada raza de levadura tiene la propiedad de formarlos en mayor o menor
cantidad (Amerine y Singleton, 1977; Lafon et al., 1973 citados por Hatta, 2004). Otros

ésteres provienen de la uva y otros del afiejamiento (Martinez, 2006).

Algunos no tienen un olor discernible, otros estan presentes en cantidades insignificantes y
muy pocos se hallan en cantidades reconocibles (Belitz et al., 2009). Sin embargo, se

producen entre ellos efectos aditivos y sinérgicos.

Cabe nombrar al octanoato de etilo, decanoato de etilo y dodecanoato de etilo (ethyl
caprylate y ethyl caprate, respectivamente), acetato de etilo y el 2-feniletilacetato (Amerine
y Roessler, 1983 citado por Belancic et al., 1997). La mezcla de éstos mejora la calidad e

intensidad del aroma en productos derivados de variedades blancas.
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B. Productos formados durante la destilacion

El objetivo de la destilacion es la separacion del alcohol y los compuestos aromaticos
mediante un aporte controlado de calor, tratando en la medida de lo posible de favorecer la
presencia de unos compuestos y eliminar otros (Rodriguez, 2008), entre los compuestos

positivos, se encuentran los ésteres.

Segin Goldner (2008), los ésteres son compuestos aromaticos volatiles que también
pueden ser formados durante la destilacion y que posteriormente se transfieren al destilado.
Algunos de estos ésteres podrian hidrolizarse posteriormente en el pH ligeramente acido

del destilado, dando lugar a acidos grasos libres (Campo et al., 2007).

Domenech (2006) menciona que la destilacion de los ésteres no es completa,
aproximadamente el 67 por ciento (respecto al contenido en el vino base) pasan al
destilado. Pero durante el proceso de destilacion ocurren reacciones de esterificacion
siendo el contenido total final de éste (cabeza, cuerpo, cola y vinaza) mayor en un 21 por
ciento respecto a su contenido inicial en el vino base (Alonso, 1985).

Migone (1986), citado por Hatta (2004), indica que la presencia de los ésteres en los
aguardientes se debe, particularmente, a la presencia de levaduras en el alambique.
Asimismo, Lafon et al. (1973), citado por Hatta (2004), sostiene que los vinos destilados
con sus borras dan destilados con mayor cantidad de ésteres que aquellos destilados sin
ellas (debido a las levaduras contenidas en las borras). También, una parte de la existencia
de los ésteres en los aguardientes, se explica por el paso de estos compuestos al destilado
en el curso del proceso (Mariller, 1951, citado por Hatta, 2004). Este paso puede ser total o
parcial, en funcion a su coeficiente de volatilidad (Migone, 1986, citado por Hatta, 2004).

En el destilado se encuentran mayormente los esteres etilicos de acidos, con un elevado
peso molecular y también algunos de los de bajo peso molecular como el acetato de etilo y
de alcoholes superiores. Algunos de los esteres del aguardiente provienen de la uva, siendo
una parte de esencias especificas del cepaje. Uvas muy maduras dan aguardientes pobres
en ésteres (Lafon et al., 1973, citado por Hatta, 2004).
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Hatta (2004) dice que los ésteres, en general, se consideran como productos de cabeza ya
que destilan principalmente en la primera fraccion y su concentracion decrece rapidamente

durante el proceso de destilacion.

2.9  ANALISIS DE COMPUESTOS RELACIONADOS CON EL AROMA

La calidad aromatica del pisco esta dada por la concentracion de los compuestos
minoritarios o “aromas” presentes en ¢l. Estos compuestos son principalmente ésteres,
terpenos, alcoholes, fenoles y acidos grasos, los que se encuentran en muy bajas
concentraciones (ug/L — mg/L), pero son muy importantes por sus bajos umbrales de

percepcion (Ayala, 2000; citado por Domenech, 2006).

Los diferentes compuestos aromaticos son percibidos si su concentracion en el producto es
mayor a su umbral de percepcion. En el whisky se ha determinado que solo tres alcoholes
(isoamilico, amilico e isobutirico), cinco acidos (acético, isovalérico (C5), caprilico (C8),
caprilico (C8), caprico (C10) y laurico (C12)) y seis esteres (acetato de etilo, caproato de
etilo (C6), caprilato de etilo (C8), caprato de etilo (C10), laurato de etilo (C12) y acetato de
isoamilo) presentan umbrales de deteccion inferiores a su concentracion en el destilado
(Gunata et al., 1985).

Y para el caso del vino y sus destilados, cada compuesto aromatico entrega un aroma
particular existiendo ademas una fuerte interaccion entre ellos, ya sea potenciando,
anulando o enmascarando. La presencia de algunos compuestos como alcoholes de cadena
larga, aldehidos, ésteres, tienen un efecto estabilizante en los aglomerados de la fase
dispersa de la mezcla, efecto que se reduce en presencia de elevadas concentraciones de
etanol, estas reacciones pueden llegar a alterar la percepcion de los compuestos aromaticos
(Domenech, 2006).

Son varios factores los que complican el anélisis del aroma en alimentos. Es fundamental
la identificacion de los componentes del alimento que contribuyen al aroma, éstos estan
habitualmente presentes en cantidades traza o ultra-traza implicando una gran variedad de
clases de compuestos quimicos (que puede llegar a incrementarse por una manipulacion

excesiva de la muestra).
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Las propiedades fisicas de estos compuestos son igualmente diversas, variando desde que
son gases permanentes a sustancias con punto de ebullicion que excede varias centenas de
grado. Esto facilita las separaciones pero complica la recuperacion simultanea del conjunto

de compuestos aromaticos (Guymon y Crowell, 1974).

Las propiedades inherentes al tipo de muestras a analizar, en el caso de alimentos, tienen
como consecuencia que las concentraciones de los analitos relevantes en el aroma sean
extremadamente bajas, implicando bajas concentraciones del umbral de minimo olor
(definido como la minima concentracion necesaria de una sustancia odorifera que tiene el

50 por ciento de probabilidad de ser percibido por un individuo) (Sigma — Aldrich, 2009).

En general, las técnicas analiticas que se emplean para el estudio de los compuestos
aromaticos en vinos u otras bebidas alcohdlicas son las mismas que se utilizan para el
estudio del aroma en otro tipo de matrices agroalimentarias. Sin embargo, es necesario
destacar, que en el caso particular de los alcoholes, se debe tener en consideracion varios
aspectos al realizar los analisis, ya que la presencia del etanol puede enmascarar algunos de
los compuestos, llegando a dominar los extractos de los compuestos relacionados con el
aroma y los cromatogramas (Stashenko y Martinez, 2011).

Las investigaciones en el campo de los aromas han tenido mayor incidencia en el
campo del vino, donde no solo se han estudiado variedades, origenes, procesos de
elaboracion etc., sino las metodologias necesarias para obtener resultados precisos. Para
Belancic y Agosin (2002) la investigacion de los aromas en vinos y sus destilados apunta

a:

e |dentificar compuestos responsables de los aromas.

e Estudiar interacciones sensoriales.

e Predecir el desarrollo del aroma en la transformacion de mosto a vino.

e Justificar las particularidades aromaticas de un vino en relacion con la variedad y

practicas viticolas y enoldgicas.
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2.10 COMPUESTOS VOLATILES EN EL ESPACIO DE CABEZA

Para Vas y Vékey (2004) el muestreo en el espacio de cabeza (HS) es el método usado con
mayor frecuencia para compuestos de alta volatilidad. Posee la ventaja de un menor tiempo
de extraccion. Su eficiencia puede ser mejorada mediante la modificacion de la matriz de

muestra (de ser necesario) analitos objetivos y dispositivo de extraccién utilizado en si.

Para mantener la precision y reproducibilidad, condiciones como la temperatura de
extraccion, agitacion y volumen de muestra, potencial hidrogeno y condiciones de

extraccion, deben mantenerse constantes.

La Figura 10 muestra el esquema general de extraccién de compuestos aromaticos en el

espacio de cabeza (head space).

PROCESO DE EXTRACCION DESORCION
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Figura 10: Aislamiento de volatiles en pisco por SPME (Kataoka, 2004).
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2.10.1 MICRO EXTRACCION POR FASE SOLIDA (SPME)

El desarrollo de ésta técnica fue realizado por el Dr. Janusz Pawliszyn (Gdansk — Polonia,
1954) en la Universidad de Waterloo — Canadd. Es una técnica de aislamiento de
compuestos y debe destacarse que fue denominada debido al dispositivo usado, una fibra
de silice fundida que constituye la fase sélida (fase extractora), la cual obtendra los
compuestos deseados de la fase dadora (sea solida, liquida o gaseosa) (Torrens et al., 2004)
y de acuerdo a la naturaleza de ésta fase, pueden ser analizados como lo indica la Figura
11.

Espacio de cabeza (HS) FIBRA Membrana

dcla\m\ucmm/ +\D /
o
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L/ \ J 3 / L \ J

Revestimiento \ / \ . / \
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A. Extraccion directa  B. Andlisis espacio de cabeza C. SPME con membrana

Figura 11: Tipos de analisis SPME (Pawliszyn, 2000).

Segun Lafont (2010), SPME es una técnica de preparacion y concentracion de analitos sin
empleo de disolventes. Se utiliza para analisis de trazas, tanto de compuestos volatiles,
semi-volatiles y no volatiles en matrices acuosas, fluidos biologicos, alimentos, etc.
Constituye una practica alternativa a las técnicas ya existentes. Los compuestos organicos
se extraen directamente de la muestra o del espacio en cabeza, mediante una fibra

recubierta de una fase estacionaria.

Vas y Vékey (2004) sefialan que la técnica SPME ha sido ampliamente usada en diferentes

campos de la quimica analitica, desde sus primeras aplicaciones al analisis ambiental y
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alimentario y puede acoplarse facilmente a diferentes equipos, entre los que se tiene:
HPLC — FID — LLE - CE (cromatografia liquida, deteccion por ionizacion de flama,

extraccion liquido — liquido y electroforesis capilar, respectivamente).

En los ultimos afios se han empleado en su mayoria, técnicas que estudian el espacio de
cabeza (head space) mediante la técnica SPME. En particular, el método HS SPME (head
space solid phase micro extraction). La extraccion en el espacio de cabeza (HS) involucra
dos estadios de equilibrio. El primero se sitla entre la matriz y la fase gaseosa (HS) vy el
segundo entre la fase gaseosa (HS) y el revestimiento de la fibra extractora. Un incremento
en la temperatura y agitacion eficiente al mismo tiempo puede reducir los tiempos

necesarios de extraccion requeridos para los casos de analisis HS (Pawliszyn, 2000).

La eleccion del método HS-SPME/GC-MS consiste en un aislamiento de los compuestos
volatiles contenidos en el espacio de cabeza (HS) mediante una micro extraccion (SPME)
para luego analizarse mediante una cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de
masas (GC — MS, por sus siglas en inglés). Asi, los compuestos aromaticos volatiles de la
muestra de pisco son extraidos y aislados mediante la fibra SPME, para luego transferirlos
a un equipo GC/MS para la identificacion y cuantificacion de los analitos encontrados. En
muchas investigaciones, esta técnica ha constituido una opcion practica como el analisis de
los compuestos del aroma liberados al espacio de cabeza de una solucién confinada en un

recipiente (métodos del headspace).

Para Shirey y Sidisky (2008), los métodos SPME cuentan con la habilidad para detectar
trazas (incluso a nivel de partes por trillon) a muy bajos niveles en diferentes alimentos y
bebidas es altamente apreciada. Por este motivo, HS — SPME es una de las técnicas de
extraccion mas difundidas para la caracterizacion de diferentes bebidas alcoholicas en
funcién de su composicion volatil (Pino et al., 2002, citado por Vas y Vékey, 2004) o para

extraer trazas especificas del HS (Vas y Vékey, 2004).

Los analitos se van extrayendo de la muestra (matriz determinada) hacia la fibora SPME
hasta que se alcanza el equilibrio. Posteriormente, la fibra se introduce directamente en el
inyector del cromatografo, para luego desorber térmicamente éstos analitos dentro del
inyector, y se introducen en la columna capilar para su separacion cromatogréafica (Lafont,

2010). Lo que concuerda con lo sostenido por Belancic (2002) quien menciona, que el
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SPME es una técnica de extraccion basada en la adsorcion de la fraccion volatil en una
fibra capilar recubierta con una fase de polaridad conocida. Esta fibra es introducida en una
fase liquida o expuesta a la fase gaseosa (headspace) presente sobre una muestra liquida o
solida. La siguiente etapa es la desorcion térmica de los componentes adsorbidos sobre la

fibra en el inyector de un cromatégrafo de gases (Torrens et al., 2004).

Debe considerarse que la eleccion del método especifico depende de la polaridad y
volatilidad de los analitos (Vas y Veékey, 2004; Stashenko y Martinez, 2011; Pérez y
Ramirez, 2012). De este modo la técnica SPME permite realizar una extraccion rapida en
una sola etapa, sin necesidad de utilizar solventes ni procesos complejos y largos de

extraccion (Belitz et al., 2009).

Los peligros implicados dentro de la etapa de andlisis, tales como los de incendio o
toxicidad se reducen considerablemente cuando se utiliza el SPME en comparacion a la
ELL (extraccion liquido — liquido). Por estas razones, la técnica SPME resulta ventajosa,
sus beneficios son comparados con otros métodos de extraccion y analisis, listados en la
Tabla 5.

Tabla 5: SPME versus otros métodos analiticos

i Rango
Técmica
de Analitos v Matriz de Precio | Practicidad
Extraccion Concentracion
Gases, VOC (compusstos
) orgamicos volatiles) v SVOC _
HS — estatico foemi-vulafiles) salidos Amplio Alto MEedio
liguidos
.. Algunos gases, VOC, selo o
HS-— dinamico o Estrecho Alto Faeil
liguidos
SPE SVOC, sole liquidos Ampho Bajo Dhfieil
SPALE Algunos gases, VOC, SVOC, _ _ o
i liquidos y zolidoz Amglio Bajo Facl

FUENTE: Sigma - Aldrich (2009).
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Para Lafont (2010), Pawliszyn (2002) y Zhang y Pawliszyn (1993), existen
numerosos beneficios y recomendaciones para el adecuado uso y aplicacion de la técnica

SPME, entre los cuales se puede mencionar:

BENEFICIOS DE USO DEL SPME

e Reduccion de solventes: minimizando su uso y sus correspondientes desechos.

e Preparacion e inyeccion de muestra en un solo paso

e Econdmico y reusable: mas de 50 extracciones en promedio, por fibra usada.

e Bajo costo

e Répido: pues reduce hasta en un 70 por ciento el tiempo de preparacion de
muestras.

e Compatible con los instrumentos y sistemas GC

e Amplio uso para volatiles, semi-volatiles y no volatiles en gases, liquidos y solidos.

RECOMENDACIONES GENERALES PARA EL ANALIS HS — SPME

¢ Reducir el espacio de cabeza

e Minimizar la temperatura de calentamiento de las muestras (entre 40°C — 60°C es
lo mas adecuado)

e Puede adicionarse agentes salinos para un incremento de la sensibilidad

e Agitacidn para ciertos casos de muestras acuosas (en los que corresponda).

Por otro lado, entre los factores que pueden afectar la precision del método SPME, se
tiene los descritos por varios investigadores (Vas y Vékey, 2004; Pawliszyn 2002; Zhang

and Pawliszyn, 1993) los cuales se citan a continuacion:

e Condiciones de agitacion

e Tiempo de extraccion (si el equilibrio no es alcanzado)
e Tiempo de desorcion

e Modo de extraccion

e Temperatura de extraccion

¢ Volumen de muestra (en caso de muestras pequefias)
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e Volumen del espacio de cabeza (en caso de muestras pequefias)

e Forma del vial

e Condiciones del revestimiento de la fibra

e Profundidad de la fibra SPME dentro del vial durante la extraccion

e Geometria de la fibra (espesor y longitud del revestimiento)

e Caracteristicas de la matriz de muestra (como; contenido de sal, materias organicas,
humedad, etc.)

e Perdida de compuestos debido a la adsorcion de las paredes (permeacion,
absorcion, etc.)

e Geometria y condiciones del inyector

e Posicion de la fibra durante la inyeccion

Es importante mantener estas condiciones constantes para asegurar la reproducibilidad de

las medidas experimentales del SPME.

e FUNDAMENTO SPME: FIBRA EXTRACTORA

El principio basico de la técnica SPME involucra la exposicion de una superficie (fibra de
silice) revestida de un polimero especifico dentro de una matriz de muestra (Camarasu et
al., 2002 citado por Balasubramanian y Panigrahi, 2011). El revestimiento extrae los
compuestos de interés concentrando analitos volatiles del pisco mediante procesos de

absorcién/adsorcion. La Figura 12 detalla la fibra extractora.

Sujetador metalico

? Revestimiento (polimero)

e Fibra de silice

Figura 12: Esquema de la fibra SPME (Sigma Aldrich, 2009).
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Supelco — Sigma Aldrich (2009) define a la fibra de silice revestida de una pelicula
delgadisima (en micrones) compuesta de muchas fases estacionarias poliméricas. Estas
piezas son reusables y sustituibles. La compafiia SUPELCO proporciona siete diferentes
tipos de fibras. Esta capa polimérica se cifie al principio de “lo similar disuelve lo similar”,
la eleccion de este revestimiento dependera del compuesto a extraer. La polaridad y
volatilidad caracteristicas del compuesto objetivo deben considerarse previamente a la
eleccion del revestimiento. Las fibras mas usadas son de Poliacrilato (PA), Polidimetil
Siloxano (PDMS) y Divinilbenceno (DVB) y sus respectivas combinaciones para la

extraccion de compuestos bipolares (Balasubramanian y Panigrahi, 2011).

El pequefio tamafio y la geometria cilindrica de la fibra tiene ciertas ventajas como la facil
colocacion dentro de una muestra (contacto directo o espacio de cabeza) asi como dentro
de la camara de desorcion del equipo cromatogréfico. Las configuraciones y operacion de
los dispositivos SPME son muy simples. Quien sepa codmo operar una jeringa es capaz de
operar éste dispositivo (Figura 13). Luego, lo que se requiere para empezar la operacion en
lineas generales es, acoplar la fibra al sistema de cromatografia de gases y encender el

sistema de muestreo automatico (Pawliszyn, 2000).

