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RESUMEN

La presente investigacion tiene el proposito de evaluar la factibilidad de
emplear inyeccion directa de ozono (Os) en el vino de frutas elaborado a
partir de un mosto combinado de manzana (Pyrus malus |.), pera (Pyrus
communis I.) 'y uva (Vitis vinifera) como un método alternativo de
pasteurizacion. Para esto, se plante6 un disefio experimental A x B, con el
factor A (concentracion de Os) a 1.0, 1.5y 3,0 mg/L y el factor B (tiempo
de inyeccion de Oz) a 1, 3 y 5 minutos. Los parametros evaluados fueron
la cinética de consumo de Os, la concentracion de Os residual, las UFC/ml
de mohos y levaduras del vino pasteurizado y ozonificado. Se efectud la
caracterizacion bromatoldgica del mejor tratamiento ozonificado, su perfil
cromatografico de alcoholes y su calidad organoléptica. ElI mejor
tratamiento en base a los resultados microbiolégicos fue el tratamiento
az2bl que corresponde a una concentracion de 1,5 mg/L de Oz inyectado
al vino de frutas durante 1 minuto, que reduce el 99.9 % de la carga
microbioldgica del vino de frutas, que comparado con el método tradicional
de pasteurizacion mediante intercambio de calor (80 °C durante 9
segundos) presenta un aumento en la eficiencia del 20 % al emplear
ozono. En relacion al analisis bromatolégico se observo que el efecto de
la molécula de Oz no influye sobre los pardmetros analizados, lo que
corrobora la teoria de accion del ozono que Unicamente actia degradando
los microorganismos, sin afectar a los demas componentes quimicos del
vino de frutas. La curva del perfil cromatogréfico de los alcoholes del vino
de frutas mostré una estabilidad de los intervalos entre los alcoholes
analizados, lo que demuestra que la aplicacién de ozono al vino de frutas
no afecta a los componentes estructurales del vino y potencialmente
podria mejorar la estabilidad del producto en el tiempo. Con respecto a la
calidad organoléptica, el grupo de catadores semi entrenados no
distinguieron entre las combinaciones de la prueba triangular aplicada, la
muestra de vino de frutas sometida a inyeccion directa de ozono. En
conclusion, el ozono no produce cambios que sean significativos ni
perceptibles en el producto final, sustentando la factibilidad del empleo de
la ozonizacién como un método alternativo de pasteurizacién de vino de
frutas.

Palabras claves: Vino, frutas, pasteurizacion, ozonizacion.
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ABSTRACT

This research aims to evaluate the feasibility of using direct injection of
ozone (O3) in the fruit wine made from a combined apple juice (Pyrus
malus I.), pear (Pyrus communis |.) and grape (Vitis vinifera) as an
alternative method of pasteurization. For this, it raised an experimental
design A x B, with factor A (concentration of O3) 1.0, 1.5 and 3.0 mg/L and
factor B (injection time Ogz) at 1, 3 and 5 minutes. The parameters
evaluated were the Kkinetics of consumption of Os, the residual
concentration of Oz, the CFU/ml of molds and yeasts in pasteurized wine
and ozonized wine. It was performed the bromatological characterization
of ozonized best treatment, chromatographic profile of alcohol and its
organoleptic quality. The best treatment based on microbiological results
was the a2b1l treatment which corresponds to a concentration of 1.5 mg/L
Os injected into fruit wine for 1 minute, reducing the microbiological load in
99.9 % of wine fruits, which compared to traditional pasteurization method
by heat exchange (80 ° C for 9 seconds) has an increase in efficiency of
20 % when using ozone. Regarding the compositional analysis, it was
observed that the effect of the Oz molecule does not influence the analyzed
parameters, which supports the theory of action of ozone that only acts
degrading microorganisms, without affecting other chemical components
of the fruit wine. The curve of the chromatographic profile of alcohols of
fruit wine showed a stability of the intervals between the analyzed alcohols,
which shows that the application of ozone fruit wine does not affect the
structural components of wine and could potentially improve product
stability in the time. With regard to the organoleptic quality, the group of
semi-trained tasters did not distinguish between combinations of the
triangular test applied. In conclusion, the ozone does not produce
significant or perceptible changes in the final product, supporting the
feasibility of ozonation as an alternative method of pasteurization of fruit
wine.

Keywords: Wine, fruit, pasteurization, ozonation.
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INTRODUCCION

En el proceso de elaboracion de vino de frutas, una operacion importante
es la estabilizacion bioldgica del producto mediante la pasteurizacion con el
propoésito de garantizar su vida util. El presente trabajo de investigacion
plantea el uso de inyeccion directa de ozono como un método alternativo de
pasteurizacion de vinos de frutas, es decir, sustituir el o los procesos
tradicionales de intercambio de calor o de uso de sustancias quimicas
(inhibidores microbiologicos), aprovechando las caracteristicas oxidantes de

las moléculas de ozono (O3).

Histéricamente, desde la década de los 70 del siglo pasado, el Os se
ha empleado para la desinfeccion y potabilizacion de agua, y potencialmente
es una de las sustancias con mejor desempefio para el aseguramiento de la
calidad e inocuidad de alimentos. Es conocido que después de su accién
sobre la materia organica, la molécula de O3z inicia un proceso de
descomposicion hasta Oz, caracteristica que lo hace Unico y completamente
aprovechable, garantizando que no se encuentren trazas o subproductos
luego de su accion y que el tiempo de residencia posterior a su aplicacién
favorezca a la estabilidad en el tiempo de los productos tratados por este

método. (Robertson, 2013)

A partir de 1997, el O3 es considerado por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) como
una sustancia Generalmente Reconocida como Segura (GRAS) y desde 2011
autorizado su uso en el proceso de conservacion y manipulacion de alimentos
como un aditivo que puede ser empleado directa o indirectamente en dichas
operaciones partiendo del principio de aseguramiento de la calidad de los

productos alimenticios. (FDA, 2011)



En la industria vinicola, una operacion importante dentro de los procesos,
es el de someter al producto a condiciones determinadas con el objetivo de
detener la fermentacion producida por las levaduras, ya sea empleando
métodos fisicos 0 quimicos, pero que potencialmente afectan las
caracteristicas sensoriales del mismo. Por lo tanto, se plantea el uso de Os
como una alternativa viable, ya que el mecanismo de accién del O3 genera
cambios en la permeabilidad celular de los microorganismos, seguido de una
lisis celular sin alterar las caracteristicas organolépticas del vino de frutas, una
diferencia marcada con otros métodos tradicionales. Por tanto, la presente
investigacion pretende presentar a la industria vinicola una nueva alternativa

de pasteurizacion dentro de las operaciones de los procesos de produccion.



CAPITULO I. EL PROBLEMA

1.1 Tema

EVALUACION DE UN METODO ALTERNATIVO DE PASTEURIZACION
POR INYECCION DIRECTA DE OZONO EN VINO DE FRUTAS
ELABORADO A PARTIR DE UN MOSTO COMBINADO DE MANZANA
(Pyrus malus L.), PERA (Pyrus communis L.) Y UVA (Vitis vinifera).

1.2 Justificacion

Tradicionalmente, la industria comercial de procesamiento de alimentos
se basa en numerosas modalidades para esterilizar y conservar los
alimentos. Estos incluyen la pasteurizacion por calor y el uso de aditivos
quimicos, tales como benzoato de sodio y sorbato de potasio, para
prevenir el deterioro y extender la vida util de los alimentos procesados.
No obstante, la necesidad de aumentar la seguridad de los alimentos,
unida a la demanda de los consumidores de alimentos para que éstos sean
mas “naturales”, mas “frescos”, con menor tratamiento tecnologico, mejor
calidad nutricional y con una vida utl relativamente larga esté
determinando que se modifique la forma de aplicar algunas de las técnicas
de conservacion tradicionales y que progresivamente surjan nuevas

tecnologias. (Alonso, 2010)

Desde el punto de vista empresarial, la busqueda de nuevas técnicas
de procesamiento de los alimentos esta ligada directamente con el objetivo
de mejorar el desempeiio de los procesos, al ser mas productivos y
eficientes, abaratando costos, lo que conlleva a que los consumidores
puedan acceder a productos de diversas gamas, seguros, cuidando la
calidad y respondiendo a sus necesidades, asi como también a la

inocuidad del producto, sin dejar de lado la estabilidad en el tiempo.



En el campo de la biotecnologia alimentaria se destaca la industria de
produccion de bebidas alcohdlicas, en la que se pueden distinguir bebidas
alcohdlicas destiladas, generalmente a partir de un producto de
fermentacion y con volumenes de alcohol que incluso superan el 40 %
(VOL.) y las producidas por fermentacion alcohdlica (vino, cerveza,
hidromiel, sake), cuyo contenido de alcohol no supera el 20 % (VOL.).
Cabe sefalar que en el proceso basico de elaboraciéon de un vino se
mencionan las operaciones pre-fermentativas, la fermentacion alcohdlica
y las operaciones pos-fermentativas. Entre las operaciones pos-
fermentativas se destaca la pasterizacion con el proposito de obtener un
vino final definido y estable. La pasteurizacion tiene por objetivo detener la
actividad de las levaduras y eliminar potenciales microorganismos
presentes. Su aplicacién puede variar de acuerdo a la necesidad y
disponibilidad de equipos y maquinarias dentro de la industria, pudiendo
ser lenta o rapida, y ademas de las caracteristicas finales que se requieran
conseguir en el producto final, luego un vino estable microbioldgicamente
significa estar protegido frente al desarrollo de microorganismos. (Garcia,
2014)

Es importante mencionar que, la pasteurizacién convencional del vino
empleando choques térmicos o inhibidores quimicos de crecimiento
fungico, como por ejemplo el anhidrido sulfuroso y sus sales; cumplen con
el objetivo de inhibir la actividad microbiana que causa un deterioro de las
caracteristicas organolépticas del producto final. Aqui la necesidad de
buscar un método alternativo, mas eficiente, que cumpla con el objetivo
microbiologico y otorgue caracteristicas adicionales, junto con un valor
agregado como el aumento del tiempo de vida util o la mejora de las

propiedades organolépticas percibidas por el consumidor.

En el marco del empleo de desinfectantes quimicos en la produccion de
alimentos, el ozono es el segundo mayor oxidante y el desinfectante mas
potente que se conoce, propiciando un excelente control microbiologico

debido a la gran capacidad destructora (oxidante) y por la rapidez en que



se disgrega su tercer atomo, por lo que puede ser empleado con absoluta
seguridad. (Hoigné, 1998)

La ozonacion es una tecnologia bien establecida en el tratamiento de
agua potable y en la esterilizacion de ambientes, pero no en el tratamiento
de otros fluidos, de alli la importancia de este estudio con el fin de
determinar la factibilidad del empleo de o0zono como método alternativo a
la pasteurizacion en vinos de fruta obtenidos por fermentacion natural,
partiendo del principio quimico activo del Oz. Ademas, el ozono luego de
su aplicacion sufre un proceso de conversion en oxigeno, sin dejar ningun
residuo quimico perjudicial ni afectar las caracteristicas organolépticas del
producto, pero que garantizaria la inocuidad final del mismo. (Robertson,

2013)

En adicion a las razones expuestas anteriormente sobre la busqueda
de una nueva alternativa a los tratamientos convencionales de
pasterizacion y al uso del ozono como un método innovador de
desinfeccion, la presente investigacion esta promovida por la necesidad de
Industrias Licoreras Asociadas S.A. (ILA S.A.) por mejorar sus procesos
de produccion para la optimizacion de recursos y con el enfoque de
siempre brindar a los consumidores productos de calidad, seguros e
inocuos, como lo ha venido desarrollando a través de los 54 afios de
presencia en el mercado local y nacional. ILA S.A. empresa Ambatefia,
mentalizadora del desarrollo local y del fomento productivo, pionera en la
zona centro en la elaboracion de bebidas alcohdlicas, lider a través de los
afos, impulsadora de la innovacién de sus procesos y consciente de la
sinergia que debe existir entre la industria y la academia, busca mediante
la investigacion, como la que pretende el presente trabajo de titulacion,
obtener resultados que puedan ser reproducidos y aplicados en sus

procesos productivos.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

0 Mejorar la estabilidad biolégica del vino de frutas obtenido por
fermentacion natural a partir de un mosto combinado de manzana
(Pyrus malus L.), pera (Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera),

mediante la inyeccion directa de ozono.

