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INTRODUCCION

La industria de las bebidas alcoholicas es una de las de mas demanda y consumo a nivel
mundial. Cada afilo aumentan los consumidores de estas bebidas, desde las no destiladas

como la cerveza, hasta las destiladas como el ron.

En tal sentido, el sur Peruano es reconocido por ser una zona netamente productora de
“Pisco”, la cual es considerada como una bebida bandera. Dada la demanda de este producto
tanto a nivel nacional como internacional, su produccién ha ido aumentando
considerablemente los ultimos afios. Al afio 2017 se present6 un crecimiento del 4% con

respecto al afio 2016, segun datos del Ministerio de Produccion.

Al haber una gran demanda se ha visto necesario aumentar el control en cuanto a los
estandares de calidad de este producto. Se ha visto productos con una baja calidad o
adulterados en su composicion. Esto por consecuencia genera complicaciones financieras,
legales y de la salud. Tales complicaciones de salud son producidas al consumirse bebidas
con bajos estandares de calidad. Dichos estandares de calidad presentes en la Norma Tecnica

Peruana 211.001, estipulan los valores considerados como aceptables.

Actualmente el Pert ha comenzado a implementar normas que aseguren la calidad de sus
productos. La Norma Técnica Peruana 211.001.2006 presenta estandares de calidad (tanto
a nivel organoléptico como fisicoquimico) los cuales son considerados como Optimos para
el consumo humano asi como estandares para reconocer esta bebida con la denominacion

de origen.

El presente estudio busca colaborar la normativa ya mencionada, asi como proponer una
técnica de mayor practicidad, con resultados exactos y fiables. Para su desarrollo se
utilizaron las instalaciones del area instrumental del Laboratorio de Ensayo y Control de
Calidad de la Universidad Cat6lica de Santa Maria, el equipo usado fue un Cromatografo
Shimadzu GCMS-QP2010 y una columna RESTEK Stabilwax-DA.

Xl
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RESUMEN
En el proceso de produccion de bebidas alcohdlicas son producidos distintos congéneres del
metanol. Si bien es cierto el principal objetivo es la fermentacion alcoholica y evitar valores
excesivos de otros congéneres, este proceso se puede ver afectado al momento realizar la
destilacion del mosto. Normalmente en el proceso de destilado del “Pisco” se puede
distinguir 3 etapas: La cabeza, el cuerpo y la cola. La cabeza, es la parte inicial del destilado,
el cuerpo es la parte de mayor importancia por ser de donde se obtienen el “Pisco” y la cola,
que es el desecho con otro tipo de alcoholes que en su mayoria son los considerados como

derivados de aceite de fusel o alcoholes superiores.

En tal sentido, el Pert es un gran productor de “Pisco”. Desde el afio 2012 la produccion de
“Pisco” ha crecido ininterrumpidamente. Al afio 2017 se estimaba una produccion de 10.9

millones de litros, segun el Ministerio de Produccion.

El presente trabajo constituye un aporte en el control y vigilancia de sustancias toxicas que
son indicadores de una deficiente calidad. Se valid6 una técnica de cromatografia de gases
con detector de ionizacién de llama (FID) para identificar distintos congéneres del Metanol
(Acetato de Etilo, Metanol, Iso-Propanol, 1-Propanol, Iso-Butanol, Alcohol Iso-amilico y
1-Butanol) en “Piscos”. El desarrollo de esta técnica busca mejorar el control sobre estas

bebidas, dando resultados mas exactos y precisos que los métodos existentes a la actualidad.

Primeramente se determind los requisitos cromatograficos adecuados para una Optima
resolucion. Posteriormente se procedié a determinar los parametros minimos para la
validacién de una técnica, los cuales fueron: Linealidad, Sensibilidad Precision y Exactitud.
Finalmente se procedi6 a evaluar “Piscos” de distintas variedades: Acholado, Mosto verde,
Puro no aromatico y Puro aroméatico. Como resultado los congéneres mas comunes de
encontrar son el Acetato de etilo, Metanol, Propan-1-ol, Iso-propanol ( 2-Propanol), Iso-

butanol (2-metilpropan-1-ol) y Alcohol Iso-amilico (3-metilbutan-1-ol).

Palabras claves: Cromatografia de gases, validacion, destilacion, alcoholes superiores y
“Piscos”.
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ABSTRACT

In the process of alcoholic beverages production differents congeners of methanol are
produced. Although the principal aim is the alcoholic fermentation and to avoid excessive
values of other congeners, this process can meet at the moment to realize the distillation of
the wine. Normally in distillation process is possible to distinguish 3 stages: The head, body
and tail. The head, it is the initial part of the distilled one, the body is the part of major
importance for being wherefrom there are obtained the "Pisco™ and the tail, which is the

waste with another type of alcohols like derivatives of fusel oil or higher alcohols.

To this respect, Peru is a great producer of "Pisco". From the year 2012 the production of
"Piscos™ has grown uninterrupted. At year 2017 there was estimated a production of 10.9

million liters, according to the Department of Production.

The present work constitutes a contribution in the control and vigilance of toxic substances
that are indicators of a deficient quality. A technical chromatography of gases was validated
by detector of ionization of flame (FID) to identify different congeneres of the Methanol
(Acetate of Ethyl, Methanol, Iso-propanol, 1-Propanol, Iso-butanol, Alcohol Iso-amilico
and 1-Butanol) in “Piscos". The development of this technology seeks to improve the control

on these drinks, giving more exact and precise results that the existing methods.

Firstly the chromatographic requirements were adapted for an ideal resolution. Later one
proceeded to determine the minimal parameters for the validation, which were: Linearity,
Sensibility Precision and Accuracy. Finally were evaluated "Piscos"” of different varieties:
“Acholado”, “Green Must”, “Pure not aromatic” and “Pure aromatic”. As result the most
common congeners of finding are the Acetate of ethyl, Methanol, Propan-1-ol, Isopropanol
(2-Propanol), Iso-butanol (2-metilpropan-1-ol) and Alcohol Iso-amilico (3-metilbutan-1-
ol).

Key words: Gas chromatography, validation, distillation, fusel alcohols and “Piscos”.
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HIPOTESIS

La técnica de cromatografia de gases es usada para la deteccién y cuantificacion de

compuestos organicos volatiles, termoestables y de bajo peso molecular.

Es probable que al validar una técnica cromatogréafica de gases, nos permita obtener

resultados confiables en “Piscos”.

XVI
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Validar una técnica cromatogréfica de gases para determinar metanol y congéneres en

“Piscos”.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los parametros de linealidad, sensibilidad, precision y exactitud para la
validacion de la técnica.

2. Evaluar congéneres presentes en “Pisco” de distintas variedades.

3. Definir las ventajas de la cromatografia de gases para determinar congéneres como:
Acetato de etilo, Metanol, Iso-propanol, 1-Propanol, Iso-butanol, 1-Butanol y Alcohol

Iso-Amilico en ensayos de control y vigilancia.

XVII
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1. BEBIDAS ALCOHOLICAS DESTILADAS

Dentro del grupo de bebidas alcohdlicas destiladas tenemos a los aguardientes y licores,
por lo general estas bebidas superan los 20° de Alcohol. Las bebidas que comprenden este

grupo son: *

e Whisky

e Vodka

e Ron

e Brandy o Cognac

e Tequila

e Aguardiente aromaticas

e Licores

1.1.1. PISCO

El “Pisco” es un aguardiente conocido internacionalmente, se obtiene por un proceso
de destilacion de uvas fermentadas y se hace especialmente con uvas conocidas como
pisqueras.? 3 Su antigiiedad data desde el siglo XVI.*

La vid, cuya antigliedad data de la época de cristo, fue traida a América por los
espafioles procedentes de las Islas Canarias a inicios de la época colonial. Segun la historia,
el nombre se origina de la palabra “pisqu” el cual pertenece al nombre de un ave propio de

la region de Ica.

La zona costera del Per0 es la que se encarga de cultivar y producir esta bebida. Dentro
de esta zona tenemos a los valles de Lima, Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna.® Asi como en
otras bebidas, existen variedades de “Piscos” segun el tipo de Uva usado para su produccion.
Estas variedades se encuentran agrupadas en 3 grupos:

1. “Pisco Puro”: Se obtiene de una uva pisquera y puede ser aromatico y no aromatico.
Los “Piscos puros aromaticos” son aquellos que son elaborados a partir de uvas
aromaticas como: Moscatel, Albilla, Torontel o Italia. Los piscos puros no aromaticos
son elaborados con uvas no aromatizadas como Quebranta, Negra criolla y Uvina. ®

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

2. “Pisco Mosto verde”: obtenido del mosto que aun no ha terminado su proceso de
fermentacion. Es decir aun se puede encontrar azucar en el contenido del mosto.
Generalmente estos piscos son aquellos a los cuales les queda 4° de alcohol
aproximadamente. El grado de azlcar restante dependera del productor. ®

3. “Pisco acholado™: Es el pisco que se obtiene de la mezcla de al menos 2 variedades de
uva. Por lo general se combina las uvas aromaticas con las no aromaticas, dandole mayor

cuerpo al “Pisco” asi como un mejor aroma °

El proceso de produccién de esta bebida consiste en una fermentacion inicial del vino y

posterior destilado.

La fermentacion inicial es la etapa principal de todo el proceso; en este se produce el
vino y se lleva a cabo dos procesos bioquimicos: La fermentacion alcohodlica y la

fermentacion malo-lactica.’

La fermentacidn alcoholica es la que permite la transformacidn de los azlcares presentes
en la uva y los convierte en etanol. Por otro lado, la fermentacion malo-lactica implica la
degradacidn del &cido malico en acido lactico con el fin de disminuir la acidez. Este proceso
no es fundamental en la produccion de esta bebida y dependera del productor realizarla. "8

Segun la Norma Técnica Peruana 211.001, es reconocido como “Pisco” toda bebida que
sea producida y tenga el principio tradicional de calidad establecido en las zonas de
produccion reconocidas. De igual forma, esta norma establece los estdndares de calidad
tanto organolépticos como fisicoquimicos. Entre los contaminantes mas comunes tenemos:

metanol y sus congéneres.®
1.1.1.1. HISTORIA

Tras la llegada de los espafioles a Lima, fue necesario surtir a la ciudad con vino y fue

asi como se comenzd a dar las primeras plantaciones de vid en el Per(.®

Posteriormente la produccién de vid hizo propicia la produccion de un aguardiente.
Segun historiadores, se presume que dicha produccién habria comenzado a inicios del siglo
XVI. 10

Comenzada ya la produccién de esta bebida, se procedi6 a poblar otras zonas del Perd,
con el fin de plantar vid y a su vez producir este aguardiente. En tal proceso se comenzé la
poblacion de la hoy ciudad de Pisco. La produccion de “Pisco™ en esta ciudad atrajo la
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atencion de los pobladores de la época colonial debido a que era considerada la principal

zona de produccion de esta bebida espirituosa.t® 1?

1.1.1.2. COMPOSICION QUIMICA APORTANTE DE LA UVA

La composicion de la Uva es la que aporta posteriormente propiedades al producto
final. Estas propiedades se ven principalmente en la fase de produccion inicial, donde el

mosto es fermentado.’

Una uva estd compuesta por agua principalmente. Sus valores varian entre un 80-90%.
Por otro lado, esta compuesto por azlcares como: glucosa y fructosa.'® Dichos azcares,
estan presentes principalmente en las vacuolas de las células de la pulpa, estas son las que

posteriormente se convierten en etanol.” 3

Los acidos organicos también estan presentes en la Uva y lo estan en forma de &cido
malico y tartarico. Estos acidos constituyen mas del 90% de los &cidos presentes en la Uva,

y son los que confieren la propiedad 4cida al vino.’

Pedicelo

Raspon

Peciolo

Receptaculo

Pepita

Hollejo

Figura 1.1: Partes de la Uva
Fuente: Guia basica de Vinos

1.1.1.3. PROCESO DE PRODUCCION DE PISCO EN PERU

En el momento de la produccion, es importante considerar que sobre las
caracteristicas de la uva que se use recaera la calidad de nuestro producto final.}* La
caracteristica principal a considerar es el grado de glucosa que contenga la uva, el grado de
glucosa 6ptimo es de 12° (aunque puede variar y dependerd mucho del productor), este
influenciara directamente en el grado alcoh6lico.'>® Posteriormente se debe proceder al

molido de las uvas y a extraer todo aquello que no corresponda al jugo de uva netamente.
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Finalmente nos quedamos con las hollejas (pieles de las pasas), por la gran cantidad de
glucosa que contienen y ya habremos obtenido el mosto (vino joven) con baja graduacion

de alcohol todavia.’

Se deja en reposo este producto durante 8 a 15 dias y finalmente se lleva a destilacion.
Cada empresa tiene un protocolo para determinar las temperaturas bajo las cuales destilar,
pero por lo general podemos decir que la cabeza se destila a 70°C, el cuerpo a unos 44°C y

la colaa 15°C. ¥/

El proceso de destilacion determina la calidad del “Pisco” que obtengamos. Por tal
motivo los contaminantes mencionados en la Norma Técnica Peruana 211.001 se producen

generalmente cuando el productor intenta recuperar un mayor cuerpo.®
1.1.1.4. FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohdlica se lleva a cabo por Saccharomyces cerevisiae, una
levadura la cual se encarga de convertir la glucosa en acido pirdvico y luego en etanol. Este
es un organismo unicelular, su reproduccion se da de forma asexual por gemacion. Ha sido
bastante estudiada a través de los afios, lograndose determinar su genoma completo. El uso

de esta levadura en particular se ha visto destinado a la produccion de panes, vino y cerveza.
18

En el caso de la fermentacién del mosto es necesario agregar levaduras, la cual
comercialmente viene deshidratada. Para su uso es necesario reconstituirla con agua y en
algunos casos activarlas con algun carbohidrato. La cantidad de su uso dependera del tipo
de uva, usualmente se encuentra en el intervalo de 10-210 mg/L y para aislar su crecimiento
se usa anhidrido sulfuroso, el cual actlia como antioxidante y antimicrobiano. Por otro lado,
el crecimiento de esta levadura se va inhibiendo hasta extinguirse (en algunos casos) segun
el grado alcohodlico del mosto. La tolerancia al etanol va desde los 8° hasta los 14° de

alcohol. ¥°

La reaccion llevada a cabo por la Saccharomyces cerevisiae se caracteriza por
desprender CO», ademas de ser una reaccion exotérmica. La finalidad de este tipo de

fermentacion es la de proporcionar energia en ausencia de oxigeno.* 1516
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Figura 1.2: Fermentacion alcoholica a partir de glucosa.
Fuente:. Wine Chemistry and Biochemistry

Para la obtencion del etanol a partir de los azlcares presentes en el vino, es necesario
primeramente que se realice la glicolisis. EI primer paso para llevar a cabo la glicolisis es la
fosforilacion de la Glucosa y Fructosa por enzimas conocidas como hexoquinasas, esta
reaccion da como producto Glucosa-6-fosfato y Fructosa-6-fosfato. Luego de esto, las
moléculas de Glucosa-6-Fosfato son transformadas en Fructosa-6-fosfato por accion de la
enzima Fosfoglucosa-isomerasa. Al estar ya todo transformado en Fructosa-6-fosfato, por
accion de una molécula de ATP, esta gana una molécula de fosforo, obteniéndose Fructosa-
1,6-difosfato.

Posteriormente por accién de una aldosa esta molécula es transformada en
Dihidroxiacetona-fosfato y Gliceraldehido-3-fostato, la molécula de interés en este paso es
el gliceraldehido-3-fosfato; por tal motivo, la enzima Triosafosfo-isomerasa es la encargada

de transformar la Dihidroxiacetona fosfato en Gliceraldehido-3-fosfato. 2

Una vez obtenido la mayor cantidad de Gliceraldehido-3-fosfato, por accion de la
enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se obtiene una molécula de 1,3-
Difosfoglicerato. EI 1,3-Difosfoglicerato obtenido es posteriormente desfosforado por
accion de la Fosfoglicerato-quinasa convirtiendo la molécula en 3-Fosfoglicerato. El 3-
fosfoglicerato es luego transformado en 2- Fosfoglicerato por  accién de la

Fosforogliceromutasa, la molécula de 2-Fosfoglicerato es luego transformada en Fosfoenol-
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piruvato por accion de una enolasa y finalmente se obtiene la molécula de piruvato por

accion de la piruvato-quinasa.?

Finalmente, el Piruvato es descarboxilado por accion de la Piruvato-Descarboxilasa,

y se obtiene etanol. %
1.1.1.5. FERMENTACION MALO-LACTICA

Este tipo de fermentacion es llevada a cabo por bacterias lacticas, caracterizadas por
ser anaerobias aerotolerantes. Usualmente estas bacterias se encuentran en la capa externa
de los frutos usados entre estos tenemos Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Weissella y, sobre todo, de Oenococcus. Esta conversion si bien es cierto es conocida como
fermentacion, es mas una reaccion enzimatica, la cual consiste en la reduccion de acido
malico (encontrado usualmente en las cascaras de la uva) a &cido lactico y se da cuando se
necesita reducir el grado de acidez de las bebidas. El &cido lactico tiene un pH menor al del
acido malico, lo cual ayuda a disminuir la acidez de la bebida.?% %2

La reaccion consiste en una descarboxilacion simple del &cido malico, obteniéndose
como producto final &cido lactico.?