Figura 13: Sujetador de fibra SPME (Sigma Aldrich, 2009)

Segun Pawliszyn (2000), los compuestos productores de aroma estan presentes en los
alimentos en muy bajas concentraciones y en matrices complejas de alta variedad de
compuestos organicos con diferentes polaridades y reactividades. Afortunadamente, la
mayoria de componentes de sabor y aroma son volatiles y los procesos necesarios para su
aislamiento de las matrices alimentarias han sido establecidos tomando ventaja de esta
propiedad y por tal motivo, la apropiada seleccién de una fibra es un factor determinante y
puede ser usada para el analisis de una amplia gama de aplicaciones (Shirey y Sidisky,
2008).
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La eleccion de la fibra adecuada para la matriz y método de extraccidon especifico
constituye un factor importante para Wardencki et al. (2003), quien concluyé de manera
interesante la exclusion de uso de la fibra PDMS para anélisis de compuestos en sistemas
de alto contenido de alcohol, especialmente vinos y otras bebidas alcohdlicas. Sin embargo
Boyce y Spickett (2002), citados por Wardencki et al. (2003), indican que terpenos,
benzoato de etilo, vainillina y benzaldehidos fueron extraidos con mayor efectividad por

una fibra PDMS en comparacion a una fibra PA (poliacrilato).

Todos estos pardmetros constituyen evidencias importantes en cuanto al uso de la técnica
de aislamiento SPME para la extraccion de compuestos volatiles organicos de diferentes
bebidas alcohdlicas (Wardencki et al., 2003). Entre los principales tipos de fibras se tienen
especificaciones para analitos o muestras determinadas, las fibras se diferencian por el tipo
de revestimiento y la capacidad de éste, los instrumentos adsorbentes constan de particulas,
mientras que los absorbentes cuentan con un film absorbente, ambas son descritas a

continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6: Fibras adsorbentes versus fibras absorbentes

FIBRAS ADSORBENTE S(particulas) FIBREAS ABSORBENTES (film)

»  Abraps por medios fisicos o reacciona | o Analitos son ex traidos por particion.

por enlaces quimices con los analitos. - Fase liguida
- Material poreso - PRefiene analitos en funcidn al
- Area de gran superficie ezpesor del revestimiento de fibra

*» Loz analitos pueden competir por los | * Losanalitos no compiten por los sitios

dfios especificos en la fibra. ezpecificos en la fibra.
» Fibraz de capacidad limitada. » Fibraz pueden contar con alta
capacidad.

FUENTE: Sigma — Aldrich (2009).

Segun Pawliszyn (2000), en una muestra liquida con espacio de cabeza (head space), la
cantidad de analito extraido por el revestimiento no dependera de la localizacion de la fibra

(sea en la fase liquida o gaseosa), ya que la sensibilidad del muestreo en el espacio de
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cabeza es el mismo que en un muestreo directo en la matriz (siempre y cuando ambos

volUimenes de las dos fases sean la misma para ambos modos de muestreo).

Para la presente investigacion, se llevd a cabo una metodologia estatica, realizando el
andlisis del espacio de cabeza de la solucion empleando la fibra SPME para recoger el
vapor (conteniendo volatiles) liberado al espacio de cabeza, que se puede inyectar
directamente en el cromatografo de gases (Del Pozo, 2011). Sin embargo, cambios de
presion o temperatura (sean aumentos o descensos) puede ocasionar drasticos cambios en
la eficiencia del muestreo estatico. En general, el muestreo estatico es simple, sensible,

selectivo y fécil de automatizar que la técnica dinamica.

Entre las principales aplicaciones del analisis head space SPME estético se tiene:

Analisis de compuestos quimicos, naturales, asi como sabores y aditivos en

diferentes productos alimenticios.

e Andlisis ambientales de muestras de agua y de olores a nivel de partes por trillon.

e Andlisis de espacio de cabeza para trazas de impurezas en polimeros y muestras
solidas.

¢ Andlisis forenses y toxicoldgicos (sangre, orina o drogas en fluidos bioldgicos).

e Andlisis de surfactantes y otras aplicaciones industriales. (SUPELCO, 2010).

La preparacion de muestras constituye un paso esencial en el analisis, influenciado en su
mayor parte por la confiabilidad, reproducibilidad y precision del tiempo resultante y los
costos de analisis. La microextraccion por fase solida (SPME, por sus siglas en inglés) es
un método de preparacién de muestras simple, rapido, eficiente y sin uso de solventes,
facilmente acoplable a equipos de deteccion. Inventado por Pawliszyn en 1989 (Sigma
Aldrich, 2009).

Segun Wardencki et al. (2003), las técnicas analiticas modernas no son suficientemente
sensibles para permitir un analisis directo de bebidas alcoholicas. Es necesario un
aislamiento previo o pre-concentracion de analitos. A su vez, debe considerarse que cada
paso adicional en el analisis incrementa las probabilidades de pérdidas de analitos,

contaminacion de muestras y errores en los analisis. Por lo tanto es deseable minimizar el
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namero de pasos usados en la preparacion de una muestra sin sacrificar la calidad del

analisis en sf.

Del Pozo (2011) sefiala que la cromatografia de gases es la técnica mas adecuada para el
andlisis de una amplia gama de compuestos aromaticos y es imprescindible para obtener un
buen andlisis de este tipo de compuestos, muchos de los cuales se encuentran en
concentraciones muy bajas en mostos, vinos y destilados; estos analisis han demostrado
gran efectividad para los fines de determinacion de compuestos aromaticos volatiles y no

volatiles, haciendo uso incluso de técnicas auxiliares de optimizacion.

Segun la Sigma - Aldrich (2009) entre las capacidades de la técnica de

Cromatografia de gases y su posterior espectrometria de masas (GC/MS) se tiene:

Combina técnicas de separacion e identificacion adecuada.

Provee informacion cuantitativa y cualitativa precisa de la muestra analizada.

Ofrece una solucion especifica a muchos problemas analiticos

Otorga una cuantificacion libre de interferencias.

La posterior etapa de identificacién de compuestos, ya sea mediante GC o0 MS ha sido
utilizada a diferentes investigaciones que utilizan métodos de andlisis variados aplicados a
bebidas alcohdlicas (Biasoto et al., 2010). Concluyendo que los estudios que hacen uso de
un equipo MS (espectrometro de masas) constituyen una técnica rapida y confiable de uso

potencial en el control de calidad de las industrias vitivinicolas.

Las investigaciones en el campo de los aromas han tenido mayor incidencia en el
campo de la materia prima, como el estudio realizado por Sanchez — Palomo et al. (2005)
quienes llevaron a cabo un analisis del espacio de cabeza acoplado a una cromatografia de
gases (HS — SPME — GC/MS) para evaluar la composicion quimica volatil de las uvas
demostrando que la composicion quimica de las uvas cambia con la variedad, practicas de
siembra y factores climaticos y bioldgicos. Asi también, en el campo del vino, donde no
solo se han estudiado variedades, origenes, procesos de elaboracidon etc., sino las
metodologias necesarias para obtener resultados precisos (Belancic y Agosin, 2002) En

este campo de investigacion de aromas se apunta a:
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e Identificar compuestos responsables de los aromas.

e Estudiar interacciones sensoriales.

e Predecir el desarrollo del aroma en la transformacion de mosto a vino.

e Justificar las particularidades aromaticas de un vino en relacién con la variedad y

précticas viticolas y enoldgicas.

A pesar de la indudable utilidad de este tipo de metodologia para jerarquizar la importancia
odorante de los compuestos volétiles identificados en bebidas alcohdlicas, es importante
tener en cuenta que la percepcién del aroma de un vino y en diversos destilados, es un
proceso global y de integracion en el que todos los compuestos presentes interaccionan

para producir una determinada sensacion.

Por otro lado, se ha demostrado que el tipo de olor asociado a un determinado compuesto
puede cambiar con los cambios en su concentracion, o debido a fenGmenos de sinergismo
0 antagonismo con otros compuestos presentes en la mezcla (Del Pozo, 2011). En un
estudio realizado por Stashenko y Martinez (2011) se analizaron fracciones volétiles de
piscos y otras bebidas alcoholicas, ellos sefialan que el factor “denominacion de origen”

puede validarse mediante estas técnicas.
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1. MATERIALES Y METODOS

31 LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Instrumentacion y Control
de Calidad de la Empresa Montana S.A. y los laboratorios de Biotecnologia de la Facultad

de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2 MATERIALES

e MUESTRAS

Se utilizaron muestras de pisco de las variedades Italia y Quebranta procedentes del valle
de Cafiete. Los piscos usados en la investigacion son originarios de la zona y provenientes
de bodegas pisqueras autorizadas. Viticultores, productores de sus propias materias primas,
lo que asegura la tipicidad del producto final.

e MATERIALES DE LABORATORIO

- Viales de vidrio SPME
- Pipetas

- Probetas

- Matraces

- Erlenmeyers

- Bombas de vacio

- Baguetas de vidrio

- Embudos de vidrio

- Vasos de precipitado



3.3

3.4

3.5

EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Fibra SPME para el anélisis de compuestos volatiles (HS — SPME)
Cromatdgrafo de gases PERKIN ELMER CLARUS 500 acoplado a un
espectrometro de masas (GC/MS)

Balanza analitica marca SARTORIUS, modelo MA- 40

Termdmetro analitico de 0 — 100°C

METODOS DE ANALISIS:

Determinacion de compuestos volatiles: Método HS — SPME(Pawliszyn, 1990).
Anélisis cromatografico de volétiles (Stashenko y Martinez, 2011).

Meétodo de andlisis estadistico:

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) teniendo como factores
(variables independientes) a la variedad de uva (Italia 0 Quebranta) y a las siete
bodegas pisqueras (Calderén, Don Amadeo, La Huaca Don Aguirre,
Emperatriz, Sol Radiante y Zapata). Cada tratamiento se realizO con tres
repeticiones. Los resultados se evaluaron utilizando el paquete estadistico
STATGRAPHICS, Version 16.1.11, en el cual se realizaron los Analisis de
Variancia y a un nivel de confianza de 95%, halldndose en todos los casos,
diferencias significativas, por lo que se realiz6 una prueba de comparacion de
medias LSD (Anexo 3).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1 MUESTREO

Se seleccionaron siete bodegas del Valle de Cariete, las cuales son productoras tanto de sus

propias uvas como de sus piscos Italia y Quebranta. Las caracteristicas de produccion de

las siete bodegas se muestran en el siguiente Tabla:
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Tabla 7: Condiciones de procesamiento de las distintas bodegas pisqueras

Tiempo de contacto | Tiempo de
Hacienda / Cepa Localidad Latitud
con Omjos (hr) Reposo
. - 2.-
Calderon Qu[et:}];:nta Nuevo Imperial | 13° 06" 78 3; 3 meses
Italia - 48
Don Amad i i 12° 757 10 16
on eo Quebranta Quilmana 136 meses
La Huaca ltalia San Vicente | 13° 08" 33" 2 3 meses
Quebranta 72
. - 2.-
Don Aguirre Qu[et:}];:nta Asia 12° 78" 33 3; f meses
Italia - 72
E: triz erial 13° 04" 91 6
mpera Quebranta Imp 13 meses
5ol Radiante lialia San Vicente | 13° 08" 33~ b 18 meses
Quebranta 48
[talia . - 24
Zapat Lunahuana | 12° 577 36 3
S Quebranta 36 meses

Las referencias citadas en la Tabla 7 fueron proporcionadas por los mismos productores,

duefios de las bodegas pisqueras, de las cuales se tomd una muestra representativa, todas

las bodegas pertenecen a Cariete y los piscos fueron elaborados con uvas de la variedad

Quebranta e Italia, tal como se muestra en la Figura 14.

. . . D = Destilaciones de la Vendimia 2012
~,
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M = Mezcla de las destilaciones

. [ ] P = Muestra representativa de Pisco

Figura 14: Esquema de muestreo de piscos de la provincia de Cariete



Las muestras se tomaron en conformidad con las Normas Técnicas Peruana 210.001.2003
(Indecopi, 2003), norma especifica para el muestreo de bebidas alcohdlicas y el Consejo
Regulador del Pisco (2011) que sefiala que el recipiente utilizado para conservar, reposar y
trasladar el pisco debe ser sellado, no deformable y de vidrio neutro u otro material que no
modifique el color natural del mismo y no transmita olores, sabores y sustancias extrafias

que alteren las caracteristicas propias del producto.

3.5.2 DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

La determinacion de los compuestos volatiles se realizd6 mediante el método HS SPME —
GC MS, desarrollado por Janusz Pawliszyn en 1989 y modificado por Stashenko y
Martinez (2011).

El método SPME se basa en la adsorcion de los compuestos volatiles a un tipo de fase
estacionaria especifica que luego de ser colocada en el inyector del equipo cromatografico

libera su contenido para ser separado e identificado en la columna cromatografica.

Para la presente investigacion, se llevd a cabo una metodologia estética, realizando el
analisis del espacio de cabeza de la muestra y haciendo uso de una fibra SPME de
polidimetilsiloxano (PDMS) para recoger el vapor (conteniendo volatiles) liberado al
espacio de cabeza (Del Pozo, 2011). Los cambios de presiébn o temperatura pueden
ocasionar drasticos cambios en la eficiencia del muestreo estatico. En general, el muestreo

estatico es simple, sensible, selectivo y facil de automatizar que la técnica dinamica.

La Figura 15 muestra el proceso de analisis general para las muestras involucradas en la
presente investigacion. Los viales conteniendo la muestra de pisco fueron perforados por el
dispositivo HS — SPME vy su fibra serd expuesta al espacio de cabeza del vial (Figura 15
A), extrayendo los analitos volatiles por procesos de absorcion/desorcion (Pawliszyn,
2000) para posteriormente llevarse al puerto de inyeccion del cromatografo, donde los
compuestos quimicos volatiles aislados se liberaran de la fibra por un proceso de

termodesorcion (Figura 15 B).
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Plataforma de agitacion y calentamiento

A. Aislamiento por SPME

Cromatografo de gases

B. Anédlisis GC/MS

Figura 15: Esquema del proceso de analisis
(Kataoka et al., citado por Vas y Vékey, 2004)

detallan en la Tabla 8:

Tabla 8: Condiciones generales de anélisis HS — SPME GC — MS.

Las condiciones generales del método SPME empleado en la presente investigacion, se

CONDICION ESPECIFICACION
Fibra SPME PDMS (polidimetilsiloxano)
Tiempo de extraccion 10 min, 25°C
Tiempo de desorcion 1 min
Gas carrier Helio
Colmmna cromatografica DE-WAX de 7 m x 0.53 mic.
Temperatura de horno (GC) 50-250°C
Grado de ionizacion (m/z) 40-280
Temperatura de inyeccion 110°C
Temperatura de deteccion 270°C
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Los pasos previos a la metodologia propia del analisis de piscos, conllevaron una
serie de pruebas y elecciones de fibra y temperaturas de trabajo. El procedimiento se

detalla a continuacion:

PASO 1. ACONDICIONAMIENTO Y EXTRACCION DE MUESTRA

e Las muestras de pisco fueron vertidas en viales de vidrio cristalino, cerradas
herméticamente con tapén de caucho y situadas en el carrusel del equipo HS-
SPME.

e La eleccion del tipo de fibra SPME se hizo luego de probar tres diferentes tipos de
fibra disponible (PDMS polidimetilsiloxano, PA poliacrilato, DVB divinilbenceno,
seleccionédndose la fibra SPME de polidimetilsiloxano (PDMS) capaz de soportar

las temperaturas y condiciones de extraccion.

e Se presiond el embolo para exponer la fibra hacia la muestra (espacio de cabeza de
la muestra de pisco — head space), adsorbiendo los analitos por un tiempo
promedio de 10minutos A 25°C.

PASO 2. ANALISIS CROMATOGRAFICO (GC)

e Una vez insertada la aguja en el puerto del cromatografo de gases, la fibra fue
expuesta en la zona caliente del inyector, para desorber los analitos hacia el
cromatografo Perkin Elmer con detector de masa tipo cuadripolo; luego de la
desorcion de compuestos hallados se optimizd la separacién de los picos de cada
compuesto. Para la identificacion de los compuestos se trabajé en un rango m/z 30-

300 (grado de ionizacién o rompimiento de las moléculas en el detector)

PASO 3. ANALISIS ESPECTROMETRICO DE MASAS (MS)

e Los compuestos detectados fueron leidos por el espectrometro de masas y
evaluados con ayuda del software (NIST Chemistry WebBook, 2013) el cual

provee datos fisicoquimicos de mas de 40000 compuestos registrados. Cabe
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mencionar que el equipo usado en el estudio detecta solo etanol y aromaticos; el
agua no es detectada por el mismo, por lo que los resultados son expresados en

funcién al etanol.

PASO 4. OBTENCION DE CROMATOGRAMAS

e Luego de realizado éste anélisis (cualitativo semi-cuantitativo), se obtuvo una serie
de compuestos quimicos por cada pisco, con sus respectivos cromatogramas

comparativos para la interpretacion y tratamiento de datos.

e Cada uno de los analitos encontrados, contd con un numero de registro CAS
(Chemical Abstracts Service o Servicio de Resimenes Quimicos) el cual
proporciona una identificacion numérica Unica para compuestos quimicos,
polimeros, secuencias bioldgicas, etc. El registro CAS es una division de la
Sociedad Americana de Quimica la cual cuenta con una base de datos unificada, ya

gue a menudo se asignan distintos nombres para el mismo compuesto.

Después del analisis se obtuvo una lista de compuestos quimicos por cada pisco, con su
respectivos cromatogramas escalonados comparativamente para su interpretacion. En la
Figura 16 se presenta el esquema del procedimiento para el analisis de compuestos
aromaticos en 14 muestras de pisco (siete de la cepa ltalia y siete de Quebranta)
provenientes de 7 marcas (bodegas) de pisco del Valle de Cariete — Provincia de Lima.
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Figura 16: Esquema general del proceso de analisis HS-SPME GC-MS

(Kataoka, 2004).



3.7

DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 17, se presenta el disefio experimental realizado para la presente

investigacion, teniendo en cuenta las muestras de cada cepa, tanto Italia como Quebranta;

entregadas por las siete bodegas pisqueras del Valle de Cariete, para la evaluacion por
método HS SPME GC MS.