1.3.2 Objetivos especificos

0 Analizar el efecto oxidativo e inhibidor del ozono sobre el
crecimiento de mohos y levaduras en el vino de frutas.

o Determinar la concentracion Optima de ozono para asegurar la
estabilidad microbiologica del vino de frutas.

o Evaluar las caracteristicas bromatoldgicas, organolépticas vy
cromatograficas del vino de frutas tratado por inyeccién directa de

0zono como parametros de calidad.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

En el Departamento de Quimica — Fisica Aplicada de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Autébnoma de Madrid, se desarroll6 una
investigacion sobre el efecto de los polifenoles en el crecimiento y
metabolismo de bacterias lacticas del vino como alternativa al empleo de
los sulfitos durante la vinificacion, lo cual muestra el interés por el
desarrollo de métodos alternativos de pasteurizacion en los procesos
vinicolas, ya que como se asevera, la diversificacion de los métodos es
uno de los pasos fundamentales en el desarrollo de productos y procesos.
Como resultado de esta investigacion se pudo demostrar que los
polifenoles actuan directamente sobre el metabolismo de las bacterias
lacticas que en el vino acarrean consecuencias graves como es el
deterioro de las caracteristicas organolépticas del producto final y afectan
directamente a la estabilidad biol6gica del producto. (Garcia, 2012)

Con respecto al empleo de ozono, en la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Antenor Orrego de Peru, se plante6 el estudio del efecto
del tiempo de exposicién al 0zono gaseoso y tiempo de almacenamiento
sobre las caracteristicas fisicoquimicas, microbioloégicas y aceptabilidad
general en fresas (Fragaria vesca l.), empleando al ozono como método
de conservacion de minimo proceso bajo atmosferas modificadas. Esta
investigacion demostré la eficiencia del empleo de O3z al reducir en un 82
% la presencia de Botrytis cinerea en las capas superficiales de la fruta,
producto de lo cual las caracteristicas microbiologicas, fisicoquimicas y
organolépticas mejoraron, aumentando el tiempo de vida de la fruta sin

afectar su calidad nutricional. (Vite, 2015)

Dentro de esta linea, Springer Science publicO un trabajo de
investigacion en el cual se estudio la factibilidad del empleo de ozono como

método de conservacion de frutas y vegetales cortados y frescos, en los



procesos de poscosecha para controlar posibles microorganismos que
afectan la vida util de frutas y vegetales. Esta investigacion arrojo como
resultado que el empleo de agua potabilizada mediante O3 con una dosis
de 1 mg/L en los procesos de lavado de frutas y vegetales cortados
previene la contaminacion cruzada y aumentan la estabilidad
microbioldgica del producto hasta su operacion de empaque y distribucion,
lo que por ende mejora su tiempo de vida Util sin afectar sus propiedades
nutricionales y previene posibles contaminaciones en la cadena de
distribucion. (Miller & Silva, 2013)

El empleo de ozono dentro de la industria vinicola ha estado limitado al
estudio de los efectos sobre los materiales y equipos que se usan dentro
del proceso en si; asi en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile se plante6 el estudio de los efectos del uso de ozono
en barricas de roble para el control de Brettanomyces spp., con el objetivo
de controlar la poblacion de microorganismos perjudiciales que afectan el
proceso de fermentacion en los recipientes en los que se desarrolla esta
operacion. Esta investigacion determin6 que efecto de la aplicacion de Os
gaseoso en el interior de las barricas de roble tuvo una eficiencia del 97 %
en el control de Brettanomyces spp, conllevando a que no existan
problemas de deterioro del producto durante las etapas fermentativas e
incluso mejorando y brindando mayor estabilidad al proceso. Esto
demuestra, como efectivamente se asevera, la busqueda de alternativas
para el uso de ozono dentro de la industria de alimentos, y no solamente

como método para la purificacién de agua. (Colil, 2013)

En la Facultad de Ingenieria en Mecanica y Ciencias de la Produccién
de la Escuela Superior Politécnica del Litoral se plante6 la determinacion
de la cinética de inactivacion de la Escherichia Coli con ozono para el
tratamiento de efluentes y aguas negras, basandose en el poder
sanitizante y bactericida del ozono. Se demostré una eficiencia del 98 %
en la reduccién de la poblacion microbiologica del patégeno al aplicar una

dosis de 5 mg/L de ozono durante 3 minutos, permitiendo que los efluentes



y agua negras tratadas sean devueltas a las fuentes naturales de acuerdo
a lo que establece el Libro V de la Legislacion Ambiental en materia de
control y prevencion de la contaminacion de fuentes de agua dulce.
(Villacis, 2006).

Esta investigacion demuestra la efectividad del uso de Oz y que, en
conjunto con los demas antecedentes presentados, respaldan el presente

trabajo.

2.1.1 Desarrollo historico del vino

Los origenes del vino se remontan a la antigiedad, en torno a los afios
6.000 - 5000 a.C. Existen indicios del cultivo de la especie salvaje Vitis
vinifera sylvestris y de la obtencion de bebidas a partir de uva y otras
combinaciones de frutos nativos de esa época. Actualmente, la
manufactura de vinos de frutas distintas a la uva es muy popular en
muchos paises donde las condiciones climaticas impiden el desarrollo de
la vitivinicultura. El vino de fruta es una bebida obtenida a partir de
fermentacion alcohdlica del zumo de frutas diferentes a la uva tradicional.
Si bien el método de elaboracién es semejante al del vino, no lo es en
sentido estricto. (Dubourdieu, 2006)

Los romanos heredaron la aficién al vino de los griegos, gracias a las
vifias plantadas por los etruscos. Los chinos fueron conocedores en al arte
de fermentar mostos de la uva y los primeros en reglamentarlo. Durante la
edad media la elaboracién del vino fue una importante tarea en los
monasterios. Cada uno poseia su propio vifiedo, de donde se extraian los
vinos litdrgicos, de tal modo que los monjes medievales pueden
considerarse precursores de la moderna viticultura, cultivo de uva,

vinicultura y fabricacion del vino. (Hampson, 2000)

Otros historiadores del vino sefialan que hace poco mas de cinco

milenios, en algun punto riberefio del Mar Negro, fue donde por primera



vez, en forma accidental, comenzaron a elaborar vino, al producirse la
fermentacion espontanea del jugo fresco de uvas contenidas en vasijas 0
anforas, en las cuales era almacenados para ser consumidos como frutos
frescos lo que da cuenta de la amplia tradicién vinicola ligada al desarrollo
de la cavilacioén a lo largo de la historia. (Barbado, 2005)

Actualmente, la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino
(2015) define los vinos de frutas como una bebida alcohodlica obtenida por
la fermentacion parcial o completa de jugos de frutas frescos, jugo
concentrado o reconstituido; macerado de pulpa con la adicion de agua,
azucar o miel. Segun la estimacién de esta organizacion, la produccion
mundial de vino de frutas en 2014, se situdé en 252 millones de hectolitros
(hl), 15 millones menos que en el afio anterior. El primer pais productor de
vino y vino de frutas fue Francia, con 41,4 millones de hl, seguido por Italia
con 40,1 millones de hl y Espafia con 30,4 millones de hl. Con menor
volumen, la produccion crecid en Portugal, Grecia y disminuyd en

Alemania.

Con respecto a nuestro pais, el Instituto de Promocion de
Exportaciones e Inversiones (2015) sefiala que aunque Ecuador no es
un pais con tradicién en el consumo de vino de frutas, el crecimiento
promedio de mas del 178% en las importaciones de este producto en los
ultimos 10 afios refleja un aumento en el gusto por esta bebida; y en
términos de indices econdmicos significan al menos $11 millones de
dolares que importa el pais de este producto, abriendo amplios mercados
para la produccion nacional y la tecnificacion de los procesos con el
enfoque del desarrollo de la matriz productiva y considerando el

incremento de tasas arancelarias a este producto.

Pese a que Ecuador no tiene una tradicion vinicola arraigada como en
otros paises de la region, la produccion de vinos podria ser una de las
alternativas para hacer méas sostenible el cultivo de frutas tipicas del

Ecuador, ya que hoy en dia muchas de estas frutas casi ni se cultivan

10



debido a la perdida de interés y demanda del mercado. En la actualidad,
esfuerzos ciertamente aislados pretenden lograr productos de alta calidad
a partir de frutas propias del pais, industrializdndolas y haciéndolas
atractivas a los consumidores cada vez mas exigentes, quienes se ven
obligados a consumir productos importados ya que la industria local no es

capaz de responder adecuadamente a sus necesidades.

En la industria vinicola, variedades especificas de fruta como materia
prima, cepas determinadas de levadura con mayor poder de fermentacion,
equipos industriales con sistemas de control de operaciones, aditivos que
ayudan a mejorar los niveles de conservacibn o caracteristicas
organolépticas, entre otras, son las herramientas que permiten hoy en dia
lograr productos de gran aceptacion comercial. Al trabajar con vinos de
frutas el reto tecnoldgico es, lograr transformar las materias primas
autéctonas y lograr un producto de 6ptima calidad y con valor agregado.
Estas transformaciones estan dirigidas a asegurar tres aspectos
fundamentales: la viabilidad del proceso al emplear materias primas
innovadoras, la optimizacién organoléptica con el fin de resaltar los
sabores tradicionales y la rentabilidad en la bulsqueda de ingresos
econdmicos. (Kilcast, 2014)

2.1.2 Accidn de las levaduras en los procesos vinicolas

Segun Kenneth (2011), un vino de frutas se obtiene por la fermentacion
de los azlcares contenidos en el mosto que se transforman en alcohol,
principalmente, junto con otros compuestos organicos. Este complejo
proceso se lleva a cabo por la mediacion de las levaduras que al quedarse
sin aire van metabolizando los azucares en alcohol y gas carbdnico, como
se muestra en la reaccion quimica:

Cs HizOs  enzimas CHiCOCOOH enzimas CHi CHO +C0:

Glucosa  Glucdlisis  Ac. Pirdvico  carboxilasa  Acetaldehido

CH=CHO  Enzima deshidrogenasa C; Hg OH

Acetaldehido +Hs Alcohol etilico
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Las levaduras son cuerpos unicelulares (generalmente de forma
esférica) de un tamafo que ronda los 2 a 4 ym y que estan presentes de
forma natural en algunos productos como las frutas, cereales y verduras,
denominados organismos anaerdbicos facultativos, es decir que pueden
desarrollar sus funciones biologicas sin oxigeno. Se puede asegurar que
el 96% de la produccién de etanol la llevan a cabo diferentes especies de
levaduras, entre las que se encuentran principalmente la Saccharomyces
cerevisiae o levadura de panificacion, quien convierte un 90 % del azucar

en cantidades equimoleculares de alcohol y CO2. (Kenneth, 2011)

Cuando el medio es rico en azlcar, la transformacion del mismo en
alcohol por la accidon metabdlica de las levaduras hace que la presencia
de una cierta concentracidon afecte a la supervivencia de las levaduras, lo
gue ocasiona que no puedan realizar la fermentacion en tal medio (las altas
concentraciones de azucar frenan los procesos osmoticos de las
membranas celulares). Aunque hay distintos tipos de levaduras con
diferentes tolerancias a las concentraciones de azlcares y de etanol, el
limite suele estar en torno al 14 % de volumen de alcohol. Los azucares
empleados en la fermentacion generalmente son: dextrosa, maltosa y
sacarosa, propios de las frutas del mosto y en ocasiones en las que el
proceso lo requiera adicionadas intencionalmente. (Fernandez, 2014)

Tras la introducciéon de las levaduras vivas al mosto, los fosfatos se
unen a las moléculas de azucar, y las de seis carbonos comienzan a
dividirse en tres piezas de carbono y pasar por una serie de reacciones de
reordenamiento. Durante este proceso, el atomo de carbono se libera en
forma de diéxido de carbono con el resto de los componentes
convirtiéndose en acetaldehido. La falta de oxigeno en este proceso
anaerobico permite que el acetaldehido se convierta con el tiempo, por una
reaccion quimica redox, en etanol. Durante la conversion de acetaldehido,
una pequefia cantidad se convierte, por la oxidacién, en acido acético que,
en exceso, puede contribuir al defecto del vino conocido como acidez
volatil. (Kenneth, 2011)
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Si bien es cierto, el oxigeno es el desencadenante inicial de la
fermentacion, ya que las levaduras lo van a necesitar en su fase de
crecimiento, al final de la fermentacion conviene que la presencia de
oxigeno sea minima para evitar la pérdida de etanol y la aparicion en su
lugar de &cido acético. La fermentacién alcohdlica es un proceso
exotérmico, es decir, se desprende energia en forma de calor y es uno de
los factores claves a controlar durante el proceso de fermentacion, ya que,
debido al propio proceso bioquimico, crea una gran cantidad de residuos
de calor que puede sacar el mosto del rango de la temperatura ideal (15 y
25 °C). La fermentacion a temperaturas mas altas puede tener efectos
perjudiciales para el vino, ya que pueden aturdir a la levadura y dejarla en
inactividad e incluso "evaporizando” algunos de los sabores y aromas

caracteristicos del vino. (Fernandez, 2014)

Segun Vazquez (2015) las condiciones basicas requeridas para una
fermentacion alcohdlica independientemente del producto final que se

decida obtener, son:

e Concentracion de azucares: 10 — 18 %
e pH:4y45
e Ausencia de O2 y presencia de fosfatos.

e Temperatura de fermentacion: 15 — 25 °C.

Es importante mencionar que las caracteristicas organolépticas finales
del producto obtenido a traveés de la fermentacion dependen mucho de la
materia prima empleada en la preparacion del mosto y que seran las
responsables de sabores caracteristicos de cada producto vinicola
priorizando la calidad de las frutas, de alli la aseveracion de que jamas un

vino sera igual a otro.
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2.1.3 Proceso de elaboracién de vino

La elaboracién del vino o vinificacién es el conjunto de procesos que
llevan al mosto a una bebida alcohélica denominada vino. El proceso
principal por el que ocurre esta transformacion es la fermentacion
alcoholica. La elaboracion del vino comienza con el prensado de la uva
para la obtencion del mosto y acaba exactamente en las operaciones de
embotellado. Los procesos que llevan a la fermentacion del mosto, asi
como las reacciones durante la maduracion, son muy diversas y dan el
caracter propio al vino. En la elaboracion de vinos encontramos varios
procesos diferentes e inclusos algunos que dependen si se habla de tintos,
blancos o de frutas diferentes a la uva. Como ya se menciond la etapa mas
importante, el eje central de todo el proceso, es la fermentacion, durante
la cual, el azuicar de la uva es transformada en alcohol. En la piel u hollejo
del grano de uva, se encuentran pequefios microorganismos que
pertenecen al grupo de los hongos llamados levaduras. Estas levaduras
son las responsables de la transformacién del azucar. Cuando las
condiciones son las adecuadas, las levaduras comienzan a reproducirse y
van transformando los azlcares en alcohol y gas carboénico. Si bien es
cierto, adheridas al hollejo del grano de uva, vienen las levaduras naturales
(silvestres), en la nueva industria vinicola se agregan cepas de levaduras
seleccionadas (de laboratorio) para asegurar la fermentacion optima y
conseguir caracteristicas Unicas en ciertos tipos de vino, sabores afrutados
mas fuertes o dulzores especificos. Tras la fermentacion, el vino del
deposito se va clarificando ya que en su fondo se van acumulando
materias solidas. Este proceso de aclarado llamada trasiego se ve
favorecido por el frio y las bajas temperaturas las cuales permiten que el
vino adquiera su color caracteristico. Los trasiegos se repiten
periddicamente, evitando asi posibles contaminaciones producidas por la
descomposicion en el vino de estas materias solidas. Una vez finalizados
los procesos anteriores, los vinos son sometidos a un proceso de
pasteurizacion para asegurar la estabilidad microbiolégica del producto e

inhibir la accion de las levaduras que pueden seguir actuando, los vinos se
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seleccionan por calidades y se decide cual sera su destino: salida
inmediata al mercado o0 un mayor 0 menor proceso de crianza y
envejecimiento (Vino de Crianza, Vino de Reserva o Vino Gran Reserva),
el proceso concluye con las etapas de envasado, etiquetado y distribucion.
(Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino, 2015)

2.1.4 Pasteurizacién del vino

Durante el procesamiento del vino, la estabilizacidon microbiologica
involucra la aplicacion de tratamientos, tales como: el uso de anhidrido
sulfuroso, la filtracion esterilizante o la pasteurizacion, con el propdsito de
garantizar la ausencia de las levaduras utilizadas en la fermentacion
alcoholica y de cualquier microorganismo alterante que pudiera afectar

posteriormente la calidad del vino.