O  HO

| Enzima Malolactica O|
| 0 > HOJ\/CH3

OH OH
Acido Malico

Acido Lacticc

Figura 1.3: Fermentacion malo-Iactica

1.2. NORMA TECNICA PERUANA 211.001 2006

La Norma Técnica Peruana 211.001 2006 (Anexo 1) establece cuales deben ser los

requisitos tanto organolépticos como fisicoquimicos. ©
1.2.1. REQUISITOS ORGANOLEPTICOS

Los requisitos organolépticos son las propiedades percibidas por los sentidos, tales
propiedades dan evidencia de la calidad de estas bebidas. Estas propiedades son apreciadas
por catadores experimentados, usualmente estas evaluaciones son llevadas a cabo en
concursos con el fin de calificar la calidad de los “Piscos™. La siguiente tabla muestra los

requisitos que se consideran segun la Norma técnica Peruana 211.001.
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Tabla 1.1: Requisitos Organolépticos en “Pisco”.
Fuente: N.T.P. 211.001

Requisitos .
o Pisco
Organolépticos
Descripcion Pisco Puro: I?(_& Uvas Pisco Puro’: I_De Pisco Acholado Pisco Mosto
No Aromaticas Uvas Aromaticas Verde
Claro, limpido y color | Claro, limpido vy | Claro, limpido y | Claro, limpido
Aspecto brillantes color brillantes color brillantes y color
brillantes
Color Incoloro Incoloro Incoloro Incoloro
Ligeramente Ligeramente Ligeramente Ligeramente
alcoholizado, no | alcoholizado, alcoholizado, alcoholizado,
predomina el aromaa la | recuerda a la materia | intenso, recuerda | no predomina
materia prima de lacual | prima de la cual | ligeramente a la | el sabor a la
procede, limpio, con | procede, frutas | materia prima de | materia prima
estructura y equilibrio | maduras o sobre | la cual procede, | de la cual
exento de cualquier | maduradas, intenso, | frutas maduras o | procede 0
elemento extrafio. amplio, perfume | sobremaduradas, | puede recordar
fino, estructura y | muy fino, | ligeramente a
Olor equilib_rio, exento de estructura y Ia_ materia
cualquier elemento | equilibrio, exento | prima de la
extrafio de cualquier | cual procede,
elemento extrafio. | muy fino vy
delicado,
aterciopelado,
con estructura
y  equilibrio,
exento de
cualquier
elemento.
Ligeramente Ligeramente Ligeramente Ligeramente
alcoholizado, ligero | alcoholizado, sabor | alcoholizado, alcoholizado,
sabor, no predomina el | que recuerda a la | ligero sabor que | no predomina
sabor a la materia prima | materia prima de la | recuerda el sabor a la
de la cual procede, | cual procede, | ligeramente a la | materia prima
limpio, con estructura 'y | intenso, con | materia prima de | de la cual
equilibrio, exento de | estructura y | la cual procede, | procede 0
cualquier elemento | equilibrio, exento de | intenso, muy fino, | puede recordar
extrafio. cualquier elemento | con estructura y | ligeramente a
extrafio. equilibrio, exento | la materia
Sabor de cualquier | prima de la
elemento extrafio. | cual procede,
muy fino vy
delicado,
aterciopelado,
con estructura
y  equilibrio,
exento de
cualquier
elemento
extrafio.
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1.2.2. REQUISITOS FISICOQUIMICOS

Los requisitos fisicoquimicos son aquellos que le confieren las propiedades
sensoriales a un “Pisco”. La tabla siguiente especifica las caracteristicas fisicoquimicas de
un “Pisco”, asi como los valores normales de la presencia de cada uno segun la NTP
211.001.5

Tabla 1.2: Requisitos Fisicoguimicos.
Fuente: NTP 211.001

Tolerancia
Minimo Maximo al valor Método de ensayo

declarado
Grado alcoholico
volumétrico a 20/20°C 38,0 48,0 +/-1,0 NTP 210.003: 2003
Extracto seco a 100°C (g/l) - 0,6 NTP 211.041:2003
Componentes Volatiles Y
Congéneres (mg/100 ml
AA)

Requisitos Fisicos y
Quimicos

Esteres 10,0 330,0
Formiato de etilo - =
Acetato de etilo 10,0 280,0 NTP 211.035:2003

Acetato de Iso-Amilo - -

Furfural E 50 NTP 210.025:2003
: NTP 211.035:2003

Aldehidos

como acetaldehido
Alcoholes superiores
como alcoholes superiores 60,0 350,0
totales
Iso-Propanol - -
Propanol - -
Butanol - -
Iso-Butanol
3-metil-1-butanol/ 2metil-1- - -
Butanol
Acidez Volatil . 200.0 NTP 210.040:2003
como Acido acético ' NTP 211.035:2003
Alcohol Metilico

Pisco Puro y Mosto
verde de uvas no 4,0 100,0
aromaticas NTP 211.022:2003
Pisco Puro y Mosto NTP 211.035:2003
verde de uvas 4,0 150,0
aromaticas y pisco

acholado

Total componentes

voldtiles y congéneres

3,0 60,0 NTP 211.035:2003

150,0 750,0
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1.2.21. METANOL

El metanol también conocido como “alcohol de madera” es un tipo de alcohol que se
forma a partir de sustancias pépticas como es la cascara de la uva o también en pulpas. Es
uno de los principales componentes del cuerpo del destilado. Este alcohol es un componente
principalmente de la “cabeza” en la destilacion del mosto. No es toxico de por si, pero puede
causar graves consecuencias al ser metabolizado y convertirse en Acido férmico, ya que
puede llegar a producir ceguera. Por otro lado puede producir fatiga, nauseas, epigastralgias,

cefalea, taquipnea, cianosis, convulsiones y vision borrosa 24 %

H3C

OH

Figura 1.4: Metanol

1.2.2.2. ETANOL

El etanol es el principal producto de la fase de fermentacion alcohdlica del vino. A
condiciones normales se caracteriza por ser incoloro. Su toxicidad viene a darse al oxidarse,
dado que puede formar Acetaldehido y Acido acético. El acetaldehido es considerado como
el principal factor de la resaca. Por otro lado el Acido acético puede causar dafios sobre la
superficie de los 6rganos implicados en su digestion, asi como dolores de garganta, vomitos

HO

y diarrea. 24 %

Figura 1.5: Etanol
1.22.3. ACETATODEETILO

Se forman por reacciones entre alcoholes y acidos, en el caso de los “Piscos” estos
provienen de la union del acido acético presente y etanol. El etanol como se sabe proviene
de la fermentacion alcohélica. El cido acético es un producto secundario de la fermentacion
alcohdlica, donde el acetaldehido puede llegar a oxidarse hasta Acido acético o se puede
obtener a partir del tipo de levadura usado. Por ejemplo la Saccharomyces

cerevisiae produce entre 0.1 a 0.4 g/l de 4cido acético durante la fermentacion alcoh6lica.?*
15,25
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Figura 1.6: Acetato de etilo
1.2.2.4. ALCOHOLES SUPERIORES PRESENTES EN PISCOS

Son considerados dentro de este grupo todos aquellos compuestos que son formados
en el proceso de fermentacion y que no son propios de una bebida alcohdlica. Si bien es
cierto estos contribuyen al aroma en el “Piscos”, también es importante considerar de que
dichos compuestos pueden malograr el aroma si estos se empiezan a acumular por encima
de las 300 ppm. Dentro de este grupo de alcoholes en “Piscos” tenemos: 1-Propanol, Iso-
Propanol (Propan-2-ol), 1 Butanol, Iso-butanol (2-metilpropan-1-ol) y Alcohol Iso-Amilico
(3-metilbutan-1-ol). Estos alcoholes se obtienen mediante desaminacién de aminoacidos
por parte de las levaduras con el fin de que obtengan nitrégeno amoniacal para su consumo

o para formar otros aminoécidos consumibles. 24 26: 25

Finalmente, en presencia de exceso de nitrégeno, la formacion de alcoholes superiores
es baja y relativamente independiente de la concentracion de los compuestos nitrogenados.
Sin embargo, la formacién de 1-propanol, no parece obedecer reglas definidas a
concentraciones bajas de nitrogeno pues se hace independiente de la concentracion de
compuestos nitrogenados cuando rebasa un cierto valor. La temperatura de fermentacion
influye sobre la formacion de alcoholes. Entre 25-35 °C la formacion de 1-Propanol y 2-
Metil-1-Butanol varia ligeramente. La formacion de 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-butanol
es relativamente poco afectada por los cambios de temperatura. La presencia de particulas
en suspension en el medio fermentativo incrementa la produccion de alcoholes superiores.
Los tratamientos de clarificacion de las melazas también afectan su contenido. Durante la
fermentacion, el contenido de &cidos y ésteres puede aumentar mientras que el del contenido

de fusel, disminuye.?® 27

12.2.41.  1SO-PROPANOL (2-Propanol)

También conocido como Alcohol Iso-Propilico, es un compuesto incoloro e

inflamable. Es uno de los dos isdémeros del Propanol. La ingestion de este alcohol en valores
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altos puede producir somnolencia, inconsciencia y muerte. Asi mismo se ha observado dolor
abdominal, nauseas, vomitos y diarrea.?* 2°

Figura 1.8: Iso-Propanol (2-Propanol)

1.2.24.2. 1-PROPANOL

Es un producto no deseado de la fermentacion. Este tiende a formarse en la primera
fase de fermentacion y se ha visto que el aumento del tiempo de fermentacion disminuye
los niveles de este alcohol por ende los “Piscos mosto verde” son aquellos en donde se veran

incrementados los niveles de este alcohol que en los vinos base secos recién fermentados.
24,25

H3C

Figura 1.7: 1-Propanol

1.2.243. 1-BUTANOL

También llamado alcohol n-butilico es un alcohol incoloro de olor similar al vino. Su
ingestion puede tener efecto narcético. Causar dolor abdominal, nduseas, dolor de cabeza,

mareos Yy diarrea. A dosis altas este puede afectar los rifiones, higado y la audicion.?* %
ch/\/\ OH

Figura 1.9: 1-Butanol
1.2.2.4.4. ISO-BUTANOL (2-metilpropan-1-ol)

El Iso-Butanol es un liquido transparente con un olor a alcohol fuerte. Es soluble en
agua. Los efectos sobre la salud comprenden irritacion de ojos, piel, sarpullido, irritacion de

la nariz, garganta y tos. Ademas de esto es el causante de dolor de cabeza, mareo,
somnolencia, confusion y pérdida de coordinacion.?* 2
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Figura 1.10: Iso-Butanol (2-metilpropan-1-ol)

12245  ALCOHOL ISO-AMILICO (3-metilbutan-1-ol)

El 3-metilbutan-1-ol pertenece a una familia de 8 isomeros. Es un alcohol incoloro,
con olor caracteristico. Es ligeramente soluble en agua. Entre las reacciones adversas
comunes tenemos a la irritacion tanto de piel como de las mucosas, depresion del sistema

nervioso, dolor de cabeza, nauseas, mareo, vértigos, vomitos y diarrea. 2 2°

HaC

A

HsC
Figura 1.11: Alcohol Iso-Amilico (3-metilbutan-1-ol)

1.3. DESTILACION

La destilacion es un proceso el cual consiste en separar, mediante el calor, los distintos
componentes de una mezcla. Para lograr este proceso, los componentes volatiles de nuestra
mezcla han de evaporarse y pasar posteriormente a un proceso de condensacién por

enfriamiento.?8

El principal objetivo de este proceso es lograr separar los distintos tipos de alcoholes
producidos en la fermentacion alcohdlica. Mediante este proceso logramos dividir la cabeza,

el cuerpo y la cola.?®

En lo que concierne a bebidas alcohodlicas destiladas existe 2 métodos por los cuales

son obtenidas:

e Continuo: Tiene este nombre debido a que es un proceso sin interrupcion
e Discontinuo: Se caracteriza principalmente debido a que se hace una doble
destilacion con alambiques. Tiene por finalidad conseguir destilados méas puros

y de mayor calidad.
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1.3.1. DESTILACION DISCONTINUA

Es un proceso donde una matriz es separada por medio de condensacion a fin de tener
mayor pureza de uno de los componentes de la matriz inicial. Este proceso es tipico de vinos
y se ha usado desde hace muchos afios para obtener productos destilados como los
aguardientes, vodka, whisky, entre otros. En el caso de la produccion de “Piscos” este es

llevado a cabo en un alambique.?®
13.1.1. EL ALAMBIQUE

El alambique es un instrumento el cual se usa Unicamente para la obtencion de

destilados. EI material idoneo de un alambique es el cobre, debido a que:

e Forma compuestos insolubles con &cidos grasos y productos azufrados residuales
del vino, de manera que no pasan al destilado.

e Esun buen conductor de calor.

e Esresistente a la corrosion de acidos del vino.

e Cataliza las reacciones de esterificacion.

Consta de una olla la cual calienta el vino, y posteriormente pasa por un cuello de
cisne donde algunas de los componentes empiezan a condensarse, mientras otros se

condensan cuando pasan por un refrigerante llamado ‘serpentin”. 2
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- Alberca  ——

b)

c)
Figura 1.12: a) Alambique para fermentacion y destilacion b) Falca c) alambique con

calientavinos
Fuente: N.T.P. 211.001
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1.4. CROMATOGRAFIA

La cromatografia es un proceso de separacion donde la muestra se distribuye en dos
fases: una estacionaria y una mavil. La fase estacionaria puede ser un material sélido
(poroso, de superficie activa a manera de pequefias particulas) o una pelicula delgada de
liquido que cubre un soporte sélido o una columna. La fase movil es gaseosa o liquida. Por
lo tanto, si la fase movil es gaseosa se denomina cromatografia gaseosa o si es liquida se
denomina cromatografia liquida. De este modo, al pasar la fase movil sobre una fase

estacionaria, una mezcla de sustancias puede ser separada en sus componentes.?® %
1.4.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica que permite la separacion de una mezcla a
través de una columna. Un gas inerte empuja, moviliza y eluye el analito a través de la
columna. El principio para la utilizacion de este método es considerar la volatilidad del
analito, el cual es inyectado volatilizado a una columna de cromatografia. En este tipo de
cromatografia, la fase movil no interactda con las moléculas del analito y solo se encarga de

transportar el analito a través de la columna.

Esta técnica a su vez posee dos tipos: La cromatografia gas-solido y la cromatografia

gas-liquido.

La cromatografia de gases gas-sélido ha sido una técnica no muy usada debido a que
depende de la adsorcion fisica en la fase estacionaria sélida. Ha sido usada principalmente

para la separacion de especies gaseosas de bajo peso molecular. %

Por otro lado, la cromatografia de gases gas-liquido es la mas usada hoy en dia. Se
basa en la distribucion del analito en una fase movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada

sobre la superficie de un solido inerte.®

Para realizarse es necesario tener gases de alta pureza. El gas portador es el gas de
mayor importancia en cromatografia de gases, debido a que este nos ayuda a ver con claridad
la linea base en la determinacién de los picos de la muestra que estemos identificando. Por

tal motivo es muy importante usar un gas de alta pureza y que no interaccione con la muestra.

Los gases portadores mas comunes son:

e Helio
e Nitrégeno
e Argon
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De todos los mencionados es el Helio el gas de mayor uso. Este se caracteriza por
obtener una linea base sin mucho ruido, permitiendo una mejor resolucién del

cromatograma.

Por otro lado, tenemos 2 gases de apoyo: Oxigeno e Hidrdgeno, ambos gases
contribuyen con el detector, ya que la llama del FID (Flame ionization detector) utiliza

ambos gases para encender.3!
1.4.1.1. DESCRIPCION DEL EQUIPO
Un cromatografo de gases esta compuesto basicamente por: 2

e Fase movil: Gas transportador
e Fase estacionaria: Columna
e Inyector

e Horno

La siguiente figura muestra el proceso al momento de realizar un ensayo por GC:

[HYECTOR ADGUISICION ¥
Microjeringa FROCESADC DE
. , o DATOS
Divisor de flujo 1
Septum, | Detector Crdenador
Regulador o b
de flujo =
Regulador ’_‘
de presion
Py
A Rotametro

Columna

Gas portador

Horno termostatizado

Figura 1.13: Esquema de funcionamiento del Cromatografo de gases.
Fuente: Principles of Gas Chromatography

El sistema funciona de la siguiente manera: la muestra liquida es inyectada,
volatilizada y pasa a la columna que se encuentra en el horno (debidamente programado).
Posteriormente la muestra es quemada por la llama del FID (Flame lonization Detector)
emitiendo sefiales las cuales son detectadas por los detectores ubicados a los costados de la
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llama de hidrégeno. Estas sefiales son enviadas al software y son evidenciadas en el

cromatograma.
14.1.1.1. SISTEMAS DE INYECCION DE LA MUESTRA

La muestra es inyectada con una jeringa hipodérmica a traves de un septum de silicona
a un alineador de vidrio contenido en un bloque metalico, donde es vaporizada y barrida
hacia la columna. El bloque se calienta a una temperatura que se fija en un valor
suficientemente alto para convertir practicamente en forma instantanea la muestra liquida

en vapor.*

guja de la jeringa

5

S Purga del septum

' Gas portador
Camara de vaporizacion E ;
;\ Conexiona columna

Columna

Figura 1.14: Partes del sistema de inyeccion de muestra.
Fuente: Wikimedia Commons

1.41.1.2. TIPOS DE INYECCION DE MUESTRA

La cantidad de muestra inyectada cominmente suele ser la menor posible dada la
sensibilidad de esta técnica y a la susceptibilidad de la columna por los solventes. Asi mismo
tenemos 2 tipos de inyeccion: SPLIT y SPLITLESS. 3

14.1121. INYECCION SPLIT

El inyector de SPLIT se caracteriza por tener un sistema de division de flujo a la salida
de la camara de mezcla. Por medio de este sistema, el flujo de gas portador que pasa a través
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del inyector se divide en dos: una parte es introducida en la columna y la otra va fuera del
sistema a través de una valvula de aguja que permite regular la proporcion de gas que es

introducido a la columna.3 34
14.1.1.2.2. INYECCION SPLITLESS

En esta técnica la totalidad de la muestra es dirigida hacia la columna, la cual se
mantiene durante la inyeccion a una temperatura inferior al punto de ebullicion del
componente mas volatil de la muestra. Al ser una inyeccion directa, esta técnica permite

realizar analisis de trazas.3? %4

14.1.13. TIPOS DE DETECTORES

El detector se encargara de detectar las sefiales emitidas por el equipo y de transmitirlo

al software. Entre los més utilizados tenemos:®°

e Detector de ionizacion de llama (FID, Flame lonization Detector).

e Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical Conductivity Detector).
e Detector termoidnico (TID, Thermoionic Detector).

e Detector de captura de electrones (ECD, Electron-Capture Detector).

e Detector de emision atobmica (AED, Atomic Emission Detector).

Dentro de los mencionados el detector FID es el mas usado hoy en dia, dado su alta

versatilidad y adaptabilidad a distintas condiciones de trabajo.®
14.1.14. DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA (FID)

Este tipo de detector utiliza hidrogeno como fuente de llama para ionizacién de las
moléculas a través del detector. El detector dispone de un sistema de electrodos. El electrodo
negativo esté situado en la base de la llama y el positivo en forma de cestilla o cilindro
alrededor de la llama cargada con +300V. La corriente gaseosa que sale de la columna se
mezcla con una corriente de hidrogeno y entra en el detector donde se produce la
combustion. Para soportar la llama se introduce aire por la base del detector.®®

Durante la combustién producida al Ilegar un compuesto organico a la Illama, se
forman particulas cargadas que depende de la naturaleza y velocidad del flujo del soluto y

por tanto directamente relacionada con la cantidad de este.*
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Figura 1.15: Detector de ionizacion de llama (FID).
Fuente: Detectors in gas Chromatography

1.4.1.2.  COLUMNAS PARA CROMATOGRAFIA

La columna es el componente principal que permite la separacion de componentes.
Existen distintos tipos dependiendo del ensayo a realizar. La columna se encuentra
compuesta por un tubo, dentro del cual se encuentra la fase estacionaria. Puede ser de tres

tipos:

Liquido depositado sobre particulas de un solido portador(columnas
empaquetadas o de relleno)
Liquido depositado sobre las propias paredes del tubo (columnas tubulares
abiertas).>*
1.4.1.2.1. TIPOS DE COLUMNA EN CROMATOGRAFIA DE
GASES
14.1.2.1.1. COLUMNAS EMPAQUETADAS

Las columnas empaquetadas corresponden a los inicios de la cromatografia gaseosa.
Dada su antigiedad y limitado uso, no son de mucho uso hoy en dia. Estas columnas se
caracterizaban por ser un tubo (que podia ser de vidrio o acero inoxidable) con un didmetro
de entre 2 -5 mm y de una longitud que oscila entre 1 y 15 m, los cuales eran enrollados de

tal forma que pudieran introducirse en el horno del cromatédgrafo.