Muestras

de Pisco |

CEPA

—> ITALIA

BODEGA

Calderdn

Don Amadeo

La Huaca

Don Aguirre

Emperatriz

Sol Radiante

L odllilil

> QUEBRANTA

Zapata

Calderdn

%'I Don Amadeo

La Huaca

Don Aguirre

Emperatriz

Sol Radiante

L

Zapata

i

Repeticiones
(método HS-SPME)

o
O
O

0000000 000000
0000000 000000

Figura 17: Esquema del disefio experimental para la evaluacién de compuestos

volatiles en muestras Italia y Quebranta de las siete bodegas pisqueras del Valle de

Cariete.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 COMPUESTOS AROMATICOS DETECTADOS

La técnica de aislamiento utilizada (HS SPME) y fibra empleada polidimetilsiloxano
(PDMS) s6lo detectd determinados compuestos volatiles aromaticos en las muestras de
pisco, los cuales son mostrados en la Tabla 10, donde se puede observar la presencia de
compuestos apolares y esto se debe a que la fibra PDMS utilizada tiene especial afinidad

por los analitos volatiles apolares (Pawliszyn, 2000).

Segun Ophardt (2003) la polaridad de los compuestos quimicos radica en la conformacion
de su estructura quimica, donde el grupo éster, al igual que cetonas o aldehidos, carecen de
enlaces hidrogenados y de grupos hidroxilos, lo que los convierten en compuestos

altamente apolares, tal como los compuestos determinados por la técnica empleada.

Asimismo, uno de los objetivos de esta investigacion, fue la de determinar el mayor
contenido de terpenos, que son compuestos de naturaleza apolar, los cuales, pueden
diferenciar al pisco Italia del Quebranta ya que éste Gltimo aparentemente carece de esta
clase de compuestos o los concentra en menos concentracion con respecto a los cultivos
amoscatelados. La ventaja de utilizar esta técnica es que no necesita de métodos previos de
aislamiento de los terpenos como los realizados por Domenech (2006), quien realizé la

determinacion de linalol, geraniol y nerol en pisco Italia.

Ademas, debido a la selectividad del dispositivo, se detectaron ciertos compuestos que no
fueron identificados con otros métodos de determinacion de compuestos aromaticos
(Cacho et al., 2012; Domenech, 2006) como los ésteres derivados del acido caprilico, los
cuales debido a su apolaridad y estructura quimica, fueron identificados por la fibra apolar
empleada (PDMS polidimetilsiloxano).
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42 GRUPOS QUIMICOS FUNCIONALES DETERMINADOS POR LA
TECNICA HS SPME GC MS

En la Tabla 10 se muestran los compuestos aromaticos determinados por el método HS-
SPME GC-MS, para las 14 muestras de piscos Quebranta e Italia, clasificados por grupos
quimicos funcionales, asi como los respectivos descriptores aromaticos, otorgados por

diversos investigadores.

Tabla 10: Clases de compuestos totales determinados por SPME

COMPUESTO DESCRIPTOR FUENTE
Terpenos
Limoneno citrico, fresco, naranja Catania v Avagnina (2007)
Linalol flor de naranja, mon Cacho st al. (2012)
O - cymene limon, frutal especiado Arias (2008)
Nerol rosa, magnolia Catania v Avagnina (2007)
MNerohdol floral amaderado NIET (2013)
Terpmeol comiferas, aceite de pino Catania v Avagnina (2007)

Gamma terpinene
Linalyl Anthramlate
Linalyl Oxide
Alpha ionone

Beta pinene

Beta myrcene

ZE. Alfa farnesene

aceite de pino

fresco, floral amaderado
floral herbal

floral violeta, frutal
herbal, pino, alcanforado
citrico, fresco, verbena
floral, gardenia

Catania v Avagmina (2007}
WIST (2013)
Arias (2008)
MIST (2013)
Arias (2008)
Arias (2008)
WIST (2013)

Alcoholes

l-I‘i_.-:rcennl i fresco, citrico, floral Arias (2008)
Alcohol Feniletilico floral rosas, fresco Cacho st al (2012)
Esteres

Octanoato de etilo frutal graso, floral Cacho eral (2012)
Decanoato de etilo frutal fresa, platano NIST (2013)
Dodecanoato de etilo  frutal floral NIST (2013)
Phenvl Ethyl Acetate  floral Cacho et al (2012)
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En los Tablas 9 y 10 se observan cada uno de los compuestos determinados en la presente
investigacion por medio de la técnica empleada para el estudio de los piscos ltalia y
Quebranta del Valle de Cafiete, muchos de estos quimicos volatiles aparecieron en solo

algunas muestras de pisco, sin embargo se resefiaran a continuacion.

Williams et al. (1980) citados por Marais (1983) determinaron la presencia del Myrcenol
en jugos de uvas amoscateladas expuestas a tratamiento térmico, para nuestro caso, éste
compuesto se presentd de manera minoritaria en dos muestras de pisco Italia (bodegas

Calderon y La Huaca ) y en una muestra de Quebranta (Sol Radiante).

Wildenradt et al. (1975) citados por Marais (1983) mencionan que terpenos tales como los
terpinenos (Gamma terpinene), iononas (Alpha ionone), mircenos (Beta myrcene) vy
terpineoles, pueden encontrarse en las hojas de las uvas y posteriormente translocarse hacia

los granos de uva.

Por otro lado, Bayonove y Cordonnier (1971) mencionaron, con respecto al terpineol, que
éste compuesto se encuentra hasta en cinco veces mayor concentracion en uvas maduras
que en aquellas que ain no alcanzan un indice adecuado de madurez, la obtencion de jugo
de uvas mediante presion es también uno de los factores a considerar para aumentar el
contenido de terpineol (Versini, 1981; citado por Marais, 1983). Los compuestos
terpénicos contenidos en las uvas son sensibles a las condiciones de acidez, temperatura y
almacenamiento (Whittaker, 1972; citado por Maris, 1983) terpenos de presencia estable
como el Linalol y Nerol pueden transformarse en pequefias proporciones de terpineol,

terpineno y limoneno.

Bayonove y Cordonnier (1971) citados por Marais (1983) mencionan que el etanol juega
un importante rol en la extraccion de terpenos desde las particulas de uva, actuando como
un agente de extraccion o solvente; Strauss y Williams (1983) citados por Marais (1983)
encontraron que la presencia del etanol ocasiona la formacién de compuestos terpenilos,
nerilos y linalilos, lo que podria explicar la presencia del 6xido de Linalilo (Linalyl oxide)
en pisco Italia Don Aguirre y pisco Quebranta Sol Radiante, y la presencia de Antranilato
de Linalilo (Lynalyl anthranilate) en la muestra de pisco Italia Don Amadeo y pisco
Quebranta Sol Radiante, éste compuesto cuenta con un olor floral y frutal, exactamente a

uvas y sintetizado a nivel quimico, es usado en la industria de sabores (Penta
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Manufacturating, 2013). Y con respecto a la evolucion de este tipo de compuestos, Castino
y Di Stefano (1981) mencionados por Marais (1983), observaron una disminucion de
concentraciones en vinos almacenados 20°C en comparacion a aquellos almacenados a
10°C.

En las investigaciones de Escoriaza et al. (2013) y Martin et al. (2012) se sostiene que el
Nerolidol y el Pineno (Beta pinene), asi como otros compuestos, son generados por los
orujos de las uvas, pudiendo incluso atribuirsele al Nerolidol, una accion antibiotica sobre
ciertas plagas que puedan afectar al vifiedo, éste compuesto se halla en una alta
concentracion (230 ug/L) en el pisco de la variedad Italia de la bodega La Huaca, mientras
que el Beta pineno se hace presente en una sola muestra, pisco Quebranta Sol Radiante a

una concentracion significativa (610 ug/L).

Con respecto al compuesto Acetato feniletilico (Phenyl Ethyl Acetate), éste es generado
por la reaccion del acetil CoA con el alcohol feniletilico, el cual es un producto derivado
del metabolismo de la fenilalanina y esta presente en las muestras de pisco Quebranta. El
Acetato feniletilico (Phenyl Ethyl Acetate) se hace presente solo en las muestras de la
bodega Don Aguirre, tanto Italia como Quebranta. En la vinificacion, la produccion de este
compuesto por parte de las levaduras aporta olores frutales y florales (The Metabolomics
Innovation Centre, 2011). Mientras los compuestos derivados del Farneseno (Z, E, Alpha
Farnesene) fueron estudiados por Martin et al. (2010) a nivel genético y enzimatico
asociandolo a ciertas variedades de Vitis vinifera.

Luego de haber descrito los compuestos minoritarios determinados, se puede concluir que
el grupo quimico funcional mas extenso determinado, es el de los terpenos, debido a que
la fibra empleada de polidimetilsiloxano (PDMS) de tipo apolar, tiene especial afinidad por
los compuestos de estructura quimica similar, los terpenos son los volatiles aromaticos que
diferencian ambas variedades de pisco y cuentan con un marcado aporte aromatico (citrico,
frutal, floral, vegetal etc.) (Cacho et al., 2012; Domenech, 2006; Hidalgo, 2011).

Los andlisis cromatograficos determinaron una serie de compuestos terpénicos; entre los
mas significativos determinados para la variedad Italia, se tiene el limoneno, linalol, O-
cymene y nerol. Para Hidalgo (2011), estos compuestos se localizan fundamentalmente en

las Gltimas capas de células del hollejo, casi colindante a la pulpa y especialmente en
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variedades aromaticas amoscateladas (Italia), se encuentran también en la pulpa y por lo
tanto también en el mosto. En los casos de variedades con pulpa aromatica, la proporcién
de estas sustancias se distribuye en un 20 por ciento en la pulpa y 80 por ciento en el

hollejo.

Otros de los compuestos determinados, son los alcoholes superiores, como el compuesto
aromatico alcohol feniletilico (phenyl ethyl alcohol), el cual presenta el descriptor

aromatico floral y de rosas (Cacho et al., 2012).

El alcohol feniletilico (phenyl ethyl alcohol) tiene su origen en las pieles de uvas, desde
donde se transfieren sus cualidades aromaticas con estrecha relacion a los glucésidos de la
baya (Belancic y Agosin, 2002). Este compuesto alcohol superior tiene origen varietal con
posterior expresion aminoacidica que se consolida en la fase de fermentacion (Cacho et al.,
2012). Por ualtimo, otros compuestos, son los ésteres de &cidos grasos, derivados de la

reaccion quimica entre un acido carboxilico y un alcohol (Ackland, 2013).

Los ésteres de bajo peso molecular, como los derivados de acidos caprilicos, cuentan con
olor caracteristico, proveniente de frutas y plantas. En el presente estudio, se hallaron;
octanoato de etilo (ethyl caprylate) con descriptor frutal y floral, el decanoato de etilo ethyl
caprate) con descriptores frutales y por Gltimo el dodecanoato de etilo (ethyl caproate) con
descriptor frutal — floral (Cacho et al., 2012; NIST, 2013).

Estos tres compuestos tienen presencia consistente a todas las muestras analizadas de las
siete bodegas del Valle de Cariete y son productos de la reaccién entre un acido organico y
un alcohol. Las levaduras por su propia naturaleza producen un amplio rango de acidos
organicos y alcoholes durante la fermentacion, los cuales se combinan para formar los
esteres responsables (asi como otros quimicos aromaticos y no) del aroma del vino, los

cuales difieren del jugo de uva original (Ackland, 2013).

Asimismo, estos compuestos pueden sintetizarse a partir del metabolismo de las levaduras
en los procesos de elaboracion, quienes generan acidos grasos en la etapa fermentativa
(Marais, 1983; Guymon, 1974). Los resultados obtenidos para estos compuestos son

consistentes en las 14 muestras de piscos y se analizaran estadisticamente mas adelante.
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43 COMPUESTOS COMUNES A LOS DOS TIPOS DE PISCO
En la Tabla 11 se muestran los compuestos comunes a los dos tipos de pisco. Como se
puede observar, los compuestos encontrados en ambos tipos de pisco Italia y Quebranta

pertenecen a los grupos de terpenos y ésteres.

Tabla 11: Compuestos comunes a piscos Italia y Quebranta

Compuesto Grupo funcional
L - Limoneno Terpeno
Octanoato de etilo

Decanoato de etilo Ester

Dodecanoato de etilo

En cuanto a los terpenos, como el L-limoneno estos proviene de la materia prima (Catania
y Avagnina, 2007), pero a su vez pueden generarse como producto intermedio en presencia
de oxigeno, durante el crecimiento inicial de las levaduras (Waterhouse, 2003; citado por
Domenech, 2006), esto podria explicar su presencia comun en todos los piscos analizados

Quebranta e Italia.

Los terpenos pueden verse afectados por el factor de fermentacion y actividad de levadura,
asi se encontré que la mayor parte de las cepas del genero Saccharomyces, producen
cantidades no detectables de monoterpenos; mientras que otras levaduras no pertenecientes
a este género producen cantidades relativamente altas (Waterhouse, 2003; citado por
Domenech, 2006). Esto se ve reforzado por Schreier (1984), mencionado por Suarez
(2002), quien sostiene que algunas levaduras son capaces de formar terpenos como
productos propios de su metabolismo; sin embargo, su fisiologia esta condicionada por

agentes fisicoquimicos fermentativos y caracteristicas genéticas de la variedad.

Por otro lado, la presencia del L-limoneno que es un terpeno ligado en los piscos de las dos
variedades se puede deber a que las levaduras nativas presentes en las uvas tengan enzimas
glucosidasas capaces de liberar estos compuestos (Mateo y Jiménez, 2000), ya que algunos
terpenos en la uva y mosto estan presentes en forma de precursor, inodoros y ligados a

azucares y durante la fermentacion, las actividades enzimaticas glucosidasas de la levadura
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liberan el terpeno del azucar, transformandola en la forma libre, la responsable del aroma
(Kamio, 2011).

En cuanto a los esteres etilicos encontrados, éstos se generan en la etapa de procesamiento
y estan ligados a la actividad de las levaduras involucradas y son los aromas mas
importantes y representativos del vino, provenientes de &cidos grasos producidos
enzimaticamente por la levadura (Li et al., 2007). La alta determinacién de éstos tipos de
ésteres en piscos, se debe a la selectividad y afinidad de la fibra por estos compuestos
aromaticos apolares, lo cual coincide con lo descrito por Perestrelo et al. (2005) quienes
identificaron por cromatografia de gases, ésteres volatiles en vinos de Tinta Negra (uva no
aromatica) encontrando compuestos de cadena de seis y ocho carbonos responsables de
aromas frutales y vinicos, como, el Octanoato de etilo (Ethyl caprylate) hallado en mayor
concentracion como en la presente investigacion. Segun Lafon et al. (1973), citado por
Hatta, (2004), los esteres etilicos del aguardiente son una parte integrante especifica del

cepaje y dependen de la madurez, uvas muy maduras dan aguardientes pobres en esteres.

Los ésteres de acidos grasos son, cualitativamente, el grupo méas amplio de volatiles del
vino. Y a medida que “crece” la cadena carbonada, en vez de olor a fruta empieza a tener
olor jabonoso. La sintesis de ésteres por las levaduras se produce sobre todo al final de la
fermentacidn, cuando ya no queda apenas oxigeno disuelto en el mosto, porque el oxigeno

inhibe la reaccién de sintesis de ésteres (Bueno, 2013).

Asimismo, la presencia de ésteres provenientes del acido caprilico en destilados se debe
también a las levaduras presentes en el alambique y al cobre de éste que cataliza las
reacciones de esterificacion (Hatta, 2004), tal como lo sostiene Lafon et al. (1973) quienes
sefialan que los vinos destilados con sus borras cuentan con mayor cantidad de esteres que

aquellos destilados sin ellas.

Cabe mencionar que el Octanoato de etilo (Ethyl Caprylate) Decanoato de etilo (Ethyl
Caprate) y Dodecanoato de etilo (Ethyl Caproate) hallados en el estudio de Garcia-Martin
et al. (2010) de Orujo espariol, eran notablemente superiores en los procesos que utilizaban
alambique en comparacién al proceso de destilacion por vapor, lo que se asemeja a los
procesos de obtencion del pisco, puesto que todos los productores que contribuyeron en el

presente trabajo, destilan en este tipo de equipos.
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4.3.1 TERPENO: L-LIMONENE

En las Figuras 18 y 19, se presentan los contenidos del terpeno L-limoneno y los efectos de
la variedad sobre el contenido de Limoneno en las 14 muestras de pisco Italia y Quebranta
de las siete bodegas del Valle de Cafete. Para Catania y Avagnina (2007), el terpeno

Limoneno cuenta con los siguientes descriptores: citrico, fresco, naranja.
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Figura 18: Contenido de L-limoneno en piscos Italia y Quebranta de las siete

bodegas del Valle de Cafiete

Como se puede observar, hay diferencias significativas (p<0.05) entre los piscos
analizados con un mayor contenido de L-Limoneno en piscos Italia que en piscos
Quebranta, lo que confirma que las variedades blancas como la Italia son mas ricas en
compuestos terpénicos, factor que enriquece su aroma, distinguiéndola de otras cepas
como la Quebranta, en la cual, segun ciertos investigadores como Diéguez et al. (2003),
pueden encontrarse ciertos terpenos como el L-limoneno, pero en mucho menor

concentracion en comparacion con las variedades blancas aromaticas.
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Figura 19: Efecto de la variedad de uva sobre el L-Limoneno

Se observa que los mayores valores de este terpeno son registrados en piscos de la variedad
Italia; sin embargo, la bodega Zapata registra los mayores valores registrados para L-
limoneno en ambas variedades (Italia 320 ug/L; Quebranta 270ug/L), superando en valor a

otras bodegas.

Esto puede deberse a que en la elaboracién del pisco Zapata existe un mayor tiempo de
contacto con orujos durante la maceracion en piscos Quebranta (36 horas) segun
referencias de los productores, éste factor, es lo que podria explicar su cercania al valor
registrado en piscos lItalia, que cuentan con un natural aporte terpénico y menor tiempo de

contacto (24 horas).