La pasteurizacidn o pasterizacion, es el proceso térmico realizado a
liquidos (generalmente alimentos) con el objetivo de reducir la presencia
de agentes patdgenos (como por ejemplo ciertas bacterias, protozoos,
mohos, levaduras, etc.) que puedan contener. Es una "esterilizacion
parcial" de los alimentos, alterando lo menos posible su estructura fisica,
sus componentes quimicos y sus propiedades organolépticas. Tras la
operacion de pasteurizacion, los productos tratados se enfrian
rapidamente y se sellan herméticamente con fines de seguridad
alimentaria; por esta razon, es basico en la pasteurizacion el conocimiento
del mecanismo de la transferencia de calor en los alimentos. A diferencia
de la esterilizacion, la pasteurizacién no destruye totalmente las esporas
de los microorganismos, ni elimina todas las células de microorganismos
termofilicos, de alli la necesidad de emplear tratamientos combinados o

nuevos procesos. (Alonso, 2010)
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En el caso de la aplicacion de la pasteurizacion, ésta implica
tratamientos térmicos suaves, como, por ejemplo, un calentamiento del
vino a granel a 60 — 65 (°C) durante 10 — 30 minutos. (Garcia, 2014)

Desde el punto de vista microbiolégico la muerte de los
microorganismos se define generalmente como la pérdida de su capacidad
de reproduccion, pudiendo entonces definirse este concepto como la
“temperatura limite de crecimiento”, independientemente de otros factores
del vino que también pueden influir. Otro concepto es el “punto de
destruccion térmica”, donde las temperaturas aplicadas consiguen la
muerte efectiva de los microorganismos, siendo aproximadamente unos
10 grados mas elevadas que las temperaturas limites de crecimiento.
(Adams, 2008)

Si bien es cierto resultaria impensable creer que podria existir
contaminacion microbiologia en bebidas alcohdlicas; sin embargo, un
grupo de éstas presenta cierta vulnerabilidad debido a su método mismo
de produccion. Ademas, las bebidas alcohdlicas obtenidas por
fermentacion de azlUcares empleando cepas de levaduras, tienden a ser
mas propensas a un deterioro mas rapido de sus caracteristicas si no se
controlan de manera adecuada los factores que influyen sobre ellas.
(Dubourdieu, 2006)

Un problema con la pasteurizacion por calor de los alimentos, es que
altera el perfil nutricional de los alimentos, también hay una pérdida de
enzimas, vitaminas y minerales. El tratamiento térmico también puede
deteriorar la textura, el aroma y el sabor del producto alimenticio. Del
mismo modo, el uso de aditivos quimicos presenta problemas con los
residuos que superen los limites prohibidos establecidos por las agencias
gubernamentales. Ademas, los aditivos quimicos pueden imponer un

problema de salud a algunas personas. (Choi, 2005)
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El empleo de anhidrido sulfuroso o intercambios de calor son las
técnicas mas empleadas dentro de los procesos vinicolas; por un lado, la
aplicacién de derivados azufrados puede causar la perdida de atributos
organolépticos en el producto final, mientras que el empleo de choques

térmicos encarece el proceso de produccion.

Una caracteristica importante del proceso de tratamiento de alimentos
con el empleo de ozono es que el oxigeno liberado luego de su accion va
a destruir el crecimiento de bacterias sin afectar negativamente a la calidad

estructural y sensorial del producto final. (O’'Donnell, 2012)

2.1.5 Quimicay propiedades del ozono

La molécula de oxigeno esta constituida por dos atomos de oxigeno,
mientras que la molécula de ozono esta formada por tres atomos de
oxigeno. En la Tabla 1 se comparan algunas propiedades del oxigeno y
del ozono. La razon de las particularidades del Oz radica en el hecho de
que las fuerzas de atraccion entre atomos (enlace covalente) son muy
pequefias, lo cual hace a la molécula de ozono muy inestable. Dicha
inestabilidad da al ozono la caracteristica de ser muy oxidante, ya que
facilmente cede uno de sus atomos a otros compuestos oxidandolos, por
la cual es empleado como desinfectante y germicida, esta inestabilidad
aumenta con el incremento de la temperatura como se presenta en la
Tabla 2. (Hill, 1982)

Tabla 1: Comparacion de las propiedades del oxigeno y del ozono
PROPIEDAD OXIGENO (02) OZONO (03)

Color Sin color Azul claro a altas concentraciones
Picante y penetrante (umbral

Olor Sin olor olfativo 0,01-0,015 [ppm])
Peso especifico 1.429 2.144

Peso molecular 32 48

Potencial de 1.23[V] 2.07 [V]
oxidacion

Punto de ebullicién a o R

100 [kPa] -183 °C -112 °C
Solubilidad a 0 [°C] 0.049 0.64

Fuente: Manousaridis, 2005
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Tabla 2: Tiempo de vida media del ozono a distintas temperaturas

OZONO EN FASE GAS OZONO RESIDUAL EN EL AGUA (pH 7)
TEMPERATURA TIEMPO DE VIDA TIEMPO DE VIDA
TEMPERATURA [°C] ]
[°ci MEDIA MEDIA [min]
-50 3 meses 15 30
-35 18 dias 20 20
-25 8 dias 25 15
20 3 dias 30 12
120 1,5 horas 35 8
250 1,5 segundos IS IS

Fuente: Manousaridis, 2005

2.1.6 Accién del ozono sobre los microorganismos

La inactivacién de microorganismos con ozono es considerada como
una reaccion de oxidacion. La membrana de los microorganismos es el
primer lugar de ataque del ozono; las vias de acceso pueden ser dos, por
el camino de las glicoproteinas o glicolipidos, o a través de los
aminoacidos. El ozono también rompe la actividad enzimatica de los
microorganismos al actuar sobre los grupos sulfhidrilos en ciertas enzimas.
En este momento los microorganismos pierden su capacidad de degradar
azucares y producir gases. El deshidrogenado de fosfato-6 de glucosa es
afectado del mismo modo que el sistema enzimético. La muerte del
microorganismo puede ser debido a los cambios en la permeabilidad
celular, posiblemente seguido de una lisis celular. Existen reportes de que
el ozono tiene capacidad de inactivar a las esporas bajo condiciones de
esterilizacion clinica. (Adams, 2008)

En la Tabla 3 se presentan algunos microorganismos inactivados por
ozono, entre los cuales estan mohos, levaduras, bacterias y virus.

Tabla 3: Microrganismos inactivados por ozono

Aspergillus Niger Coxsackie Virus A9 Vibrio Cholera Salmonella Typhimurium
Bacillus Diphteria Pathogen Legionella Pneumophila Clostridium

Bacillus Anthracis  Eberth Bacillus Mucor Piriformis Staph Epidermidis
Bacillus Cereus Enterovirus virus Mycobacterium Foruitum  Staphylococci

Bacillus Subtilis Escherichia Coli Penicillium Stomatitis Virus

Botrytis Cinerea Encephalomyocarditis =~ Phytophothora Parasitica  Streptococcus

Candida Endamoebic Cysts. Saccharomyces Verticillium Dahliae

Fuente: Adams, 2008
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2.1.7 Factores que afectan el poder oxidante del ozono

Entre los factores representativos que afectan la efectividad del ozono
en su poder desinfectante se encuentran la temperatura, el pH y la turbidez
del fluido a ser oxidado, y en el caso particular de vinos de frutas el grado
alcoholico. De acuerdo con Kilcast (2009), el efecto del ozono sobre
muestras de bebidas alcohdlicas (vinos) con un contenido de alcohol etilico
C2H60O hasta el 20 % (VOL.) es significativo al aumentar la estabilidad del
producto por la accion de la molécula de Oz comparandolas con muestras

tratadas tradicionalmente.

e Temperatura

El indice de destruccion de microorganismos crece con incrementos en
la temperatura. De acuerdo con la teoria de Van't Hoff-Arrhenius, la
temperatura determina el indice al cual el desinfectante se difunde a través
de la superficie del microorganismo y su indice de reaccién con el sustrato.
Se dice que un incremento de 10 °C en la temperatura incrementa el indice
de reaccion en un factor de 2 o 3. Esta es la razon por la cual se puede
lograr el mismo efecto de desinfeccion con concentraciones de ozono
residual menores cuando la temperatura del fluido se encuentra entre 20 y
25 °C. (Calderdn, 2014)

opH

El impacto del pH sobre la accién bactericida o viricida es considerado
pequefio en rangos de pH de 5.8 a 8. Los cambios en la eficiencia de
desinfeccién debido al pH son provocados por cambios en el indice de
destruccion de ozono. Sin embargo, algunos estudios han demostrado
gue, para diferentes valores de pH, a valores constantes de concentracion
de ozono, el grado de inactivacion de microorganismos practicamente no
sufre cambios. (O’Donnell, 2012)
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e Turbidez

Los microorganismos normalmente no estan en estado libre en el agua
0 en la fase acuosa de los fluidos, generalmente estan adheridos a la
superficie de minerales o materia organica. Las sustancias o minerales
inoxidables practicamente no reducen la eficiencia de desinfeccion del
ozono. Sin embargo, los materiales organicos u oxidables consumen
grandes cantidades de ozono limitando su accion sobre los
microorganismos. Los virus asociados con células o fragmentos de ellas
son protegidos del efecto del ozono. Por lo cual, previo al proceso de
desinfeccién con ozono, el vino de frutas debera obligatoriamente ser
sometido a un doble proceso de filtracibn empleando para este fin placas
de celulosa y tierras diatomeas para mejorar la calidad del fluido, en
términos de turbidez y materia organica disuelta para lograr una optima
desinfeccion. (O’'Donnell, 2012)

2.1.8 Generacion de ozono

Desde la década de los 60 del siglo pasado muchos han sido los
estudios para intentar desarrollar métodos mas eficientes de generacion
de ozono con el objetivo de dinamizar su uso, no solo en la industria y
medicina, y de igual forma varios han sido las investigaciones enfocadas
a buscar posibles nuevas aplicaciones en todo ambito. (Beutelspacher &
Calderon, 2014)

La generacion de ozono por el método de radiacion ultravioleta -
descargas eléctricas es la forma mas eficiente de crear este gas altamente
oxidante. La produccién de ozono por este método permite alcanzar un
incremento en la eficiencia de generacion de alrededor del 30 % a
comparacion de los otros métodos, tomando en cuenta que se requiere
un tiempo mas largo de exposicion del gas a la fuente UV. (O’'Donnell,
2012)
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El ozono se forma cuando se aplica la energia suficiente a la molécula
de oxigeno para disociarla y formar radicales libres de oxigeno como se
presenta en la Figura 1; de esta forma se cumple con la condicién para
formar una reaccion entre una molécula y un atomo de oxigeno,
obteniendo de esta forma la molécula de ozono, la cual sera la encargada
de actuar en el proceso de desinfecciéon. (Beutelspacher & Calderon,

2014)

PROCESO DE EENEHﬂ CION DEL 0ZONO
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Figura 1: Proceso de generacidon de ozono por radiacién ultravioleta -
descargas eléctricas. Fuente: Beutelspacher & Calderén, 2014.

La formacién del ozono se describe como una reaccion endotérmica,

la cual se expresa como:

302 <> 203 (AH° a 1 atm, + 284.5 kJ)

Para formar la molécula de ozono se requiere de una celda, formada
por dos electrodos separados por una distancia, del orden de los
milimetros; a este espacio se le conoce como espacio de descarga. Sobre
uno de los electrodos se coloca un material dieléctrico, y en el espacio de

descarga se inyecta un flujo de aire o de oxigeno de alta pureza, el cual
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provee oxigeno para la formacion del ozono. Para el funcionamiento de la
celda, se conecta a los electrodos una sefial eléctrica alterna, la cual
permite la creacion de un campo eléctrico intenso. Este campo eléctrico se
encarga de acelerar los electrones que se encuentran en el espacio de
descarga, de tal forma que, en la trayectoria del recorrido de estos
electrones, colisionan con las moléculas de oxigeno y logran la disociacion
de sus atomos. El siguiente paso para la formacion de la molécula de
ozono es la reaccién entre uno de estos &tomos y una molécula de
oxigeno. En la generacion de ozono sélo de un 4% a un 12% de la energia
es aprovechada para la formacion de ozono, el resto es transformado en

calor y luz. (Beutelspacher & Calderén, 2014)

Con el método de generacion de ozono por radiacion ultravioleta es
posible alcanzar producciones del orden de 100 kg Os/h, lo cual, resulta
complejo alcanzar con otros métodos, lo que potencializa el rendimiento y

efecto de aplicacién del Os.

En la Tabla 4 se muestran valores comparativos de los métodos de

generacion de ozono mas comunes: Radiacion ultravioleta y Electrolisis.

Tabla 4: Comparativa de métodos de generacion de ozono

CONCENTRACION VOLUMEN DE CONSUMO
. B FACILIDAD DE i
METODO DE GENERACION i FLUIDO A TRATAR ENERGETICO
IMPLEMENTACION
DE OZONO [g/h] [L/h] [watts]
Radiacion .
. 100 Sencilla 150 Menor a 125
Ultravioleta
10 veces mas
Electrolisis 5-25 Complicada 25 que el primer
método

Fuente: Beutelspacher & Calderén, 2014

Un equipo generador de ozono para aplicaciones de desinfeccion esta

constituido por los elementos que se muestran en la figura 2.
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Figura 2: Esquema de un generador de ozono por radiacion ultravioleta —
descargas eléctricas. Fuente: Beutelspacher & Calderén, 2014.