Al interior del tubo, se encuentra la fase estacionaria bajo la forma de un liquido

soportado sobre un material adecuado finamente pulverizado. El didmetro de las particulas
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REPOSITORIO DE

del relleno debe ser al menos 10 veces inferior al diametro del tubo, con el fin de conseguir
una distribucion uniforme. El relleno que se encuentra dentro del tubo normalmente suele

ser de lana de vidrio o lana de cuarzo.®®

Figura 1.16: Columnas empaquetadas o de relleno.
Fuente: Sigma-Aldrich

1.4.121.2. COLUMNAS CAPILARES

También conocidas como columnas tubulares abiertas, son columnas compuestas por
una fina pelicula de entre 0,1-10um de fase estacionaria. Normalmente esta fase es un
polimero térmicamente estable y con un alto peso molecular. Asi mismo, el tubo que recubre
esta capa fina suele ser de vidrio o de silice fundida de un diametro de 0,05-0,53 mm de
diametro interno.% Dentro de este tipo de columnas podemos encontrar 2 tipos de columnas

capilares:

e Columnas Wall Coated open tubular(WCOT): Actualmente son las mas usadas, se
caracterizan por tener a la fase estacionaria formando una pelicula liquida

directamente sobre las paredes del tubo. %

e Columnas Porous Layer Open Tubular (PLOT) En estas columnas la pared interna
del tubo se encuentra recubierta de una capa adsorbente. Una variaciéon de esta
corresponde a las columnas Support Coated Open tubular (SCOT) en las que se

tiene impregnado una fase liquida en el soporte. %
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Figura 1.16: columna capilar.
Fuente: Interchim

Debido a sus caracteristicas de permeabilidad, estas columnas pueden ser de mayor
longitud, ya que esta propiedad permite mantener un flujo estable en la columna.®® Las

caracteristicas que le confieren este gran uso son:

e Cantidad de platos: La cantidad de platos de estas columnas se encuentra entre
30.000 a 50.000 platos, esta propiedad especifica permite una buena separacion de
mezclas complejas.

e No se requiere una gran selectividad, esto ayuda a separar una amplia variedad de

compuestos sin mayor problema.

El inconveniente principal es que no se pueden usar grandes cantidades de muestra
por lo que se debe de tener cuidado con la cantidad de muestra a inyectar, ya que los
compuestos podrian enlazarse con la fase estacionaria y producir sangrado de la columna.®

14.1.2.2. FASE ESTACIONARIA

Es importante hablar sobre la fase estacionaria ya que la fase movil, en cromatografia
de gases, es un gas inerte. Segun la afinidad de nuestra muestra por la fase estacionaria es

gue se producira la retencion y separacion de los distintos componentes de la solucion a
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analizar. Las fases estacionarias deberan ser estables en un amplio rango de temperaturas
para poder soportar los cambios de temperaturas a las cuales seran sometidos. Esta

propiedad permitira un mayor rango de utilizacion para la columna. 3’

Por otro lado, también es necesario considerar la adherencia a la pared de la columna.
Esta adherencia permitird que nuestra fase estacionaria no sea arrastrada ni presente

sangrado cada que se realice un ensayo.3% %’

Al realizar un ensayo por cromatografia de gases, se debera de tomar en cuenta la
naturaleza del analito. Solo la afinidad entre el analito y la fase estacionaria permitira una
buena separacion. Esta separacion y retencion por parte de la columna se puede explicar por

distintas fuerzas intermoleculares. %’

Entre las fases estacionarias mas comunes tenemos a:

Hidrocarburos: Son utilizados como fases estacionarias apolares, para su utilizacion

son tomados en cuenta hidrocarburos de alto peso molecular.

e Polisiloxanos: Conocidos también como siliconas, es considerado como las fases
estacionarias con mayor utilidad hoy en dia, dada su alta estabilidad térmicay a la
posibilidad de modificar quimicamente la estructura de base para obtener fases con
diferentes polaridades y selectividades.

e Polifeniléteres: De moderada polaridad, poseen gran estabilidad térmica.

e Poliésteres: Son polimeros resinosos productos de la policondensacion de un acido
polibasico con un polialcohol.

e Polietilenglicoles: Separan compuestos polares y que puedan formar enlaces de

puente de hidrogeno.

1.5. VALIDACION

Validacion es el término que se usa para el proceso que busca definir un requisito
analitico y la confirmacidn de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
requeridas. La validacion de una técnica se realiza con el fin de demostrar que sus
caracteristicas de desempefio son las adecuadas para el uso que se le dara. El alcance de este
dependeré de la aplicacidn, la naturaleza de los cambios realizados y de las circunstancias

en que el método se va a utilizar.%®

Los métodos analiticos deben ser validados o revalidados:
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e Antes de su introduccidn al uso.

e Siempre que cambien las condiciones para las cuales el método ha sido validado
(por ejemplo, un instrumento con diferentes caracteristicas 0 muestras con una
matriz diferente).

e Cada vez que se cambia el método y el cambio esta fuera del alcance original del
método

1.5.1. LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad de un método analitico de obtener resultados
proporcionales entre la concentracion de analito y su respuesta. Para determinar la linealidad
seré necesario realizar un analisis estadistico de varianza, asi como determinar el coeficiente
de correlacion (r?).Para su determinacion se debe de trabajar con al menos 5 puntos de

calibracion. %
1.5.2. SENSIBILIDAD

Un método es sensible cuando hasta la menor variacion de concentracion generara una
variacion de respuesta que podra ser determinada por el método. El limite de deteccién y el
limite de cuantificacién son parametros que permitiran realizar un analisis adecuado de la

sensibilidad. %°
El limite de deteccion es la menor concentracion, o cantidad de analito detectable.3®

El limite de cuantificacion es la minima concentracion de analito cuantificable por el

método.38
1.5.3. PRECISION

Es el grado de concordancia entre los resultados de mediciones obtenidas de una serie
repetida de analisis sobre una muestra homogénea bajo condiciones establecidas. Es

conocida también como la funcidn de los errores accidentales.®®

1.5.3.1. REPETIBILIDAD

Es la medida de la precision de una técnica efectuada en las misma condiciones, sobre
el mismo analito, con la misma técnica, mismo analista, haciendo uso del instrumento de

medida y durante un intervalo corto de tiempo. *°
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1.5.3.2.  PRECISION INTERMEDIA

Es la medida de la precision de una técnica efectuada en las mismas condiciones, sobre
el mismo analito, con la misma técnica, mismo analista, haciendo uso del mismo

instrumento de medida y durante un intervalo de tiempo. %
1.5.4. EXACTITUD

La exactitud viene a ser el grado de concordancia existente entre el resultado de un

valor medido y el valor verdadero. *°
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODO
2.1. MUESTRAS DE ESTUDIO

A fin de validar la técnica analitica, se utilizaron muestras provenientes de la ciudad
de Arequipa. Las variedades escogidas fueron: “Acholado”, “Puro no aromatico”, “Puro

aromatico” y “Mosto verde” de una misma marca.

2.2. MATERIALES
e Jeringa 10 pL para GC Marca: Shimadzu
e Micropipeta de 25-250uL Marca: Boeco
e Micropipeta 1-1000 pL Marca: DragonLab
e Matraces aforados 10mL Marca: Boeco
e Viales para cromatografia de gases Marca: Shimadzu
e Equipo de destilacion
2.3. REACTIVOS
e Agua Ultrapura( obtenido de un destilador PureLab Classic de marca: ELGA)
e Metanol Densidad (Densidad: 0.792 Kg/L Pureza: 99.8% MERCK)
e Acetato de etilo (Densidad: 0.90 Kg/L Pureza: 100.0% J.T BAKER)
e 2-Propanol Densidad (0.79 Kg/L Pureza: 99.9% J.T BAKER)
e 1-Propanol (Densidad: 0.804 Kg/L Pureza: 99.0% C.D.H)
e 1-Butanol (Densidad: 0.81 Kg/L Pureza: 99.8% J.T BAKER)
e 2-metilpropan-1-ol (Densidad: 0.80 Kg/L Pureza: 99.0% MERCK)
e 3-metilbutan-1-ol (Densidad: 0.81 Kg/L Pureza: 99.5% J.T BAKER)
e 2-Butanol (Densidad: 0.808 Kg/L Pureza: 99.5% FLUKA CHEMIKA)

2.4. EQUIPOS
e Equipo para cromatografia de gases GC/MS-QP2010 ULTRA SHIMADZU con
detector FID ( Flame lonization Detector).
e Columna capilar RESTEK STABILWAX DA 11023 (silice fundido de 30m de largo
y 0.25mm de didmetro interior cubierto con una fase estacionaria de polietilenglicol
(PEG) con un espesor de 0.25uM).

e Balanza analitica no automatica de 4 digitos marca KERN
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2.5. METODO
25.1. PROCEDIMIENTO
2.5.1.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

A 100 ml de muestra se le agregaron 5ml de una solucion stock de 2-Butanol (Solucién
control) a 10000ppm Yy se procedié a realizar el destilado. La concentracion de los distintos
congéneres se obtuvo a partir de la gréfica de calibracion.

.
Figura 2.1: Proceso de destilacion realizado a las muestras para analisis

Para la determinacion del grado alcohdlico de la muestra, se procedid segun la Norma

Técnica Peruana 210.003 para la determinacion del Grado Alcoholico. (Anexo2).

2.5.1.2 REQUISITOS CROMATOGRAFICOS
Se evaluaron distintas técnicas y se procedio a elegir la que mejor resolucidn tuviera.

Los requisitos cromatograficos son:

e Volumen de inyeccion: 0.2 uL

e Temperatura de inyeccion: 250.0°C
e Modo: Split

e Splitratio: 134.3

e Presion: 279.3 KPa

e Flujo total: 121.4 KPa

e Flujo de la columna: 1,44 mL/min
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Posteriormente se muestra las temperaturas aplicadas a la pendiente de condiciones

cromatograficas:

e Temperatura inicial: 45.0°C x 3 minutos
e Temperatura intermedia: 70.0°C x 2minutos

e Temperatura final: 210.0°C x 4 minutos

El método fue evaluado usando un mix de los estdndares a 1500 ppm y posteriormente
se procedio a identificar cada pico usando los estandares por separado. La técnica bajo la
cual se baso inicialmente para el desarrollo de la validacion es la Norma Técnica Peruana
211.035: Determinacion de metanol y congéneres por cromatografia de gases en bebidas

alcoholicas destiladas, emitido por el Instituto Nacional de Calidad.
2.5.1.3 PREPARACION DEL ESTANDAR

Los célculos se hicieron con el fin de obtener una solucion stock inicial de 20000ppm.
Asi mismo, para realizar dicho procedimiento y disminuir el error en la grafica de
calibracién, cada estandar fue pesado antes de ser agregado a la fiola. De dicho stock se
procedieron a sacar alicuotas para la preparacion de la gréfica de calibracién. Se procedio

de igual manera en el caso de la solucién control.
2.5.1.4 SOLUCION CONTROL

La solucion control es un compuesto de caracteristicas fisicas y quimicas similares a
los componentes de la matriz en estudio, en tal sentido, para escoger el patron de control
ideal para desarrollar la técnica. Los componentes volatiles en la matriz de estudio son los
gue siguen a continuacion:

Tabla 2.1: Puntos de ebullicidn de estandares usados

Temperatura
Congénere de ebullicién
Q)
Metanol 64.7
Acetato de etilo 77.1
Iso-Propanol
(Propan-2-ol) 826
Propan-1-ol 97.0
Iso-butanol
(2-metilpropan-1-ol) 108.0
1-Butanol 117.7
Alcohol Iso-Amilico 132.0

(3-metilbutan-1-ol)
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Tales temperaturas se encuentran en un intervalo de 60-130°C. En tal sentido, se
procedio a escoger el 2-Butanol como solucidn control. Este alcohol se caracteriza por tener
un punto de ebullicion en 100°C y no se encuentra presente en nuestra matriz de estudio.
Por tal razén es el alcohol idoneo para su utilizacién como patrén de control de calidad.

2.5.2. VALIDACION
25.21. LINEALIDAD

Para desarrollar la linealidad fue necesario desarrollar una gréafica de calibracion, la
cual fue desarrollada tomando en cuenta el intervalo de valores normales de los distintos

congéneres en “Piscos”.

Se procedi6 a determinar los puntos tomando en cuenta los valores considerados como
normales en la Norma Técnica Peruana 211.001. Se realiz6 un stock inicial a 10000ppm y
posteriormente a partir de este stock se realizaron diluciones en fiolas de 10mL. A cada fiola
se le agregd 40puL, 200 pL, 500 pL, 1000 pL y 1500 pL, para los puntos 40ppm, 200ppm,
500ppm, 1000ppm y 1500ppm respectivamente. En el caso del 2-Butanol las
concentraciones de la grafica de calibracion fueron distintas, se prepar6 un stock de
10000ppm pero de diluyé a concentraciones de 80ppm, 400ppm, 1000ppm, 1500ppm Yy
2000ppm en fiolas de 10 mL. Todas las concentraciones fueron recalculadas segin la
variacion de la pesada.

Para determinar la linealidad se realizaron 3 inyecciones de cada estandar y se procede
a determinar la grafica de calibracion. Para esto se debe de despejar las variables a y b de la

siguiente ecuacion:

Y=bX+a
Ec. 2.1

Para despejar esos valores es necesario realizar las siguientes operaciones matematicas:

b= ZXi*Yi_ZXi:lZYi L SYi-beTXi
ZXzi_(ZL")z n
Ec. 2.2 Ec.2.3

Siendo:
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a: Ordenada a origen

b: Pendiente

e n: Numero de mediciones

Xi: La concentracién

e Yi: El valor medido en el ensayo
Asi mismo para calcular el r:

Txi « yi 2XL*2XT
n

r =

Ec.2.4

Para interpretar las variables de esta ecuacion, se usaron las mismas variables que para

las ecuaciones 2.2 y 2.3.
Ademas se realizé un Analisis ANOVA de regresion, este tiene la siguiente premisa:

Ho: b=0
Hi: b£0

En el caso de la hipdtesis nula (ho), se acepta que la pendiente sea igual a b, por lo
tanto no existe correlacion en la grafica de calibracion. La hipotesis alternativa (H1), afirma
que no existe igualdad entre ambos valores y por lo tanto, existe correlacion en la gréfica de

calibracioén.

2.5.2.2.  SENSIBILIDAD

Para hallar el limite de deteccion y cuantificacion se usaron las graficas de calibracién
obtenidas con cada estandar. El limite de deteccion determina la concentracion minima la
cual es determinada por la técnica. El limite de cuantificacion corresponde a la cantidad
minima bajo la cual el instrumento puede producir una sefial cuantificable.

La sensibilidad fue detectada para cada uno de los estandares usados. La ecuacion 2.5

y 2.6 muestran las formulas para los parametros ya mencionados:

. . Ve +35, 1
Limite de Deteccion = —— * —

b Vn

Ec. 2.5.
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Limite de Cuantificacié _Ybl+105bl*i
1mite ae Cuan lflCClClOTl = —b \/ﬁ
Ec. 2.6.
Donde:
e Yp  =variable “a” obtenido de la grafica de calibracion.
o Sy = variable “a” obtenido de la gréfica de Concentracion vs Desviacion
estandar.

e D = Intercepto de la gréafica de calibracion.
e n = ndmero de muestras.

2.5.2.3. PRECISION

Para determinar el coeficiente de variacion (C.V.) tanto en el caso de repetibilidad y

precision intermedia, se uso la siguiente formula:

C.V.(%) = = * 100

cl v

EGR2/

Donde:

e s =desviacion estandar
e U =Promedio de los valores hallados
2.5.2.3.1. REPETIBILIDAD

La repetibilidad se desarroll6 mediante el analisis de 6 muestras. La variabilidad entre
las distintas mediciones fue evaluada mediante el coeficiente de variacion de Horwitz, cuya

férmula para repetibilidad se muestra en la ecuacion 2.7.

CV (%) = 0.5 » 21-05loge

Ec. 2.8
Donde:
e CV = Coeficiente de variacion de Horwitz
e C = Concentracion del analito
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2.5.2.3.2. PRECISION INTERMEDIA

Asi como en la repetibilidad, fueron evaluadas 6 muestras. La variabilidad entre las
distintas mediciones fue evaluada mediante el coeficiente de variacion de Horwitz, cuya

formula para precision intermedia es la siguiente:

CV(%) — 21—0.5 logc

Ec.2.9
Donde:
e CV  =Coeficiente de variacion de Horwitz
e C = Concentracion del analito

2.5.2.3.3 EXACTITUD

Los distintos estandares fueron sometidos a un proceso de recuperacion. Dicha
recuperacion se realizo con el fin de obtener el porcentaje de error en la medicion. Dicho
porcentaje de error fue contrastado con el % aceptado segun la Guia QUAM (Quantifying
Uncertainity of Analytical Mesurements) A partir de los resultados obtenidos, se procedid
al calculo tomando en cuenta la cantidad agregada y el valor obtenido. La ecuacion que

representa dicha diferencia es la siguiente:

% d Valor tebérico — Valor practico 100
e error = T 2 *
0 Valor Practico

Ec. 2.10
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. RESULTADOS DE LOS REQUISITOS CROMATOGRAFICOS

El cromatograma obtenido quedo con una pequefia aproximacion entre los picos del
Acetato de etilo y del Metanol. Esta proximidad entre ambos picos no afecta la calidad del
cromatograma, ya que ambos picos no se encuentran superpuestos entre si. La Figura 18 nos

muestra el cromatograma obtenido:

SQDOL = ] = ]
Intensity 1 i £ i g
] s E £ : = 3
- N = F
7000 § |3 N :
i L 2
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min

Figura 3.1: Cromatograma del mix de alcoholes

La Figura 3.1 nos permite ver una separacion optima de todos los picos, con una
duracion de 18.8 minutos. La determinacién de los tiempos de retencion se hall6 evaluando
los estandares por separado. Posteriormente para determinar los tiempos de retencion para

cada pico se corrieron los estandares por separado (ver anexo 6).
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Los tiempos de retencidn hallados para esta técnica fueron los siguientes:

Tabla 3.1: Tiempos de retencion de estdndares usados en la validacion.
Tiempo de retencion

Congéneres (minutos)
Acetato de etilo 2.803
Metanol 2.891
Iso-Propanol
(Propan-2-ol) 3.224
2-Butanol 4.781
1-Propanol 5.067
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) .
1-Butanol 7.527
Alcohol Iso- amilico 9.456

(3-metilbutan-1-ol)

3.2. RESULTADOS DE LINEALIDAD

La linealidad fue hallada para cada uno de los estandares, todo fue realizado por un
andlisis de cromatografia de gases con detector FID. Para la elaboracién de la gréfica de
calibracion, se realizo la previa determinacion del rango lineal. Tomando en cuenta los
rangos de valores normales en “Piscos”, se realizaron 5 puntos de calibracion los cuales
inicialmente fueron preparados para que cada punto contenga: 40 ppm, 200 ppm, 500 ppm,
1000 ppm y 1500 ppm. Como se menciond inicialmente, todos los estdndares fueron pesados
al momento de realizar stock. Por tanto, presentan variacion en la concentracion final. Cada

variacion fue calculada para cada estandar usado.