Segun Whittaker (1972), citado por Marais (1983), los compuestos terpénicos contenidos
en las uvas son sensibles a las condiciones de acidez, temperatura y almacenamiento, se ha
comprobado que terpenos de presencia estable como el Linalol y Nerol pueden dar origen a

pequerias concentraciones de terpineno y limoneno.
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Se podria decir que durante el tiempo de maceracion, las levaduras nativas proveedoras de
la enzima glucosidasa; liberan este terpeno que se encuentra ligado a los azucares presentes
en la uva y en la cascara. Asi, para Kamio (2011), los mostos se enriquecen

aromaticamente a partir de precursores ligados.

Por otro lado, el tiempo de reposo no parece afectar al contenido de L - Limoneno, puesto
que a mayor reposo, como en piscos Don Amadeo (Italia 160ug/L; Quebranta 30 ug/L con
16 meses), se registran iguales o mayores contenidos que aquellos con menor tiempo de
reposo, como es el caso de los piscos Calderén (Italia 40 ug/L; Quebranta 30 ug/L con 3

meses).

43.2 ESTERES

e OCTANOATODE ETILO (ETHYL CAPRYLATE)

En las Figuras 20 y 21, se presentan los contenidos del éster octanoato de etilo (ethyl
caprylate) y los efectos de la variedad sobre el contenido del éster en las 14 muestras de

pisco Italia y Quebranta de las siete bodegas del Valle de Cafiete.

El octanoato de etilo es uno de los esteres encontrados en mayor concentracién en mostos
vinicos como lo mencionado por Romero et al. (1986) con buena repercusién aromatica
potenciado por los alcoholes, contando con los siguientes descriptores: frutal, graso y floral
(Cacho et al., 2012).

Asimismo, el octanoato de etilo (ethyl caprylate) fue el compuesto aromatico de gran
interés para Du Plessis, (1975), ya que es uno de los principales responsables de la calidad
del aroma de un vino joven o los destilados derivados es éste. Asimismo, para Romero et
al., (1986), el éster octanoato de etilo tiene una gran repercusion en el aroma de distintas

bebidas destiladas, que se derivan de distintas materias primas.
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Como se puede observar, existen diferencias significativas (p<0.05) entre los contenidos de
octanoato de etilo (ethyl caprylate) de los piscos analizados teniendo concentraciones
mayores, en general, los piscos Quebranta. Este compuesto se genera durante el proceso de
fermentacion y destilacion, ya que en estas etapas ocurren las reacciones de esterificacion
(Alonso, 1985), las cuales también son catalizadas por el cobre del alambique (Hatta,
2004).

Con respecto a los piscos Italia, la bodega Don Amadeo, cuenta con la menor
concentracion de octanoato de etilo (60 ug/L), mientras que pisco Emperatriz cuenta con la
mayor concentracion (720 ug/L). El pisco Emperatriz es obtenido con una maceracion de
72horas de contacto, mientras que pisco Don Amadeo con un tiempo de contacto de 48

horas.

Por otro lado, para los piscos Quebranta, el menor contenido lo registra pisco Calderon
(110 ug/L) con 36 horas de contacto durante la maceracion y pisco La Huaca cuenta con el
mayor contenido de octanoato de etilo (1070 ug/L), superando a todas las bodegas, debido

a su largo tiempo de maceracion (72 horas).

Asi, las distintas concentraciones de ésteres pueden explicarse debido a los diferentes
tiempos de maceracion con orujos, asi como también por la presencia de una mayor
poblacion de levaduras en la materia prima con disponibilidad para metabolizar acidos
grasos, los cuales se encuentran en las cascaras (Toro y Suarez, 2012; Navas, 2010). Segun
Li et al. (2007), quienes analizaron distintas muestras de vinos blancos y secos tipo
Chardonnay en China, los vinos que incluyen en sus practicas de vinificacion el contacto
con orujos, obtienen altos valores de esteres aromaticos, asi como alcoholes superiores y

acidos grasos.

Por ultimo, en cuanto a la influencia del reposo en piscos Italia; Don Amadeo (60ug/L) y
Emperatriz (720ug/L) cuentan con 16 y 6 meses de reposo respectivamente; en este punto,
podria considerarse lo explicado por Toledo (2012), quien menciona que los ésteres sufren
un afinamiento o eliminacion de ésteres debido a procesos de equilibrio quimicos en el
reposo del pisco, esto se cumple para el caso de la bodega Don Amadeo, cuyo pisco
registrd bajas concentraciones de octanoato de etilo debido a su largo tiempo de reposo (16

meses).
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e DECANOATO DE ETILO (ETHYL CAPRATE)

En las Figuras 22 y 23, se presentan los contenidos del éster decanoato de etilo (ethyl
caprate) y los efectos de la variedad sobre el contenido del éster en las 14 muestras de

pisco Italia y Quebranta de las siete bodegas del Valle de Cafriete.

El decanoato de etilo (ethyl caprate) es un éster aromatico derivado del acido caprilico
identificado por la fibra SPME de polidimetilsiloxano, debido a la polaridad de la fibra
(Pawliszyn, 2000). Tanto el decanoato de etilo, como el octanoato de etilo (ethyl caprylate)
resefiado anteriormente son considerados de gran repercusion en el aroma de distintas
bebidas destiladas, como fue mencionado por Romero et al., (1986) y segin NIST (2013)

este compuesto cuenta con los descriptores; frutal, fresa y platano.
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Los contenidos del decanoato de etilo son consistentes y relativamente bajos, con mayor
presencia en piscos ltalia, observandose, en general, diferencias significativas (p<0.05)

entre los piscos Quebranta e Italia.

Segun Domenech (2006) el éster decanoato de etilo se genera durante la etapa de
fermentacion y en la destilacion, asimismo, la destilacién de los esteres no es completa,
aproximadamente el 67 por ciento (respecto al contenido en el vino base) pasan al

destilado.

En cuanto al efecto de la variedad de uva sobre los contenidos de decanoato de etilo (ethyl
caprylate) entre los piscos de ambas variedades, existe una notable diferencia entre las
concentraciones registradas para piscos Italia con respecto a Quebranta, lo que podria ser
explicado por las levaduras suspendidas en el vino al momento de destilar, afectando la

cantidad de esteres en el destilado (Guymon y Crowell, 1969).
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El decanoato de etilo es uno de los esteres mas abundantes considerados en vinos y uno de
los compuestos mayoritarios hallados en el estudio conducido por Romero et al. (1986),

encontrandose en gran cantidad al igual que los alcoholes.

Dentro de los piscos lItalia, se registra un bajo valor de decanoato de etilo (ethyl caprate)
por parte del pisco Don Amadeo (90ug/L, con 48 horas de contacto) mientras el pisco
Emperatriz registra el valor mas alto de éste compuesto (750ug/L), con 72 horas de

contacto).

Para piscos Italia, claramente se cumple lo sostenido por Li et al. (2007) quienes indicaron
que la maceracion con orujos es un factor que contribuye a una mejor expresion de los
ésteres aromaticos, como lo determinaron en vinos chinos blancos y secos tipo
Chardonnay, encontrando también una alta cantidad de &cidos grasos. Todas las bodegas
involucradas en el presente estudio cuentan con una minima maceracion de 24 horas lo

que conlleva a la manifestacion de estos compuestos volatiles en pisco.

Por otro lado, para el caso de piscos Quebranta, la mayor concentracion es del pisco Don
Amadeo (190 ug/L) cuyo contacto con orujos puede oscilar entre las 24-36 horas; mientras
que la menor es registrada por piscos Zapata (50 ug/L) con un tiempo de contacto de 36
horas. El decanoato de etilo no parece verse afectado por el tiempo de contacto en esta

variedad de piscos.

Con respecto a la influencia del reposo, lo mencionado por Toledo (2012) se cumple en el
caso del pisco Italia, donde el pisco Don Amadeo cuenta con un largo periodo de reposo de
16 meses lo que llevo a la eliminacién de ciertos ésteres, encontrandose solo una
concentracion de 90ug/L, mientras que el pisco Emperatriz, con solo 6 meses de reposo
tuvo 750ug/L.

Caso contrario ocurre en el pisco Quebranta donde el pisco Don Amadeo a pesar de los 16

meses de reposo, cuenta con la mayor cantidad de 190ug/L de decanoato de etilo, mientras
que pisco Zapata la menor concentracion, con 3 meses de reposo (50ug/L).
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e DODECANOATO DE ETILO (ETHYL CAPROATE)

En las Figuras 24 y 25, se presentan los contenidos del éster dodecanoato de etilo (ethyl
caproate) y los efectos de la variedad sobre el contenido del éster en las 14 muestras de

pisco Italia y Quebranta de las siete bodegas del Valle de Cafete. Este compuesto

aromatico cuenta con descriptor frutal y floral, segun indica NIST (2013).
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Como se puede observar, en general, existen diferencias significativas (p<0.05) contando
los piscos Italia con cantidades equilibradas de éste compuesto que oscilan entre los
50ug/L y los 300ug/L (Don Amadeo y Sol Radiante, respectivamente). Los piscos
Quebranta cuentan con un mayor contenido de dodecanoato de etilo, observandose que el

pisco de bodega La Huaca presenta el mayor valor registrado (690ug/L), mientras que el

pisco Calderdn, la menor concentracion (60ug/L).
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Esto puede ser explicado por la prolongada maceracion con orujos en la obtencion de
piscos Quebranta La Huaca (690ug/L con 72 horas de contacto), mientras que para
obtencidn de piscos Calderdn (60ug/L) s6lo se realizan 36 horas de contacto con orujos y

las altas maceraciones enriquecen los mostos con ésteres (Li et al., 2007).

Asimismo, Suomalainen (1983) menciona que el proceso de destilacién, asi como sus
métodos y técnicas, pueden tener efecto sobre el dodecanoato de etilo, el cual tiene un alto
punto de ebullicion y volatilidad, factor a considerar en funcién a los parametros de
procesamiento de cada bodega. La generacién de éste compuesto se ve favorecido por
temperaturas de fermentacion préximas a los 20°C lo que promueve la formacion de

ésteres y componentes volatiles favorables (Orriols et al., 2010).
El dodecanoato de etilo no se ve afectado por los tiempos de reposo, ya que las bodegas

gue presentaron maxima y minima concentracion en piscos Quebranta (La Huaca y

Calderdn respectivamente) contaron con un periodo de reposo de 3 meses.
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44 COMPUESTOS VOLATILES SIGNIFICATIVOS

POR HS-SPME-GC-MS PARA PISCOS ITALIA

DETERMINADOS

En las Figuras 26 y 27, se presentan los contenidos terpénicos (Linalol, O-cymene y Nerol)
en piscos ltalia y los efectos de la variedad sobre el contenido en las 14 muestras de pisco
Italia y Quebranta de las siete bodegas del Valle de Cafiete.

Los descriptores propios de estos terpenos son citados por diversos autores, entre los cuales
tenemos a Cacho et al. (2012) quienes describen al Inalol como flor de naranja y limon,
mientras Arias (2008) describe al O — cymene con los descriptores de limon, frutas y

especies, mientras que el nerol es descrito como rosas y magnolias, por parte de Catania y
Avagnina (2007).

En los piscos, en especial de uvas lItalia, las microconcentraciones de compuestos
terpénicos, tienen un efecto significativo sobre el aroma. Combinaciones variadas y
complejas de estos compuestos, son las responsables del aroma caracteristico de uvas
aromaticas (Belancic, 2002).
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Los tres quimicos aromaticos cuentan con diferencias claramente significativas a un nivel
de confianza de 95 por ciento (p<0.05), lo que concuerda con lo sostenido por Marais
(1983) quien menciona que uno de los compuestos terpénicos de mayor preponderancia es
el linalol con altas concentraciones en productos provenientes de uvas Italia. Este
compuesto, segun el mismo autor, esta equitativamente distribuido entre el jugo (50 por

ciento), la piel (26 por ciento) y las células de la Vitis vinifera (24 por ciento).

Se puede afirmar que el linalol es el terpeno de mayor concentracion para todas las
muestras estudiadas, ya que se observa una clara diferencia entre el contenido de Linalol y

los niveles de O-cymene y nerol.

El linalol es el terpeno de mayor concentracion en todas las muestras, debido a su alta
presencia en uvas aromaticas lo que coincide con lo reportado por Domenech (2006) quien
determind que el linalol es el terpeno que se halla en mayores concentraciones en
elaboracion de pisco aun con tratamientos sin maceracién de orujo. Y segun Pifiero (2005),
el linalol presenta una mayor contribucion en amplio nimero de compuestos, siendo

practicamente nula la contribucion de otros terpenos.
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En cuanto al O-cymene, éste compuesto se encuentra en segundo lugar de concentracién y
segun Veverka (2012) los aromas florales y dulces que pueden percibirse en un pisco son

el resultado también de la presencia del O-cymene.

El nerol se presenta en bajas concentraciones en los piscos variedad Italia con respecto al
linalol y al O-cymene, por no encontrarse en estado natural en la uva (Marais, 1983). Sin
embargo, el estudio de la Saccharomyces cerevisiae sefiala que esta cepa es capaz de
modificar el perfil terpénico del vino (dependiendo del tipo de cepa involucrada) pudiendo
producir nerol a partir de otros monoterpenos, en un proceso que se da en funcién al pH del
mosto (Mateo y Jiménez, 2000).

Se observa que los piscos Calderén, Emperatriz y Zapata cuentan con mayores contenidos
terpénicos en general, lo que podria atribuirse a factores climaticos, como las altas
radiaciones solares propias de las localidades donde se encuentran las bodegas
mencionadas y se cultiva la materia prima (Nuevo Imperial, Imperial y Lunahuana,
respectivamente). Ya que la luz del sol contribuye al desarrollo del contenido terpénico en
las uvas, (Catania y Avagnina, 2007; Belancic, 2002; Camara et al., 2004) a tal punto que

vifiedos con poca insolacién tienen tenores mas bajos de compuestos terpénicos.

Asimismo, para Camara et al. (2004) el factor de incidencia solar tiene mayor importancia
incluso que el de temperatura ya que lugares con menor temperatura climatica podrian
acumular mayor cantidad de terpenos que los lugares célidos. Otro de los factores que
contribuyen a aumentar la concentracion de ciertos terpenos es el contenido de nitrégeno

asimilable propio y caracteristico en tierras de cultivo de la localidad (Carrau et al., 2005).

Segun la investigacion de Cacho et al. (2013), qued6 demostrado que el linalol es el
terpeno de mayor actividad odorifera, en 34 de las 45 muestras evaluadas de piscos
Torontel, Albilla y Moscatel, sin embargo, otros terpenos deben ser igual considerados
como aportantes de aromas en los piscos debido a que existe cierto grado de cooperacion

entre los componentes terpénicos.
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441 LINALOL

En la Figura 28, se muestran las concentraciones de linalol en los piscos analizados
provenientes de las diferentes bodegas. El linalol fue el primer compuesto impacto y
posiblemente sea el mas conocido, pues se encuentra en las uvas moscatel, tanto en estado
libre como ligado, a concentraciones muy superiores a los umbrales de deteccion y de
identificacion (Belancic, 2002). Entre los descriptores encontrados para el linalol tenemos

flor de naranja y limon, descritos por Cacho et al. (2012).

Linalol
B
b=
|III|III|III|III|

Calderén Don Amadeo La Huaca Don Aguirre Emperatriz 5ol Radiante Zapata

Bodegas

Figura 28: Efecto de la bodega sobre el Linalol

Se observan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el contenido del
terpeno linalol entre los piscos Italia de las siete bodegas estudiadas del Valle de Cafiete. El
linalol se encuentra en estado libre y uniformemente distribuido entre la piel y el jugo y se
incrementa en menor proporcion mediante el proceso de contacto con orujos por un tiempo

determinado (Démenech, 2006).

El menor valor registrado fue para el pisco Don Aguirre (80ug/L) y el mayor fue para pisco
Zapata (670ug/L). Ambas bodegas cuentan con tiempos de contacto iguales durante la
maceracion de orujos, por lo que la diferencia se puede deber a la cantidad de linalol

contenido en las uvas Italia, que se diferencian por la zona de cultivo (pisco Don Aguirre,

73



Asia; pisco Zapata, Lunahuand) factor de especial importancia para autores como Belancic
(2002) y Vasquez y Villén (1991).

Si bien la maceracion con orujos constituye una practica de elaboracion de gran
importancia, éste método no influenciaria en el contenido del Linalol, ya que Catania y
Avagnina, (2007) mencionan que el terpeno linalol se encuentra mayoritariamente en el

jugo, por lo que el contacto con las pieles de uva no contribuiria al aumento del éste.

Asimismo, Belancic (2002) sefiala que en las uvas blancas, como es el caso de la variedad
Italia, el jugo es mas rico en este compuesto que incluso la parte solida del fruto, asi
tenemos que el pisco Zapata , a pesar de su tiempo de maceracion de 24 horas, registra el
mayor contenido de Linalol (670 ug/L); le siguen dos altas concentraciones registradas
para las bodegas Emperatriz (570ug/L; 72 horas de contacto) y La Huaca (470ug/L; 72
horas de contacto).

Por otro lado, en cuanto al tiempo de reposo, se observa que aparentemente, ésta etapa
afecta el contenido de linalol, asi tenemos que pisco Don Aguirre cuenta con la menor
concentracion (80ug/L), realizando un reposo de 6 meses a comparacion de pisco Zapata,

con el mayor contenido (670ug/L) y un reposo de 3 meses.

Este punto, se ve sustentado de acuerdo a lo sefialado por Seshata, (2014) quien menciona
que los terpenos reaccionan con la luz y el oxigeno; por tanto tienden a descomponerse al
entrar en contacto con agua y el aire, lo que podria demostrar una pérdida de terpenos en el

reposo.

442 O-CYMENE

En la Figura 29, se muestran las concentraciones del terpeno O-cymene en los piscos
variedad Italia analizados, provenientes de las siete bodegas pisqueras, todas expresadas
como efectos de la bodega. Arias (2008) caracteriza al O — cymene con los descriptores de
limén, frutas y especies, por otro lado Veverka et al. (2012) lo describen como citrico, con

olor a solvente y gasolina.
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Figura 29: Efecto de la bodega sobre el O-cymene

Se puede observar que las cantidades registradas para el terpeno O-cymene de piscos Italia
son estadisticamente diferentes a un nivel de confianza del 95 por ciento (p<0.05) en las
distintas bodegas pisqueras del Valle de Cariete. Los terpenos libres como el O-cymene, se
encuentran en las partes solidas de la baya especialmente en la piel u hollejo, también

denominado orujo.