La dosificacion de ozono para tratar un fluido puede encontrarse
experimentalmente, mediante la estimacion de la cinética de consumo de
o0zono para cada caso especifico comparandola con las caracteristicas del
fluido a tratar, aunque otra forma de estimarla es aplicando reglas de

desinfeccion establecidas por los organismos que rigen estas aplicaciones.

2.1.8.1 Factores ambientales que inciden en la generacién de ozono

La generacion de ozono es afectada, también por diversas variables
externas medio ambientales que intervienen en la formacion de la
molécula y que tienen que ver directamente con el gas de alimentacion,

como la humedad, la temperatura, la calidad y el flujo de alimentacién.

¢ Humedad

El grado de humedad, que se mide como punto de rocio presente
en el gas de alimentacién, afecta de manera importante la
concentracion de ozono. El vapor de agua contenido en el gas de
alimentacion causa la formacion de compuestos quimicos, tales como
los 6xidos de nitrdgeno y &cido nitrico, que limitan la generacion del

ozono. Para controlar este parametro los equipos de generaciéon de
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ozono cuentan con filtros y secadores en la entrada del gas de
alimentacion lo que contrarresta significativamente este efecto.
(Beutelspacher & Calderén, 2014)

e Temperatura

La molécula de ozono es muy inestable y a temperaturas mayores
a 45 °C degradando la produccion de ozono. Para un funcionamiento
eficiente de la celda y el equipo debe mantenerse una temperatura
méxima de alrededor de 25 °C en su interior. (Pacheco & Caiza, 2013)

e Gas de alimentacion

La formacion de la molécula de ozono se realiza a partir del oxigeno,
existen dos opciones para suministrar oxigeno a la celda, por medio del
aire con una concentracion de oxigeno presente del 21 % en volumen,
aungue en ciertos casos se puede emplear oxigeno de alta pureza con
una concentracion cercana al 99 %, pero que implicaria un aumento del

costo de operacién del equipo. (Pacheco & Caiza, 2013)

e Flujo del gas de alimentacion

Un incremento en el flujo del gas de alimentacion se traduce en un
incremento en la velocidad de sus moléculas que atraviesan el espacio
de descarga, lo cual, reduce la oportunidad de que estas moléculas
sean ionizadas. Lo anterior ocasiona una menor ionizacion de este gas
y también menor formacion de moléculas de ozono. (Beutelspacher &
Calderon, 2014)

Todas estas variables pueden ocasionar una baja en la eficiencia
del equipo durante la generacion de ozono, mas no un descenso en el
poder oxidante de la molécula sobre el efecto desinfectante, por lo que

lo ideal es reducir al maximo las condiciones ambientales adversas
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para conseguir una eficiencia significativa durante la etapa de

generacion de Os.

2.1.9 Alternativas de inyeccion de ozono

Una de las etapas fundamentales del proceso de generacion de
ozono es el método por el cual el gas sera inyectado en el fluido ya que,
de este, dependera fundamentalmente la eficiencia de la oxidacién. Para
lograr la desinfeccidn se requiere de una técnica adecuada de contacto
del ozono, de las cuales, destacan la difusion por burbujeo (equipos de

laboratorio) y la inyeccion por tubo Vénturi (equipos industriales).

e Difusion por burbujeo

Esta técnica consiste en utilizar un difusor de material ceramico, este
dispositivo tiene en su superficie orificios del orden de 3 — 5 micras, por
los cuales se libera el ozono en forma de finas burbujas que entran en
contacto con el fluido. Esta técnica de difusion de ozono por burbujeo es
facil de implementar, no tiene partes moviles y requiere bajo
mantenimiento. La técnica de difusion por burbujeo se la emplea en
equipos domésticos y de laboratorio. En la Figura 3 se muestran los

difusores ceramicos por burbujeo convencionales.

AT

Figura 3: Difusor de ozono de material ceramico. Fuente: Beutelspacher &
Calderén, 2014
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e Inyector Vénturi

Consiste de una seccion de tuberia, por la cual circula el fluido que se
desea ozonificar; en esta seccion de tuberia se tiene una reduccion de su
diametro, de tal forma, que la caida de presion en el tubo Vénturi origina
una fuerza de succién del gas, de esta forma se logra el contacto y la

mezcla del ozono con el fluido, como se muestra en la Figura 4.

LINEA PRINGIPAL

3 i
o e —

L I ]
VALVLILA DE
WO RETORMNO

: WALVULA DE
LHJ EDICION

¥
OZONIZADOR

Figura 4: Esquema de instalacion del equipo ozonizador en linea
continua. Fuente: Beutelspacher & Calderon, 2014

En la Figura 5 se muestra un inyector Venturi convencional empleado

en el acople del sistema de tuberias

Figura 5: Inyector Venturi de ozono en linea. Fuente: Beutelspacher &
Calderon, 2014
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2.1.10 Cinética de consumo de ozono

La cinética de consumo de ozono (CT) permite estimar la cantidad de
ozono que se debe aplicar para conseguir una cierta concentracién de
ozono residual, es un parametro que depende de multiples factores. Por
ejemplo, las pérdidas de ozono por oxidacidon de materia organica, la
técnica de aplicacion del ozono, la temperatura y el pH del fluido, la
presion parcial del gas sobre el liquido (ley de Henry), la difusién del
ozono en el agua (ley de Fick), entre otros. Todos estos factores hacen
imposible un calculo de solubilidad de la molécula. Por lo que es
recomendable encontrar la cinética de consumo de ozono mediante la
experimentacién de cada caso en particular. Generalmente una dosis de
1 a 2 mg de ozono por litro de agua aplicado de 4 a 10 minutos producira
el residual de 0.1 a 0.4 mg/l necesarios para la desinfeccion de agua.
(Beutelspacher & Calderon, 2014)

La dosis de desinfectante aplicado al agua esté relacionada con un
factor llamado “CT” que es resultado de la multiplicacion de la
concentracion residual del desinfectante en el agua (mg/L) por el tiempo
de contacto (minutos). La practica europea contempla la aplicacién de
0.4 mg/l con un tiempo de contacto de 4 minutos, es decir, un CT = 1.6.
Sin embargo, la Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA por sus
siglas en ingles) de los EE.UU. (2015), sefiala que un CT = 0.72 aplicado
al agua a 30 °C es suficiente para desactivar 99.9 % de los quistes de
Giardia lambia (paréasitos transmitidos por el agua muy dificiles de matar)
y el 99.9% de virus entérico. La diferencia entre la practica europea de
desinfeccion y la americana depende principalmente de la temperatura
del agua. (Hill, 1982)

En la Tabla 5 se muestran valores de CT para desinfectar agua con

ozono a distintas temperaturas.
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Tabla 5: Factor CT requerido para desinfectar agua con ozono a distintas

temperaturas
Temperatura del Agua [°C] CcT
Menora 1 2,9
5 1,9
10 14
20 0,72
Mayor a 25 0,48

Fuente: Hill, 1982

2.1.11 Concentracion de ozono residual

A la concentracién de ozono disuelta en un fluido después de un
proceso de ozonificacion se le conoce como ozono residual. Con el
objetivo de tener certeza del poder oxidante de las moléculas de ozono
en los fluidos, es necesario conocer la cantidad de ozono residual que
continuara actuando sobre dicho fluido, ya que en muchos casos el
efecto del ozono residual sobre el fluido es beneficio al inhibir la
proliferacion de microorganismos (reflora) y aumentar asi la estabilidad

y tiempo de anaquel del producto. (Robertson, 2013)

La mayoria de equipos cuentan con sensores integrados al sistema,
gue miden la concentracion de ozono residual en el fluido; ésta medicion
consiste en determinar la concentracion de mg/L o g/m3 a la que se
encuentra diluido en un liquido, para lo cual existen varios métodos que
permiten conocer este valor. Los métodos varian entre la complejidad y

los equipos empleados para su medicién, pero los mas empleados son:

e Método Amperométrico

Este método tiene la posibilidad de ser empleado para mediciones
continuas y automatizadas de ozono residual. El electrodo de membrana
para medicion de ozono residual esta compuesto de un catodo de oro,
un anodo de plata, un electrolito y una membrana de teflén. El ozono
disuelto en el fluido atraviesa la membrana y el electrolito hasta

colocarse en la superficie del catodo. Al aplicarle una diferencia de
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potencial eléctrico a las terminales del catodo y anodo, el anodo liberara
electrones al electrolito, dichos electrones atravesaran el electrolito
hasta el catodo en donde al encontrar una molécula de ozono la
reduciran a oxigeno. El resultado es una conduccién de corriente
eléctrica la cual sera proporcional a la concentracién del ozono disuelto
en el agua, muchos de los equipos de generacion de ozono actuales,
integran este método de medicion, el cual lo expresan en [mg/L] residual
a través de paneles LCD. (Pacheco & Caiza, 2013)

e Meétodo Colorimétrico

El método de medicion consiste en titular la muestra del agua
ozonificada con una solucién de indigo carmin hasta que el agua tome
la coloracién azul de la solucién. El agua tomara color azul hasta que
todo el ozono contenido en el agua sea consumido al oxidar el
colorante, es decir, la concentracion de ozono sera proporcional a la

cantidad de indigo carmin oxidado.

En el mercado existen Kits para la determinacién de ozono residual,
como el que se muestra en la Figura 6, en el que la reaccién entre el
ozono Yy el reactivo origina una coloracion azul, que es proporcional a
la concentracion de ozono, la cual es comparada con una muestra

patrén a contra.

muestra

+— disco

ventanas test \&\\ l\h’

de color OO

" |J ventana de
resultado

Figura 6: HI 38054 Test Kit de Ozono residual. Fuente: Hanna
Instrument, 2015.
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2.1.12 Fundamentos legales sobre el uso de ozono en alimentos

El uso de ozono en la elaboracion de alimentos ha sido aprobado en
diversos grados en muchos paises, incluidos los EE.UU., Japén,

Australia, Francia y Canada.

En las dltimas dos décadas el uso de ozono en la elaboracion de
alimentos se ha convertido cada vez mas en un punto importante de
investigacion y aplicacion, esto como consecuencia de la afirmacion del
0zono como sustancia quimica GRAS en 1997 y su posterior aprobacion
por parte de la FDA de los EE.UU. como un aditivo antimicrobiano para
gue pueda ser empleado al contacto directo con los alimentos de todo
tipo. (Graham, 2008)

La FDA aprob6 el uso de ozono en 2011 como un aditivo alimentario
antimicrobiano, siempre y cuando se aplique de acuerdo con las Buenas
Practicas de Manufactura; este aditivo puede ser usado directa o
indirectamente sobre el alimento a ser tratado. Pruebas de terceros
empleando los equipos disponibles en el mercado para producir agua
que contiene ozono para la pulverizacion en las plantas de
procesamiento de alimentos para una serie de aplicaciones de lavado,
han demostrado que proporcionan de entre 2 a 6 reducciones
logaritmicas de los microorganismos que se encuentran tipicamente en
las plantas de procesamiento de alimentos, asi como los alimentos

susceptibles a estos como frutas y verduras. (FDA, 2011)

Los resultados de estas pruebas demuestran ademas que los
trabajadores de las plantas pueden operar dicho equipo con una minima
exposicion al 0zono gaseoso, a hiveles que estan debajo de la normativa
(5 mg/H) de la Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional
(OSHA por sus siglas en inglés) (2014) en los maximos estandares de

exposicion permisible existentes.
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Ademas, la combinacién de varios métodos de conservacion puede
aumentar el efecto antimicrobiano en general; de modo que intensidades
mas bajas del proceso pueden ser empleados. Este enfoque, conocido
como " tecnologia de barreras " ya se ha aplicado con éxito utilizando
técnicas tradicionales de conservacion de los alimentos. La combinacion
de métodos de ozono con otras técnicas de conservacion de alimentos
puede mejorar los efectos letales, reducir la gravedad de tratamiento
requerido para obtener un nivel dado de inactivacibn microbiana o

incluso aumentar la estabilidad del producto. (Leistner & Gorris, 1995)

2.2 Hipotesis

Evaluacién de un método alternativo de pasteurizaciéon por inyeccion
directa de ozono en vino de frutas elaborado a partir de un mosto
combinado de manzana (Pyrus malus L.), pera (Pyrus communis L.) y uva

(Vitis vinifera).

e Hg

No es efectivo el empleo de inyeccion directa de ozono en vino de frutas
elaborado a partir de un mosto combinado de manzana (Pyrus malus L.),
pera (Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera) como un método alternativo

de pasteurizacion.
e Hj

Es efectivo el empleo de inyeccién directa de ozono en vino de frutas
elaborado a partir de un mosto combinado de manzana (Pyrus malus L.),

pera (Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera) como un método alternativo

de pasteurizacion.
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2.3 Sefialamiento de variables de la hipétesis
2.3.1 Variable independiente
Pasteurizacion por inyeccion directa de ozono a diferentes
concentraciones y tiempos de inyeccion.
2.3.2 Variable dependiente
Vino de frutas estable biolégicamente (pasteurizado) y elaborado a

partir de un mosto combinado de manzana (Pyrus malus L.), pera

(Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera).
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CAPITULO lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Materia prima

Se dispuso de una mezcla combinada de mosto de manzana (Pyrus
malus L.), pera (Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera) en una
proporcion de 1:1:1 de acuerdo a los procesos de fabricacion
estandarizados por ILA S.A. para su posterior fermentacion y obtencion

de vino de frutas.

3.1.2 Proceso de elaboracion de vino de frutas

Previamente se efectuaron las operaciones de lavado, seleccion y
despulpado de las frutas empleadas como materia prima para la obtencion

de la pulpa de fruta, cuya descripcién es la siguiente:

e Lavado y Seleccion: Las frutas fueron lavadas y seleccionadas de
modo que solamente se utilizaron frutas maduras (no sobre

maduras), limpias y sanas.

e Despulpado o prensado: La fruta se sometié a un despulpado o
prensado (particulas de menor tamafio), de manera que la pulpa o
el jugo de fruta, quede expuesto a la accién de las levaduras. El
producto de esta operacibn se conoce como mosto y puede
contener jugo, cascara, semillas, etc. dependiendo de la fruta
empleada, las cascaras o las semillas pueden impartir sabores
indeseables al vino final, o bien, pueden ser deseable en algunos
casos, esta es una variable que se puede modificar segun sea

conveniente para el producto final.
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En la Figura 8 se indica el proceso tradicional de elaboracion de vino

de frutas en ILA S.A., cuyas operaciones se describen a continuacion:

Recepcion: En esta etapa se recibe el mosto de fruta obtenido en

el proceso mencionado anteriormente.