La grafica se realizd por triplicado y se prepard la grafica final tomando en cuenta el

promedio de las tres areas encontradas por cada punto de calibracion.
3.2.1. ACETATO DE ETILO

La figura 3.2 nos muestra la grafica de calibracion obtenida. Posteriormente la tabla
3.2 nos muestra las areas obtenidas y la concentracidn bajo las cuales se trabajé la gréafica
de calibracion:
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Figura 3.2: Gréfica de calibracion del Acetato de Etilo

Tabla 3.2: Concentraciones y areas para Acetato de etilo
Concentracion

Area 1 Area 2 Area 3 Promedio
(ppm)

38.8 142.9 140.2 147.6 143.6
194.0 1465.9 1460.0 1463.9 1463.3
485.0 2965.7 2967.4 2969.9 2967.7
970.0 5761.2 5761.3 5758.2 5760.2
1455.0 8148.1 8150.7 8148.6 8149.1

Como se observa en la gréafica, se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9962. Para
determinar si existe correlacion entre las areas obtenidas se procedi6 a realizar un analisis
ANOVA vy este se muestra en la tabla 3.3:

Tabla 3.3: ANOVA de regresion lineal para Acetato de etilo
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de Valor
libertad cuadrados los cuadrados criticode F
Regresion 1 42066012.9 42066012.9 784.9 0.0001
Residuos 3 160790.1 53596.7
Total 4 42226802.9

El valor F encontrado es 784.9 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.0001. Por tal motivo, se tiene evidencia experimental al 95% para rechazar la hipotesis
nulay aceptar la hipdtesis alternativa. Lo que significa que existe correlacion entre las areas
encontradas tras las mediciones de los puntos para la grafica de calibracion del Acetato de
etilo.
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3.2.2. METANOL

La figura 3.3 nos muestra la grafica de calibracion obtenida. Posteriormente la tabla
3.4 nos muestra las Areas obtenidas y la concentracion bajo las cuales se trabajo la grafica

de calibracién:

Metanol

10000.0
9000.0
8000.0
7000.0
6000.0
5000.0
4000.0
3000.0
2000.0
1000.0

0.0 w w T 1
0 400 800 1200 1600

Concentracion, ppm

J

1

y =6.2435x - 19.705
R?=0.9999

Area,mm?
1 1 1 1 1 1 1

1

Figura 3.3: Gréafica de calibracion del Metanol

Tabla 3.4: Concentraciones corregidas y areas para Metanol
Concentracién

Areal Area?2 Area3 Promedio

(Ppm)

38.2 211.5 215.8 211.8 213.0
191.2 1137.7 1138.8 1140.2 1138.9
478.0 3031.3 3040.7 3035.4 3035.8
956.0 5918.0 5911.5 5918.0 5915.8
1434.0 8939.3 8933.2 8937.9 8936.8

Como se observa en la gréafica, se obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.9999. Para
determinar si existe correlacion entre los datos obtenidos se procedid a realizar un analisis
ANOVA vy este se muestra en la tabla 3.5:
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Tabla 3.5: ANOVA de regresion lineal para Metanol
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los y_alor
. F critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 51376249.2 51376249.2 20701.7 0.000001
Residuos 3 7445.2 2481.7
Total 4 51383694.4

El valor F encontrado es 20701.7 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.000001. Por lo tanto, se tiene evidencia experimental para rechazar la hipotesis nula 'y
aceptar la hipdtesis alternativa a un nivel de confianza del 95%. Lo que significa que existe
correlacion entre las areas encontradas tras las mediciones de los puntos para la grafica de
calibracion del Metanol.

3.23.  ALCOHOLES SUPERIORES
3.2.3.1. ISO-PROPANOL( 2-Propanol)

La figura 3.4 nos muestra la grafica de calibracion obtenida. Posteriormente la tabla
3.6 nos muestra las Areas obtenidas y la concentracion bajo las cuales se trabajo la grafica
de calibracion:

Iso-Propanol
(2-Propanol)
20000.0 ~
16000.0 -
y =9.226x + 18.227
2 _
"t 120000 R®=0.9976
€
@
()
<& 8000.0 -
4000.0 -+
0.0 - T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Concentracion, ppm

Figura 3.4: Grafica de calibracion del I1so-Propanol (2-Propanol)
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Tabla 3.6: Concentraciones corregidas y areas para Iso-Propanol (2-Propanol)

Concentracion

Area l Area 2 Area 3 Promedio
(Ppm)

374 307.1 307.5 311.9 308.8
187.0 1916.1 19129 1914.2 1914.4
467.5 4663.9 4665.1 4673.1 4667.4
935.0 8537.8 8540.2 8538.2 8538.7

1402.5 13654.4 13663.4 13654.4 13657.4

Como se observa en la grafica, se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9976. Para
determinar si existe correlacion entre los datos obtenidos se procedio a realizar un analisis
ANOVA vy este se muestra en la tabla 3.7:

Tabla 3.7: ANOVA de regresion lineal para Iso-Propanol (2-Propanol)
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion d: 115495075.0  115495075.0 1253.2 0.00005
Residuos 3 276472.2 92157.4
Total 4 115771547.0

El valor F encontrado es 1253.2 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.00005. Por tanto, tengo evidencia experimental para rechazar la hipotesis nula y aceptar
la hipoétesis alternativa a nivel de confianza del 95%. Lo que significa que existe correlacion
entre las areas encontradas tras las mediciones de los puntos para la gréafica de calibracion

del Iso-Propanol.
3.2.3.2. 1-PROPANOL

La figura 3.5 nos muestra la gréfica de calibracion obtenida. Posteriormente la tabla
3.8 nos muestra las areas obtenidas y la concentracion bajo las cuales se trabajo la grafica

de calibracion:
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Figura 3.5: Gréfica de calibracion del 1-Propanol

Tabla 3.8: Concentraciones corregidas y areas de 1-Propanol
Concentracion

Areal Area 2 Area3  Promedio

(ppm)

38.8 432.0 434.3 434.4 433.6
194.0 2236.7 22393 22396 22385
485.0 5576.2 55762  5570.2  5574.2
970.0 10339.5  10337.3 103372  10338.0
1455.0 16821.1  16817.5 16821.0  16819.9

Como se observa en la gréafica, se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9969. Para
determinar si existe correlacion entre los datos obtenidos se procedio a realizar un analisis
ANOVA y este se muestra en la tabla 3.9:

Tabla 3.9: ANOVA de regresion lineal para 1-Propanol
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 174825564.9  174825564.9 977.9 0.00007
Residuos 3 536307.5 178769.2
Total 4 175361872.4

El valor F encontrado es 977.9 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.00007. Por tal motivo, se tiene evidencia experimental para rechazar la hipétesis nula
y aceptar la hipdtesis alternativa con un nivel de confianza del 95%. Lo que significa que
existe correlacion entre los valores encontrados tras las mediciones de los puntos para la
gréfica de calibracion del 1-Propanol.
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3.2.3.3. 1-BUTANOL

La figura 3.6 nos muestra la gréfica de calibracion obtenida. Posteriormente la tabla
3.10 nos muestra las Areas obtenidas y la concentracion bajo las cuales se trabajo la gréfica

de calibracion:

1-Butanol
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Figura 3.6: Grafica de calibracion del 1-Butanol

Tabla 3.10: Concentraciones corregidas y areas de 1-Butanol obtenidas
Concentracion

Area l Area 2 Area3 Promedio

(ppm)

40.5 487.9 484.0 483.2 485.0
202.6 2519.0 25127 25210  2517.6
506.5 6448.1  6440.3  6448.2 64455
1013.0 11399.7  11396.6  11400.7  11399.0
1519.5 18771.4 187705 18770.9  18770.9

Como se observa en la grafica, se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9954. Para
determinar si existe correlacion entre los datos obtenidos se procedio a realizar un analisis
ANOVA vy este se muestra en la tabla 3.11:

Tabla 3.11: ANOVA de regresion lineal para 1-Butanol
ANALISIS DE VARIANZA

Valor
Grados de Suma de Promedio de los F critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 215498880.8 215498881.0 655.5 0.0001
Residuos 3 986316.4 328772.1
Total 4 216485197.1
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El valor F encontrado es 655.5 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.0001. Por tanto, tengo evidencia experimental para rechazar la hipotesis nula y aceptar
la hipdtesis alternativa con un nivel de confianza del 95%. Lo que significa que existe
correlacion entre los valores encontrados tras las mediciones de los puntos para la grafica

de calibracion del 1-Butanol.
3.2.3.4. ISO-BUTANOL (2-metilpropan-1-ol)

La grafica 3.7 muestra la grafica de calibracion obtenida y la tabla 3.12 los valores
que le corresponden. Asi mismo, los puntos de calibracion mostrados en la tabla 3.12 se

encuentran modificados segun la variacion en la pesada:

Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol)

20000.0
y=129x+44
15000.0 - R2 =0.9965
~
E
~ 10000.0 -
©
<
<
5000.0 -
0.0 - T T T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Concentracion, ppm

Figura 3.7: Gréfica de calibracién del Iso-Butanol (2-metilpropan-1-ol)

Tabla 3.12: Concentraciones corregidas y areas de Iso-Butanol (2-metilpropan-1-ol)
Concentracion

Areal Area 2 Area3 Promedio

(ppm)

37.32 450.6 444.8 447.9 447.8
186.6 2658.7  2648.7 26473  2651.6
466.5 62657 62711 62704  6269.1
933.0 11370.2 113725 113735  11372.1
1399.5 18476.6 184753  18477.9  18476.6

Como se observa en la gréafica, se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9965. Para
determinar si existe correlacion entre los datos obtenidos se procedid a realizar un analisis
ANOVA vy este se muestra en la tabla 3.13:
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Tabla 3.13: ANOVA de regresion lineal para Iso-Butanol (2-metilpropan-1ol)
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los Valor
libertad cuadrados cuadrados criticode F
Regresion 1 208911917.8  208911918.0 854.4 0.00009
Residuos 3 733564.0 244521.4
Total 4 209645481.9

El valor F encontrado es 854.4 y se encuentra por encima del Valor Critico F, el cual
es 0.00009. Por lo tanto, se tiene evidencia experimental para rechazar la hipotesis nula y
aceptar la hipétesis alternativa a un nivel de confianza del 95%. Lo que significa que existe
correlacion entre los valores encontrados tras las mediciones de los puntos para la grafica

de calibracién del Iso-Butanol.
3.2.3.5. ALCOHOL ISO-AMILICO (3-metilbutan-1-ol)

Los valores obtenidos en la tabla 3.14 muestran las areas correspondientes a cada
punto de calibracion para el Alcohol Iso-Amilico. Asi mismo los puntos de calibracion
mostrados en la tabla 3.14 se encuentran modificados segun la variacion en la pesada:

Alcohol Iso-Amilico
(3-metilbutan-1-ol)

20000.0 y = 13.327x + 83.553
2 _

16000.0 - R=0.9969
NE i
£ 12000.0
©
@ 8000.0 -
<

4000.0 -

0.0 + w * ‘
0 500 1000 1500

Concentracion, ppm

Figura 3.8: Gréfica de calibracién del Alcohol Iso-Amilico (3-metilbutan1-ol)

Tabla 3.14: Concentraciones corregidas y areas de Alcohol Iso-Amilico (3-metilbutanl-ol)

Concentracion Area 1 Area 2 Area3 Promedio

(Ppm)
38.4 508.3 505.3 504.9 506.2
192 2705.5 2703.7 2697.1 2702.1
480 6875.7 6878.1 6877.4 6877.1
960 12192.0  12188.7  12189.1  12189.9
1440 19594.8  19595.0 19597.0  19595.6
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La grafica nos muestra tener un coeficiente de correlacion de 0.9969. Asi mismo, se
procediod a realizar un analisis de varianza (ANOVA) para determinar si habia diferencia

significativa entre las areas encontradas, los resultados son los siguientes:

Tabla 3.15: ANOVA de regresion lineal para Alcohol 1so-Amilico (3-metilbutanl1-ol)
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los Valor
libertad cuadrados cuadrados criticode F
Regresion 1 236055082.2  236055082.0 951.0 0.00007
Residuos 3 744631.7 248210.6
Total 4 236799714.0

El valor F encontrado es 951.0 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.00007. Por lo tanto, se tiene evidencia experimental para rechazar la hipotesis nula y
aceptar la hipétesis alternativa a un nivel de confianza del 95%. Lo que significa que existe
correlacion entre los valores encontrados tras las mediciones de los puntos para la grafica

de calibracién del Alcohol Iso-Amilico.
3.2.4 PATRON CONTROL

Al igual que en los demas casos se prepard una curva del patrén control, de esta forma
aseguramos que nuestro célculo sea méas exacto y no tengamos problemas al momento de
evaluar si la técnica ha sido bien desarrollada. La Tabla 3.16 nos muestra los resultados

obtenidos y la Figura 3.9 la grafica correspondiente:

2-Butanol
16000.0 -+
14000.0 y =7.0698x + 654.44
' R? =0.9965
12000.0 -~
., 10000.0 -
€
€ 8000.0 +
g
& 60000 -
4000.0 -+
2000.0 -
0.0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentracion,ppm

Figura 3.9: Grafica de calibracion del 2-Butanol (Patrén control)
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Tabla 3.16: Concentraciones corregidas y areas de 2-Butanol obtenidas

Concentracion Area 1 Area 2 Area3 Promedio

(ppm)

79.4 816.2 818.1 817.7 817.4
397.0 3767.5 3767.8 3774.7 3770,0
992.5 8035.9 8036.7 8028.9 8033.8

1488.8 10993.2  11001.0 10993.6  10995.9
1985.0 14601.3  14599.7  14594.6  14598.5

La gréfica nos muestra tener un coeficiente de correlacion de 0.9965. Asi mismo, se
procedio a realizar un analisis de varianza (ANOVA) para determinar si habia diferencia

significativa entre las areas encontradas, los resultados son los siguientes:

Tabla 3.17: ANOVA de regresion lineal para 2-Butanol
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 120936510.0 120936510.0 848.9 0.00008
Residuos 3 427352.8 142450.9
Total 4 121363863.0

El valor F encontrado es 848.9 y se encuentra por encima del Valor critico F, el cual
es 0.00008. Por lo tanto, se tiene evidencia experimental para rechazar la hipétesis nula y
aceptar la hipétesis alternativa a un nivel de confianza del 95%. Lo que significa que existe
correlacion entre los valores encontrados tras las mediciones de los puntos para la grafica

de calibracion del 2-Butanol.

3.3. RESULTADOS DE SENSIBILIDAD

Como se mencion0 anteriormente, la determinacién de la sensibilidad se realiz6 por
calculo matematico. Al reemplazar la férmula matematica utilizando los datos que se ven
en el Anexo 8, se obtuvieron los resultados presentados en la siguiente tabla:
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Tabla 3.18: Limites de cuantificacion y deteccion para los estandares usados
Valor minimo

Limite de Limite de .
. i e aceptado segun Norma
Congeneres deteccion cuantificacion -
(ppm) (ppm) Teécnica Peruana
211.001 (ppm)
Acetato de etilo 16.63 18.52 42.00
Metanol 1.94 3.18 16.80
Iso-Propanol -
(2-Propanol) 1.22 2.02 (no especifica)
1-Propanol 2.35 2.87 (no especifica)
1-Butanol 0.52 1.55 (no especifica)
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1- 1.99 3.08 (no especifica)
ol)
Alcohol Iso-
Amilico 3.12 3.79 (no especifica)
(3-metilbutan-1-ol)
2-Butanol 41.40 42.96 -

Como podemos ver en la Tabla 3.18 la técnica da resultados sensibles a comparacion

de los requeridos por la Norma Técnica Peruana 211.001.

En el caso del Acetato de etilo se vio una variacion en el caso del limite de deteccion
y cuantificacion, con valores de 16.63 y 18.52 ppm respectivamente. Haciendo una
comparacion entre los valores de la Norma Técnica Peruana 211.001 (cuyos valores
minimos son de 42ppm) los valores encontrados en la técnica desarrollada se encuentran

por debajo de los valores minimos exigidos.

En cuanto a los valores para alcoholes superiores (Iso-Propanol, 1-Propanol, 1-
Butanol, Iso-Butanol y alcohol Iso-amilico) la Norma Técnica Peruana 211.001 no
especifica un valor minimo para cada uno, sino mas bien lo hace en conjunto como
Alcoholes superiores. Tomando en cuenta esta caracteristica, podemos decir que la técnica
ofrece sensibilidad, ya que el valor que especifica la Norma Técnica Peruana 211.003 para

este total de alcoholes superiores es 252 ppm (60mg% en Alcohol Anhidro).

Finalmente, por todo lo dicho anteriormente, se puede afirmar que la técnica ofrece
sensibilidad para su utilizacién en andlisis de “Piscos”.
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3.4. RESULTADOS DE PRECISION
3.4.1. REPETIBILIDAD

Para llevar a cabo la repetibilidad se usé 6 muestras de estandar diluidas, los valores
tedricos y précticos hallados se muestran en el anexo 9. A continuacion la tabla de analisis

de los datos obtenidos:

Tabla 3.19: Resultados de repetibilidad
Promedio Coeficiente Coeficiente

Congénere Practico de variacion de Horwitz
(ppm) (%) (%)
Acetato de etilo 482.9 0.27 3.15
Metanol 475.0 0.20 3.16
ek 465.7 0.32 3.17
(2-propanol)
1-Propanol 481.5 0.26 3.16
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) 466.5 0.27 3.17
1-Butanol 505.5 0.39 3.13
Alcohol Iso-Amilico
(3-metilbutan-1-ol) e 08 Qe
2-Butanol 491.1 0.29 3.15

Para determinar repetibilidad de los datos, se determind el coeficiente de variacion y
se lo comparo con el Coeficiente de Horwitz, el cual nos estima los valores maximos del
coeficiente de variacion segun la concentracion teorica del analito que usemos. Dichos

valores se encuentran en un rango de 3.15a 3.17%

En cuanto a los valores practicos, usando la ecuacion 2.7, los coeficientes de variacion
hallados varian entre 0.2-0.4%, dicho valor se encuentra por debajo del valor maximo

hallado para el coeficiente de Horwitz en todos los casos.

Por tal motivo se puede aseverar que no existe variacion significativa entre los

resultados practicos y por lo tanto, los resultados son repetibles.

3.4.2. PRECISION INTERMEDIA
Como se explico anteriormente se realizé usando 6 muestras de estandar evaluadas en

distintos dias. Los resultados de cada medida se muestran en el anexo 10.
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A continuacion, la tabla 3.20 muestra los resultados obtenidos en el analisis de la
precision intermedia:

Tabla 3.20: Tabla con resultados de precision intermedia
Promedio  Coeficiente  Coeficiente

Congénere Practico  devariacion de Horwitz
(ppm) (%) (%)
Acetato de etilo 485.6 0.41 6.31
Metanol 477.9 0.30 6.32
\go"Propanal 465.6 0.29 6.34

(2-propanol)

1-Propanol 482.7 0.41 6.31
Iig-Butdncy 466.9 0.42 6.34

(2-metilpropan-1-ol)
1-Butanol 505.5 0.34 6.27
Alcohol Iso-Amilico
(3-metilbutan-1-ol) Ly Y 6.32
2-Butanol 491.5 0.29 6.30

Para determinar la precision intermedia se utiliz6 la ecuacién de Horwitz para
precision intermedia. Los valores maximos de coeficiente de variacion se hallaron para cada

uno de los estandares utilizados y estos muestran estar en un rango de 6.30 a 6.31%.

En cuanto a los valores practicos hallados, como se muestra en la tabla 3.20, todos lo
congéneres evaluados estan entre 0.2-0.4%, este valor se encuentra por debajo del

coeficiente de Horwitz en todos los casos.

De esta manera podemos afirmar que no existe variacion significativa entre los

resultados encontrados y existe una 6ptima precision intermedia.

3.5. RESULTADOS DE EXACTITUD

Por tal motivo, se evaluaron las 6 muestras de estandar. Los resultados obtenidos se

compararon versus la concentracion tedrica y se muestran en el anexo 9.
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La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos por cada estandar:

Tabla 3.21: Tabla con resultados de exactitud obtenidos

Valor Valor Porcentaje

Congéner o Desviacio - -
o Practico n estandar Teorico de error
(ppm) (Ppm) (%)
Acetato de etilo 484.0 0.3 485.0 0.2
Metanol 476.8 0.6 478.0 0.3
IsgEropanal 466.5 1.0 467.5 0.2
(2-propanol)
1-Propanol 483.3 0.3 485.0 0.4
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) 465.7 0.2 466.5 0.2
1-Butanol 504.7 0.4 506.7 0.4
Alcohol Iso-Amilico
(3-metilbutan-1-ol) 479.2 0.2 480.0 0.2
2-Butanol 491.1 0.8 4915 0.1

Como se ve en la tabla 3.21 el porcentaje de error va desde 0.1 a 0.4%. Los valores

encontrados no son demasiado altos.

Dichos valores se deben a las concentraciones bajo las cuales se trabajé la técnica, ya

gue a concentraciones mas altas el porcentaje de error tiende a disminuir.