Por esta razén, Bayonove (2000), citado por Catania y Avagnina, (2007), sostiene que la
maceracion prefermentaria (tiempo de contacto con orujos) es importante para la
manifestacidn y posterior deteccion de este tipo de compuesto volatil en destilados de vino.
A pesar de ésta afirmacion, el pisco Calderén (300 ug/L) presenta una alta concentracion
del compuesto en comparacion a los otros piscos analizados, a pesar de contar con un bajo
tiempo de maceracion con orujos (24 horas). Por otro lado, el pisco Don Amadeo presenta

la menor concentracién (10ug/L) a pesar que su proceso comprende 48 horas de contacto.

La obtencion de estos resultados puede estar relacionada con el tipo de pieles de uva
(hollejos) necesarios para la adecuada expresion del terpeno O-cymene, ya que Veverka et
al. (2012) hallaron principalmente este compuesto en altas concentraciones en vinos de las
cepas Cabernet Sauvignon y Pinot Noir, entre otras, asi como sus hibridos relacionados,

pero en todos los casos, uvas de variedades tintas.
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Asimismo, las diferencias presentes en los perfiles terpénicos de O-cymene pueden ocurrir
debido a la localidad de produccion de una determinada especie de uva (Marais, 1983;
Pefia y Lillo et al., 2005). Por esta razon, incluso dentro de la region Lima, podria
considerarse el factor micro-climatico, el cual incide sobre la calidad de las uvas del Valle
de Caiiete (Camara et al., 2004; Belancic, 2002).

Por ultimo y con respecto al factor de tiempo de reposo relacionado, puede notarse que el
O-cymene es afectado por largos tiempos de reposo, como lo es el lapso de 16 meses
llevado a cabo por la bodega del pisco Don Amadeo, tiempo durante el cual los terpenos
pueden afectarse o disminuir en concentracion, debido a la presencia de oxigeno y/o luz
(Seshata, 2014) en los tanques de reposo, afectando la estabilidad en el tiempo de los

compuestos aromaticos obtenidos desde la primera fase de destilacion (Toledo, 2012).

443 NEROL

En la Figura 30, se muestran las concentraciones del compuesto terpénico nerol en los
piscos variedad Italia analizados, provenientes de las siete bodegas de estudio, todas
expresadas como efectos.

El terpeno nerol es descrito como rosas y magnolias por parte de Catania y Avagnina
(2007). Su expresion tiene origen y estrecha relacion con el adecuado estado de la materia
prima (Belancic, 2002). Del Pozo (2011) menciona que la presencia de otros terpenos
como el nerol, potencia extraordinariamente la percepcion de otros terpenos, como el

linalol.

El mayor contenido de nerol lo registra el pisco de la bodega de pisco La Huaca (72 horas
de maceracion) con 70 ug/L y el menor contenido, el pisco Don Amadeo (48 horas de
maceracion), con 30 ug/L, sin embargo, la concentracion del nerol en el pisco Calder6n y
en el pisco Emperatriz registran el mismo valor (50ug/L) a pesar de llevar a cabo diferentes
tiempos de contacto (24 y 72 horas, respectivamente) esto sugiere que no hay mayor
extraccion del compuesto a pesar de un mayor tiempo de maceracion de la piel u hollejo
donde se encuentra aproximadamente el 90 por ciento del nerol segun Giinata et al. (1985);
Domenech (2006).
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Figura 30: Efecto de la bodega sobre el Nerol

Las cantidades de nerol halladas en los piscos Italia de las diferentes bodegas, son
estadisticamente diferentes (p<0.05). El nerol, pese a estar presente en menor cantidad en
las muestras estudiadas, es uno de los principales responsables del aroma tipico floral de
las uvas moscateles. La respectiva distribucion de este terpeno puede ser usada para la
caracterizacion de variedades de uva (Sanchez Palomo et al., 2005). Las concentraciones
de nerol determinadas, concuerdan con los resultados obtenidos por Démenech (2006)

quien encontrd este compuesto en menor cantidad en comparacion a otros terpenos.

Y con respecto al tiempo de reposo, el nerol a pesar de presentarse en bajas
concentraciones, muestra un mayor contenido en el pisco La Huaca (3 meses de reposo), a
diferencia del pisco Don Amadeo (16 meses de reposo), lo que podria concordar con lo
sostenido por Toledo (2012), quien recomienda un menor tiempo de reposo para evitar la
eliminacién y/o oxidacion de éstos caracteres aromaticos. Esto se ve reforzado por la
investigacion de Pedersen et al. (2003) quienes estudiaron distintos vinos determinando en
qué medida compuestos como el nerol se ven afectados por los procesos de vinificacion y
almacenaje, llegando a la conclusion que el nerol se encuentra presente en vinos jovenes y

disminuye en concentracion a medida que el vino afieja.
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45 COMPUESTOS VOLATILES SIGNIFICATIVOS DETERMINADOS POR
HSSPME-GC-MS PARA PISCOS QUEBRANTA

45.1 ALCOHOL FENILETILICO (PHENYL ETHYL ALCOHOL)

En las Figuras 31 y 32 respectivamente, se presentan los contenidos y efectos de las
bodegas sobre el alcohol feniletilico (phenyl ethyl alcohol) compuesto que se hizo presente

solo en las muestras de piscos Quebranta de las bodegas del Valle de Cariete.

Los compuestos aromaticos como el alcohol feniletilico pueden ser considerados positivos
ya que aporta aromas florales y dulces (Perestrelo et al., 2005). Por otro lado, Agosin
(2000) menciona que éste compuesto es un alcohol superior de agradable aroma presente
en diferentes destilados de origen vinico y Cacho et al. (2012) lo describen como, floral,
con fresco olor a rosas e incluso olor a rosas envejecidas. Asimismo, estos investigadores
encontraron que este compuesto es comun a todos los piscos Quebranta, explicando que la
influencia del clima de donde procede la materia prima influye sobre la alta concentracién

de aminoacidos en la uva.

2

(]
Ln
=

100

Contenido de Alcohol feniletilico (ug/L)
=

Bodegas

Figura 31: Concentracion de alcohol feniletilico determinados en piscos Quebranta.
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Figura 32: Efecto de la bodega sobre el alcohol feniletilico (phenyl ethyl alcohol).

Los contenidos de alcohol feniletilico (Phenyl Ethyl Alcohol) en los distintos piscos de uva
Quebranta son estadisticamente diferentes (p<0.05) en las diferentes bodegas pisqueras
estudiadas; registrandose las concentraciones mas altas en los piscos Emperatriz (280
ug/L) y Don Amadeo (240 ug/L) y la menor en el pisco La Huaca (100 ug/L). Esto podria
deberse a una serie de factores, entre ellos, la influencia del clima donde se cultivan las
uvas, el nivel aminoacidico de éstas, las operaciones de maceracion y fermentacion. La
temperatura de fermentacion influye decisivamente en la calidad aromatica; ya que a bajas
temperaturas se producen menos alcoholes, produciéndose una menor pérdida de aroma

varietal durante la fermentacion (Cacho et al., 2012; VVasquez y Villén, 1991).

Con respecto a la etapa de reposo, ésta no parece influenciar los contenidos finales
hallados en los piscos de la variedad Quebranta de las siete bodegas estudiadas, ya que
para casos como el pisco Don Amadeo (16 meses de reposo) se registra el valor de 240
ug/L; mientras que para el pisco La Huaca, el valor de 100 ug/L, a pesar de tener un corto

periodo de reposo (3 meses).
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V. CONCLUSIONES

El método de Microextraccion por Fase Solida (SPME) que hace uso de una fibra
apolar (polidimetilsiloxano), detectd6 compuestos aromaticos de naturaleza apolar como
ésteres etilicos y terpenos, en los piscos Quebranta e Italia de las 7 bodegas del valle de

Canete.

La técnica empleada detectdé cuatro grupos quimicos principales, entre los cuales
tenemos: terpenos (L — limoneno, linalol, O — cymene y nerol), ésteres (octanoato de
etilo, decanoato de etilo y dodecanoato de etilo) y alcohol superior (alcohol
feniletilico), cada uno de ellos presente en distinta concentracion en cada muestra de

pisco evaluada.

Los ésteres etilicos octanoato de etilo, decanoato de etilo y dodecanoato de etilo,
fueron también encontrados tanto en los piscos Quebranta como en los piscos ltalia de
las 7 bodegas del valle de Cafiete. EI compuesto determinado en mayor concentracion

en las muestras de pisco es el octanoato de etilo, que aporta aromas frutales y florales.

El contenido y concentracion de los ésteres etilicos, esta relacionado con la maceracion
de los orujos durante la fermentacién, asi como las levaduras nativas involucradas en el

proceso, la etapa de destilacidn y el tiempo de reposo de los piscos.

El L-limoneno fue el Unico terpeno encontrado tanto en piscos Italia como en piscos

Quebranta, siendo su contenido mayor en piscos de uva Italia.

Los terpenos linalol, O-Cymene y nerol sélo se encuentran en los piscos de uva ltalia 'y
son los que diferencian fundamentalmente a los piscos Italia de los piscos Quebranta.
La concentracion de estos terpenos esta relacionada con la maceracion de los orujos

durante la fermentacion y los factores climaticos que afectan a la materia prima.



El linalol es el terpeno que se encuentra en mayor concentracion, seguido del O-

Cymene y en menor concentracion el nerol.

El alcohol feniletilico fue encontrado sélo en los piscos Quebranta y es el que marca la

diferencia entre los piscos Quebranta y los piscos Italia, aportando un aroma a rosas.
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V1. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de caracterizacion aromética de las uvas de cada valle pisquero,

considerando el factor tierra y clima, asi como la latitud propia de la zona.

Realizar un estudio sobre las levaduras nativas que intervienen en la fermentacién natural

que se da para la obtencién del pisco en cada valle pisquero.
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ANEXO 1:

RESULTADQOS
Y CROMATOGRAMAS
POR BODEGA



PISCO CALDERON

AL T —
Compuestos identificados mg/L etanol Compuestos identificados mg/L etanol
Ethyl Caprylate 410 Ethyl Caprylate 110
Ethyvl Caprate 260 Ethvl Caprate 120
Ethyl Caproate 150 Ethyl Caproate 60
L-limonene 40 L-limonene 30
Linalool 250 Phenyl Ethyl Alcohol 180
O-cymene 350
Nerol 50
Mycenol 70
PISCO LA HUACA
TALIA  oumsmANTA |
Compuestos identificados mg/L etanol Compuestos identificados mg/L etanol
Ethvl caprvlate 100 Ethyl capryvlate 1070
Ethvl caprate 140 Ethyl caprate 900
Ethyl caproate 120 Ethyvl caproate 690
L-limonene 250 L-limonene 120
Linalool 470 Phenyvl ethyl alcohol 100
O-cvmene 80
Nerol 70
Gamma-terpinene 70
Nerolidol 230
Myrcenol a0
PISCO DON AMADEO
TALIA BT TY TN
Compuestos identificados mg/L. etanol Compuestos identificados mg/L. etanol
Ethvl Caprvlate 60 Ethyl Caprvlate 360
Ethvl Caprate 20 Ethvl Caprate 190
Ethyvl Caproate 50 Ethyl Caproate 230
Linalool 250 L-limonene 30
L-limonene 160 Phenyvl ethyl alcohol 240
O-cymene 10
Nerol 30
Gamma-terpinene 40
Linalyl anthranilate 100




PISCO DON AGUIRRE

ITALIA | QUEBRANTA
Compuestos identificados mg/L etanol Compuestos identificados mg/L etanol
Ethyl caprvlate 190 Ethyl caprvlate 110
Ethvl caprate 350 Eth¥l caprate 150
Ethyvl caproate 140 Ethyl caproate 120
L-limonene 210 L-limonene 20
Linalool 800 Phenyl ethyl alcohol 220
O-cvmene 160 Phenyl ethyl acetate 100
Nerol 70 Alpha ionone 70
Terpineol 280
Linalyl oxide 90
PISCO EMPERATRIZ
frALIA | ousmaia |
Compuestos identificados mg/L etanol Compuestos identificados mg/L etanol
Ethyl caprylate 720 Ethyl caprylate 270
Ethyl Caprate 490 Ethyl caprate 120
Fthyl caproate 240 Ethyl caproate 230
L-limonene 250 IL-limonene 60
Linalool 570 Phenyl ethyl alcohol 280
O-cvmene 100
Nerol 50
PISCO SOL RADIANTE
TALIA [ oumRANTA |
Compuestos identificados mg/L. etanol Compuestos identificados mg/L. etanol
Ethyl caprylate 440 Ethyl caprylate 380
Ethyl caprate 300 Ethyl caprate 70
Ethyl caproate 300 Ethyl caproate 170
L-limonene 180 L-limonene 130
Linalool 190 Phenyl ethyl alcohol 120
O-cvmene 140 Beta pinene 610
Nerol 60 Beta myrcene 140
Nerolidol 130 Z.E alpha farnesene 70
(Gamma terpinene 2180
Myrcenol a0
PISCO ZAPATA
TALIA  ouBRANA |
Compuestos identificados mg/L etanol Compuestos identificados mg/L etanol
Ethyl caprvlate 290 Ethyl caprvlate 1040
Ethyl caprate 330 Ethyl caprate 50
Ethvl caproate 970 Ethyl caproate 490
L-limonene 320 L - imonene 270
Linalool 670 Phenyl ethyl alcohol 120
O-cvmene 150
Nerol 40
Nerolidol 380
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ANEXO 2:
REGLAMENTO DE LA
DENOMINACION DE ORIGEN
PISCO



ANEXO 3:

ANALISIS ESTADISTICO



ANEXO 3.1 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS VOLATILES EN

ITALIAY QUEBRANTA

Analysis of Variance for Ethyl caprylate - Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 3621.43 1 3621.43 12.95 0.0012
B:Hacienda 1.22921E7 6 2.04869E6 7324.21 0.0000
INTERACTIONS

AB 4.67023E6 6 778371. 2782.74 0.0000
RESIDUAL 7832.0 28 279.714

TOTAL (CORRECTED) 1.69738E7 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of Ethyl caprylate into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical
significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on Ethyl caprylate at the 95.0% confidence level.




Table of Least Squares Means for Ethyl caprylate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 596.429
Cepa
Italia 21 587.143 3.64962 579.667 594.619
Quebranta 21 605.714 3.64962 598.238 613.19
Hacienda
Calderon 6 260.0 6.82781 246.014 273.986
Don Aguirre 6 150.0 6.82781 136.014 163.986
Don Amadeo 6 210.0 6.82781 196.014 223.986
Emperatriz 6 495.0 6.82781 481.014 508.986
La Huaca 6 835.0 6.82781 821.014 848.986
Sol Radiante 6 410.0 6.82781 396.014 423.986
Zapata 6 1815.0 6.82781 1801.01 1828.99
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 410.0 9.65599 390.221 429.779
Italia,Don Aguirre 3 190.0 9.65599 170.221 209.779
Italia,Don Amadeo 3 60.0 9.65599 40.2206 79.7794
Italia, Emperatriz 3 720.0 9.65599 700.221 739.779
Italia,La Huaca 3 100.0 9.65599 80.2206 119.779
Italia,Sol Radiante 3 440.0 9.65599 420.221 459.779
Italia,Zapata 3 2190.0 9.65599 2170.22 2209.78
Quebranta,Calder6n 3 110.0 9.65599 90.2206 129.779
Quebranta,Don Aguirre 3 110.0 9.65599 90.2206 129.779
Quebranta,Don Amadeo 3 360.0 9.65599 340.221 379.779
Quebranta,Emperatriz 3 270.0 9.65599 250.221 289.779
Quebranta,La Huaca 3 1570.0 9.65599 1550.22 1589.78
Quebranta,Sol Radiante 3 380.0 9.65599 360.221 399.779
Quebranta,Zapata 3 1440.0 9.65599 1420.22 1459.78




Multiple Range Tests for Ethyl caprylate by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Don Aguirre 6 150.0 6.82781 |X

Don Amadeo 6 210.0 6.82781 X

Calderon 6 260.0 6.82781 X

Sol Radiante 6 410.0 6.82781 X

Emperatriz 6 495.0 6.82781 X

La Huaca 6 835.0 6.82781 X

Zapata 6 1815.0 6.82781 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderdn - Don Aguirre * 110.0 19.7794
Calderon - Don Amadeo * 50.0 19.7794
Calderén - Emperatriz * -235.0 19.7794
Calderon - La Huaca * -575.0 19.7794
Calderdn - Sol Radiante * -150.0 19.7794
Calderon - Zapata * -1555.0 19.7794
Don Aguirre - Don Amadeo * -60.0 19.7794
Don Aguirre - Emperatriz * -345.0 19.7794
Don Aguirre - La Huaca * -685.0 19.7794
Don Aguirre - Sol Radiante * -260.0 19.7794
Don Aguirre - Zapata * -1665.0 19.7794
Don Amadeo - Emperatriz * -285.0 19.7794
Don Amadeo - La Huaca * -625.0 19.7794
Don Amadeo - Sol Radiante * -200.0 19.7794
Don Amadeo - Zapata * -1605.0 19.7794
Emperatriz - La Huaca * -340.0 19.7794
Emperatriz - Sol Radiante * 85.0 19.7794
Emperatriz - Zapata * -1320.0 19.7794
La Huaca - Sol Radiante * 425.0 19.7794
La Huaca - Zapata * -980.0 19.7794
Sol Radiante - Zapata * -1405.0 19.7794

* denotes a statistically significant difference.