Preparacion del Mosto: Involucra adecuar la concentracion de
azucar del mosto. Si se determina que la cantidad de azucar del
mosto es muy bajo (medicion de grados Brix), se puede enriquecer
con la adicion de jugo concentrado de la fruta, o bien, se puede
adicionar sacarosa. Para lo cual se mezcla la pulpa de fruta, agua y
azucar de ser necesario de acuerdo al tipo de materia prima
empleada o el tipo de producto final que se desee obtener. En esta

investigacion se considerd un mosto con 20 °Brix.

Sulfitado: Se adicioné sulfito de potasio al mosto para evitar que
ocurra oxidacién y que haya cambios de color indeseables, ademas
ayuda a controlar la presencia de microorganismos no deseados
como bacterias lacticas y otros. La concentracién de sulfito fue de 10

gramos por hectolitro de mosto preparado.

Fermentacion: Una vez listo el mosto, se inoculd con un cultivo de
levadura (Saccharomyces cerevisiae) a una concentracion de 1 a 2
% del volumen. Este proceso se llevd a cabo en tanques de acero
inoxidable, por un lapso no menor a 90 dias. En este proceso se da
la conversion de azucar en alcohol, dioxido de carbono y la liberacion

de energia como otro producto de la reaccion.
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Esta liberacion de energia es muy importante ya que con la
reduccion de un 1 % de azucar en el mosto (por conversion a
alcohol), se tiene un aumento de temperatura de 1.3 °C; lo que
permite alcanzar una temperatura adecuada de modo que se
puedan morir las levaduras por la accion del calor liberado y la
concentracion de etanol alcanzado. Es importante mencionar que el
rendimiento de etanol es aproximadamente de un 55 %, de modo
gue un jugo que tenga un contenido de azucar de 20 % (20 °Brix),

producira un vino con un 11 % de etanol en volumen.

Trasiego y decantado: El mosto se colocé en un tanque de acero
inoxidable para que las particulas que estan suspendidas en el
mismo se sedimenten, lo cual permitid6 mejorar las caracteristicas

sensoriales del producto, obteniendo un vino claro y translucido.

Filtracion: Para clarificar y estabilizar el vino, se utilizaron varios
métodos, como placas de celulosa, tierra de diatomeas o0 agentes

filtrantes méas sencillos como tela de manta o lienzo.

Hidratacion y mezclado: Con el fin de mantener el producto bajo el
estandar de calidad y conservar el mismo grado alcohdlico, es
necesario ajustar el porcentaje de alcohol agregando agua al
producto, y posteriormente mezclandolo con el objetivo de conseguir
la homogenizacién total del producto. En este caso se agreg6 agua

hasta alcanzar 8 % de etanol en el vino de frutas.

Pasteurizado: Antes de ser embotellado, el vino se lleva a un tanque

contenedor para ser pasteurizado empleando métodos tradicionales

de intercambio de calor (80 °C durante 9 segundos) o mediante la
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aplicacion de inhibidores microbianos de origen quimico como el
anhidrido sulfuroso. Es esta operacion que se remplaza por la

inyeccion directa de ozono, segun el disefio experimental planteado.

Envasado, etiquetado y embalado: Estas operaciones del proceso
ocurren de manera automatica, pues a través de bombas y tuberias
el producto es enviado hasta la linea de llenado automatico, en la
cual 12 botellas se llenan cada 30 segundos; e inmediatamente son
capsuladas y etiquetadas, de igual forma automaticamente, con el
objetivo de que no exista ningun riesgo de contaminacion cruzada
entre etapas. Una vez que esto concluye, se realiza el embalado en
cartones de forma manual y finalmente el producto es enviado a

bodega.

Envejecimiento: Una vez finalizado la linea de proceso, se
almacenan las botellas de vino durante 30 dias a temperatura
ambiente (alrededor de 25 °C) a modo de afiejamiento adicional.
Durante este periodo, se puede monitorear el producto para detectar
cualquier posible problema por inestabilidad o reflora microbiana que

pueden alterar las condiciones organolépticas del producto final.

Distribucion: Cuando el vino cumple con el tiempo de afiejamiento
en botella 'y con los controles de calidad establecidos por la empresa
en bodega, el producto se distribuye y comercializa a través de los

canales directos.
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Figura 8: Proceso de elaboracion de vino de frutas. Fuente: ILA S.A,,

2016.
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3.1.3 Generador de ozono

Se utilizé un equipo de generacion de Ozono por radiaciéon Ultravioleta,
marca ENALY serie OZX-300AT de fabricacion canadiense, suministrado
por la empresa GRAFFIOLI. El equipo cuenta con una capacidad de
generacion de 500 mg/h, y ajustes que regulan la produccién de ozono a
partir de 100 % a menos del 40 %; ademas en conjunto cuenta con un
controlador Redox (ORP) para controlar la cantidad de ozono residual en
el fluido tratado y determinar las concentraciones de acuerdo al disefio

experimental planteado.

3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Determinacion de ozono residual y cinética de consumo de ozono
(CT)

Para determinar la cantidad de ozono residual luego del proceso de
inyeccion en las muestras de vino, se empleo el Test Kit de Hanna
Instrument 38054, que se basa en el principio colorimétrico de indigo
carmin, donde la reaccion entre el ozono y el reactivo origina una coloracién
azul en la muestra, proporcional a la concentracion de ozono. Este método
colorimétrico permitid tener certeza y comprobar la lectura de ozono

residual ofrecida por el equipo generador de ozono.

Con el fin de comparar los valores obtenidos en esta investigacion con
los resultados bibliogréficos, se determind el valor de cinética de consumo
de ozono CT para las muestras de vino de frutas tratadas con ozono, el
cual es el resultado de la multiplicacion de la concentracion residual por el

tiempo de contacto, empleando la siguiente ecuacion:

CT = Concentracién O; Residual * Tiempo
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3.2.2 Determinacion de unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/ml) de mohos y levaduras

En el proceso de analisis microbiolégico se efectio el conteo de las
UFC/ml de muestras de agua de las vertientes subterraneas adjudicadas a
ILA S.A., previo y pos inyeccion de ozono; y de una muestra de vino
pasteurizada de forma tradicional con el objetivo de tener datos
comparativos iniciales sobre el efecto del Os. Ademas, se efectud el conteo
de las muestras de vino sometidas a la inyeccion de ozono a las

concentraciones establecidas en el modelo experimental.

Estos andlisis microbioldgicos se los realizo en el Laboratorio de Control
y Analisis de Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingeniera en Alimentos
de la Universidad Técnica de Ambato, en el Laboratorio Independiente
SEIDLA CIA. LTDA. y en el Laboratorio Movil de la Subsecretaria de

Calidad, empleando los métodos microbiolégicos siguientes:

e INEN 1529-10:1998 - Control microbiol6gico de los alimentos. Mohos y
levaduras viables. Recuentos en placa por siembra en profundidad.

e |SO 7954 - Procedimiento recuento mohos y levaduras en alimentos.

Es importante sefialar que los analisis microbioldgicos de las muestras
se los realiz6 por duplicado y sin dilucién con el fin de conseguir la fiabilidad

de los resultados a obtenerse en los laboratorios antes sefalados.

Se efectué ademas la determinacion del porcentaje de reduccion
microbiana para evaluar la efectividad de aplicacion de ozono en los
tiempos y concentraciones del disefio experimental, empleando la

siguiente ecuacion:

UF Ciniciates — UF Crinaies .

100
UFCiniciales

% Reduccién microbiana =
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3.2.3 Determinacion bromatolégica del mejor tratamiento ozonificado

Para la determinacion de los pardmetros bromatologicos del mejor
tratamiento de la muestra de vino de frutas se emplearon los siguientes

métodos:

e NTE INEN 340:1994 — Determinacion de alcohol etilico.

e NTE INEN 341:1978 — Determinacion de alcoholes superiores.
e NTE INEN 346: 1978 — Determinacion de congéneres.

e AOAC 958.04 — Determinacion de estabilidad.

e NTE INEN 348:1978 — Determinacion de colorante.

Estos analisis fueron realizados en el Laboratorio de Analisis de

Alimentos y Productos Procesados — LASA.

3.2.4 Perfil cromatografico del vino ozonificado

Con el propoésito de comprobar que el ozono, luego de su proceso de
degradacion de materia organica, no influye sobre los demas parametros
quimicos, se realiz6 un analisis del perfil cromatografico de alcoholes de
la muestra de vino ozonificada. Este analisis es un método acelerado a fin
de identificar si en la curva de alcoholes existe estabilidad o sufre
alteraciones. Es decir, comprobar si el tratamiento con ozono no produce
cambios a nivel micro en los demas compuestos presentes en el vino de
frutas en el tiempo, ademas de la reducciéon microbiologica, lo que
tedricamente podria conllevar a un aumento del tiempo de vida util del
producto debido a la accion del ozono residual resultado del proceso de

inyeccion.
El analisis se llevo a efecto en el Laboratorio Independiente SEIDLA

CIA. LTDA. Los alcoholes analizados en el perfil mediante el analisis de

cromatografia de gases fueron:
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v/ acetato de etilo v' 4-metil-2-pentanol
v" metanol (estandar interno)
v 1-propanol v 2-metil-1-butanol
v" Isobutanol v 3-metil-1-butanol.

3.2.5 Determinacion organoléptica

Para medir el grado de aceptabilidad y determinar si existian
diferencias apreciables del producto ozonificado frente a las muestras
pasterizadas por el método tradicional de pasteurizacion a través de
intercambio de calor, se realiz6 una prueba triangular del tratamiento
con el mejor resultado microbioldgico, empleando 27 panelistas semi-
entrenados de edades comprendidas entre 25y 70 afios, y su ejecucion
implicé repetir tres veces la serie asignando al azar cada una de las
combinaciones en los vértices del triangulo de la hoja de catacion.
(Saltos, 2010)

En el Anexo C se presenta la hoja de catacion empleada en la

prueba triangular para esta investigacion.

La muestra testigo fue una muestra de vino de frutas pasteurizada
con el método convencional de intercambio de calor producida en
diciembre de 2015 por ILA S.A.; y las combinaciones de las muestras

en las hojas de cata fueron las que se presentan en la Tabla 6:

Tabla 6: Combinaciones de las muestras de vino ozonificado y pasteurizado
para la prueba sensorial

ABB
AAB
Muestra A: Vino de frutas ozonificado. Series ABA
Muestra B: Vino de frutas pasteurizado. BAA
BBA

BAB
Elaborado por: Rodrigo Valle Espinosa
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La hipétesis nula planteada es unilateral de la siguiente forma:

e Ho: Los catadores no identificaron la muestra de vino de frutas
ozonificada.
e Ha: los catadores si identificaron la muestra de vino de frutas

ozonificada.

Los nameros aleatorios para identificar las muestras en las hojas de
catacion fueron: 425, 027 y 915.

3.3 Disefio experimental

Dado que no existen estudios relacionados con la aplicacion de ozono
sobre bebidas alcohdlicas de bajo grado, se tomd como referencia la
dosificacién de ozono para desinfeccién de agua potable, lo cual permitio
contar con un dato real de estimacion de la cantidad de ozono que debe
ser aplicado para obtener un volumen residual cierto de accion oxidante

de la molécula de ozono para conseguir la pasteurizacion.

Las concentraciones de 0zono propuestas estan basadas en valores
maximos para la esterilidad del agua empleadas en procesos quirdrgicos
y de potabilizacién de acuerdo con la FDA y la Agencia Europea de
Medicamentos, ya que al aplicar 1 mg/L de Os por 30 segundos es
suficiente para la desinfeccion de 1 litro de agua sin la necesidad de
emplear otro método posterior. Ademas, se considera que la muestra de

vino en su composicion contiene un 92 % de agua.

Con el fin de determinar la concentracibn adecuada de ozono y el
tiempo de aplicacion para pasteurizar el vino de frutas, se emple6é un
disefio experimental A x B, mismo que conto con tres subniveles en cada

uno de sus factores:
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e Factor A: Concentracion de O3z (mg/L)

0 Subnivel az: 1,0
o Subnivel a2: 1,5
0 Subnivel az: 3,0

e Factor B: Tiempo de inyeccién directa de Oz (minutos)

0 Subnivel b1: 1
0 Subnivel b2: 3

0 Subnivel bs: 5

Por consiguiente, se tuvieron 9 tratamientos con sus correspondientes

réplicas, cuyas combinaciones fueron las siguientes:

albl: Concentracién de 1 mg/L de Oz durante 1 minuto.
alb2: Concentracién de 1 mg/L de Os durante 3 minutos.
alb3: Concentracion de 1 mg/L de Oz durante 5 minutos.
a2b1: Concentracion de 1,5 mg/L de O3z durante 1 minuto.
a2b2: Concentracién de 1,5 mg/L de Oz durante 3 minutos.
a2b3: Concentracién de 1,5 mg/L de Oz durante 5 minutos.
a3b1: Concentracion de 3,0 mg/L de Oz durante 1 minuto.
a3b2: Concentracion de 3,0 mg/L de O3z durante 3 minutos.

O O O 0O 0O o o o o

a3b3: Concentracién de 3,0 mg/L de Oz durante 5 minutos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis y discusion de resultados

4.1.1 Resultados de la determinacién de ozono residual y cinética de

consumo de Ozono (CT)

En la Tabla 7 se presentan los resultados comparativos de los valores
de ozono residual de cada tratamiento determinados por el equipo de
generacion de ozono y por el método colorimétrico empleando el test
kit de Hanna Instrument, lo que permite conocer la cantidad de ozono
residual que continuara actuando sobre las muestras de vino de frutas
e inhibir la proliferacion (reflora) de mohos y levaduras una vez
finalizado el proceso fermentativo del mosto de fruta y aumentar asi

potencialmente la estabilidad y tiempo de anaquel del producto.