Por otro lado segun la guia de validacion QUAM (Quantifying Uncertainty in
Analytical Measurement)*! la variacion aceptada en la evaluacion de la exactitud es del 20%,
por lo cual se puede afirmar de que mis valores se encuentran dentro de los que considera

esta guia y existe una buena recuperacion en la técnica.

Para concluir se puede afirmar que no existe variacion bastante amplia entre los

resultados obtenidos por la técnica y el valor tedrico.

3.6. RESULTADOS DE MUESTRAS EVALUADAS
Fueron analizadas 4 tipos distintos de “Piscos”, los que mostraron una buena

resolucion ante la técnica; cabe resaltar que los “Piscos” analizados son de la misma marca.
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Los resultados se encuentran en las tablas de a continuacion:
Tabla 3.22: “Pisco acholado”

. Grado mg%o
PISCO ACHOLADO Concentracion (ppm) alcoholico (°) en AA.
Acetato de etilo 206.7 43.1 48.0
Metanol 140.1 43.1 325
1-Propanol 58.6 43.1 13.6
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) 179.2 43.1 41.6
Alcoholes Alcohol Iso-Amilico
superiores (3-metilbutan-1-ol) 567.1 43.1 131.6
Iso-Propanol
(2-propanol) i 43.1 i
1-Butanol B 43.1 -
Tabla 3.23: “Pisco mosto verde”
Concentracion Grado mg%o
PISCO MY VERBE (ppm) alcohdlico (°) en AA.
Acetato de etilo 97.8 42.0 23.3
Metanol 239.3 42.0 57.0
1-propanol 102.5 42.0 244
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) e K 733
Alcoholes AIcoho! Iso- Amilico 1479.8 420 352 3
superiores (3-metilbutan-1-ol)
Iso-Propanol
(2-propanol) ) 42.0 i
1-Butanol - 42.0 -
Tabla 3.24:” Pisco puro no aromatico”
A Te 0]
PISCO PURO NO AROMATICO ~ concentracion Grado — mg%
(ppm) alcohdlico (°) en AA.
Acetato de etilo 34.8 43.8 8.7
Metanol 100.5 43.8 23.9
1-propanol 45.1 43.8 10.7
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) 109.7 438 26.1
Alcoholes Alcohol Iso- Amilico
superiores (3-metilbutan-1-ol) 594.3 438 1415
Iso-Propanol
(2-propanol) 438
1-Butanol - 43.8 -
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Tabla 3.25: “Pisco puro aromatico”

P i0 [0)
PISCO PURO AROMATICO Concentracion Grado — mg%
(ppm) alcohdlico(®) en AA
Acetato de etilo 118.3 41.3 28.6
Metanol 175.8 41.3 42.6
1-propanol 1151 41.3 27.9
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) 229.3 41.3 55.5
Alcoholes Alcohol Iso-amilico
superiores (3-metilbutan-1-ol) 933.9 413 226.1
Iso-Propanol
(2-propanol) i 413 i
1-butanol - 41.3 -

Haciendo un andlisis segun las tablas mostradas, se puede observar que el “Pisco

aromatico” de esta marca se caracteriza principalmente por tener mayor contenido de

Metanol, asi como de Acetato de etilo. Ambos compuestos son a los que se le atribuyen la

caracteristica frutada de su aroma.

En la siguiente figura vemos una comparacion gréafica entre los resultados encontrados

por cada congénere en los “Piscos” analizados:

400.0
350.0 -
300.0 -
250.0 -
200.0 -
150.0 -
100.0 -
50.0 -

0.0 -

Concentracion, mg% en A.A.

M Acholado

® Mosto Verde

M Puro no aromatico

Puro aromatico

Figura 3.10: Comparacion entre congéneres presentes en los “Piscos” analizados

Haciendo la comparacion por compuestos presentes en el “Pisco”, se puede observar

gue la concentracién de Acetato de etilo presente en el Pisco Acholado es de 48mg% en

Alcohol Anhidro.

En cuanto al grado de Metanol esta presente mayormente en el “Pisco Mosto Verde”

y en el “Pisco Puro Aromatico” con unos porcentajes de 57 y 42.6mg% en Alcohol Anhidro.
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En ambos casos esto es normal, ya que el metanol es propio de esta bebida alcohdlica y

ademas no se encuentra fuera de los valores normales.

En cuanto a los demas congéneres, todos con clasificados como alcoholes superiores.
Se puede ver que en el 1-Propanol e Iso-Butanol, los valores se encuentran equilibrados;
con valores que se encuentran entre 10-27 y 26 y 73mg% en alcohol anhidro
respectivamente. Es decir, no existen valores que estan muy por encima de los limites

permisibles.

En el caso del Alcohol Iso-Amilico, se pudo observar valores extremadamente altos
para el “Pisco mosto verde”, con un valor de 352.3 mg% en alcohol anhidro. Comparando
dicho valor con la Norma Técnica Peruana 211.003, este se encuentro demasiado alto y
sumando los demas congéneres llega a un nivel demasiado elevado de alcoholes superiores,

con un valor de 450mg% en Alcohol Anhidro.

En cuanto a Iso-propanol y el 1-Butanol, ambos congéneres no fueron encontrados en
ninguno de los “Piscos” analizados. Estos resultados se asimilan a los encontrados por
Garrido A. et al (2008) en su estudio de la composicion del “Pisco” de diferentes variedades
de uvas pisqueras. Dicho estudio determina que tanto el Iso-Propanol y el 1-Butanol no se

encuentran presentes en todos los “Piscos” que analizaron.
3.7. VENTAJAS DE LA TECNICA DESARROLLADA

Las técnicas tradicionales usadas por laboratorios de ensayo, cuyas técnicas se encuentran
en el Anexo 10, tienen una demora de 9 horas. Por otro lado en el caso de alcoholes
superiores no se puede cuantificar la cantidad de cada alcohol superior presente en la

muestra.

En tal sentido, la técnica desarrollada tiene una duracion maxima de 4 horas, lo cual resulta
ventajoso tanto en el tiempo y por los congéneres que son analizados. Los resultados
obtenidos en el caso de alcoholes superiores son mucho mas especificos que las técnicas
tradicionales, ya que los resultados son reportados por cada congénere presente en el

“Pisco”.
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CONCLUSIONES

Primero: Utilizando la columna Restek Stabilwax DA y un cromatografo de gases
Shimadzu GC/MS-QP2010, se logré validar la técnica para cuantificar: Acetato de etilo,
Metanol, 1-Propanol, 2-Butanol, Iso-butanol (2-metilpropan-1-ol), Alcohol Iso-amilico (3-
metilbutan-1-ol), Iso-propanol (2-Propanol) y 1-Butanol. Los tiempos de retencién hallados
para estos son 2.803, 2.891, 3.224, 4.781, 5.067, 6.231, 7.527 y 9.456 respectivamente.

Segundo: Se realiz0 el analisis de “Piscos” de distintas variedades una misma marca. Se
determiné que de los “Piscos” analizados, el “Pisco aromético” tienen una mayor presencia
de Acetato de etilo que el “Pisco no aromatico” con valores de 28.6 mg% en Alcohol
Anhidro, mientras que el “Piscos no aromatico” son los que presentan una menor
concentracion de congéneres en general con un porcentaje de 8.7, 23.9, 10.7, 26.1, 141.5
mg% en Alcohol anhidro para Acetato de etilo, Metanol 1-Propanol, Iso-Butanol (2-
metilpropan-1-ol), Alcohol Iso-amilico (3-metilbutan-1-ol) respectivamente . Por otro lado,
el “Pisco mosto verde” analizado presentd valores altos de alcoholes superiores, con un
total de 450 mg% en Alcohol Anhidro. En cuanto al “Pisco acholado” este resalta por su
concentracion de Acetato de etilo con un valor de 48mg% en Alcohol Anhidro. Ademas se
pudo determinar de que los congéneres méas encontrados en las distintas variedades de
“Piscos” son: Acetato de etilo, Metanol, 1-Propanol, Iso-butanol (2-metilpropan-1-ol) y
Alcohol Iso-Amilico (3-metilbutan-1-ol).

Tercero: Esta técnica de analisis tiene una duracion de 4 horas, lo cual resulta ventajoso
sobre las técnicas tradicionales, los cuales demoran hasta 9 horas en realizarse. Ademas de
esto se puede tener un resultado mas especifico en cuanto a los congéneres presentes en
“Piscos”, dado que al usar estandares por cada congénere nos permite afirmar que clase de

congénere se esta determinando.
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SUGERENCIAS

1. Determinar la incertidumbre de la técnica
2. Realizar un estudio de la cantidad de congéneres y su relacidn con sus caracteristicas

organolépticas.
3. Realizar un estudio de la influencia del tipo de uva en los congéneres encontrados

en “Piscos”.

4. Realizar pruebas con destilados de otro tipo de bebidas alcohdlicas.
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ANEXO 1
NORMA TECNICA NTP 211.001
PERUANA 2006
Comision de Reglamentos Técnicos y Comercaales - INDECOPI
Calle de La Prosa 138, San Borja (Lima 41) Apartado 145 Lima, Peri

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Pisco. Requisitos

ALCOHOLIC BEVERAGES. Pisco. Requirements

2000-11-02
7" Edicion

R.0091-2006/INDECOPI-CRT .Publicada ¢! 2006-11-12 Precio basado en 11 paginas

LCS: 67.160.10
Descriptores: Pisco, bebida alcoholica, aguardiente de uva
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PREFACIO
A. RESENA HISTORICA
Al La presente Norma Técnica Peruana ha sido elaborada por el Comité

Técnico de Normalizacion de Bebidas Alcohdlicas Vitivinicolas, mediante el Sistema 2
u Ordinario, durante los meses de octubre 2004 a junio 2006, utilizando como
antecedente a la NTP 211.001:2002.

A2 El Comité Técnico de Normalizacion de Bebidas Alcohdlicas
Vitivinicolas presenté a la Comision de Reglamentos Técnicos y Comerciales - CRT,
con fecha 2006-06-20, el PNTP 211.001:2006, para su revision y aprobacion: siendo
sometida a la etapa de Discusion Publica el 2006-07-20. No habiéndose presentado
observaciones fue oficializado como Norma Técnica Peruana NTP 211.001:2006
BEBIDAS ALCOHOLICAS. Pisco. Requisitos, 7" Edicion, el 12 de noviembre de
2006.

Al Esta Norma Técnica Peruana reemplaza y fue tomada en su totalidad de la
NTP 211.001:2002. La presente Norma Técnica Peruana ha sido estructurada de acuerdo a
las Guias Peruanas GP 001:1995 y GP 002:1995.

B. INSTITUCIONES QUE PARTICIPARON EN LA ELABORAC 10N
DE LA NORMA TECNICA PERUANA

Secretaria COMITE DE LA INDUSTRIA
VITIVINICOLA - SNLL

Presidente Alfredo San Martin N.

Secretario Edwin Landeo

ENTIDAD REPRESENTANTES

BODEGAS VISTA ALEGRE S.A. Rodolfo Vasconi

BODEGAS Y VINEDOS TABERNERO SA.C.  Carlos Rotondo

VINA OCUCAJE SA. Carlos Rubini

VINA TACAMA SA. Francisco Hemnindez
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BEBIDAS ALCOHOLICAS. Pisco. Requisitos

I OBJETO

Esta Norma Técnica Peruana establece los requisitos que debe cumplir el Pisco.

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

Las siguientes normas contienen disposiciones que al ser citadas en este texto, constituyen
requisitos de esta Norma Técnica Peruana. Las ediciones indicadas estaban en vigencia en el
momento de esta publicacion. Como toda nomma esta sujeta a revision, se recomienda a
aquellos que realicen acuerdos en base a ellas, que analicen la conveniencia de usar las
ediciones recientes de las normas citadas seguidamente. El Organismo Peruano de
Normalizacion posee, en todo momento, la informacion de las Normas Técnicas Peruanas en

vigencia.

2.1 Normas Técnicas Peruanas

2.1.1 NTP 210.001:2003  BEBIDAS ALCOHOLICAS. Extraccién de muestras

2,12 NTP 210.027:2004  BEBIDAS ALCOHOLICAS. Rotulado

213 NTP 209.038:2003  ALIMENTOS ENVASADOS. Etiquetado

2.14 NTP 210.003:2003  BEBIDAS ALCOHOLICAS. Determinacion del
grado  alcoholico  volumétrico. Método  por
picnometria.

2.1.5 NTP210.022:2003  BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método de ensayo.

Determinacion del metanol.
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2.1.6 NTP210.025:2003  BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método de ensayo.
Determinacion de furfural.

2.1.7 NTP211.035:2003  BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método de ensayo.

Determinacion de metanol y de congéneres en bebidas
alcohdlicas y en alcohol etilico empleado en su
elaboracion, mediante cromatografia de gases.

2.1.8 NTP 211.038:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método de ensayo.
Determinacion de aldehidos
2.19 NTP 211.040:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método de ensayo.

Determinacion de acidez.

2.1.10 NTP 211.041:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método de ensayo.
Determinacion de extracto seco total.

22 Norma Metrolégica Peruana
NMP 001:1995 PRODUCTOS ENVASADOS. Rotulado
3. CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Técnica Peruana se aplica a los tipos de Piscos indicados en el Capitulo 5
CLASIFICACION.

4. DEFINICION

Para los propésitos de esta Norma Técnica Peruana se aplica la siguiente definicion:
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pisco: Es el aguardiente obtenido exclusivamente por destilacion de mostos
frescos de “Uvas Pisqueras™ recientemente fermentados, utilizando métodos que mantengan
el principio tradicional de calidad establecido en las zonas de produccion reconocidas’.

5, CLASIFICACION

5.1 Pisco puro: Es el Pisco obtenido exclusivamente de una sola vaniedad de uva
pisquera.

52 Pisco mosto verde: Es el Pisco obtenido de la destilacion de mostos frescos

de uvas pisqueras con fermentacion interrumpida

53 Pisco acholado: Es el Pisco obtenido de la mezcla de:

- Uvas Pisqueras, aromdticas y/o no aromaticas.
- Mostos de uvas pisqueras aromaticas y/o no aromaticas.

- Mostos frescos completamente fermentados (vinos frescos) de uvas
aromdticas y/o no aromaticas.

- Piscos provenientes de uvas pisqueras aromaticas y/o no aromaticas.

6. ELABORACION Y EQUIPOS
0.1 Elaboracién:
6.1.1 Varledades de wuvas pisqueras: El Pisco debe ser -elaborado

exclusivamente utilizando las vaniedades de uva de la especie Vitis Vinifera L,
denominadas "Uvas Pisqueras” y cultivadas en las zonas de produccion reconocidas. Estas
son:

' D.S.N°001-91-ICTVIND
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6.1.1.1 Quebranta

6.1.1.2 Negra Criolla

6.1.1.3 Mollar

6.1.1.4 Italia

6.1.1.5 Moscatel

6.1.1.6 Albilla

6.1.1.7 Torontel

6.1.1.8 Uvina®

6.1.2 Son uvas no aromaticas las uvas Quebranta, Negra Criolla. Mollar y Uvina;

y uvas aromaticas las uvas Italia, Moscatel, Albilla y Torontel.

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

6.14 El proceso de fermentacion puede realizarse sin maceracion o con
maceracion parcial o completa de orujos de uvas pisqueras, controlando la temperatura y el
proceso de degradacion de los aziicares del mosto.

? Varicdad accptada para claborar pisco, hasta obtener la opinion favorable de la OIV (la misma que debera
scr obtenida en un plazo no mayor de 3 afos), cuyo cultivo y produccion se circunscribe tnicamente a los
distritos de Lunahuand, Pacaran y Zufiga (zona de produccion reconocida con D.S. 001-91-ICTI/IND).
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6.1.5 El inicio de la destilacion de los mostos fermentados debe realizarse

inmediatamente después de concluida su fermentacion, a excepcion del Pisco mosto verde.

6.1.6 El Pisco debe tener un reposo minimo de tres (03) meses en recipientes de
vidrio, acero inoxidable o cualquier otro material que no altere sus caracteristicas fisicas,
quimicas y organolépticas antes de su envasado y comercializacion con el fin de promover
la evolucion de los componentes alcoholicos y mejora de las propiedades del producto

final.

6.1.7 El Pisco debe estar exento de coloraciones, olores y sabores extranos
causados por agentes contaminantes o artificiales que no sean propios de la matena prima
utilizada.

6.1.8 El Pisco no debe contener impurezas de metales toxicos o sustancias que

causen dano al consumidor.

6.2 Equlpos: La elaboracion de Pisco sera por destilacion directa y discontinua,
separando las cabezas y colas para seleccionar inicamente la fraccion central del producto
llamado cuerpo o corazén. Los equipos seran fabricados de cobre o estano: se puede
utilizar pailas de acero inoxidable. A continuacion se describen estos equipos:

6.2.1 Falca: Consta de una olla, paila o caldero donde se calienta el mosto
recientemente fermentado y, por un largo tubo llamado "Canion" por donde recorre el
destilado, que va angostindose e incliniandose a medida que se aleja de la paila y pasa por
un medio frio, generalmente agua que actua como refrigerante. A nivel de su base esta
conectado un cano o llave para descargar las vinazas o residuos de la destilacion. Véase

Figura 1.

Se permite también el uso de un serpentin sumergido en la misma alberca o un segundo
tanque con agua de renovacion continia conectando con el extremo del "Cafion".

6.2.2 Alambique: Consta de una olla, paila o caldero donde se calienta el mosto
recientemente fermentado, los vapores se elevan a un capitel, cachimba o sombrero de
moro para luego pasar a través de un conducto llamado "Cuello de cisne" llegando
finalmente a un serpentin o condensador cubierto por un medio refrigerante, generalmente
agua. Véase Figura 2.
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6.2.3 Alambique con callenta vinos: Ademas de las partes que constituyen el

alambique, lleva un recipiente de la capacidad de la paila, conocido como "Calentador”,
instalado entre ésta y el serpentin. Calienta previamente al mosto con el calor de los
vapores que vienen de la paila y que pasan por el calentador a través de un serpentin
instalado en su interior por donde circulan los vapores provenientes del cuello de cisne
intercambiando calor con el mosto alli depositado y continian al serpentin de
condensacion. Véase Figura 3.

No se permitirin equipos que tengan columnas rectificadoras de cualquier tipo o forma ni
cualquier elemento que altere durante el proceso de destilacion, el color, olor, sabor y
caracteristicas propias del Pisco.

7. REQUISITOS

7.1 Requisitos organolépticos

El Pisco debe presentar los requisitos organolépticos indicados en la Tabla 1.
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TABLA 1 - Requisitos organolépticos del pisco

REQUISITOS
ORGANOLEPTICOS

PISCO

DESCRIPCION

PISCO PURO: DE
UVAS NO
AROMATICAS

PISCO PURO: DE
UVAS
AROMATICAS

PISCO ACHOLADO = PISCO MOSTO VERDE

ASPECTO

Claro,
brllante

limpsdo vy

Claro,
brillante

limpedo v

Claro, limpido  y /| Claro. limpido y brillante
beillanse |

COLOR

Incoloro

Incoloro

Incoloro | Incoloro

OLOR

Ligeramente
alcoholizado,
predomina ¢l aroma a
la matersa prima de la
cual procede, limpio.
com  estruclura vy
equilibrio, exento de
cualquier  clemento
extrafio

no

Ligeramente
alcoholizado.
recuerda a la materia
prima de la cual
procede, frutas
mxcluras o sobre
maduradas, intenso,
amplio, perfume
fino, estructura y
equilibro, exento de
cualguier clemento
extrafio.