Table of Least Squares Means for Ethyl caprylate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 596.429
Cepa
Italia 21 587.143 3.64962 579.667 594.619
Quebranta 21 605.714 3.64962 598.238 613.19
Hacienda
Calderon 6 260.0 6.82781 246.014 273.986
Don Aguirre 6 150.0 6.82781 136.014 163.986
Don Amadeo 6 210.0 6.82781 196.014 223.986
Emperatriz 6 495.0 6.82781 481.014 508.986
La Huaca 6 835.0 6.82781 821.014 848.986
Sol Radiante 6 410.0 6.82781 396.014 423.986
Zapata 6 1815.0 6.82781 1801.01 1828.99
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 410.0 9.65599 390.221 429.779
Italia,Don Aguirre 3 190.0 9.65599 170.221 209.779
Italia,Don Amadeo 3 60.0 9.65599 40.2206 79.7794
Italia, Emperatriz 3 720.0 9.65599 700.221 739.779
Italia,La Huaca 3 100.0 9.65599 80.2206 119.779
Italia,Sol Radiante 3 440.0 9.65599 420.221 459.779
Italia,Zapata 3 2190.0 9.65599 2170.22 2209.78
Quebranta,Calder6n 3 110.0 9.65599 90.2206 129.779
Quebranta,Don Aguirre 3 110.0 9.65599 90.2206 129.779
Quebranta,Don Amadeo 3 360.0 9.65599 340.221 379.779
Quebranta,Emperatriz 3 270.0 9.65599 250.221 289.779
Quebranta,La Huaca 3 1570.0 9.65599 1550.22 1589.78
Quebranta,Sol Radiante 3 380.0 9.65599 360.221 399.779
Quebranta,Zapata 3 1440.0 9.65599 1420.22 1459.78
The StatAdvisor

This table shows the mean Ethyl caprylate for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals
by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.



Multiple Range Tests for Ethyl caprylate by Cepa

Method: 95.0 percent LSD

Cepa Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Italia 21 587.143 3.64962 X

Quebranta 21 605.714 3.64962 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Italia - Quebranta * -18.5714 10.5726

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 1 pair, indicating that this pair shows a
statistically significant difference at the 95.0% confidence level. The method currently being used
to discriminate among the means is Fisher's least significant difference (LSD) procedure. With this
method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.

Analysis of Variance for Ethyl caprate - Type Il Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 2.93357E6 1 2.93357E6 915.92 0.0000
B:Hacienda 2.24463E7 6 3.74105E6 1168.04 0.0000
INTERACTIONS

AB 2.37055E7 6 3.95092E6 1233.56 0.0000
RESIDUAL 89680.0 28 3202.86

TOTAL (CORRECTED) 4.91751E7 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.




The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of Ethyl caprate into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical
significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on Ethyl caprate at the 95.0% confidence level.

Table of Least Squares Means for Ethyl caprate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 780.0
Cepa
Italia 21 1044.29 12.3498 1018.99 1069.58
Quebranta 21 515.714 12.3498 490.417 541.012
Hacienda
Calderon 6 190.0 23.1043 142.673 237.327
Don Aguirre 6 250.0 23.1043 202.673 297.327
Don Amadeo 6 990.0 23.1043 942.673 1037.33
Emperatriz 6 1865.0 23.1043 1817.67 1912.33
La Huaca 6 115.0 23.1043 67.6729 162.327
Sol Radiante 6 210.0 23.1043 162.673 257.327
Zapata 6 1840.0 23.1043 1792.67 1887.33
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 260.0 32.6744 193.069 326.931
Italia,Don Aguirre 3 350.0 32.6744 283.069 416.931
Italia,Don Amadeo 3 90.0 32.6744 23.0693 156.931
Italia,Emperatriz 3 2490.0 32.6744 2423.07 2556.93
Italia,La Huaca 3 140.0 32.6744 73.0693 206.931




Italia,Sol Radiante 3 350.0 32.6744 283.069 416.931
Italia,Zapata 3 3630.0 32.6744 3563.07 3696.93
Quebranta,Calderdn 3 120.0 32.6744 53.0693 186.931
Quebranta,Don Aguirre 3 150.0 32.6744 83.0693 216.931
Quebranta,Don Amadeo 3 1890.0 32.6744 1823.07 1956.93
Quebranta,Emperatriz 3 1240.0 32.6744 1173.07 1306.93
Quebranta,La Huaca 3 90.0 32.6744 23.0693 156.931
Quebranta,Sol Radiante 3 70.0 32.6744 3.06931 136.931
Quebranta,Zapata 3 50.0 32.6744 -16.9307 116.931

The StatAdvisor

This table shows the mean Ethyl caprate for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals
by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.

Multiple Range Tests for Ethyl caprate by Cepa

Method: 95.0 percent LSD

Cepa Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Quebranta 21 515.714 12.3498 X

Italia 21 1044.29 12.3498 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits

Italia - Quebranta * 528.571 35.776

* denotes a statistically significant difference.




Analysis of Variance for Ethyl caprate - Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Cepa 2.93357E6 1 2.93357E6 915.92 0.0000

B:Hacienda 2.24463E7 6 3.74105E6 1168.04 0.0000

INTERACTIONS

AB 2.37055E7 6 3.95092E6 1233.56 0.0000
RESIDUAL 89680.0 28 3202.86
TOTAL (CORRECTED) 4.91751E7 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of Ethyl caprate into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical
significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on Ethyl caprate at the 95.0% confidence level.

Table of Least Squares Means for Ethyl caprate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 780.0
Cepa
Italia 21 1044.29 12.3498 1018.99 1069.58
Quebranta 21 515.714 12.3498 490.417 541.012
Hacienda
Calderon 6 190.0 23.1043 142.673 237.327
Don Aguirre 6 250.0 23.1043 202.673 297.327
Don Amadeo 6 990.0 23.1043 942.673 1037.33
Emperatriz 6 1865.0 23.1043 1817.67 1912.33
La Huaca 6 115.0 23.1043 67.6729 162.327




Sol Radiante 6 210.0 23.1043 162.673 257.327
Zapata 6 1840.0 23.1043 1792.67 1887.33
Cepa by Hacienda

Italia,Calderdn 3 260.0 32.6744 193.069 326.931
Italia,Don Aguirre 3 350.0 32.6744 283.069 416.931
Italia,Don Amadeo 3 90.0 32.6744 23.0693 156.931
Italia,Emperatriz 3 2490.0 32.6744 2423.07 2556.93
Italia,La Huaca 3 140.0 32.6744 73.0693 206.931
Italia,Sol Radiante 3 350.0 32.6744 283.069 416.931
Italia,Zapata 3 3630.0 32.6744 3563.07 3696.93
Quebranta,Calderdn 3 120.0 32.6744 53.0693 186.931
Quebranta,Don Aguirre 3 150.0 32.6744 83.0693 216.931
Quebranta,Don Amadeo 3 1890.0 32.6744 1823.07 1956.93
Quebranta,Emperatriz 3 1240.0 32.6744 1173.07 1306.93
Quebranta,La Huaca 3 90.0 32.6744 23.0693 156.931
Quebranta,Sol Radiante 3 70.0 32.6744 3.06931 136.931
Quebranta,Zapata 3 50.0 32.6744 -16.9307 116.931
The StatAdvisor

This table shows the mean Ethyl caprate for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals
by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.

Multiple Range Tests for Ethyl caprate by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
La Huaca 6 115.0 23.1043 X

Calderon 6 190.0 23.1043 X

Sol Radiante 6 210.0 23.1043 X

Don Aguirre 6 250.0 23.1043 X

Don Amadeo 6 990.0 23.1043 X

Zapata 6 1840.0 23.1043 X

Emperatriz 6 1865.0 23.1043 X




Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderdn - Don Aguirre -60.0 66.9307
Calderdn - Don Amadeo * -800.0 66.9307
Calderén — Emperatriz * -1675.0 66.9307
Calderon - La Huaca * 75.0 66.9307
Calderon - Sol Radiante -20.0 66.9307
Calder6n — Zapata * -1650.0 66.9307
Don Aguirre - Don Amadeo * -740.0 66.9307
Don Aguirre — Emperatriz * -1615.0 66.9307
Don Aguirre - La Huaca * 135.0 66.9307
Don Aguirre - Sol Radiante 40.0 66.9307
Don Aguirre — Zapata * -1590.0 66.9307
Don Amadeo — Emperatriz * -875.0 66.9307
Don Amadeo - La Huaca * 875.0 66.9307
Don Amadeo - Sol Radiante * 780.0 66.9307
Don Amadeo — Zapata * -850.0 66.9307
Emperatriz - La Huaca * 1750.0 66.9307
Emperatriz - Sol Radiante * 1655.0 66.9307
Emperatriz — Zapata 25.0 66.9307
La Huaca - Sol Radiante * -95.0 66.9307
La Huaca — Zapata * -1725.0 66.9307
Sol Radiante — Zapata * -1630.0 66.9307

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 17 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 4
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.

Analysis of Variance for Ethyl caproate - Type 111 Sums of Squares



Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 57942.9 1 57942.9 308.79 0.0000
B:Hacienda 2.45691E6 6 409486. 2182.26 0.0000
INTERACTIONS

AB 2.09186E6 6 348643. 1858.01 0.0000
RESIDUAL 5254.0 28 187.643

TOTAL (CORRECTED) 4.61197E6 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of Ethyl caproate into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical

significance of each of the factors.

statistically significant effect on Ethyl caproate at the 95.0% confidence level.

Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a




Table of Least Squares Means for Ethyl caproate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 318.571
Cepa
Italia 21 281.429 2.98921 275.305 287.552
Quebranta 21 355.714 2.98921 349.591 361.837
Hacienda
Caldero6n 6 105.0 5.5923 93.5447 116.455
Don Aguirre 6 130.0 5.5923 118.545 141.455
Don Amadeo 6 140.0 5.5923 128.545 151.455
Emperatriz 6 235.0 5.5923 223.545 246.455
La Huaca 6 655.0 5.5923 643.545 666.455
Sol Radiante 6 235.0 5.5923 223.545 246.455
Zapata 6 730.0 5.5923 718.545 741.455
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 150.0 7.90871 133.8 166.2
Italia,Don Aguirre 3 140.0 7.90871 123.8 156.2
Italia,Don Amadeo 3 50.0 7.90871 33.7997 66.2003
Italia,Emperatriz 3 240.0 7.90871 223.8 256.2
Italia,La Huaca 3 120.0 7.90871 103.8 136.2
Italia,Sol Radiante 3 300.0 7.90871 283.8 316.2
Italia,Zapata 3 970.0 7.90871 953.8 986.2
Quebranta,Calder6n 3 60.0 7.90871 43.7997 76.2003
Quebranta,Don Aguirre 3 120.0 7.90871 103.8 136.2
Quebranta,Don Amadeo 3 230.0 7.90871 213.8 246.2
Quebranta,Emperatriz 3 230.0 7.90871 213.8 246.2
Quebranta,La Huaca 3 1190.0 7.90871 1173.8 1206.2
Quebranta,Sol Radiante 3 170.0 7.90871 153.8 186.2
Quebranta,Zapata 3 490.0 7.90871 473.8 506.2
The StatAdvisor

This table shows the mean Ethyl caproate for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals

by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.




Multiple Range Tests for Ethyl caproate by Cepa

Method: 95.0 percent LSD

Cepa Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Italia 21 281.429 2.98921 X

Quebranta 21 355.714 2.98921 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits

Italia - Quebranta * -74.2857 8.65941

* denotes a statistically significant difference.

Analysis of Variance for Ethyl caproate - Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 57942.9 1 57942.9 308.79 0.0000
B:Hacienda 2.45691E6 6 409486. 2182.26 0.0000
INTERACTIONS

AB 2.09186E6 6 348643. 1858.01 0.0000
RESIDUAL 5254.0 28 187.643

TOTAL (CORRECTED) 4.61197E6 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.




Table of Least Squares Means for Ethyl caproate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 318.571
Cepa
Italia 21 281.429 2.98921 275.305 287.552
Quebranta 21 355.714 2.98921 349.591 361.837
Hacienda
Calderon 6 105.0 5.5923 93.5447 116.455
Don Aguirre 6 130.0 5.5923 118.545 141.455
Don Amadeo 6 140.0 5.5923 128.545 151.455
Emperatriz 6 235.0 5.5923 223.545 246.455
La Huaca 6 655.0 5.5923 643.545 666.455
Sol Radiante 6 235.0 5.5923 223.545 246.455
Zapata 6 730.0 5.5923 718.545 741.455
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 150.0 7.90871 133.8 166.2
Italia,Don Aguirre 3 140.0 7.90871 123.8 156.2
Italia,Don Amadeo 3 50.0 7.90871 33.7997 66.2003
Italia,Emperatriz 3 240.0 7.90871 223.8 256.2
Italia,La Huaca 3 120.0 7.90871 103.8 136.2
Italia,Sol Radiante 3 300.0 7.90871 283.8 316.2
Italia,Zapata 3 970.0 7.90871 953.8 986.2
Quebranta,Calder6n 3 60.0 7.90871 43.7997 76.2003
Quebranta,Don Aguirre 3 120.0 7.90871 103.8 136.2
Quebranta,Don Amadeo 3 230.0 7.90871 213.8 246.2
Quebranta,Emperatriz 3 230.0 7.90871 213.8 246.2
Quebranta,La Huaca 3 1190.0 7.90871 1173.8 1206.2
Quebranta,Sol Radiante 3 170.0 7.90871 153.8 186.2
Quebranta,Zapata 3 490.0 7.90871 473.8 506.2




Multiple Range Tests for Ethyl caproate by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Caldero6n 6 105.0 5.5923

Don Aguirre 6 130.0 5.5923

Don Amadeo 6 140.0 5.5923

Sol Radiante 6 235.0 5.5923

Emperatriz 6 235.0 5.5923

La Huaca 6 655.0 5.5923

Zapata 6 730.0 5.5923

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderdn - Don Aguirre * -25.0 16.2003
Calderon - Don Amadeo * -35.0 16.2003
Calderén — Emperatriz * -130.0 16.2003
Calderon - La Huaca * -550.0 16.2003
Calderdn - Sol Radiante * -130.0 16.2003
Calder6n — Zapata * -625.0 16.2003
Don Aguirre - Don Amadeo -10.0 16.2003
Don Aguirre — Emperatriz * -105.0 16.2003
Don Aguirre - La Huaca * -525.0 16.2003
Don Aguirre - Sol Radiante * -105.0 16.2003
Don Aguirre — Zapata * -600.0 16.2003
Don Amadeo — Emperatriz * -95.0 16.2003
Don Amadeo - La Huaca * -515.0 16.2003
Don Amadeo - Sol Radiante * -95.0 16.2003
Don Amadeo — Zapata * -590.0 16.2003
Emperatriz - La Huaca * -420.0 16.2003
Emperatriz - Sol Radiante 0 16.2003
Emperatriz — Zapata * -495.0 16.2003
La Huaca - Sol Radiante * 420.0 16.2003
La Huaca — Zapata * -75.0 16.2003
Sol Radiante — Zapata * -495.0 16.2003

* denotes a statistically significant difference.




The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 19 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 5
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

Analysis of Variance for L-limonene - Type Il Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Cepa 3.30904E7 1 3.30904E7 29901.00 0.0000

B:Hacienda 2.24035E8 6 3.73391E7 33740.17 0.0000

INTERACTIONS

AB 2.25537E8 6 3.75894E7 33966.34 0.0000
RESIDUAL 30986.7 28 1106.67
TOTAL (CORRECTED) 4.82693E8 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of L-limonene into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical
significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on L-limonene at the 95.0% confidence level.




Table of Least Squares Means for L-limonene with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 1089.05
Cepa
Italia 21 201.429 7.25937 186.558 216.299
Quebranta 21 1976.67 7.25937 1961.8 1991.54
Hacienda
Calderon 6 35.0 13.581 7.18046 62.8195
Don Aguirre 6 115.0 13.581 87.1805 142.82
Don Amadeo 6 95.0 13.581 67.1805 122.82
Emperatriz 6 155.0 13.581 127.18 182.82
La Huaca 6 185.0 13.581 157.18 212.82
Sol Radiante 6 6743.33 13.581 6715.51 6771.15
Zapata 6 295.0 13.581 267.18 322.82
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 40.0 19.2065 0.657228 79.3428
Italia,Don Aguirre 3 210.0 19.2065 170.657 249.343
Italia,Don Amadeo 3 160.0 19.2065 120.657 199.343
Italia, Emperatriz 3 250.0 19.2065 210.657 289.343
Italia,La Huaca 3 250.0 19.2065 210.657 289.343
Italia,Sol Radiante 3 180.0 19.2065 140.657 219.343
Italia,Zapata 3 320.0 19.2065 280.657 359.343
Quebranta,Calder6n 3 30.0 19.2065 -9.34277 69.3428
Quebranta,Don Aguirre 3 20.0 19.2065 -19.3428 59.3428
Quebranta,Don Amadeo 3 30.0 19.2065 -9.34277 69.3428
Quebranta,Emperatriz 3 60.0 19.2065 20.6572 99.3428
Quebranta,La Huaca 3 120.0 19.2065 80.6572 159.343
Quebranta,Sol Radiante 3 13306.7 19.2065 13267.3 13346.0
Quebranta,Zapata 3 270.0 19.2065 230.657 309.343
The StatAdvisor

This table shows the mean L-limonene for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals
by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.




Multiple Range Tests for L-limonene by Cepa

Method: 95.0 percent LSD

Cepa Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Italia 21 201.429 7.25937 X

Quebranta 21 1976.67 7.25937 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits

Italia - Quebranta * -1775.24 21.0296

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 1 pair, indicating that this pair shows a
statistically significant difference at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 2
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

Analysis of Variance for L-limonene - Type Il Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 3.30904E7 1 3.30904E7 29901.00 0.0000
B:Hacienda 2.24035E8 6 3.73391E7 33740.17 0.0000
INTERACTIONS

AB 2.25537E8 6 3.75894E7 33966.34 0.0000
RESIDUAL 30986.7 28 1106.67

TOTAL (CORRECTED) 4.82693E8 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of L-limonene into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical
significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on L-limonene at the 95.0% confidence level.