Tabla 7: Resultados comparativos de los valores de ozono residual (mg/l)
mostrados en el equipo generador de ozono y el Test Kit colorimétrico de los
tratamientos propuestos.

METODOS UTILIZADO
TRATAMIENTOS

EQUIPO GENERADOR DE OZONO (mg O3/l) TEST KIT (mg 03/1)
alb1l 0.35 0.40
alb2 0.38 0.40
alb3 0.40 0.40
a2b1 0.80 0.80
a2b2 0.83 0.80
a2b3 0.85 0.80
a3b1 1.25 1.30
a3b2 1.30 1.30
a3b3 1.35 1.40

Autor: Rodrigo Valle Espinosa, 2016

Al comparar los valores de ozono residual de cada tratamiento
presentados por el equipo de generacion de ozono y el test
colorimétrico, se observo que son similares y que existe una diferencia
minima entre las lecturas considerando que el equipo generador de
0zono, al contar con un sistema computarizado integrado de medicion,
arroja lecturas mas precisas; mientras que el test kit colorimétrico

muestra valores redondeados. Vale sefalar que los valores de ozono
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residual de todos los tratamientos se encuentran por debajo de los
valores maximos establecidos en la normativa de la Administracion
de Seguridad y Salud Ocupacional (2014) de los EE. UU. para los
niveles de exposicibn de ozono, que en condiciones de trabajo

constante de 8 horas equivalen a 5 mg/h de Os.

Por otro lado, el valor CT fue determinado para cada tratamiento con
el fin de tener certeza que los valores de ozono residual contribuyan
potencialmente a aumentar la estabilidad biolégica del vino y el tiempo

de vida util, mediante la siguiente ecuacion:

CT = Concentraciéon O; Residual * Tiempo

Si se considera el tratamiento albl con una concentracion de ozono
residual de 0,35 mg/l por un tiempo de contacto de 1 minuto, el valor

de CT fue el siguiente:

CT = 0.35%1=0.35

En la Tabla 8 se presentan los valores calculados de CT para cada
tratamiento a una temperatura promedio de 25 °C del vino de frutas.

Tabla 8: Resultados de los valores de cinética de consumo de ozono (CT) de los
tratamientos propuestos a una temperatura promedio del vino de frutas de 25
°C.

TRATAMIENTOS OZONO RESIDUAL (mg/I) TIEMPO APLICACION (min) VALOR CT
alb1 0,35 1 0,35
alb2 0,38 3 1,14
alb3 0,40 5 2,00
a2b1 0,80 1 0,80
a2b2 0,83 3 2,49
a2b3 0,85 5 4,25
a3bl 1,25 1 1,25
a3b2 1,30 3 3,90
a3b3 1,35 5 6,75

Autor: Rodrigo Valle Espinosa, 2016
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4.1.2

Los valores de CT calculados (rangos entre 0,35y 0,75) sobrepasan
los valores estimados bibliograficamente, entonces potencialmente la
aplicacion de ozono como método alternativo de pasteurizacion del
vino de frutas puede ser efectivo no solo mejorando la estabilidad
bioldgica del vino de frutas, sino también aumentando el tiempo de vida
de anaquel del producto final. Segun Beutelspacher (2013) una
concentracién residual de 0.1 a 0.4 mg/l es necesaria para la
desinfeccién y potabilizacion de agua, y para la Agencia de
Proteccion Ambiental de los EE. UU. (2015) un CT = 0.72 aplicado al
agua a 30 °C es suficiente para desactivar 99.9 % de los quistes de
patdgenos entéricos que potencialmente podrian estar presentes.

Resultados microbiolégicos

En el Anexo A se presentan los resultados de los analisis
microbioldgicos realizados a las muestras de agua de vertiente, agua
de vertiente ozonificada, vino de frutas sin pasteurizar, vino
pasteurizado tradicionalmente, y vino ozonificado de acuerdo al modelo
experimental planteado.

En la Tabla 9 se presentan los resultados de los analisis
microbioldgicos de muestras de agua de vertiente antes y después de
la inyeccion de ozono para su desinfeccién a una concentracion de 1
mg/l durante 30 segundos.

Tabla 9: Analisis microbioldgicos de agua de vertiente, previo y pos uso de
ozono como tratamiento de desinfeccion, y porcentaje de reduccién microbiana
RECUENTO (UFC/100 ml)

ENSAYO METODOS AGUA DE REDUCCION
UTILIZADOS AR RERTIENTE MICROBIANA [%]
VERTIENTE +
0OZONO
) Standard
Aerobios Totales 9.0x 103 4.0 x 102 95,6
Methods: 9215 D.
. Standard
Coliformes Totales 3.4x10?2 1 99,7
Methods: 9222 B.
. Standard
Coliformes Fecales 8 1 87,5

Methods: 9222 D.
Fuente: LACONAL, 2015
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El empleo de ozono como método de desinfeccion de agua de
vertiente es eficiente, ya que como se puede observar en la Tabla 9,
en todos los ensayos microbioldgicos realizados existe una disminucién
de la carga microbiana; asi, los contajes de aerobios totales del agua
de vertiente disminuyeron de 9,0 x 10° a 4,0 x 102 UFC/100 ml en el
agua de vertiente tratada con Os, lo que representa una reduccion
microbiana de 95,6 %, mismo que fue calculado de la siguiente manera:

UFCiniciales - UFCfinales "

100
UF Ciniciales

% Reduccion microbiana =

o _ 9,0x103% — 4,0x102
% Reducciéon microbiana = 9.0210 * 100 = 95,62

Similarmente, el porcentaje de reduccién de coliformes totales fue
de 99,7 %, y el de coliformes fecales de 87,5%, entonces los resultados
de los 3 parametros microbiolégicos demuestran el poder sanitizante
del ozono en el agua de vertiente. En la Figura 8 se presenta los valores
logaritmicos del recuento de aerobios totales, coliformes totales y
coliformes fecales de agua de vertiente, previo y pos inyeccion de

0z0ono.
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Figura 8: Valores logaritmicos del recuento microbiolégico de Aerobios
Totales, Coliformes Totales y Coliformes Fecales de muestras de agua de
vertiente. nrevio v nos invecciéon de ozono. Autor: Rodriao Valle Esninosa.
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Debe sefalarse que el proceso de pasteurizacion convencional al
vino de frutas empleando choques térmicos fue a 80 °C durante 9

segundos.

En lo que respecta al vino, los resultados del andlisis microbiologico
de la muestra testigo de vino sin ser sometida a ningun tratamiento de
pasteurizacion y de la muestra pasteurizada tradicionalmente mediante

intercambio de calor se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Recuento de mohos y levaduras (UFC/ml) de vino de frutas sin
pasteurizacidn, pasteurizada tradicionalmente y determinacion del porcentaje
de reducciéon microbiana
RECUENTO (UFC/100 ml)
VINO DE

ENSAYO METODOS VINO DE TS REDUCCION
UTILIZADOS FRUTAS SIN MICROBIANA [%]
PASTEURIZADO
PASTEURIZAR
(80°C—-9seg.)
PE-07-5.4-MB
Mohos y Levaduras ~ INEN 1529-10. 4.0x 103 8.0x 10?2 80,0

1998
Condiciones Ambientales: 21.2[°C]; 51 % HR.
Fuente: SEIDLA, 2016

Segun Kilcast (2014), un proceso de pasteurizacion se considera
aceptable cuando existe una reduccion de al menos el 90 % de la carga
microbiana inicial, es decir la reduccion de 1 log, por lo que al comparar
los resultados de la muestra testigo de vino con un recuento de 4,0 x
10 UFC/100 ml, con la muestra de vino pasteurizada mediante
intercambio de calor con un valor de 8,0 x 10> UFC/100 ml, se observa
gue el proceso tradicional de pasteurizaciéon por intercambio de calor
gue se emplea en ILA S.A. reduce solamente el 80,0 % de la carga de
mohos y levaduras; en consecuencia, esta reduccién microbiana no es
suficiente, lo que puede ocasionar un problema tecnoldgico de reflora

y sedimentacion en el vino envasado conocido como “flor del vino”.
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Los resultados microbiologicos que se presentan en la Tabla 11
corresponden a los tratamientos de vino de frutas a los que se aplico
una concentracion de 1 mg/L de Oz durante 1 (albl), 3 (alb2) y 5
minutos (alb3).

Tabla 11: Recuento de mohos y levaduras (UFC/ml) de vino de frutas aplicado
una concentracion de 1 mg/L de Oz durante 1, 3y 5 minutos

ENSAYOS METODOS RESULTADOS REDUCCION
MUESTRA  TRATAMIENTO
REALIZADOS UTILIZADOS (UFC/ml) MICROBIANA [%]
albl PE-07-5.4-MB 3.0x103 25,0
Vino de Mohos y e 1B ,
frutas alb2 Levaduras ' 2.0x10 30,0
alb3 1998 2.0x 102 95,0

Condiciones Ambientales: 21.2[°C]; 53 % HR.
Fuente: SEIDLA, 2016

Los resultados microbiologicos de la Tabla 11 fueron comparados
con los resultados de la muestra testigo (Tabla 10) que mostré un
contaje de 4,0 x 10® UFC/100 ml, determinandose porcentajes de
reduccién microbiana del 25 %, 50 % y 95 %, los cuales, reflejan una
minima reduccion microbiana al aplicar 1 mg/L de Oz durante 1y 3
minutos, mientras que al aplicar la misma concentracion durante 5
minutos el porcentaje de reduccion microbiana se incrementa
alcanzando incluso una mayor eficiencia si lo comparamos con el
obtenido en la muestra pasteurizada tradicionalmente mediante
intercambio de calor. En la Figura 9 se muestra la comparaciéon de los
porcentajes de reduccién microbiana aplicando una concentracion de 1

mg/L de O3 durante 1, 3 y 5 minutos.

La aplicacion del tratamiento alb3 para pasteurizar el vino en ILA
S.A. resultaria econdémicamente inviable debido al alto costo de
operacion, pues se requeriria de varios equipos adicionales para
recircular el fluido durante 5 minutos y lograr una reduccion microbiana

del 95 %, altamente deseable.
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Porcentaje de reduccion microbiana

Pasteurizacién albl a2b2
Convencional

Tratamientos

alb3

Figura 9: Comparacién de los porcentajes de reduccién microbioldgica aplicando una
concentracién de 1 mg/L de Oz durante 1, 3 y 5 minutos. Autor: Rodrigo Valle

En la Tabla 12 se presentan los resultados de la muestra de vino de

frutas aplicando una concentracién de 1,5 mg/L de Oz durante 1, 3y 5

minutos y el porcentaje de reduccidon microbiana alcanzado con una

mayor concentracion de ozono.

Tabla 12: Resultados microbiolégicos del segundo tratamiento de muestras de
vino aplicado una concentracion de 1,5 mg/L de Oz durante 1, 3y 5 minutos

ENSAYOS METODOS
REALIZADOS UTILIZADOS

MUESTRA  TRATAMIENTOS

) a2b1 PE-07-5.4-MB
Vino de Mohos y
22b2 INEN 1529-10.
frutas Levaduras
a2b3 1998

Condiciones Ambientales: 19.2 [°C]; 50 % HR.
Fuente: LACONAL, 2015

RESULTADOS
(UFC/ml)
1

1
1

REDUCCION
MICROBIANA
[%]

99,9
99,9
99,9

Los resultados muestran una reduccién microbiana del 99,9 % de la

poblacibn de mohos y levaduras para los 3 tratamientos, que

corresponde a una reduccién de 3 log. Este resultado corrobora lo

mencionado por Vite (2015), quien empled ozono como atmosfera

modificada para el almacenamiento de fresas y demostré que existia

una reduccion entre 1 — 3 log de poblaciéon microbiana.

50



Adicionalmente, O’Donnell (2012) sefialo la efectividad del uso de
ozono como método de control de poblaciones microbianas en
alimentos y bebidas para asegurar la inocuidad de los alimentos,
demostrando que existe una reduccion de hasta 3 veces la carga
microbiana original de los alimentos y hasta 5 veces cuando el método
es combinado, lo que demuestra la efectividad del poder oxidante del

O3 para pasteurizar el vino.

También Miller & Silva (2013) concluyeron que, empleando agua
potabilizada con ozono, la carga microbiana inicial de las frutas y
vegetales tratadas en los procesos poscosecha se reducia en un 95 %
y se prevenia la contaminacién cruzada en las operaciones posteriores,
demostrando la accién del ozono residual. El porcentaje de reduccién
de 99,9 % obtenido para el caso del vino de frutas corrobora la
efectividad del Oz empleado como método de conservacion, con la
Unica diferencia que se consigue mayor efectividad al emplear el ozono

directamente sobre el vino a pasteurizar.

Por lo antedicho, la efectividad de la aplicacion de ozono como
método alternativo a la pasteurizacion es viable considerando los
resultados mostrados anteriormente y sustentados por trabajos
similares y textos cientificos, ya que existe 3 log de reduccion de carga
microbiana en los tres tratamientos analizados. Ademaés, si se
comparan los porcentajes de reduccion microbiana se observa que
existe una diferencia de 19.9 puntos porcentuales de reduccion entre
la pasteurizacion tradicional (80 %) y los tratamientos con ozono (99.9
%), lo que representa un aumento de la eficiencia del método de

pasteurizacion de aproximadamente el 20 %.

Partiendo de la premisa que, para la desinfeccidén de agua, segun la
FDA Unicamente se requiere 1 mg/L de Os, y la consideracién de que
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el vino por sus caracteristicas contiene otros compuestos, ademas del
agua, se concluye que la aplicacion de 1,5 mg/L de Oz durante 1 minuto
al vino de frutas es suficiente para lograr un conteo microbiolégico de
mohos y levaduras < 1, demostrando en la practica el efecto oxidante
del ozono para pasteurizar efectivamente el vino de frutas. El resultado
microbioldgico obtenido del Laboratorio Movil de la Subsecretaria de
Calidad del Ministerio de Industrias y Productividad de una muestra de
vino del tratamiento a2bl, aplicando 1,5 mg/L de O3 durante 1 minuto,

se presenta en la Tabla 13.