Ligeramente
alcoholizado, imtenso,
recuerda ligeramente a
la matena prima de la
cual procede, frutas
maduras o sobre
madursdas, muy fino,
estructura y equilibrio,
exento de cualguier
clemento extrailo.

| Ligeramente alcoholizado,

! intenso. no predomina el

| .

| aroma a la materia prama de
| 12 cual procede o puede

i recordar ligeramente a la

| materia prima de la cual

| procede, ligeras frutas

| maduras o sobre maduradas.
i muy fino, delicado, con

| estructura y equilibrio,

| exento de cualquier

; elemenio extrado

SABOR

Ligeramente

alcoholizado,  ligero
sabor, no predomina
el sabor a Ia materia
prma de la cual
procede, lsimpeo. con
estructura y
equilibrio, exento de

Ligeramente

alcoholizado, sabor
que rocuerda a la
materia pama de la
cual procede,
intenso, con
estructura y
equilibrio, exento de

cuakjuier I
extrafio

y | cualquier

extrafo

) | exento  de

Ligeramente | Ligeramente  alcoholizado.
alcoholizado, ligero | no predomina el sabor 2 la
sabor  que recuerda | materia prima de la cual
Ligeramente  a la| procede © puede recordar
materia prima de la| ligeramente a la materia
cual procede, |mcnm.£prima de la cual procede,
muy fino, con | muy fimo vy delicado,
estructura y equilibrio, l aterciopelado, con estructura
cualquier | y equilibrio. exento  de
elemento extrafto | cualquser elemento extrailo

711

El Pisco no debe presentar olores y sabores o elementos extrafios que

recuerden a aromas y sabores de sustancias quimicas y sintéticos que recuerden al bamiz,
pintura, acetona, plastico y otros similares; sustancias combustibles que recuerden a
kerosene, gasolina y otros similares: sustancias en descomposicion que recuerden a
abombado: sustancias empireumaticas que recuerden a quemado, lena, humo, ahumado o
cocido y otros similares asi como otros semejantes a las grasas, leche fermentada y caucho.

7.1.2
limitados.

Los olores y sabores enunciados lineas arriba son referenciales y no
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7.2 Requisitos fisico-quimicos

721 El Pisco debe presentar los requisitos fisicos y quimicos indicados en la
Tabla 2.

TABLA 2 - Requisitos fisicos y quimicos del pisco

R 'SIUTl“)'SI ::)SS'COS y Minimo | Miximo \::: ;‘;f"::o Método de ensayo
"Grado alcoholico volumétrico a 20/20 8.0 480 +H-1.0 NTP 210.003:2003
oC (%)™
Extracto seco a 100 °C (g/l) - 0,6 NTP 211.041:2003
COMPONENTES VOLATILES Y
CONGENERES (mg/100 ml A.A) )
Esteres. como acetato de ctilo 10,0 330,0
] o NTP 211.035:2003
« Formiato de ctilo™ z -
» Acctato de ctilo 10,0 280.0
s Acctato de Iso-Amilo " - -
Furfural - 50 NTP 210.025:2003
NTP 211.035:2003
Aldchidos. como acctaldchido 30 60,0 NTP 211.038:2003
NTP 211.035:2003
Alcoholes supenores, como alcoholes 60,0 350.0
superiores totales NTP 211.035:2003
« Iso-Propanol ' - -
« Propanol - -
* Butanol - -
» Iso-Butanol * - -
o 3-metil-1-butanol 2-metil-1- - -
butanol **'
Acidez volatil (como acido acético) - 200.0 NTP 211.040:2003
NTP 211.035:2003
Alcohol metilico
NTP 210.022:2003
s Pisco Puro y Mosto Verde de uvas 4.0 100.0
no aromaticas NTP 211.035:2003
s Pisco Puro y Mosto Verde de uvas 4.0 1500
aromaticas v Pisco Acholado
TOTAL COMPONENTES
VOLATILES Y CONGENERES i .

NOTAS ADICIONALES AL CUADRO N°2:

(1)) Esta tolerancia se aplica al valor declarado en la etiqueta pero de ninguna manera
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debera permitirse valores de grado alcoholico menores a 38 ni mayores a 48.

(2) S¢ consideran componentes volitiles y congéneres del Pisco, las siguientes
sustancias: ésteres, furfural, dcido acético. aldchidos. alcoholes superiores y alcohol metilico.
3) Es posible que no estén presentes, pero de estarlos la suma con el acetato de ctilo no debe

sobre pasar 330 mg. / 100 ml.
4) Es posible que no esté presente.
(3) Deben estar presentes sin precisar exigencias de maximos y minimos

8. MUESTREO

Las muestras se deberan extraer de conformidad con la NTP 210.001.

9. METODOS DE ENSAYO

Los métodos de ensayo a seguir seran los establecidos en el capitulo 2 de esta NTP.

10. ROTULADO

10.1 El rotulado debe estar de acuerdo con la NTP 210.027, NTP 209.038 y NMP
001.

10.2 En la etiqueta se debe indicar la variedad de la uva pisquera y el valle de

ubicacion de la bodega elaboradora.

10.3 El uso de la denominacion de la “Zona de Produccion™ esta reservado
exclusivamente al Pisco que se elabore y envase en la misma zona de donde proceden las
uvas pisqueras utilizadas en su elaboracion.
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1. ENVASE

1.1 El recipiente utilizado para conservar, trasladar y envasar el Pisco debe ser

sellado, no deformable y de vidrio neutro u otro material que no modifique el color natural
del mismo y no transmita olores, sabores y sustancias extrafias que alteren las
caracteristicas propias del producto.

112 El envase utilizado para comercializar el Pisco debe ser sellado y sélo de
vidrio o ceramica.

11.3 El envase debe proteger al Pisco de la contaminacion.
12. ANTECEDENTE
12.1 NTP 211.001:2002  Bebidas Alcohdlicas. Pisco. Requisitos
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Comisién de Reglamentos Técalcos ¥ Comerciales - INDECGFL

Calle d= La Prosa 138, San Rogs (Lima 413 Apartada 143 LLima, Perd

BEBIDAS ALCOHOLICAS. Determinacién del grado
alcohodlico volumeétrico. Método por picnometria

ALCOHOLIC BEVERAGES. Delerminalion of volemeleic aloohalic grade. Pyenomeier methad

2003-12-11

2* Fdicidn

R0120-2003/ INDECOPI-CRT. Publicada ol 2004-0i-17 Precio bagado en 22 péginas
LTS, 67.160.10; 71.080.60 ESTANORMA ES RECOMENDABLE

Descriptares: Behidas aleohlivas, grado alcohdlico volumétrico, método de ensayo, pienometria
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PREFACIO

A, RESENAHISTORICA
Al La presente Norma Técnica Peruana fue elaborade por el Comité Téenico

de Normalizacion de Bebidas Ateoholicas, mediante el Sistema 2 u Ordinario, duranie
Ios meses de agosto ¥ setiembre del 2003, utilizando como antecedents a los indicados
en e] capinvle correspondiente.

M2 El Comité Técpice de Mormalizacién de Bebidas Aleohdlicas presentd a
la Comisién de Reglamentos Técnicos y Comerciales -CRT-, con fecha 2003-09-24, el
PNTP 210.003;2003, para su revision v aprobacién, siende sometido a la etapa d=
Discugion Plblica el 2003-10-14. Mo habiéndose presentado observacienes fue
oficializada comoe MNorma Técnica Peruana NTP  210.003:2003 BERIDAS
ALCOHOLICAS. Determinacitn del grado aleohdlico por volumetria, Métoda por
picnpmetria, 2" Edicién, ¢l 17 de enero de 2004.

A3 Esta Norma Técnica rcemplaza a la NTP 2100031966, T.a presente
Momma Técnica Pervana ha sido estructurada de acuerdo a las Guias Peruanas GP
001: 1995 v GP 002:1995.

INSTITUCIONES QUE PARTICIPARON EN LA ELABORACION
DE LA NORMA TECNICA PERUANA

Secretaria Sociedad  Nacional de  Industrias-
Cormnité de la Industna de Bebidas
Alcohélicas y Destilados

Presidents _ Mario Maggi Pacheco
Secretario Luis Taipe Palacios
ENTIDAD | REPRESENTANTE
Agroindustrial Casa Grande S.A A Wictor Buiz Valera
Agproindustrial Paramonga 5.4, Marino Rodriguez
Agro Industrial Laredn 8.4 A, Alejandro Sanchez

' Carlos Carrion
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ALKOIILER ELR.L.
CERPER

COLAROMO 5.R.L.

José Hméncz
Maribel Espinoza

Carlos Tomcs

Destilerias Unidas 5.A.C Fredy Chives
FYABREPSA Félix Arce
Fredy Mejia
FOOD SOLUTIONS §.4.C. Sonia Paloming
Elsa Zubiate
GRUPO COMERCIAL BARI S.A, Danko Miskulin
Jasé Prearro
IMNASSA Emma Aguinaga
Lourdes Herndnde:

L.a Mohna Calidad Total Laboratonos
Licores San Franciseo S.A.
Ministerio de Salud- DIGESA

Ministerio de la Produccion

Micanor Revilla
Francisco Loayza

Fans Guerrero

8055 del Perm Bertha Sulca
Esther Denites
S.AT. 5.AC Lylyams Inga
Consullora Gloria Reves
-—aoo(duoo---
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BEBIDAS ALCOHOLICAS. Determinacién del grado
alcoholico volumétrico. Método por picnometria

L ORIETO

Esta Norma Técnica Peruana establece el métode por picnometria para la determinacidn
del grado alcohélice en muestras de bebidas alecoholicas v aleohol elilico.

2, REFERENCIAS NORMATIVAS

Las siguientes notmas contiencn disposiciones que al ser citadas en este texio, constiluyen
requisitos de esta Norma Téenica Peruana. [.as ediciones indicadas estaban en vigencia en
el momento de esta publicacidn, Como toda Norma estd sujeta 2 revision, se recomienda a
aquellos que realicen acuerdos en hase a ellas, gque analicen la conveniencia de usar las
ediciones recienics de las normas citadas sepuidaments. El Organismo Perwano de
MNormalizacion posse, e todo momento, ta informacion de las Normas Téenicas Peruanas

on vigencia,
‘Normas Técnicas Peruanas
2.1 © NTP 210.001:2003 BERIDAS ALCOHOLICAS.
) Definiciones
22 NTP 210.019:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS.
Extraccion de muestras
2.3 NTP 211.020:2003 . BEBIDAS ALCOHOLICAS. Aleohol
etilico. Definiciones
24 WTP 211.039:2001 : BEBIDAY ALCOHOLICAS, Méodo
de ensayo. Destilacién de muestras
ECOE™
e %
S wp
2 r3
@VD _ ‘-:",
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3, CAMPO DE APLICACEON

Esta Morma Técnica Peruana se aplica a las bebidas alcohdlicas y a los diferentes tipos de
alcohal etilico definidos ¢n ¢l NTP 210.01%9 ¥ NTP 211.020, respectivamente.

4. DEFINICIONES
Para los propdsitos de esta Morma Técnica Peruara s¢ aplican las siguientes definiciones:

41 temperatura de refercocia: La temporatura de referencia para la
determinacién del grado aleshdlico queda fijada en 20 °C

472 © picobmetro: Frasco que se emnplea para determinar la densidad de los

liquidos.
5 MUESTREQ

El muestreo se efechia de acuerdo al NTE 218,001,
6. PRINCIPIO DEL METODO

El método del picndmetro s basa en la determinagion del grade alcohélico volumétrico
por gravimetria.
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HEBIDAS ALCOHOLICAS. Determinacion del grado
alcohdlico volumétrico. Método por picnometria ‘

1. OBJETO

Esta Morma Téenica Pervana establece ¢l método por picnometria para la determinacisn
del grado aleohdlico en muestras de bebidas alcohdlicas o alcohol etilico,

2. REFERENCTIAS NORMATIVAS

Las siguienies normas conticnen disposiciones que al ser citadas en este texto, constituyen
requisites de esta Morma Téenica Peruana. Las ediciones indicadas estaban en vigeéncia ¢n

¢l momento de esia publicacion. Como weda Norma estd sujeta a revision, se recomienda a
aquelios que realicen acuerdos en base a ellas, que analicen la conveniencia de uwsar las
edicionc: recientes de las normas citadas seguidamente. E1 Organismo Peruano de
Mormalizacidn posee, en todo momento, la informacidn de las Mormas Técnicas Peruanas
en vigencis,

Normas Técnicas Pernanas

2.1 NTP 210.001:2003 . BEBIDAS ALCOHOLICAS,
Definiciones

27 NTF 210.019:2003 BEEIDAS ALCOHOLICAS.
Extraceitn de mucstras

23 MNTP 21 1.020:20403 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Alcohal

© etilice. Definicioncs.
2.4 . NTP 211.039:2003 - BEBIDAS ALCOHOLICAS. Método

de ensaya. Destilacion de muestras
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3 CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Técnica Peruana se aplica a las bebidas aleohdlicas y a los diferentes tpos de
alcohol etilico definidos en el NTP 210,019 y NTP 21 1021, respectivamente.

4. DEFINICIONES
Para los propésitos de esta Norma écnica Peruana s aplican las siguientes definicicnes:

4.1 temperatura de referemcia: La temperatura de referencia para la
determinacién del grado alcohélico queda fijada en 20 °C

4.2 . picnémetro: Frasco que sc cmplea para determinar la densidad de los
liquidos. : :
5 MUESTRED

El muestren se efectia de acuerdo al MNP 210.001.

6. PRINCIPIO DEL METODO

[l méiodo del picndmeto sc basa en la determinacién del grado alcohélico volumdtrico
por gravimetria.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE hls CATOLICA

TESIS UCSM y DE SANTA MARIA

. NORMA TECNICA TP 210.003

PERUANA : i 3de22
7. EQUIPOS ¥ MATERIALES
7.1 Balanza analitica, con sensibilidad de 0,0001 g .
7.2 ' Pienémetro calibrado de 100 mL o 50 mL. Véase Figura 1.
7.3 Bafio de agua a 20 °C + 0,2 %,
74 Sistemna de destilacidn: Véase Anexo A, de ser necesario.
8. REACTIVOS
81 Agua destilada o destonizlz,
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FIGURA 1 =Picnémetre calibrado de 100 mL 6 58 mL

9, PROCEDIMIENTO

(Algunas bebidas destiladas no requieren destilactén previa a la determinacitn, por
cjemplo whisky hourbon, mezelas de alcohol-agua conteniendn trazas de ingredientes

volitiles.)

LT
_-.."_"'\
L

EAS
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2.1 Muestras de ensayo conteniendo 60 %% Ale. Val. 0 menos por volumen
a1 Calibracion a 20 °C del picndmelro de 100 ml (véase Figura 1).

a) Llenar completaments ¢l piendmetro limpio con agua recienlemente

destilada, tapar ¥ sumergirlo en un bafio de agua a la tempersfura de reterencia,
nivelar el bafio por encima de la marca de araduacion del picndmetro,

b} Tuego de 30 minutos, remover |2 tapa ¥ con un tubo capilar ajustar hasta
paner €l menisco tangente a la marca de-graduacion,

c) Con pequefios rollos de papel de filtro, secar el interior del cuelle del
picndinetro, tapur ¥ sumergir en un bafio de agua a temperatura de referencia por 35
minutos,

d) Retirar el picndmetro, secar, dejar reposar 15 minutos ¥ pesar.

&) Vaciar ¢l picndmetro, enjuagar con acelona vy seear complelamente con una
cormiente de aire,

] Digjar que el picndmetro vacio legue a la temperatura de referencia, tapar ¥
'E‘IB'SE.E’.
£) El peso de agua conterudo en el aire = Peso del picndmeteo leno - Peso del

picndmetro vacio

9.1.2 Llenar el picndmetro limpio v seco con la porcidn de ensavo v ajustar el
volumen g la tamparatura de calibracidn cotna en el apartado 9.1.1.

MUTA: Si el extracto seco de la muestra es menor o igual 2 & gL, la muestra no requiere destilaciin.
En este casa los pasos 9,1.3 al 9.1.3 no son de aplicacién.
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9.13 Transferir el contenido del picndmetro a un matraz de  destilacién
previamente enjuagado con agua fria y conteniendo algunos reguladores de ebullicion o
equivalente,

914 Enjuagar el picndmetro 3 veces usande un total do 25 mL de agua fria (40

mL para vines v aperitivos) y afladir el agua de enjuague al matraz de destilacidn.

§.1.5 Colocar el picnémetro himedo de tal manera que el adaptador concetado a
la parte inferior del refrigerante llegue casi al fondo del picndmetro.

9.1.6 Rodear el picndmetro con hielo o agua helada. Completar las CONEXioNes
hacicndo pasar a través del condensador una corriente de agua manteniendo la temperatura

a=< 23 alasalida

9.1.7 Destilar aproximadamente 96 mL cotre 30 min - 60 min, usando mayor
liempo para alto porcentaje de aleohol.

%.1.8 Remover y tapar el picndmetro, Mezelar ¢l destilado por rotacién y arrastrar
con agua algunas potas que pucdan estar sobre Ja marca de graduacion del picndmetro.

9.1.9 Sumergir ¢l picnémetra en bafio de agua a la temperatura de relerencia v
después de 30 min diluir a velumen cuidadosamente, con ayuda del tubo capilar, por
adicifin de agua previamente hervida v enfriada a la misma temperatura.

QUL 10 Detenminac la gravedad especilica del destilado y del Anexo B obtener ¢l
% de aleohol por volumen.

9.2 Muestras conteniendo mas de 60 % Ale.Vol
Proceder como en el apartado 9.1 con los siguientes cambros:

'92.1 Calibrar a 20 °C los picndmetros de 100 mL y 50 mL (véase Figura 1).
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927 Llenar el picnémetre de 50 mL con la porcidén de ensayo v ajustar el

volumen a 20 °C . Trapsferir el contenido del picndmetro 2 una matraz de destilacion
previamente enjuagado con agua frin y conteniendo algunos reguladores de cbullicidén o
equivalenre, :

923 Adicionur 50 mL de agua [ria al matrae de destilacion y colectar ] destilado
en un picndmetre de 100 mL . .

924 Enrasar el piendmetro 4 20°C |

925 Determinar la gravedad cspecitica del destilada v del Ancxo B obtener ¢l %
de alcohol por volumen.

1. EXPRESION DE RESULTADOS
10.1 Determinar la gravedad especifica del desti[adé como cn gl apartado 9.1.1
para la porcidn de ensavo.

Ciravedad especifica en el aire= 5
W

donde:
5 = pesodela porciﬁh de ensavo

W = peso del agua

10.2 Obtaner el correspondients grado alcohdlico a 20 °C de acuerdo a las tablas
dal Anexo B,

103 Pars muestras conieniendo mas 60 % Ale.Vol, se hace la siguienis
correceion:
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% Alcohol 2 20°C =D x W
W

Donde:
D =% Aleohol pot volumen a 20 °C (Valor obtenido en 10.2)

W Peso del picndmetro de 100 mL con agua a 20°C
W' = Peso del pigndmetro de 50 il con agua a 20 °C

il. ANTECEDENTES

[1.1 AQAC Y42.06:2000 Aleohol by volume in distilled liquors

112 AOQAC 945.06:2000 Specific gravity (apparent) of distilled liquors

113 NTP 2140.003:1966 BEBIDAS ALCOHOLICAS, Método usual
por picnometria para determinar la densidad ¥
la densidad relativa

11.4 . NTP 319.229:2003 BEBIDAS ALCOHOLICAS. Aleohol etilico.