Table of Least Squares Means for L-limonene with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 1089.05
Cepa
Italia 21 201.429 7.25937 186.558 216.299
Quebranta 21 1976.67 7.25937 1961.8 1991.54
Hacienda
Calderon 6 35.0 13.581 7.18046 62.8195
Don Aguirre 6 115.0 13.581 87.1805 142.82
Don Amadeo 6 95.0 13.581 67.1805 122.82
Emperatriz 6 155.0 13.581 127.18 182.82
La Huaca 6 185.0 13.581 157.18 212.82
Sol Radiante 6 6743.33 13.581 6715.51 6771.15
Zapata 6 295.0 13.581 267.18 322.82
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 40.0 19.2065 0.657228 79.3428
Italia,Don Aguirre 3 210.0 19.2065 170.657 249.343
Italia,Don Amadeo 3 160.0 19.2065 120.657 199.343
Italia, Emperatriz 3 250.0 19.2065 210.657 289.343
Italia,La Huaca 3 250.0 19.2065 210.657 289.343
Italia,Sol Radiante 3 180.0 19.2065 140.657 219.343
Italia,Zapata 3 320.0 19.2065 280.657 359.343
Quebranta,Calder6n 3 30.0 19.2065 -9.34277 69.3428
Quebranta,Don Aguirre 3 20.0 19.2065 -19.3428 59.3428
Quebranta,Don Amadeo 3 30.0 19.2065 -9.34277 69.3428
Quebranta,Emperatriz 3 60.0 19.2065 20.6572 99.3428
Quebranta,La Huaca 3 120.0 19.2065 80.6572 159.343
Quebranta,Sol Radiante 3 13306.7 19.2065 13267.3 13346.0
Quebranta,Zapata 3 270.0 19.2065 230.657 309.343
The StatAdvisor

This table shows the mean L-limonene for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals
by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.




Multiple Range Tests for L-limonene by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Calderon 6 35.0 13.581 X

Don Amadeo 6 95.0 13.581 X

Don Aguirre 6 115.0 13.581 X

Emperatriz 6 155.0 13.581 X

La Huaca 6 185.0 13.581 X

Zapata 6 295.0 13.581 X

Sol Radiante 6 6743.33 13.581 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderon - Don Aguirre * -80.0 39.3428
Calderon - Don Amadeo * -60.0 39.3428
Calderén - Emperatriz * -120.0 39.3428
Calderon - La Huaca * -150.0 39.3428
Calderdn - Sol Radiante * -6708.33 39.3428
Calderon - Zapata * -260.0 39.3428
Don Aguirre - Don Amadeo 20.0 39.3428
Don Aguirre - Emperatriz * -40.0 39.3428
Don Aguirre - La Huaca * -70.0 39.3428
Don Aguirre - Sol Radiante * -6628.33 39.3428
Don Aguirre - Zapata * -180.0 39.3428
Don Amadeo - Emperatriz * -60.0 39.3428
Don Amadeo - La Huaca * -90.0 39.3428
Don Amadeo - Sol Radiante * -6648.33 39.3428
Don Amadeo - Zapata * -200.0 39.3428
Emperatriz - La Huaca -30.0 39.3428
Emperatriz - Sol Radiante * -6588.33 39.3428
Emperatriz - Zapata * -140.0 39.3428
La Huaca - Sol Radiante * -6558.33 39.3428
La Huaca - Zapata * -110.0 39.3428
Sol Radiante - Zapata * 6448.33 39.3428

* denotes a statistically significant difference.




Analysis of Variance for Etanol - Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 41.6408 1 41.6408 81.38 0.0000
B:Hacienda 414.73 6 69.1216 135.08 0.0000
INTERACTIONS

AB 374.505 6 62.4175 121.98 0.0000
RESIDUAL 14.3273 28 0.51169

TOTAL (CORRECTED) 845.203 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of Etanol into contributions due to various factors.
Since Type I sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each factor is

measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical

significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on Etanol at the 95.0% confidence level.




Table of Least Squares Means for Etanol with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 94.9771
Cepa
Italia 21 95.9729 0.156097 95.6531 96.2926
Quebranta 21 93.9814 0.156097 93.6617 94.3012
Hacienda
Calderon 6 99.2333 0.29203 98.6351 99.8315
Don Aguirre 6 97.4517 0.29203 96.8535 98.0499
Don Amadeo 6 97.105 0.29203 96.5068 97.7032
Emperatriz 6 94.8 0.29203 94.2018 95.3982
La Huaca 6 95.05 0.29203 94.4518 95.6482
Sol Radiante 6 89.6 0.29203 89.0018 90.1982
Zapata 6 91.6 0.29203 91.0018 92.1982
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 98.9 0.412993 98.054 99.746
Italia,Don Aguirre 3 95.8 0.412993 94.954 96.646
Italia,Don Amadeo 3 98.71 0.412993 97.864 99.556
Italia, Emperatriz 3 95.4 0.412993 94.554 96.246
Italia,La Huaca 3 96.8 0.412993 95.954 97.646
Italia,Sol Radiante 3 97.0 0.412993 96.154 97.846
Italia,Zapata 3 89.2 0.412993 88.354 90.046
Quebranta,Calderdn 3 99.5667 0.412993 98.7207 100.413
Quebranta,Don Aguirre 3 99.1033 0.412993 98.2574 99.9493
Quebranta,Don Amadeo 3 955 0.412993 94.654 96.346
Quebranta,Emperatriz 3 94.2 0.412993 93.354 95.046
Quebranta,La Huaca 3 93.3 0.412993 92.454 94.146
Quebranta,Sol Radiante 3 82.2 0.412993 81.354 83.046
Quebranta,Zapata 3 94.0 0.412993 93.154 94.846

The StatAdvisor

This table shows the mean Etanol for each level of the factors. It also shows the standard error of
each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns show 95.0%
confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals by selecting
Means Plot from the list of Graphical Options.




Multiple Range Tests for Etanol by Cepa

Method: 95.0 percent LSD

Cepa Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Quebranta 21 93.9814 0.156097 |X

Italia 21 95.9729 0.156097 | X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Italia - Quebranta * 1.99143 0.452195
* denotes a statistically significant difference.
Analysis of Variance for Etanol - Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Cepa 41.6408 1 41.6408 81.38 0.0000
B:Hacienda 414.73 6 69.1216 135.08 0.0000
INTERACTIONS

AB 374.505 6 62.4175 121.98 0.0000
RESIDUAL 14.3273 28 0.51169

TOTAL (CORRECTED) 845.203 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.




Table of Least Squares Means for Etanol with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 94.9771
Cepa
Italia 21 95.9729 0.156097 95.6531 96.2926
Quebranta 21 93.9814 0.156097 93.6617 94.3012
Hacienda
Calderon 6 99.2333 0.29203 98.6351 99.8315
Don Aguirre 6 97.4517 0.29203 96.8535 98.0499
Don Amadeo 6 97.105 0.29203 96.5068 97.7032
Emperatriz 6 94.8 0.29203 94.2018 95.3982
La Huaca 6 95.05 0.29203 94.4518 95.6482
Sol Radiante 6 89.6 0.29203 89.0018 90.1982
Zapata 6 91.6 0.29203 91.0018 92.1982
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 98.9 0.412993 98.054 99.746
Italia,Don Aguirre 3 95.8 0.412993 94.954 96.646
Italia,Don Amadeo 3 98.71 0.412993 97.864 99.556
Italia,Emperatriz 3 95.4 0.412993 94.554 96.246
Italia,La Huaca 3 96.8 0.412993 95.954 97.646
Italia,Sol Radiante 3 97.0 0.412993 96.154 97.846
Italia,Zapata 3 89.2 0.412993 88.354 90.046
Quebranta,Calderdn 3 99.5667 0.412993 98.7207 100.413
Quebranta,Don Aguirre 3 99.1033 0.412993 98.2574 99.9493
Quebranta,Don Amadeo 3 95.5 0.412993 94.654 96.346
Quebranta,Emperatriz 3 94.2 0.412993 93.354 95.046
Quebranta,La Huaca 3 93.3 0.412993 92.454 94.146
Quebranta,Sol Radiante 3 82.2 0.412993 81.354 83.046
Quebranta,Zapata 3 94.0 0.412993 93.154 94.846




Multiple Range Tests for Etanol by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Sol Radiante 6 89.6 0.29203 X

Zapata 6 91.6 0.29203 X

Emperatriz 6 94.8 0.29203 X

La Huaca 6 95.05 0.29203 X

Don Amadeo 6 97.105 0.29203 X

Don Aguirre 6 97.4517 0.29203 X

Calderon 6 99.2333 0.29203 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderdn - Don Aguirre * 1.78167 0.84598
Calderon - Don Amadeo * 2.12833 0.84598
Calderén - Emperatriz * 4.43333 0.84598
Calderon - La Huaca * 4.18333 0.84598
Calderdn - Sol Radiante * 9.63333 0.84598
Calderon - Zapata * 7.63333 0.84598
Don Aguirre - Don Amadeo 0.346667 0.84598
Don Aguirre - Emperatriz * 2.65167 0.84598
Don Aguirre - La Huaca * 2.40167 0.84598
Don Aguirre - Sol Radiante * 7.85167 0.84598
Don Aguirre - Zapata * 5.85167 0.84598
Don Amadeo - Emperatriz * 2.305 0.84598
Don Amadeo - La Huaca * 2.055 0.84598
Don Amadeo - Sol Radiante * 7.505 0.84598
Don Amadeo - Zapata * 5.505 0.84598
Emperatriz - La Huaca -0.25 0.84598
Emperatriz - Sol Radiante * 5.2 0.84598
Emperatriz - Zapata * 3.2 0.84598
La Huaca - Sol Radiante * 5.45 0.84598
La Huaca - Zapata * 3.45 0.84598
Sol Radiante - Zapata * -2.0 0.84598

* denotes a statistically significant difference.




The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 19 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 5
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

Analysis of Variance for Ethyl caprylate - Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Cepa 3621.43 1 3621.43 12.95 0.0012

B:Hacienda 1.22921E7 6 2.04869E6 7324.21 0.0000

INTERACTIONS

AB 4.67023E6 6 778371. 2782.74 0.0000
RESIDUAL 7832.0 28 279.714
TOTAL (CORRECTED) 1.69738E7 41

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variability of Ethyl caprylate into contributions due to various
factors. Since Type Ill sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. The P-values test the statistical
significance of each of the factors. Since 3 P-values are less than 0.05, these factors have a
statistically significant effect on Ethyl caprylate at the 95.0% confidence level.




Table of Least Squares Means for Ethyl caprylate with 95.0% Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 42 596.429
Cepa
Italia 21 587.143 3.64962 579.667 594.619
Quebranta 21 605.714 3.64962 598.238 613.19
Hacienda
Calderon 6 260.0 6.82781 246.014 273.986
Don Aguirre 6 150.0 6.82781 136.014 163.986
Don Amadeo 6 210.0 6.82781 196.014 223.986
Emperatriz 6 495.0 6.82781 481.014 508.986
La Huaca 6 835.0 6.82781 821.014 848.986
Sol Radiante 6 410.0 6.82781 396.014 423.986
Zapata 6 1815.0 6.82781 1801.01 1828.99
Cepa by Hacienda
Italia,Calderdn 3 410.0 9.65599 390.221 429.779
Italia,Don Aguirre 3 190.0 9.65599 170.221 209.779
Italia,Don Amadeo 3 60.0 9.65599 40.2206 79.7794
Italia, Emperatriz 3 720.0 9.65599 700.221 739.779
Italia,La Huaca 3 100.0 9.65599 80.2206 119.779
Italia,Sol Radiante 3 440.0 9.65599 420.221 459.779
Italia,Zapata 3 2190.0 9.65599 2170.22 2209.78
Quebranta,Calder6n 3 110.0 9.65599 90.2206 129.779
Quebranta,Don Aguirre 3 110.0 9.65599 90.2206 129.779
Quebranta,Don Amadeo 3 360.0 9.65599 340.221 379.779
Quebranta,Emperatriz 3 270.0 9.65599 250.221 289.779
Quebranta,La Huaca 3 1570.0 9.65599 1550.22 1589.78
Quebranta,Sol Radiante 3 380.0 9.65599 360.221 399.779
Quebranta,Zapata 3 1440.0 9.65599 1420.22 1459.78
The StatAdvisor

This table shows the mean Ethyl caprylate for each level of the factors. It also shows the standard
error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The rightmost two columns
show 95.0% confidence intervals for each of the means. You can display these means and intervals
by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.




ANEXO 3.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS VOLATILES

GAMMA TERPINENE Y MYRCENOL

Summary Statistics for GAMMA-TERPINENE

Cepa - Count | Average Standard Coeff. of Minimum | Maximum | Range
Hacienda deviation variation

Ital 3 40.0 458258 11.4564% 35.0 44.0 9.0
DonAmadeo

Ital La Huaca 3 70.0 2.0 2.85714% 68.0 72.0 4.0
Queb Sol Radia| 3 2180.0 59.808 2.74349% 2111.0 2217.0 | 106.0
Total 9 763.333 1063.0 139.258% 35.0 2217.0 |2182.0

Cepa - Hacienda Stnd. skewness | Stnd. kurtosis
Ital DonAmadeo -0.6613

Ital La Huaca 0

Queb Sol Radia -1.21512

Total 1.05275 -1.04166
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This table shows various statistics for Gamma-terpinene for each of the 3 levels of Cepa -
Hacienda. The one-way analysis of variance is primarily intended to compare the means of the
different levels, listed here under the Average column. Select Means Plot from the list of Graphical
Options to display the means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the

largest.

This may cause problems since the analysis of variance assumes that the standard

deviations at all levels are equal. Select Variance Check from the list of Tabular Options to run a
formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider transforming
the values of Gamma-terpinene to remove any dependence of the standard deviation on the mean.




ANOVA Table for Gamma-terpinene by Cepa - Hacienda

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 9.0326E6 2 4.5163E6 3761.49 0.0000
Within groups 7204.0 6 1200.67

Total (Corr.) 9.0398E6 8

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of Gamma-terpinene into two components: a between-
group component and a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 3761.49,
is a ratio of the between-group estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-
test is less than 0.05, there is a statistically significant difference between the mean Gamma-
terpinene from one level of Cepa - Hacienda to another at the 95.0% confidence level. To
determine which means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests
from the list of Tabular Options.

Table of Means for Gamma-terpinene by Cepa - Hacienda with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error
Cepa - Hacienda Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
Ital DonAmadeo 3 40.0 20.0056 5.38574 74.6143
Ital La Huaca 3 70.0 20.0056 35.3857 104.614
Queb Sol Radia 3 2180.0 20.0056 2145.39 2214.61
Total 9 763.333
The StatAdvisor

This table shows the mean Gamma-terpinene for each level of Cepa - Hacienda. It also shows the
standard error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The standard error is
formed by dividing the pooled standard deviation by the square root of the number of observations
at each level. The table also displays an interval around each mean. The intervals currently
displayed are based on Fisher's least significant difference (LSD) procedure. They are constructed
in such a way that if two means are the same, their intervals will overlap 95.0% of the time. You
can display the intervals graphically by selecting Means Plot from the list of Graphical Options.




Multiple Range Tests for Gamma-terpinene by Cepa - Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Cepa - Hacienda Count Mean Homogeneous Groups
Ital DonAmadeo 3 40.0
Ital La Huaca 3 70.0
Queb Sol Radia 3 2180.0
Contrast Sig. | Difference | +/- Limits
Ital DonAmadeo - Ital La -30.0 69.2285
Huaca

Ital DonAmadeo - Queb Sol * | -2140.0 | 69.2285
Radia

Ital La Huaca - Queb Sol * | -2110.0 | 69.2285
Radia

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 2 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level.

homogenous groups are identified using columns of X's.

significantly different when the actual difference equals 0.

At the top of the page, 2
Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means




Summary Statistics for MYRCENOL

Cepa - Hacienda Count | Average Standard Coeff. of | Minimum |Maximum [Range
deviation variation

Ital Calderon 3 70.0 3.0 4.28571% 67.0 73.0 6.0

Ital La Huaca 3 90.0 3.60555 4.00617% 87.0 94.0 7.0

Queb Sol Radia 3 90.0 4.3589 4.84322% 85.0 93.0 8.0

Total 9 |83.3333 10.5 12.6% 67.0 94.0 27.0

Cepa - Hacienda Stnd. skewness Stnd. kurtosis

Ital Calderon 0

Ital La Huaca 0.814636

Queb Sol Radia -1.15263

Total -0.820804 -0.873523
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This table shows various statistics for Myrcenol for each of the 3 levels of Cepa - Hacienda. The
one-way analysis of variance is primarily intended to compare the means of the different levels,
listed here under the Average column. Select Means Plot from the list of Graphical Options to
display the means graphically.

ANOVA Table for Myrcenol by Cepa — Hacienda

Source Sum of Squares  |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups 800.0 2 400.0 29.27 0.0008
Within groups 82.0 6 13.6667

Total (Corr.) 882.0 8

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of Myrcenol into two components: a between-group
component and a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 29.2683, is a
ratio of the between-group estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is
less than 0.05, there is a statistically significant difference between the mean Myrcenol from one
level of Cepa - Hacienda to another at the 95.0% confidence level. To determine which means are
significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular




Options.

Table of Means for Myrcenol by Cepa - Hacienda with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error
Cepa - Hacienda Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
Ital Calderon 3 70.0 2.13437 66.307 73.693
Ital La Huaca 3 90.0 2.13437 86.307 93.693
Queb Sol Radia 3 90.0 2.13437 86.307 93.693
Total 9 83.3333

Multiple Range Tests for Myrcenol by Cepa - Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Cepa - Hacienda Count Mean Homogeneous Groups
Ital Calderon 3 70.0 X
Queb Sol Radia 3 90.0 X
Ital La Huaca 3 90.0 X
Contrast Sig. | Difference | +/- Limits

Ital Calderon - Ital La * -20.0 7.38593
Huaca

Ital Calderon - Queb Sol * -20.0 7.38593
Radia

Ital La Huaca - Queb Sol 0 7.38593
Radia

* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 2 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 2
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.



ANEXO 3.3 ANALISIS ESTADISTICO DE VOLATILES EN PISCO ITALIA

Summary Statistics for Linalool

Hacienda Count | Average Standard Coeff. of Minimum | Maximum | Range
deviation variation

Calderon 3 250.0 4.0 1.6% 246.0 254.0 8.0

Don Aguirre | 3 800.0 10.1489 1.26861% 791.0 811.0 | 20.0

Don Amadeo| 3 250.0 18.5203 7.4081% 236.0 271.0 35.0

Emperatriz 3 570.0 14.7309 2.58437% 553.0 579.0 | 26.0

La Huaca 3 470.0 6.245 1.32872% 465.0 477.0 12.0

Sol Radiante 3 190.0 1.73205 0.911606% 188.0 191.0 3.0

Zapata 3 670.0 9.0 1.34328% 661.0 679.0 18.0

Total 21 |457.143 223.655 48.9246% 188.0 811.0 |[623.0

Hacienda Stnd. skewness | Stnd. kurtosis

Calderon 0

Don Aguirre 0.602708

Don Amadeo 1.03086

Emperatriz -1.2184

La Huaca 0.914531

Sol Radiante -1.22474

Zapata 0

Total 0.403433 -1.39264

The StatAdvisor

This table shows various statistics for Linalool for each of the 7 levels of Hacienda. The one-way
analysis of variance is primarily intended to compare the means of the different levels, listed here
under the Average column. Select Means Plot from the list of Graphical Options to display the
means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the
largest. This may cause problems since the analysis of variance assumes that the standard
deviations at all levels are equal. Select Variance Check from the list of Tabular Options to run a
formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider transforming
the values of Linalool to remove any dependence of the standard deviation on the mean.