Tabla 13: Resultado microbioldgico de muestra de vino aplicada una
concentraciéon de 1,5 mg/L de O3 durante 1 minuto

ENSAYOS METODOS RESULTADOS REDUCCION
MUESTRA  TRATAMIENTO
REALIZADOS UTILIZADOS (UFC/ml) MICROBIANA [%]
Vino de Mohos y BAM  CAP
a2bl ; 1 99,9
frutas Levaduras 18

Fuente: MIPRO, 2015

El resultado presentado en la Tabla 13 ratifica el resultado
presentado en la Tabla 12, demostrando que aplicar una dosis de 1,5
mg/L de Os durante 1 minuto es suficiente para lograr un recuento
microbioldgico de 1 UFC/ml y un porcentaje de reduccion del 99,9 %, y

por ende la pasteurizacion del vino de frutas.

Enla Tabla 14 se muestran los resultados microbiol6gicos aplicando
3 mg/L de Oz durante 1, 3 y 5 minutos a muestras de vino de frutas.

Tabla. 14: Resultados microbiolégicos de muestras de vino aplicada una
concentracion de 3 mg/L de Oz durante 1, 3y 5 minutos

i REDUCCION
ENSAYOS METODOS RESULTADOS
MUESTRA TRATAMIENTO MICROBIANA
REALIZADOS UTILIZADOS (UFC/mlI) %]
(]
a3bl PE-07-5.4- 1 99,9
Vino de a3b2 Mohos y MB INEN 1 99.9
frutas Levaduras 1529-10.

a3b3 1998 1 99,9

Condiciones Ambientales: 19.2 [°C]; 50 % HR.
Fuente: LACONAL, 2015
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Los resultados obtenidos de los analisis realizados a las muestras
de vino de frutas a las que se les aplicé una dosis de O3z de 3 mg/L,
durante 1, 3 y 5 minutos, muestran una reduccion del 99,9 % de la
carga microbiana presente, similar a los tratamientos en los que se
aplicé una concentracion de 1,5 mg/L durante los mismos tiempos. Esto
ratifica la efectividad de las concentraciones de Oz a 1,5y 3,0 mg/L y
a diferentes tiempos para pasteurizar el vino de frutas. También vale
sefialar que si bien es cierto el porcentaje de reducciéon microbiana
(95,0 %) de la combinacién alb3 (1,5 mg/L de Os durante 1 minuto) es
deseable, tecnolégicamente presenta un limitante al elevar el costo de
la operacion por el empleo por un largo periodo de tiempo (5 minutos)
de otros equipos adicionales para conseguir la recirculaciéon del fluido;
por lo que al aumentar la concentracion del Oz se logra disminuir el

tiempo y por ende el costo de operacion.

Dado que el objetivo de esta investigacion era comprobar la
fiabilidad del método de aplicacion de ozono como alternativa a la
pasteurizacion convencional y determinar la concentracion y tiempo
requeridos para lograr una reduccion de la carga microbiana para
mantener la estabilidad biolégica del vino de frutas, se concluye que el
mejor tratamiento es la combinacion a2bl; es decir, la aplicaciéon de 1,5
mg/L de Os durante 1 minuto, suficiente para lograr un conteo
microbiol6gico de mohos y levaduras < 1 y una reducciéon del 99,9 %

de la carga microbiana inicial.

En la Figura 10 se muestra la comparacién de los porcentajes de

reduccion microbiana de los tratamientos planteados, en esta

investigacion frente a la pasteurizacion tradicional.
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Figura 10: Comparaciéon de los porcentajes de reduccidn microbiolégica de los
tratamientos planteados por nivel, frente al porcentaje de reduccién de la pasteurizacién
tradicional. Autor: Rodrigo Valle Espinosa.

Resultados bromatoldgicos

Con el fin de determinar la accion del Os en las caracteristicas del
producto final, tras el proceso de inyeccién de ozono, se realizé un perfil
bromatolégico de una muestra de vino de frutas sometida a
pasteurizacion tradicional (Tabla 15), y de una muestra de vino de
frutas ozonificado empleando una dosis de 1,5 mg/L de Os durante 1
minuto (Tabla 16). En el Anexo B se presentan los resultados

bromatologicos de los analisis realizados.

Tabla 15: Resultados bromatolégicos de muestra de vino pasteurizada tradicionalmente

’ METODOS
MUESTRA PARAMETROS UNIDADES RESULTADOS
UTILIZADOS
Densidad Gravimétrico g/ml 1,0616
Grado alcohdlico a 20 °C NTE INEN 340 °GL 8,0
Acidez total como acido
L. NTE INEN 341 mg/ 100 ml 20,9
acético
Vino de
frut Furfural NTE INEN 2014 C.G. mg/ 100 ml 0,15
rutas
Metanol NTE INEN 2014-1194 mg/ 100 ml 4,7
Aldehidos como etanal NTE INEN 2014 C.G. mg/ 100 ml 0,0
Alcoholes superiores NTE INEN 2014 C.G. mg/ 100 ml 6,1
Azucares totales HPLC % 25,9

Fuente: LASA, 2016
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Tabla 16: Resultados bromatolégicos de muestra de vino aplicado una concentraciéon de
1,5 mg/L de Os durante 1 minuto
METODOS

MUESTRA PARAMETROS UNIDADES RESULTADOS
UTILIZADOS
Densidad Gravimétrico g/ml 1,0610
Grado alcohdlico a 20 °C NTE INEN 340 °GL 8,0
Acidez total como acido
L NTE INEN 341 mg/ 100 ml 19,7

acético

Vino de

frut Furfural NTE INEN 2014 C.G. mg/ 100 ml 0,11

rutas

Metanol NTE INEN 2014-1194 mg/ 100 ml 4,2
Aldehidos como etanal NTE INEN 2014 C.G. mg/ 100 ml 0,0
Alcoholes superiores NTE INEN 2014 C.G. mg/ 100 ml 6,0
Azucares totales HPLC % 25,9

Fuente: LASA, 2016

Al comparar los resultados de las Tablas 15 y 16 se puede inferir
qgue luego de la inyeccién de ozono, el vino de frutas presenta una
disminucion en los valores de acidez, furfural y metanol, que si bien es
minima indica que el efecto del ozono sobre los componentes del vino
de frutas es beneficioso para la estabilidad bromatol6gica al disminuir
la cantidad de congéneres del producto final, y evidenciando en cierta
medida la teoria de accién del ozono de que Unicamente oxida la
materia organica (microorganismos) sin afectar significativamente otros

componentes.

En la Figura 11 se presenta la comparativa de los valores

bromatolégicos analizados.

Ademas, es importante enfatizar que los resultados bromatol6gicos
obtenidos, cumplen con los parametros de calidad establecidos en la
Norma Técnica Ecuatoriana INEN 374 Vino de Frutas. Requisitos, en
la que el valor maximo de metanol es de 50 mg/ 100 ml, acidez es de

160 mg/ 100 ml y aldehidos 32 mg/ 100 ml.
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Figura 11: Comparacion de los resultados bromatolégicos de muestra de vino
pasteurizada y muestra ozonificada. Autor: Rodrigo Valle Espinosa.

4.1.4 Resultado cromatogréafico

En la Figura 12 se muestra la curva cromatografica, con el orden de
elucion de los compuestos: acetato de etilo, metanol, 1-propanol,
Isobutanol, 4-metil-2-pentanol (estandar interno), 2-metil-1-butanol y 3-

metil-1-butanol.

Con el fin de determinar posibles cambios de los componentes del
perfil de alcoholes y en la estabilidad del vino de frutas, luego de aplicar
una concentracién de 1.5 mg/L de Os durante 1 minuto. Se puede
apreciar que la separaciéon de todos los compuestos es estable,
excepto la de los alcoholes amilicos que aparecen parcialmente
sobrepuestos. Esta sobre posicion no afecta el resultado en términos
de estabilidad, dado que el método aplicado cuantifica la mezcla
conjunta de estos dos compuestos, que no poseen diferencias en sus

propiedades quimicas o sensoriales.
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Figura 12: Cromatograma de una muestra de vino de frutas aplicada una
concentracion de 1,5 mg/L de Oz durante 1 minuto. Fuente: SEIDLA, 2016.

Dado que las separaciones de los compuestos en el cromatograma
son estables, se puede concluir que la inyeccion de ozono a una
muestra de vino de frutas en una concentracion de 1.5 mg/L de O3
durante 1 minuto no afecta el perfil de alcoholes del vino de frutas. Esto
demuestra la accidén del ozono unicamente sobre los microorganismos
y no sobre los componentes quimicos del producto, por ende
aseverando la validez del empleo de ozono como método alternativo

de pasteurizacion.

4.1.5 Resultados organolépticos

Desde el punto de vista de calidad es importante evaluar las
caracteristicas organolépticas del producto ozonificado, por lo que se
realizd una prueba triangular comparativa con el objetivo de evaluar si
el grupo de catadores podia distinguir la muestra de vino ozonificada
frente a muestras de vino pasteurizadas tradicionalmente, cuyos

resultados se presentan en la Tabla 17 y en la Figura 13.
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Una prueba triangular se sustenta en la necesidad de demostrar
estadisticamente que el consumidor final no aprecia una diferencia
significativa entre el uso de ozono como método alternativo y el empleo
de intercambio de calor en la pasteurizacion de vino de frutas, ya que,
conservar las cualidades sensoriales originales del producto es un
punto importante a tener en cuenta al desarrollar nuevos métodos

tecnoldgicos.

Tabla 17: Distribucion de frecuencias observadas y esperadas de la prueba

triangular
Numero de Aciertos Numero de Equivocaciones
Frecuencias Observadas 6 21
Frecuencias Esperadas 9 18

Autor: Rodrigo Valle Espinosa

Frecuencias Esperadas

Frecuencias Observadas

0 5 10 15 20 25

Mumero de Equivocaciones B Numero de Aciertos

Figura 13: Distribucién de frecuencias observadas y esperadas de la prueba
triangular. Autor: Rodrigo Valle Espinosa.

Se determino el estadistico de la prueba ji cuadrado con los valores

de la Tabla 17 y empleando la siguiente ecuacién:

2 _ Z (Ol - Ei)z
X E;
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En donde: X?= Representa el valor estadistico de ji cuadrado
Oi = Numero de frecuencias observadas
Oe = NUmero de frecuencias esperadas

Donde el nimero de aciertos fue:

6 —9)2
){222(9):1

Y el numero de equivocaciones fue:

(21 — 18)2
2_ _—m
X —Z 18 0.5

Por tanto:

x*=1+ 0.5 =1.5

Las hipétesis planteadas para comprobar el valor estadistico ji

cuadrado fueron:

e Ho: Los catadores no identificaron la muestra de vino de frutas
ozonificada.
e Ha: los catadores si identificaron la muestra de vino de frutas

ozonificada.

Al comparar el valor y? calculado (1,5) y el valor critico tedrico (3,85)
a un nivel de significancia de a = 0.05 y un grado de libertad, se observa
que el valor calculado del estadistico de la prueba ji cuadrado resulta
menor al valor tedrico, por tanto, se acepta la hipétesis nula, que

significa que los catadores no diferencian la muestra de vino

59



ozonificada de la muestra de vino tratada por el método convencional

de pasteurizacion.

Lo anterior demuestra, que no existe afectacion del producto en sus
cualidades sensoriales, luego del proceso de inyeccién de ozono, ya
gue los catadores no pudieron determinar diferencia significativa de las
caracteristicas sensoriales en la comparacion de las muestras de vino

de frutas.

4.2 Verificacion de hipotesis

Una vez analizados lo resultados microbiolégicos, bromatoldgicos y
organolépticos de las muestras de vino sometidas a inyeccién de ozono
como método alternativo de pasteurizacion, y tras comparar e inferir los
resultados con la teoria explicativa del uso de ozono en alimentos, se
rechaza la hipotesis nula planteada para esta investigacion y se acepta

la hipotesis alternativa.

Por lo tanto, es efectivo el empleo de inyeccion directa de ozono en
vino de frutas elaborado a partir de un mosto combinado de manzana
(Pyrus malus L.), pera (Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera), como
un método alternativo de pasteurizacion, aplicando 1,5 mg/L del gas
durante 1 minuto para conseguir una reduccion del 99,9 % de la carga

microbiana inicial.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se mejoro la estabilidad biolégica del vino de frutas obtenido por
fermentacion natural a partir del mosto combinado de manzana
(Pyrus malus L.), pera (Pyrus communis L.) y uva (Vitis vinifera),
tras el proceso de inyeccion de ozono, aplicando una
concentracion de 1,5 mg/L de Os durante 1 minuto ya que el
efecto oxidativo del Os permite la degradacion de mohos y
levaduras en un 99,9 %, sin alterar las caracteristicas

sensoriales y fisico quimicas de producto final.

El efecto inhibidor del O3 es ampliamente superior al efecto que
tiene el método tradicional de pasteurizacion que ILA S.A.
emplea en sus procesos vinicolas, y su aplicacién permitira

asegura la estabilidad microbiolégica del producto.

La teoria de accion del O3z al actuar unicamente degradando los
microorganismos fue comprobada ya que tras el proceso de
inyeccion directa de ozono no se alter6 las caracteristicas
bromatoldgicas del vino de frutas e incluso mejoraron ciertos

parametros como metanol y acidez.