: Método de ensayo. Determinacién det grade

alcohdlics vofemétrico

i1.5 MHario Oficial de kas Comunidades Europeas 2000-12-29
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ANEXO A
(INFORMATIVO)

SISTEMA DE DESTILACION

MOTAL En el caso d2 bebidas alcobhalices con exizacto 2600 mayor 2 & @1, destlzr 1 rouesim como
s indica en ¢l apartado 9.1.3 al 9.1.8 & cn la MNTP 211.039, ¥ se determina el grado aleohdlice del
destilada.

MWOTA 2: En 2l casa de bebidas aleohalicas con un conrenido de extracta seen menor o izual a 6 gL,
fa muestra no requicre destilacisn.

Al Matraz de destilacién: Matrar de fonde redondo de 300 mL .

A2 Refrigerante recto, tipo Leibig con camisa (chaqueta) de = 400 mm de
lengilud von un tube intcrior de 9 mum + 1 mm, de didgmetro inlemo, Csle refngerante se
coloea verticalmente v al extremo inferior se le adapta wn tubo de vidrio de longitud
adecuada para que Uegue cast hasty of londo del recipiente en que sc recoge el destilado,

A Manta de calentamicnto con control de temperztura

Ad Reguladores de ebullicién: Fragmentos de piedra pomez, porcelana
porosa, perlas de vidrio o cualquicr otro material adecuado, Debe asegurarse su completa
limpieza antes de ser utilizado,
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ANEXO B
(NORMATIVO)
Grado alcohodlico a 20 °C correspondiente a gravedad
especifica a 20/20 °C
Sp-gra |Densidad a| % Ale.yol| Spgra %% Ale.Vol
W0C20°C | WG gL @200 | 20420 °C (20*C)
_________ L0000) 99§20 0.0 : 0,9542 | - S
0,090 B8, 05 0.1 904 4,1
0,5939 i3] -
' (553E 43]
TR AT 4.4
U993 435
0,554
FEH
0,9931
0,5%30
0,894
o
09526
G534
0,9923
0 6633
0,9620 |
T T IO TN Y
0,918 585,96
0,996 980,86
O N
O R A ...
10,5913 Gata
G851 559,34
0,291 | 056,21
05909 989,08
00,5407 gRE YT
,,,,,,,, Q.5906 . 9EEE1
80,5903 K69
0. G903 038,56
0,5902 08843
10,5901 938,30
T ngegd!” T ued il
; 0,0 595 958,05
. L oETOdl LA
0,806 ET 76
09585 9RT.67
"""" 09891 o
""""" 0agaz| o7 Al
0,5891 47 20
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.. continuacion

Spgra |Deasidada) % AleVal Spgra | Densidada| % Ale.Vol
| 2eccocC | 200G gL (20°C) (20000 20°C, @/L 20°Cy
[ _ongrse| T 0§76 80 : DOR4I 98235 12,0
DOEES|  ORTO4| 8] 0,9840 982,24 (2,1
0,5RE7|  9REDI i 0,939 g7 12 12.2
0.7886| 985,79 8.3 l....0.0838  seanll 123
...... 02382 986,66 2
LGUOBR3| 98654) 8BS
0p882) 98642l B.6 981,67
058B1| 98624 &7 981,55
00870 036,17 B8 BRIz URLdd
09378 586,05 &89
.......... U877 9EsM 0
S Y
LOOETE)  9BS6E| 92 980,78
0,9373| 98556 03 980 87
0,987 98544 o4 980.76|
00871 98531 9.5 UHG.64 . .
09870 985,19 2,6 CUB0S3 13,6
09868 985,07 2.7 0542
09867 98493 98 980,31
0,9866| 08483 90 05019
...D9865 | 984,71 100 980,08
0.9861| 98459 14,1 979,07
05862 SB4A7] 102 979,861 14,2
00861 98435 Wil 098] 979,73
00260 08423 ed] 09814 97064]
00859 084,11 10,5
09858 083,99 10,6
e D283T| 083 38 10,7
08551 98376 10,8
098541 083 64 10,9
L 028531 083,53 L1L0
0,9852[  983.40) . 01,
09851 98320 11,2
00849 943,17 1.3
00848 983,05 114
DL 11,5
98283 116
| 98276 11,7
982,591 11,6
0,9842]  og247 11,9

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE f1&¢ UNIVERSIDAD

TESIS UCSM , CATOLICA .
DE SANTA MARIA

NORMA TRCNICA . MTP 210003
PERITANA 12 de 22

.. comlinueacion

Sp-gra | Densidad 8| % Ale.Vol, [ Spgra Densidad a| % Ale.Vol

20°C20°C| 20°C,g/L|  (20°0) WECHRIC|  0°Cgl|  (20°0)

60,9796  677.87[ 160 09753 973,56 20,0

o776 16, _ 09752 673,451 30,1

"""" 977,65 162 TS| 973,34 20,2

977,55| 463 . _0g7s0|  973.24 20,3

977,44 16,4° ngTes! T 973a3)  20d

77,33 16,5 Tog7a8) 97302 20,3

97722 . 160 0,9747 97251 06

BECEAN 16,7 6.5726| 97280 207

977000 168 09745 o) 208

) 09743 972,5%] 209

no742| 97148 210

05741 97237 21,1

06740, 972,27 21,7 ]

04739 97116 21,3

u G738 BTz 21,4

_______ 09737 571 04 21,5

D.9736 971,83 216

_______ 0,0735 973,73 21.7

975,02 B! 097341 97162 21,8

ErE X 09733 91151 ale

97571 180 04732 97140 220

975,60 15,1 | 09730 971,29 221

u 975,49/ 18.2 09729 971,18 133

VO 9ise) 183 e N HE 22.3)

D 18,4 09727 970,97 224

005768 975,17 18,5 09724 986 1L

09768 975,06 18,6 | bgTRs|  9TRTS| 224

0,9767|  974.93) 18,71 N 9in6d| 227

_____ _09766]  974.85| 18.8] L 09723 9y0a3| 228

09768 97474 189 09722 47042 229

| 09764 974631 190 02721 970,31 . 23,0

_____ 09763, 974,32 19,1 09719 970,20 23,1

09762 974420 19,2 09718 97009 3,2

05761 97a31| 19,3 o oemiTl 969.88| 233

O 09760) 97420 19.4] . L 09716 969,87 234

0.9758] 97409 19.5 | 05715 969,76 233

097ET|  973.59 19.6 0,9714 060,65 236

00756 973,88 19.7 09713 969,54 23,7

_ngmss | 9Tl i93, bl esga[ 238

49734]  97366] 199 | 09711 959,327 . 239
RE
i .
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.. comtimmacidi
Spgra |Densidada % AleVal Spgra Densidad a| % Ale.¥ol
20°CR0°C| 2Cgl  (0'C) 00200,  0°CEL| (2070
_______ 0,9716| 96921 220] TTD,9664 964,54 380
09708 965,10 24,1 0.9663 914,52 28,1
09707 968991 242 0956 64 40 28,2
09706| 96888 Ik} DS66D| 9644 783
09705 968,77 244 00639 Top4, 16 384
. 09704) 868,66 4.3 LDuessl | 9e4ndl 282
0,9703 968,55 24.6 (G657 963,82 84
0O702]  96843| 247 09633 963,80 28,7
09701 96832| 243 0.9654 951,68 28,8
09700 96821[ 24,9 096531 963,56 289
0,5698 968,10 25,0 09652 963,44 29,0
09697, 967,99 25,1 09650  weiizl 29,1
09696, 967,87 25,7 09649 963,20 29,2
L De6es| 967,76 233 _ 09648 963.07( 203
0,9694| 96765 54 | 0,9617 062,95 |- 29,4
09693 967,53| 253 0,0646. 962.81|- 293
0.9692| 967431 256 0,9644 962,71 296
0.9691| 96731 237 09643 B6238) 307
0.96%9] 967,19 258 —bsaiz|Oeadel 304]
09638 967,08 25,9 09641 96233 298]
. O968T] 96697, 26.0 D639 962,21 30,0
. 0.9686) 966,83 L S 09638 962,09 301
IIIIIII 09685 066,74 26,2 0.2637 961,96 302
09684 966,62 26,3 0,9636 95184 303
0,9683| 966,51 364 0,0634 061711 304
09681 96639) 26,5 0,9633 961,59: _...303
0.9680| 966,28 26,6 09632] 96146 30,6
09679,  966,16| 26,7 05631 96133 30,7
0,9678, 566,05 26,8 | 00620 96121 303
0,9677 7 965,93 26,9 09628 961,08 309
09676 963,81 7.0 0,9627 960,05 31,0
09674 965,70 . 0,9626 960,82 31,1
096731 DesS8 773 09624 060,70 312
0.9672| 96546 273 09623 960,57 31,3
05671 965,35 274 0.9622 96,44 314
0.9670|  96523| 375 [ To.9620 960,31 31,5
09669 965,11 27,6 [ 09619 960,18 aLé
09667 |- 964,99 27,7 09618 960,03 2.7
0,9666 964,88 27.8 ~ 08617 559,92 31,8
00,9065 964,76 279 0,9615 959,79 31,9
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.. continuacitn
. Bpara |Densidada % AleVoll " Spgra | Densidada| % AleVol
W 5CA0°C| 20°C, g/l (20°C) 0°CeC|  20°C gl (20°C)
0,9614' 959,66 32,0 09559 954,15 36,0
C D,9613] 959,53 32,1 0.9557| 95401 36,1
0.9611] 959,40 32,2 0,9556 953,86 36,2
09610 959,27 323 0.9554] 95372 36,3
o000l 950,14 324 _ - 1,9553 953,57 364
0,9607, 959,01 ws L 00551 93342 36,3
T0.9606| 93887 326 T 0,9550 033128| 366
T 09605| 958740 327 0,3548) 953,13] 367
0.9603| 058,61|. 328 _ 09547 G5298) 368
09602, 95847/ 129 09345 052,83 36.9
09601 | 958,34 33,0 TTTTDg544) - 05260 370
posep| Tesgial il 09543 gsasal 371
____________ 0,9598| 958,07 33,2 ... 22341 932,39, 372
0,597 957,94 33,31 =D 952,24] 373
TDeses 9570 334 09538 95209 374
09394 95766 33,5 CTowsy| o oosLedl 318
09593 957,53 3L6 0,9435 95179 31.6
00591 95739 11,7 T 00333| 951,63 37,7
09500 93726 33,8 09532 95148 78
0.0588] 05712, 339 09530 951,33 37.9)
T0.9587|  9s698] 340 .. 09529 951,18 380
" o936 93684l 34.1] 09327 951,02, 381
| Dg@sEa| 936,70 34,2 ' 00526 9s0.87) 382
oosga( esgsTl o daat L 00524 os07z| 383,
L Dus8al 95643 | 34 0,9523 930.56 284
60,0580  956,28] 345 | opsan| 95041 38,5
09379 9se15| 346 09520) 93025 386
0.9577, 936,01 34,7] . Doasik 930,10] 387
0.9576( 95587 34,8 : TTT09s17]  94994) IS
00575 953,73, s | 09315 o4g7el 389
09573 953,59 35,0 | 09513 949 63 39,0
TTThgsTz 95ha4l 35 - 0psiz 545,47 39,11
09570, 95530 332 .. 8.9510] 94932 392
0,0569| 955,16 353 09509 949,16 39,3
09367 955,02 35,4] 0.9507 949.00) 394
0,9566| 954,88 35,3 | 09506 918,84 39,5
09565 934,13 L 0,304 248,68 39.8.
D,0561] 054,59 357 09502 94852 30,7
0,9562 05444 35,8 09501  94837| 398
_ 0,9560| 954,30 35,9 0,9459 418,21 309
5
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.. continnacion

Sp-gra |Densidad a] % Ale.Vol ' - [ Sppra | Densidada| % AleVal
MWC20°C| WC,gl|  (20°0) WweCR0C;  0°Cegll 0O
0,9498] 948,05 _A0,0 09430 941,32 440
09496 94788 40,1 0,5428 941,14 421

....... 039594, 94772 40,2 ...09427 240,97 44,2
0.9493) 947,36 wi 09425 940.78| 443
0.9491) 947481 404 09423 240.61 244
D9A89] . 94T.24] | 405 09421 940,43
0,2488) 94708 40,6 0,942 940,26
09486 94651 07 09418 940,08
0.9485| 046,75 40,8 : Thgale 939,90
09481 044,58 40,9 kel 939,72
0.9481) 94643 4l 02412] | 939,54

,,,,, 0,9480] 946,26 41,1 09411 93936

e DOATE| 946,00 1.2 09409\ 939,13
09476 94503 1,3 0,9407 939,001
094751 94376 414 0,9403 ¢ 938,52
0,9473| 94559 41.5 09403 938,64
0,94717 94543 416 | 0.940z|  u3846
09470, 94536 41,7 | om0 938.28]

09468 94509, 418 09308 938,10

o 2466) 94493  41el 09396 . 93131 [

. 09465 94276 420 LY LEZAE TN '
09463 944,59 ErA 0,9352 917,55 6,1
09461 94442| 423 0,9391 917,36
0,0460| 94425 42,3 09389 937,18
0,9458] 944,08 42,4 09387, 937,00
0,9456) 943,91 42,5 | 09385 " 936,81
0.9454]  943.74] 426 09383 936,63
0.9453| 943,57 42,7 L 09381 936,44
09451 943,40 428 . 09379 93626

09445] 94323 429! 09378 93607

09448 94306 430 0,9376 935,88

| 09446]  o4288] 451 09374 935,70
0.9444] 942,71 432 S L 9372) 935,51
0,0442| 942,54 43,3 09370 93532
09441 94237 43,4 09368, . 93314| 47
0,9439| 942,19 4315 : 0,9366 934,95

_____ 09437 942,02 43 6 0,9364 934,76
09435 941,84 437 0,9363 934,57 -

L boa3s|  male7] T a3g 09361 934,38
0,9432] 94149 439 0,9359 934,19
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.. continuacién

Spgra |Densidada| % Ale Vol ' Spgra nmiaadn]”-;f.'j-.l:.vnl
2 eCi20°C| 2W0°C gl  (20°C) WS 2000, gL (206°C)
09357 o3a00] 480 [ 09278 926,16 52,0
09355 93381 481 08776 935095 521

_____ 09353 93362 482 094 625,75 52,0 ]
9351|9334l 483 059272, 925,53 53,3
05345 933,24 48,4 0,9270. 92535| 524
lllllll 933,05 485 092687 42514 32,5

93286 .. 48,6 ' 0,9266 924,94 326

83267 48,7 0,9264 924,73 32,7

| ..bo3a[ T e3247 488 09263| 92453] 528
TTTTponan|  ©azas 488 09280 62432 529
05138 83209 490 0,9258 924,12 53,0
093361 931,90 49.1 L.09256)  92381) L 33,1
06334 931,70, 492 B 09253 92371 53,2
09332, 93151 4930 09252 92350 533
""" 09330 93131| 494 0,9250| 923,30 53,4
09328, e3LIZ] 49,5 05248|  923,09 53,5
_______ 09326, 93093 496 08245 932,88 536
09324 930,73 49,7 09243 92268 537
09322| 93053| 498 09241 92247 538
09239 922,26 53.9

09237, 922,06 54.0

092351 921,85 54,1

0.9233° 921,64 542

09231 921,43 54,3

09228 9al,2z| 344

09227 21,0t 54,5

0,9225| 020,80 546!

09223 920,50 547

_ . [ og220] 920,33 548
09300 92836 509 L omis 520,17 54,9
09298] 92816 510 LLAmisl o196l Ssd
09296 92796 51,1 09214 919,75 515
A A L P 51,2 _boziz)  919.54f 352
09292 927,57 513 09210 919,33 55,3
09290, 927,36 51,4 . 09208 . 919,12} 554
TTo9288] 92706 5Ls | 0gz06| 91891 55,5
0,9286| 92640 5.6 | 09203 9138 69 55,6
09282 92676 51,7 a8 91848 55,7
00282 926,56 518 0919 018,27, 558
0,9280| 92636 51,9 09197 518,06 5591
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.. comlinuactdn )
Sp-gr a| Densidad 2] % Alc Vol " Spgra| Densidadn| % Ale.Val
WCACC| WC,eL|  (20°0) 20°CRC| 20, gL C20C)
......... 09195 917,24 56,0 09107 500,11 60,0
09193 917,63, 56,1 0.4105 908,85 60,1
_______ 091917 91742 ied 10,9103 908,67 60,2
[ 09189 81730 56,3
02186 9la 499 564
0.9184| 915,77 36,5
09182  916.56 36,6 987,77
.. Us1g0)  91635] 567 _ : 10,9092 917,55
o 0a7s[ 9163|568 o 0,9090 90732
......... 09176 91591 569 | 00087}  WOTI0] 605
09174 91570 570 05085 o08ET
________ 42171 91548 30 G.0083)  P0664|
09160 01537 57,2 0,208] 906,42
________ 05167 91505 57,3 ' o078 906,19
09165 91483 3§14 09078 905,97
0.9163] 914621 575 L S 3,74,
___0a1eo| e1440 57,6 09071 99551
.....09158| 91418 517 D008y, 905,29,
09156 913,57 518 0,9067 95,0
________ 08154  BI3.75 579 0,9085 504,83
0o152| TG[3 53 5RO 05062 004,60
091501  91331] 3R o D.5060) 504,37
.. 09147 91300 87 0,9058 904,15
......... Jds  B1LET 383 S 0.9035)  v03e2| 623
: 0,9143; 912,63 584 0,9053 903,69
e D21 91243( 585 . 03051 903,46
0.9139| 81272 SR.6 i nopan] 903,21
______ 0.9136] 912,00 58,7 0,9046 903,00
09134| 91178 SE8 09044 902,77
05132 911,55 58,9 0,9042 002,54
0.5130| 91133 39,8 | — 0.9039) 2,31
09128|  91111] 55,1 09037 DOZ,08
________ 0,9125° 91089 597 0,9035 901,85
09123 910,67 303 0,9032 901,62
09121] 91045 50,4 0,9030 001,10
09119 910,23 59,3 0,9028 901,15
09117 616,01 59,6 L. 09025 900,92
05114] 509,78 serl | 10,9023 | 900,69
B ] T Y . D002t 900,46 |
09110  909.34] 599 0.9¢19, 900,23
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.. continuacidn
Sp-gra|Densidad &, %% Ale.¥ol ’ Sppra;,  Densidad a| % Ale.Vol
WCAC| 20°C, gL (20°C) WCWC| 20°C, /L (20°C)
09016 899,99 64,0 0,8921 890,48 68,0
00014 %9976 64,1 08918 890,23 68,1
0,9012] 899,53 6d.2 08916 #8999 68,2
.. boobg)  Re929)  edsE L 08914 889,73 ... 683
09007 899.06f  &44f [ 08911 .. 889,501 ... 684
........... 0,9004) BOBEZ| 615 08908 889.26 68,3
_______ 09002 #9859 6.6 0,8906 239,01 ! 68,6
0,9000| 20836 64,7 0,904 888,77 68,7
0,8997| 893,12 64,8 08501 . 388,52 68,8
______ 08995 |  R9T.89 54,9 08899 BEEIE 68,9
0,8993| 897,65 63,0 0,8896 888,03 69,0
08950| w97az| 65,1 L 0Bsodl 88779 691
05988 89718[ 632 0,889 887,54 69,2
.. 0E936| 89694 55,1 0,885 237,29 69,3
0,8983] 896,71 654 : : 0,8886 887,05 69,4
0,89811 896,47 63,5 0,884 E36.80 69,5 |
. 08978 89623 63,6 4,8881 836,55 69,6
3 896,00| 65,7 | O8879)  E#631. 68,7
... 08974 89576 6sgl L 0.8877) .} 886,061 ...0698
894,52 63,9 08874 B35,81 69,9
29528 66,0 10,8872 85,56 70,0
205,05 66,1 0,8869 ER3.31 0.1
__08964)  8948] 662 0,8867 £35,06 70,2
...... 0.8962] 894,37 663 03864 BB4BZ| 703
08559 89433 664 0,8862 884,57 70,4
L. GBEST| B9AGS| 663 D853 884l 0.5
8955 ee3as 66,6 08857 884,07 0.6
0,8952] 89361 56,7 0,8854 R332 70,7
0,8050| 89337 66,8 08852 8E3,57 70,8
08547 893,13 . 669 10,8849 883,32 0.9,
0,805 892,89/ 67,01 08847 823.06 71,01
L UB943| 892651 671 L8844 sd2gl) L TLL
) 0,8842 882 56 712
08839 882,31 71,3
08E37|  BB2.06 714
. _ 08834 281 &l 715
""" "0,8931|  B9145] 67,6} 08831 88153 71,6 _
. Opea8|  89120) 677 oo baseg) o &slsu o TLY !
. 0E996| 890,96 67.8 : 08826 881,05 718 i
0,8923| 890,72 67,9 10,8824 | 880,79 . 719 i
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.. continuacion