ANOVA Table for Linalool by Hacienda

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 998829. 6 166471. 1452.99 0.0000
Within groups 1604.0 14 114,571

Total (Corr.) 1.00043E6 20

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of Linalool into two components: a between-group
component and a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 1452.99, is a
ratio of the between-group estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is
less than 0.05, there is a statistically significant difference between the mean Linalool from one
level of Hacienda to another at the 95.0% confidence level. To determine which means are
significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

Table of Means for Linalool by Hacienda with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error
Hacienda Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
Calderon 3 250.0 6.17984 240.628 259.372
Don Aguirre 3 800.0 6.17984 790.628 809.372
Don Amadeo 3 250.0 6.17984 240.628 259.372
Emperatriz 3 570.0 6.17984 560.628 579.372
La Huaca 3 470.0 6.17984 460.628 479.372
Sol Radiante 3 190.0 6.17984 180.628 199.372
Zapata 3 670.0 6.17984 660.628 679.372
Total 21 457.143
The StatAdvisor

This table shows the mean Linalool for each level of Hacienda. It also shows the standard error of
each mean, which is a measure of its sampling variability. The standard error is formed by
dividing the pooled standard deviation by the square root of the number of observations at each
level. The table also displays an interval around each mean. The intervals currently displayed are
based on Fisher's least significant difference (LSD) procedure. They are constructed in such a way
that if two means are the same, their intervals will overlap 95.0% of the time. You can display the
intervals graphically by selecting Means Plot from the list of Graphical Options. In the Multiple
Range Tests, these intervals are used to determine which means are significantly different from
which others.




Multiple Range Tests for Linalool by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count Mean Homogeneous Groups
Sol Radiante 3 190.0 X

Don Amadeo 3 250.0 X

Calderon 3 250.0 X

La Huaca 3 470.0 X

Emperatriz 3 570.0 X

Zapata 3 670.0 X

Don Aguirre 3 800.0 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderon - Don Aguirre * -550.0 18.7447
Calderon - Don Amadeo 0 18.7447
Calderon - Emperatriz * -320.0 18.7447
Calderon - La Huaca * -220.0 18.7447
Calderon - Sol Radiante * 60.0 18.7447
Calderon - Zapata * -420.0 18.7447
Don Aguirre - Don Amadeo * 550.0 18.7447
Don Aguirre - Emperatriz * 230.0 18.7447
Don Aguirre - La Huaca * 330.0 18.7447
Don Aguirre - Sol Radiante * 610.0 18.7447
Don Aguirre - Zapata * 130.0 18.7447
Don Amadeo - Emperatriz * -320.0 18.7447
Don Amadeo - La Huaca * -220.0 18.7447
Don Amadeo - Sol Radiante * 60.0 18.7447
Don Amadeo - Zapata * -420.0 18.7447
Emperatriz - La Huaca * 100.0 18.7447
Emperatriz - Sol Radiante * 380.0 18.7447
Emperatriz - Zapata * -100.0 18.7447
La Huaca - Sol Radiante * 280.0 18.7447
La Huaca - Zapata * -200.0 18.7447
Sol Radiante - Zapata * -480.0 18.7447

* denotes a statistically significant difference.




Summary Statistics for O-cymene

Hacienda Count | Average Standard Coeff. of Minimum | Maximum | Range
deviation variation

Calderon 3 350.0 2.64575 0.755929% 348.0 353.0 5.0

Don Aguirre | 3 160.0 2.64575 1.65359% 157.0 162.0 5.0

Don Amadeo| 3 10.0 1.0 10.0% 9.0 11.0 2.0

Emperatriz 3 100.0 4.3589 4.3589% 97.0 105.0 8.0

La Huaca 3 80.0 2.64575 3.30719% 77.0 82.0 5.0

Sol Radiante 3 140.0 3.60555 2.57539% 137.0 144.0 7.0

Zapata 3 140.0 6.08276 4.34483% 133.0 144.0 11.0

Total 21 140.0 99.9955 71.4254% 9.0 353.0 |344.0

Hacienda  |Stnd. skewness |Stnd. kurtosis

Calderon 1.03086

Don Aguirre -1.03086

Don 0

Amadeo

Emperatriz 1.15263

La Huaca -1.03086

Sol Radiante | 0.814636

Zapata -1.18761

Total 2.10709 0.978886

The StatAdvisor

This table shows various statistics for O-cymene for each of the 7 levels of Hacienda. The one-way
analysis of variance is primarily intended to compare the means of the different levels, listed here
under the Average column. Select Means Plot from the list of Graphical Options to display the
means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the

largest.

This may cause problems since the analysis of variance assumes that the standard

deviations at all levels are equal. Select Variance Check from the list of Tabular Options to run a
formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider transforming
the values of O-cymene to remove any dependence of the standard deviation on the mean.




ANOVA Table for O-cymene by Hacienda

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 199800. 6 33300.0 2561.54 0.0000
Within groups 182.0 14 13.0

Total (Corr.) 199982. 20

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of O-cymene into two components: a between-group
component and a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 2561.54, is a
ratio of the between-group estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is
less than 0.05, there is a statistically significant difference between the mean O-cymene from one
level of Hacienda to another at the 95.0% confidence level. To determine which means are
significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

Table of Means for O-cymene by Hacienda with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error
Hacienda Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
Calderon 3 350.0 2.08167 346.843 353.157
Don Aguirre 3 160.0 2.08167 156.843 163.157
Don Amadeo 3 10.0 2.08167 6.84295 13.157
Emperatriz 3 100.0 2.08167 96.843 103.157
La Huaca 3 80.0 2.08167 76.843 83.157
Sol Radiante 3 140.0 2.08167 136.843 143.157
Zapata 3 140.0 2.08167 136.843 143.157
Total 21 140.0
The StatAdvisor

This table shows the mean O-cymene for each level of Hacienda. It also shows the standard error
of each mean, which is a measure of its sampling variability. The standard error is formed by
dividing the pooled standard deviation by the square root of the number of observations at each
level. The table also displays an interval around each mean. The intervals currently displayed are
based on Fisher's least significant difference (LSD) procedure. They are constructed in such a way
that if two means are the same, their intervals will overlap 95.0% of the time. You can display the
intervals graphically by selecting Means Plot from the list of Graphical Options. In the Multiple
Range Tests, these intervals are used to determine which means are significantly different from
which others.




Multiple Range Tests for O-cymene by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count Mean Homogeneous Groups
Don Amadeo 3 10.0 X

La Huaca 3 80.0 X

Emperatriz 3 100.0 X

Sol Radiante 3 140.0 X

Zapata 3 140.0 X

Don Aguirre 3 160.0 X

Calderon 3 350.0 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderon - Don Aguirre * 190.0 6.31409
Calderon - Don Amadeo * 340.0 6.31409
Calderon - Emperatriz * 250.0 6.31409
Calderon - La Huaca * 270.0 6.31409
Calderon - Sol Radiante * 210.0 6.31409
Calderon - Zapata * 210.0 6.31409
Don Aguirre - Don Amadeo * 150.0 6.31409
Don Aguirre - Emperatriz * 60.0 6.31409
Don Aguirre - La Huaca * 80.0 6.31409
Don Aguirre - Sol Radiante * 20.0 6.31409
Don Aguirre - Zapata * 20.0 6.31409
Don Amadeo - Emperatriz * -90.0 6.31409
Don Amadeo - La Huaca * -70.0 6.31409
Don Amadeo - Sol Radiante * -130.0 6.31409
Don Amadeo - Zapata * -130.0 6.31409
Emperatriz - La Huaca * 20.0 6.31409
Emperatriz - Sol Radiante * -40.0 6.31409
Emperatriz - Zapata * -40.0 6.31409
La Huaca - Sol Radiante * -60.0 6.31409
La Huaca - Zapata * -60.0 6.31409
Sol Radiante - Zapata 0 6.31409

* denotes a statistically significant difference.




The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 20 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 6
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means

significantly different when the actual difference equals 0.

Summary Statistics for Nerol

Hacienda Count | Average Standard Coeff. of Minimum | Maximum | Range
deviation variation

Calderon 3 50.0 6.55744 13.1149% 43.0 56.0 13.0

Don Aguirre 3 70.0 1.73205 2.47436% 68.0 71.0 3.0

Don Amadeo| 3 30.0 5.2915 17.6383% 26.0 36.0 10.0

Emperatriz 3 50.0 5.56776 11.1355% 44.0 55.0 11.0

La Huaca 3 [73.3333 4.72582 6.44429% 68.0 77.0 9.0

Sol Radiante 3 60.0 4.3589 7.26483% 57.0 65.0 8.0

Zapata 3 40.0 2.64575 6.61438% 38.0 43.0 5.0

Total 21 |53.3333 15.3406 28.7636% 26.0 77.0 51.0

Hacienda Stnd. skewness | Stnd. kurtosis

Calderon -0.473963

Don Aguirre -1.22474

Don Amadeo 1.03086

Emperatriz -0.553065

La Huaca -0.982621

Sol Radiante 1.15263

Zapata 1.03086

Total -0.256438 -0.967434




The StatAdvisor

This table shows various statistics for Nerol for each of the 7 levels of Hacienda. The one-way
analysis of variance is primarily intended to compare the means of the different levels, listed here
under the Average column. Select Means Plot from the list of Graphical Options to display the
means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the
largest. This may cause problems since the analysis of variance assumes that the standard
deviations at all levels are equal. Select Variance Check from the list of Tabular Options to run a
formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider transforming
the values of Nerol to remove any dependence of the standard deviation on the mean.

ANOVA Table for Nerol by Hacienda

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 4400.0 6 733.333 33.48 0.0000
Within groups 306.667 14 21.9048

Total (Corr.) 4706.67 20

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of Nerol into two components: a between-group
component and a within-group component. The F-ratio, which in this case equals 33.4783, is a
ratio of the between-group estimate to the within-group estimate. Since the P-value of the F-test is
less than 0.05, there is a statistically significant difference between the mean Nerol from one level
of Hacienda to another at the 95.0% confidence level. To determine which means are significantly
different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular Options.




Table of Means for Nerol by Hacienda with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error
Hacienda Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
Calderon 3 50.0 2.70214 45.9019 54.0981
Don Aguirre 3 70.0 2.70214 65.9019 74.0981
Don Amadeo 3 30.0 2.70214 25.9019 34.0981
Emperatriz 3 50.0 2.70214 45.9019 54.0981
La Huaca 3 73.3333 2.70214 69.2353 77.4314
Sol Radiante 3 60.0 2.70214 55.9019 64.0981
Zapata 3 40.0 2.70214 35.9019 44,0981
Total 21 53.3333
Multiple Range Tests for Nerol by Hacienda
Method: 95.0 percent LSD
Hacienda Count Mean Homogeneous Groups
Don Amadeo 3 30.0 X
Zapata 3 40.0
Emperatriz 3 50.0
Calderon 3 50.0
Sol Radiante 3 60.0
Don Aguirre 3 70.0
La Huaca 3 73.3333
Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderon - Don Aguirre * -20.0 8.19613
Calderon - Don Amadeo * 20.0 8.19613
Calderon - Emperatriz 0 8.19613
Calderon - La Huaca * -23.3333 8.19613
Calderon - Sol Radiante * -10.0 8.19613
Calderon - Zapata * 10.0 8.19613
Don Aguirre - Don Amadeo * 40.0 8.19613




Don Aguirre - Emperatriz * 20.0 8.19613
Don Aguirre - La Huaca -3.33333 8.19613
Don Aguirre - Sol Radiante * 10.0 8.19613
Don Aguirre - Zapata * 30.0 8.19613
Don Amadeo - Emperatriz * -20.0 8.19613
Don Amadeo - La Huaca * -43.3333 8.19613
Don Amadeo - Sol Radiante * -30.0 8.19613
Don Amadeo - Zapata * -10.0 8.19613
Emperatriz - La Huaca * -23.3333 8.19613
Emperatriz - Sol Radiante * -10.0 8.19613
Emperatriz - Zapata * 10.0 8.19613
La Huaca - Sol Radiante * 13.3333 8.19613
La Huaca - Zapata * 33.3333 8.19613
Sol Radiante - Zapata * 20.0 8.19613

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly
different from which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between
each pair of means. An asterisk has been placed next to 19 pairs, indicating that these pairs show
statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of the page, 5
homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences.
The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5.0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.




ANEXO 4.4 ANALISIS ESTADISTICO VOLATIL EN PISCO QUEBRANTA
(ALCOHOL SUPERIOR - ALCOHOL FENILETILICO)

Summary Statistics for Phenyl Ethyl Alcohol

Hacienda Count | Average Standard Coeff. of Minimum | Maximum | Range
deviation variation

Calderon 3 180.0 7.93725 4.40959% 174.0 189.0 15.0

Don Aguirre | 3 220.0 12.1244 5.51107% 209.0 233.0 | 24.0

Don Amadeo| 3 240.0 13.0767 5.44862% 231.0 255.0 | 24.0

Emperatriz 3 280.0 13.4536 4.80487% 265.0 291.0 | 26.0

La Huaca 3 100.0 7.93725 7.93725% 91.0 106.0 | 15.0

Sol Radiante | 3 120.0 3.60555 3.00463% 117.0 124.0 7.0

Zapata 3 120.0 6.08276 5.06897% 116.0 127.0 11.0

Total 21 180.0 66.2382 36.799% 91.0 291.0 |200.0

Hacienda Stnd. skewness | Stnd. kurtosis

Calderon 1.03086

Don Aguirre 0.510608

Don Amadeo 1.15263

Emperatriz -0.862429

La Huaca -1.03086

Sol Radiante 0.814636

Zapata 1.18761

Total 0.415087 -1.35775

The StatAdvisor

This table shows various statistics for Phenyl Ethyl Alcohol for each of the 7 levels of Hacienda.
The one-way analysis of variance is primarily intended to compare the means of the different
levels, listed here under the Average column. Select Means Plot from the list of Graphical Options
to display the means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the
largest. This may cause problems since the analysis of variance assumes that the standard
deviations at all levels are equal. Select Variance Check from the list of Tabular Options to run a
formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider transforming
the values of Phenyl Ethyl Alcohol to remove any dependence of the standard deviation on the
mean.



ANOVA Table for Phenyl Ethyl Alcohol by Hacienda

Source Sum of Squares | Df | Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 86400.0 6 14400.0 149.33 0.0000
Within groups 1350.0 14 96.4286

Total (Corr.) 87750.0 20

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of Phenyl Ethyl Alcohol into two components: a
between-group component and a within-group component. The F-ratio, which in this case equals
149.333, is a ratio of the between-group estimate to the within-group estimate. Since the P-value
of the F-test is less than 0.05, there is a statistically significant difference between the mean Phenyl
Ethyl Alcohol from one level of Hacienda to another at the 95.0% confidence level. To determine
which means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the
list of Tabular Options.

Table of Means for Phenyl Ethyl Alcohol by Hacienda with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error
Hacienda Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
Calderon 3 180.0 5.66947 171.402 188.598
Don Aguirre 3 220.0 5.66947 211.402 228.598
Don Amadeo 3 240.0 5.66947 231.402 248.598
Emperatriz 3 280.0 5.66947 271.402 288.598
La Huaca 3 100.0 5.66947 91.4017 108.598
Sol Radiante 3 120.0 5.66947 111.402 128.598
Zapata 3 120.0 5.66947 111.402 128.598
Total 21 180.0
The StatAdvisor

This table shows the mean Phenyl Ethyl Alcohol for each level of Hacienda. It also shows the
standard error of each mean, which is a measure of its sampling variability. The standard error is
formed by dividing the pooled standard deviation by the square root of the number of observations
at each level. The table also displays an interval around each mean. The intervals currently
displayed are based on Fisher's least significant difference (LSD) procedure. You can display the
intervals graphically by selecting Means Plot from the list of Graphical Options. In the Multiple
Range Tests, these intervals are used to determine which means are significantly different from
which others.




Multiple Range Tests for Phenyl Ethyl Alcohol by Hacienda

Method: 95.0 percent LSD

Hacienda Count Mean Homogeneous Groups
La Huaca 3 100.0 X

Zapata 3 120.0 X

Sol Radiante 3 120.0 X

Calderon 3 180.0 X

Don Aguirre 3 220.0 X

Don Amadeo 3 240.0 X

Emperatriz 3 280.0 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
Calderon - Don Aguirre * -40.0 17.1966
Calderon - Don Amadeo * -60.0 17.1966
Calderon - Emperatriz * -100.0 17.1966
Calderon - La Huaca * 80.0 17.1966
Calderon - Sol Radiante * 60.0 17.1966
Calderon - Zapata * 60.0 17.1966
Don Aguirre - Don Amadeo * -20.0 17.1966
Don Aguirre - Emperatriz * -60.0 17.1966
Don Aguirre - La Huaca * 120.0 17.1966
Don Aguirre - Sol Radiante * 100.0 17.1966
Don Aguirre - Zapata * 100.0 17.1966
Don Amadeo - Emperatriz * -40.0 17.1966
Don Amadeo - La Huaca * 140.0 17.1966
Don Amadeo - Sol Radiante * 120.0 17.1966
Don Amadeo - Zapata * 120.0 17.1966
Emperatriz - La Huaca * 180.0 17.1966
Emperatriz - Sol Radiante * 160.0 17.1966
Emperatriz - Zapata * 160.0 17.1966
La Huaca - Sol Radiante * -20.0 17.1966
La Huaca - Zapata * -20.0 17.1966
Sol Radiante - Zapata 0 17.1966

* denotes a statistically significant difference.