Los panelistas de la prueba triangular no fueron capaces de
diferenciar la muestra tratada con o0zono, mostrando la
efectividad del método como alternativa a los procesos
tradicionales de pasteurizacion por intercambio de calor, al no
afectar las caracteristicas organolépticas del vino de frutas y no
ofrecer cambios significativos en las percepciones sensoriales

de los catadores.
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5.2 Recomendaciones

e Recomendar a ILA S.A. el uso del O3z en una concentracion de
1,5 mg/L durante 1 minuto en el proceso de pasterizacion del

vino de frutas.

e Emplear el método de difusion de ozono por burbujeo a través
de un difusor ceramico, con el fin de que las micro burbujas
distribuyan de mejor manera las moléculas de O3z en el vino de
frutas y puedan degradar efectivamente los microorganismos

presentes.

e Desarrollar un perfil de estabilidad del producto en condiciones
aceleradas con el objetivo de corroborar los resultados de

tiempo de residencia de ozono.

o Establecer el tiempo de anaquel o de vida util del vino de frutas
ozonificado aplicando una concentracion de 1,5 mg/l de Os

durante 1 minuto.

e Recomendar el empleo de ozono como método alternativo de
pasteurizacion para mejorar la calidad de otros productos mucho
mas complejos, como néctares de frutas, bebidas proteicas y

bebidas lacteas.

e Realizar un estudio de costos comparativos para determinar los
puntos de equilibrio econémico y retornos de inversion, al optar
por el empleo de equipos de generacibn de ozono para la
pasteurizacion, en lugar del empleo de intercambiadores de
calor y la necesidad constante de generacion de vapor para su

funcionamiento.
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ANALISIS MICROBIOLOGICOS
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MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS PASTEURIZADO TRADICIONALMENTE

Meicihor Toaza MNi1-63
ering Av. del Maesiroy Nazanelh
Tetla . 248 35 145 § 260 8548 [ 247 G314
Tededan: 2H] BEEL » wdsesdl Sboratony. ocom
Cusdo - Ecuadar

INFORME DE EN3AYD MR 112424

TIFD MAUES TRA: Declamda por o oionis
COM:

CODMGO LABORA TORIC:
TIPO DEFRODUCTD:

DARECCION:

CONDMIMON LLEGADA ¥ TIPD DE ENVASE
MUMERD DE LOTE:

FECHA RECEPCIOM:

FECHA WICM) ENSAYD:

CONTENDO DECLARADD:

CONTENMMY ENC ONTRADO

FECHA DE EL ABORACMON:

FECHA DE CADLUCAAD :

CONDMIMINES AMBIENTALES DE L) Eqana
DE LA MUESTRA:

FORMA DECONSERVACIIN:

MUESTRED:

VIO, CODGOr MVPLCA MUESTRA Z FECHA DE TOMA: 18/04 2016

112eze 1
WING, COMGTE MVPLCA, MUESTRA 2F ECHADE TORA: 1308 2016

I DERATO o T ALIESIE PR

FRAZCS DE PLASTIC O O0M TR

Tompaatuwa 22 G
ANMBENTE
ES RESPONSAILIOND DEL CLENTE

hhn'ns‘er'I;d.lms

METODO UMIDAD RESULTADD
W INTERHO
(NEM 1529-10} UIFCHn A0 10

Dratas fowrmdo s dal coaderno de Micrabiokogia 88 Pag. 133A

OB SERVACIONE S TECMICAS: Par padda del clanis so b an la mue st sin dilicdn

Lo resubades edgessdos ariba Genen valides 8 oo aeda l mossiia enalzade & condiciones &8 peciica s no S ande & ansl e 8 g b

i e 88 resonsabiiza o e e

b i b S S g ¥ sl dl el e Domada

Esfe nfymane sk Mpldioids, Sosn & ool oo |8 saehect del Decty Tamies

& Tlempo de almacenam lenio de inlormes : Cince afics a parde de b fecha de ngreso de la mesta

Adarmiamania,

Director Teonico (B}

1amaa
FECHA EMEBDN

Figana 1da 1

Tiempo dé parimanancia e B s muesras an el [aborabors
Muesras perecibies: 8 diss caenda. Muesras ne perecibis: 30 diss caendan
Sidesen epeladn de alpin pErAre o, Se debe gererar urd Soficiud en el per odoe esipulado
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MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS APLICADO 1 mg/L de O3 DURANTE 1,3Y 5

MINUTOS
Fa Mo ko Tomra kG 8-
| ] . _
) F i SEIDLAIORATORY Cli, Lida e Ay del Masio y hazasin
| R 1 S R i T Tells 245545 ) MR BEAR | 47814
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INFORME DF BNSATYD MAL 112428

m:u::-r Ak: D solmads par sl olenis WHCH, COOYG0: MVPLCE M2, MUESTRA 2, FECHA DETOMA: | BY2018
LG O ASRA TORM- Vs

WG] . ODIGE ATVELCB002, MUESTRAZ, FECHA DE TOMA: D2 &
Ao DE PRODLC T ' '
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FECHA IC I ENSAYL:

19021
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MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS APLICADO 1,5 mg/L de Oz DURANTE 1,3Y 5
MINUTOS

y Melcwr Toaza MNEI-63
SEIDLABURATORY Ula, Lida, eni= Av. gl Mamsiro yha samth
" s e i s Tells.. 24285 45 f 2800 08T 24063 14
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 CRTEMIDD ENC ONTRADC: e
FECHA DEELABIR ACKH - i
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O ORD ECADBIE S A BENENTA LES O L LEG A4 KL

DELA ML TR =
FoRMa DE CONSERVACTI N Tempesmtura 22
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E R e Pl 1R B e G BT R

ENSAYO MICROBIOLOGICO ';'E-EDEIE'“":] METODO UNIDAD | RESULTADO
albl <1
= A INTERMOD .
fghns v Levaduras :!1:; (INEN 152511 (FCAml} : i

Diatos o e ced euadame de Nigabiaota BE Pag. 1358
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MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS APLICADO 3 mg/L de O3 DURANTE 1,3Y 5
MINUTOS

" Meaichor Toaza M 163
[ SEIDLADBO RATORY Clit. Ltda, NG Ay, | RARERIM 3 MR oain
! i o i dif St g e Talle 2055 15 J 20008 0 a7 6514

SENV L0 IHIECHAL DE L A ST o 0 Tebel pus 200 AR5 = wwvwy Bl koo mov y ST

Chukn - Ecuacky
IHFORME DE BN AAY O MR 11240
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| BB
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FECHA DE ELABORACIN.: i
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FORMA DE CONSESVADDN:
MLES FESC [

ESRESFONSARL IDAD DEL CLIENTE
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ENSAYDO MICROBIOLOGICO METODOD UNIDAD RESULTADD
ICODIGa)
vkl T
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kAchaos y Lewaduras ESH [LIFC il <1

o {INEN 1525-10) -
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MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS APLICADO 1,5 mg/L de O3 DURANTE 1 MINUTO
COMPROBACION

SUBSECRETARIA
HMIETERMD -
DE MOUITRIAS DE LA CALIDAD FDFI-I.IIP{IE".?:EHSE:I%-UM 012
JI  ¥rrooucTHDA INFORME TECNICO
Fecha de analisis: 14-04-2016
Fecha de envid de resultados: 21-04-2016
EMPRESA - MUESTRA- | Canbidad | Tama. [ 7T Goniformes | Mohos y E. DBESERVACIONES
PRODUCTOR | PRODUCTQS | '¥mU | 61 (oig) | (oo | levedures | Aureus
Hlcohol =200 Ambierte - - ! - Solo se realiza
INDUSTRIAS | MvoZ = - MEL
LICORERAS Alcohol =200 "“""MF"“ - - c3 - Solo se realiza
ASOCIADOS | Mvse = MEL
SA flcohol MVP | =200 | Ambierte - - - Solo se realiza
EC <1 MEL

Nota: Para los andlisis de microbiologia para bebidas alcohdlicas, no existe ninguna
norma gue solicita en los requisitos, no obstante, fue un pedido puntal de la empresa.

P il
Firma: e U alel
: mallen -t o S
.
Elaborado por: Juan Carlos Cadena
Cargo: Técnico de Gestidn de Calidad (Matriz)

74



ANEXO B
ANALISIS BROMATOLOGICOS
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MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS SIN PASTEURIZAR

ASA

LABOHATORIO DE ANALISES DE ALBMENTOS
¥ FHODUCTOS PROCESADCOS

INFORME TECNICO PARA REGISTRO SANITARIO
g s mn};ﬂ!.:.w
DATODS DEL CLIENTE

SOLICTTADD POR: INDUSTRIAS LIDDRERAS ASDCIADAS S A4 *ILASA™
DIRECCHON: INGAHURCD BAMD, CALLE PORTUGAL S/ ¥ ALEMANIA. AMBATO — TUNGUR AHLUA - ECUADDR

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

NOMBRE DEL PRODUCT O VINO DE FRUTAS
MARCA COMERCIAL: - FABRICANTE: INDUS TRIAS ucm
TIPO DE PRODUCTD: BERMA ALCOHOLICA S A MLASA”

COD. MUESTRA: 237015 IDENTIFICACION: M1 |

ENVASE INTERNG: BOTELLA DE VIDRID ¥ TAPA DE | FORMA DE COMSERYACION: T
ALUMMNIO SECD
CONTENIDO NETO DEC LARADC: 750 on' CONTENIDD NETQ ENOONTRADD: 750 o’
FECHA DE ELAB. | H)2-2016 FECHADE EXPa 13-02-319 N LOTE: 15061

| FECHA RECEPCION: [9-02-3016 | FECHA DE ANALISIS [9-0-M1627-02-2016 | FECHA E ENTREGA: (2-03-1016

ANALISIS FISICO QUIMICO

RECUISTO DE LA MORMA

PARAME TRO it METODO
RESULTADND
ANALIZADO UNIDAD e ey DE ANAL ISIS
DENSIDAD 1,0616 el GIRA VIMETRICO
GRADO ;
| ALCOHOLICO A 20°C &0 = 1 “ B L
ACIDEZ TOTAL
(Exp. e aido 209 - L — . BIEN M1
I!l.i:n_;
FURFURAL 05 iy mallE - 10 e
¥ mDE FEE LAS AF(-1083
METANOL 4.7 H_.:g.u_“m - 1 INEM 300 1154
— EHD0S i erT—y T™EN 24
Comno ssanal ALDTHOL AN o - i
I ALCOHOLES ' ) @l OE 150 THEN 24
SUPERIORES 6.1 LOOHOL ANHIDAD - ca
FIUCARES A
TOTALES 359 % 150 . B HPLE

M,]

ﬂEIl]tré.HTt t :Ehu'mmu

LAS A 32 pspomabar 8 Dpivamene @ 03 andlen, & msuioado s e Gaecemencs 8 5 e reciade e m el b oo
Pt bds . pepmdur cain, pasci all o 804 PO @ UMBUEST I 0 S5 TR MO i 3T cie | B .
Av.de b Prengs NS3-113 yOongalo Galln = Telfomo: 2460 518 /2260012 Fag lof 1
Tinse | enesarinn Paresia TP5-%T v Simoin Ciindenas = Tekfom: 20815
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ASA

LABOFATORMD DE AMALISES DE ALBENTOS

¥ FHODUCTOR FROCESADOS

MUESTRAS DE VINO DE FRUTAS APLICADO 1,5 mg/L de O3 DURANTE 1 MINUTO

INFORME TECNICO PARA REGISTRO SANITARIO

INF. LASA 020314 ﬂl"n-‘.’:.;q‘,.‘n
ORDENDE TRABAN Mo, D023T

DATODS DEL CLIENTE

SOLICTTADD POR: INDUSTRIAS LIDDRERAS ASOCIADAS 54 “ILASA™
DIRECCIO M INGAHUROD BAJD, CALLE PORTUGAL S/ ¥ ALEMANIA. AMBATO — TUNGUR AHUA - ECUADOR

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

NOMEBRE DEL FRODUCTO: VIND DE FRUTAS

MARCA COMERCIAL: -
TIFD DE FRODUCTO: BERIDA ALCOHOLICA

FABRICANTE: NDUS TRIAS ucm
S A CILASA™

COD. MUESTRA1 1016 IDENTIFICACION: HI

ENVASE INTERNO: BOTELLA DE VIDRIO ¥ TAPA DE | FORMA DE CONSERYALION il
ALUMNID SEDD
CONTENIIND NETO DEC LARADD: 750 on’ CONTENIDD NETO ENCONTRADD: 750 on”

FECHA DE ELABR. 13025015
FECHA ];]C'Imﬁﬂmﬂﬂﬁ -

FECHADE EXPF. |3-02-H19

N LOTE: 1506.1

FECHA DE ANALISIS: |9-02-H0I62TT7-02-2016

FECHA DE ENTREGA: I2-03-2014

ANALISIS FisSICO QUIMICO

PARAMETRO | pronrino | unmap REQUISITO BE La BORMA METODO
ANALIZ AT i~ MAX DE ANAL ISIS
DENSIDAD 1,0610 o CGRA VIMETRICO
GRADD .
| ALCOHOLICO A 20T 0 e = “ s
ACDEL TOTAL
(Exp. e ide 19,7 P Aol — - BN M1
:!l.i:n}
FURFUR AL il AL AT - 1.0 ca '
) al DE FEE4LAS
METANOL 42 u.cgu.wmm - 1o EBNEM 2004 1154
- | o e o T
Como =anal A LOTHNL b WIS o - G
[ ALCOHOLES g 1] el OE. 150 THEN I
SUPERIORES 6.0 ALCOHOL ANHID - Ci
FIUCARES I
TOTALES 255 % 150 . - HPLE

LAS A g2 ppomabaio oo hervamenee de s malee, = esuioado s el o Gnioamenne o b mUE S recain @ el e
oot el 2 repmd s cain paece ol o 80480 P cumbques e e 300 eI PO 20 P e 0 i o a0
Av. de ls Frensa MS3-113 yOonzlo Gallo = Telfons: 2460 %14 /2250012
T |omussrsin Pareia (54T v Simein Cidenax » Tekfom: 22906815

|

o s

CERENTE t

Ill-'I.;ﬂ’l.-l.'ﬂllml]

{ 1

Pag lof |
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ANEXO C
HOJA DE CATACION
(PRUEBA TRIANGULAR)
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ILA S.A. EVALUACION SENSORIAL CODIGO EVS - 01
) AREA PRODUCCION
(é") HOJA DE CATACION )
REVISION: 1

INSTRUCCIONES: Por favor deguste las muestras empezando por la

izquierda; a continuacion, pruebe la muestra del vértice superior y termine con

la muestra del vértice restante. Siéntase en la libertad de degustar las veces

que desee las tres muestras y luego indique cual es la diferente, marcando

con una X el cédigo respectivo.

GRACIAS POR SU COLABORACION
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