Sp-gr a|Densidad a| % Ale.Vol Spgra| Densidadal % Ak.Vel
WCRIC! 20°C,gL|  {26°C) 0°C20°C|  20°C, gL 20°C)
08821 " 88054 T3, 08717 87015, 76,0
08819 _880.29 721 . DETLST | 869,89 76,1
0.8816|  880,03] 72,2 : 0,8712 869,62 | 76.2
08814  B7RTE| 723 0,8700. 869,35 763
........... 0.8811| 879,52 734 08707 869,09] 764
L. 03809| 87027 TTTds 08704| " wessal 765
0,8806| 879,01 72,6 | 08701 868,55 766
0.8301) 878,75 72,7 08598 Begas) 76,7
08801 87850 728 _ 0,8696 g68.02| 76.8

. DETOR 87824 729 0,8653 867,75 769
o ARG BTTOS LIRS L 0.8690| 86748 LERY
_ 08793 BITTR| 73,1 08688 867,21 77.1
0.8701| 87747 732 o D8683 86604 772
__..0g788) 87721 Bz ] 08682 86867, 713
0.8785| 87696 734 08680 866,40( 774
0,8783|  §76,70 73,5 08677 866,13 775
08780| 87644 736 | 08674 865,86 716
08778 876,18 73,7 : 0,8672 865,59 77,7
CTosms Twise gl [T 0.3660] " ¥6533] 718
08772 875,66 73,2 08666 265,05 77.9
08770 87540 74,0 - 08663 864,78 78.0
_08767| 87514 74,1 08661] #6450 781
0,8765| 87488 742 08658 264,23 78,2
0,8762)  $74,62 743 0,8655 863,96 783
08753| 87436| 744/ ... 8652 8638 784
0,8757| 874,10 74,5 [ 0,8650 863,41 78,5
08754 87384|  Tas . 0,8647 863,14 78.5]
087520 873,58 74,7 ' 0,3644|  862.86] 787
08749,  ¥7332° 74,8 0,641 862,59 78,8
| 8746|873 06 74.9 0,8639 862,31 78,9
0.8744| 87279 75,0 0,8636] 86204 79.0
08741 87253 75,1 0,8633 861,76 79,1
08738  27227| 75,2 86149 792
08716  §72,00| 753 861,21 793

...... 0.8733| 87174 754 860941 134
08731 87148 75,5 36066 795
0.8728] 87121 75.6 860,38 79.6
0,8725| 870,95 75,7 $60.10 79,7
08723| 87068 758 | 08614 859,83] 7938
08720  sT042] 75,9 839,55 79.9
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. COMinuacion

Sp-gr a| Densidad a| % Ale. Vol Sp-gral Densidada| % Ale.Vol
20°C20°C| 20°C,g/L|  (20°C) WCAPC, 200G, gL 20°C)
08608] 85027  B0Q D493 547.82 84.0
..0.8603) | 858,99 gl 084311 . 84733 84,1
0,860 B38.TI B0,2 . 0,8488 §47,23 84,2

_ 0.8600| 85843 s3] | 0,R485 846,93 84,3
0,8597|  B3B15| 30.4 0,3482 £46,64 84,4
08594 857,87 805 0,8479 84634 81,5
________ 08591 B3T50|  BOS6 0,8476 246,05 846
0.8589] 857,31 BO,7 08473 845,75 84,7
0.8%86| 857,03 80,8 | ..0.8470) - 84345 B8
01,8583 856,75 80,9 | 0,8467 843,15 840
08580  B56.406 g0 | 0,8464 844 §5 85,0
08577  856,18] gLy 0, 8461 844,551 8L
18374] 855,90 81,2] 0,8458 84425 852
0,8572] 855,62 R1,3 : 0,8455 443 95 85,3
D569 855330 Bl A 0,8452 843,65 854
0.8565] 83505 81,3 0 8449 #43,15 85 5,
0.8263) 834,76 81,6 | o8aa6]  84305] - B58,
L. B8560[ 85448 81,7 084431 842,75 857)
08557  R54,19 418 ' 08440 842,44 85,81
08554 gs3@1| sl | 0,8437 842,14 §5.0
L.hssszy 8536l 82,0] 08434 841,841 36D
__________ 08549, 85334 82,1 : | 0,8430 841,53 86,1
0.8546] 833,05 82,2 | bsazr) o 841,23 86.2
08543 85178 823 : 0,8424 840,92 £6.3
0.3:40]  B5248 82,4 03421 840,62 80,1
08537 852,19 85 0,8418 840,31 86,5
08534  8s190| 82,6 08415 840,00 86,6
08531 BSL6E|  R27 0,8412 830,70 86,7
#51,32 §2,8 0,8409 83939 868

CES1,03 825 08406 839,08 R6.,9

850,74 83,0 LS 838,77 B7.0

850,45 83,1 . 0.8400 AR 46 87,1

gsoje| 83zl | 0,8397 838,15 87,2

84087 833 0,8394 837,84 873

549,58 E3,4 08390 837,52 87.4

TRdg,20 £33 - 08387 837,21  R13

0,8305  B48,99 §3,6 08384 £36,90 87.6
08502  B4870| 837 0,8381 836,52 87,7
0.8499  84BA4) 3.8 08378 836,27 B8
08496 848,11 83,9 | 08373 835,96 87.9
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., continuacion

| Sp-gra|Densidada| % Ale.Vol |  Sp-gra| Densidada| % Al.Val
L 200C20°C| 20°C, gL (20°0) _ © D wecarc| G gL (20°C)
L0837 |  833.64 880 e 08239) £2239]  ...220
2 -0 N 88.1) 08233 83204] 921
83a0l) . 882 - e DBEIEY 821,69 92,2
83469 885 08228 g2l 4] 22,3
83437 %84 i 08223 £20.99 924
§34.05 88,5 0,8231 820,63 935
83373 ] . 0.821% 82028 926
08349 83341 &8,7 : 08214 §19.92 92,7
R+ 1 I
0,8343
..... 0,8340
0,833 0,3200 £18,46 93,1
...... 08333 0819 sigr2) 92
. 0,8330 0,162 817,76 93,3
ogzel 8L1S| 84 08189 81740, 234
LS BlEsy 8103 95,3
08181 816,66 93,6
~ 08I78[ 816,30 93,7
i 05174 813,931 93,8
[ 08310] 82951 899 08170 81335 939
0.8307) 829,18 A L] g13,18] 240
L0,8303] 828,85 90,1 CoLLLbgled)  BL4EL 94
......... 08300 828,52 90,2 _ Dg159) 81443 94,2
__________ 0,5207 828,19 90,3 L DB1ss) 814,06 94,3
05293 82785 904 0,8151 813,68 4.4
0,8290|  §27,52 90,5 08148 813,30 94,5
08287 82718 9ia 5144 812,92 94,6
08283  ®2685) 90,7
04280 R2651 90,8
08277 #2617 90,9
o B2TS ] 25,83 2L.0
F T pgain| w1549 91,1 o 8123 810991 a1
_..08266| 83513 91,2 . hs12l 810,60 93,2
. 03263] 82481 91,3 . 08117 81021 953
_________ 08260 82447 914 ' 08113 OS82 954
08256 824,031 913 0,8109 205,42 953
08253, #2378 91,6 08105 80902 95.6
G8249] B4 g 08101} 809,63 93:7
_________ 0,8296|  823.09: 91,8 0,8097 808,23 95,8 |
08242 83274 91,9 0,8093 807,82 95,9
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. continuacion

Spgra|Densldad a | %% AleVol Spgra| Densidada
HFCrC| 20°C, gl (20°C) HrCIrc 20°C, oL
0,8089| 80742 96,0 08003 79850
0,8085|  807.01 96.1 0,79499 798,45
0,8081|  R06.61 96,2 : 07994 798,00
0,807 806,20 7963 BN ] T
________ 0.8072] " 805,78| " 96.4) L 0798s| 797,08
1,8068 805,37 6.5 0,781 796,62
0,806 804,96 95,6 0,7%76 708,15
0, 2060 Bl 54 947 . 074971 TO5.68
08056 204,12 96,8 ) 0,7%66 79521
........ 080si] 80370l  96s| L. 079620 T94T3[ 980
___________ 0.8047| 803,270 070 o 079s7] 794250990
(,8043 B2E5 97.1 Y)Y 793,77
(,8039 #0242 gf2r 0,7947 193,28
08034 01 99 97.3 ‘ 07942 792,79
0,B030 801,55, 974 . YY) 792,30
{1.8026 RO, 12, Q7.5 { 00,7932 791,80
__bs021 BO0,68 97,0 7927 791,29 .
SN X T /5 I N 07922 Te0,78] 997
08012 799,80( 918 [ 07917 90,28 998
0,8008 799,35 7.9 07212 789,76 939!
) 0,707 189,24 1000,
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ANEXOS 3
LINEALIDAD

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion
de analito y su respuesta. Ademas conjuntamente se realiza la determinacion del rango
lineal, es decir, el intervalo comprendido es la concentracion minima y méaxima de analito
para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se puede efectuar el dosaje por la
interpolacion en una curva estandar. Para su determinacion se prepara una serie de al menos
cinco diluciones de un estdndar comprendiendo los &mbitos estimados de trabajo con un
exceso de al menos 50% sobre el limite superior y un defecto de 50% debajo del limite
inferior. Las soluciones deberan e ser inyectadas al menos por duplicado y se determinara la

curva de calibracién:

YXixYYi

iy 2KV _ YYi-bsyXi
&= 5171 X Nz
Ec. 2.2 Ec.2.3

a: Ordenada a origen

b: Pendiente

n: Numero de mediciones

Xi: La concentracién

Yi: El valor medido en el ensayo

Independientemente de la apariencia de la recta, resulta conveniente evaluar los estimadores

de regresion en un intervalo de confianza dado (por ejemplo, p=0.05)

e Del coeficiente de regresion lineal: se determina para evaluar el ajuste al modelo
linea propuesto, Y=bx+a.

e De la pendiente (b): se determina como parametro indicativo de la sensibilidad del
método o para evaluar la correlacién de diferentes métodos.

e De la ordenada al origen (a): se determina para evaluar la proporcionalidad de la
funcion analitica, es decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacion

pueda adjudicarse Unicamente a un error aleatorio.
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_ YXi % Yi —ZXi;ZXi
. 2 - 2

Ec.2.4

La ecuacion 2.4 es interpretada con las variables de las ecuaciones 2.2 y 2.3. El valor r=1
indica una recta perfectamente lineal, r=-1 una recta perfectamente lineal de pendiente
negativa y r=0 la no relacion entre XeY. En la practica, r es generalmente mayor de 0.99 y

los valores menores de 0.90 son raros.

Extraido de “Introduccion al HPLC” Quattochi et al (1992)
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ANEXO 4
LIMITE DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION

El limite de deteccidn segun la USP XXII, a la menor concentracion de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra, en las condiciones

establecidas y se expresa en unidades de concentracion (%,ppm, ppb, etc.)

El limite de cuantificacion segun USP XXII, a la menor concentracion de analito que puede
precisarse con exactitud y precision razonables en las condiciones establecidas y se expresa

también en unidades de concentracion.

Para ambos casos existen dos métodos de célculo. Un método sugiere el calculo a partir de
placebos; es decir, varios placebos son inyectados y evaluados por la técnica y se determina
su desviacion estandar. De tal manera podemos detectar el ruido y detectar cuanto afecta
este a la deteccion y cuantificacion de la muestra. Otro método sugiere el calculo a partir de
la grafica de calibracion, donde se toma como la desviacion estandar del blanco al célculo

de la desviacién estandar en concentracion cero.

El método usado en el presente trabajo fue el método de calculo a partir de la grafica de

calibracién. Se us6 la férmula propuesta por Quattrochi et al (1992):

b vm

N - Ypr +3S, 1
Limite de Deteccion = ———— %

Ec. 2.5.

Yo + 10S,, 1
—*_

Limite de Cuantificaciéon =

b Vn
Ec. 2.6.
e Yy,  =variable “a” obtenido de la grafica de calibracion.
e Sp =variable “a” obtenido de la grafica de Concentracion vs Desviacion
estandar.
e b = Intercepto de la grafica de calibracion.
e N =nUmero de muestras.

Extraido de “Introduccion al HPLC” Quattochi et al (1992)
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ANEXO 5
COEFICIENTE DE HORWITZ

En 1980, Horwitz et al. Exponen que el comportamiento de la dispersion de los resultados
en pruebas puede presentarse con un grafico del Coeficiente de Variacion expresado en
potencia de 2 contra la contraccion medida expresada en potencia de 10. Dicha variacion es

graficada y demostrada en la trompeta de Horwitz, dicho grafico se muestra a continuacion:

+60

+30 F
+20
+10 |-

—-10 |-
Macro Micro
nutrientes  nutrientes

COEFICIENTE DE VARIACION %
o

Figura 1 Anexo 5: Trompeta de Horwitz

Para condiciones de repetibilidad dicho coeficiente de Horwitz es aceptable multiplicar el

coeficiente de Horwitz por 0.5.
CVh = 0.5 * 21—0.510gc
Ec. 2.7

CVh = 21—0.510gc

Ec. 2.8
CVh = Coeficiente de variacion de Horwitz
C = Concentracion del analito

Extraido de “Evaluation of analytical methods used

for regulation of foods and drugs ”, Horwitz W. (1982)
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ANEXO 6

CROMATOGRAMAS OBTENIDOS POR CADA CONGENERE

Tn{cnsny

8000

7000

Figura 1 Anexo 6: Cromatograma Acetato de etilo a 200ppm
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Figura 2 Anexo 6: Cromatograma Metanol a 200ppm
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8000
7000
6000
5000

4000

3000

Figura 3 Anexo 6: Cromatograma Iso-propanol
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Figura 4 Anexo 6: Cromatograma 2-Butanol
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Figura 5 Anexo 6: Cromatograma 1-Popanol
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Figura 6 Anexo 6: Cromatograma Iso-Butanol
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Figura 7 Anexo 6: Cromatograma 1-Butanol
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Figura 8 Anexo 6: Cromatograma Alcohol Iso-Amilico
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ANEXO 7

Como se menciond en la parte 2.5.1.3 los estandares fueron preparados segun pesada, la pesa y los L para cada caso se encuentran en la tabla 1

anexo 7. Los resultados por cada estandar se encuentran en las tablas para linealidad de cada estandar

Tabla 1 Anexo 7: Calculo de concentraciones por estandar

, Gramos Concentracion stock Estandares
Congénere pesados uL
(@) (Ppm) 1 2 3 4 5
Acetato de etilo 0.970 1110 9700 38.8 194.0 485.0 970.0 1455.0
Metanol 0.956 1270 9560 38.2 191.2 478.0 956.0 1434.0
Iso-Propanol 0.935 1270 9350 37.4 187.0 4675 935.0 1402.5
(2-Propanol)
1-Propanol 0.964 1240 9640 38.6 192.8 482.0 964.0 1446.0
Iso-Butanol 0.933 1240 9330 Th 186.6 466.5 933.0 13995
(2-metilpropan-1-ol)
1-Butanol 1.013 1240 10130 405 202.6 506.5 1013.0 15195
Alcohol Iso-Amilico ) o 1240 9600 38.4 192.0 480.0 960.0 1440.0
(3-metilbutan-1-ol)
2-Butanol 0.992 1243 9925 79.4 397 992.5 1985 1488.75
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ANEXO 8

Datos para realizar la evaluacion de la sensibilidad. Los datos fueron extraidos segun el método de la gréafica de calibracion. El analisis de los

datos se encuentra en la tabla 3.18

Tabla 1 Anexo 8: Variables para determinar limite de cuantificacion y de deteccion

Congénere Yol St b n
Acetato de etilo 196.951 3.361 5.568 5
Metanol 19.705 2.468 6.244 5
Iso-Propanol 18.227 2.343 9571 5
(2-Propanol)
1-Propanol 53.983 1.885 11.351 5
1-Butanol 44.000 4.484 12.900 5
Iso-Butanol
(2-metilpropan-1-ol) 2.197 4.143 12.068 5
Alcohol Iso-Amilico
(3-metilbutan-1-ol) 83.553 2.836 13.327 5
2-Butanol 654.442 2.464 7.069 5
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ANEXO 9
Resultados obtenidos por cada ensayo para determinar la repetibilidad. El analisis de estos datos se encuentra en la tabla 3.19

Tabla 1 Anexo 9: Datos para determinar la variabilidad entre los resultados

Promedio
Congénere 1 2 3 4 5 6 Valor Practico
(Ppm)
Acetato de etilo 483.6 481.2 485.0 482.2 482.8 482.8 482.9
Metanol 475.8 474.0 476.3 475.0 473.9 474.8 475.0
Iso-Propanol
(2-propanol) 467.9 464.7 465.7 467.0 463.7 465.4 465.7
1-Propanol 480.4 480.3 482.0 483.6 480.7 481.9 4815
Iso-Butanol 465.9 467.6 466.1 465.5 468.5 465.3 466.5
(2-metilpropan-1-ol)
1-Butanol 507.3 504.7 506.3 503.6 503.2 507.9 505.5
Alcohol Iso-Amilico 476.8 478.7 4775 4781 4815 476.2 478.1
(3-metilbutan-1-ol)
2-Butanol 490.8 489.8 491.6 491.7 492.6 489.9 491.1
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Resultados obtenidos por cada ensayo para determinar la precision intermedia. EI anélisis de estos datos se encuentra en la tabla 3.20

ANEXO 10

Tabla 1 Anexo 10: Datos para determinar la variabilidad de la precision intermedia

Promedio
Congénere 1 2 3 4 5 6 Valor Practico
(ppm)
Acetato de etilo 4847 4832 487.0 4883 4866 4838 485.6
Metanol 4802 4765 4771 4776 4790  476.9 477.9
Iso-Propanal 4654 4666 4672 4645 4660  463.6 465.6
(2-propanol)
1-Propanol 4849  480.1 4832 4830 4845 4808 482.7
Iso-Butanol 4647 4670 4664 4699 4651  468.1 466.9
(2-metilpropan-1-ol)
1-Butanol 507.1 5066 5067 502.8 5058  504.0 505.5
Alcohol Iso-Amilico 4778 4770 4764 4793 4787 4781 477.9
(3-metilbutan-1-ol)
2-Butanol 491.9 4934 4929 4915 4919  489.3 4915
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ANEXO 11
Resultados obtenidos luego de la evaluacion de la exactitud. El analisis de los datos se encuentra en la tabla 3.21

Tabla 1 Anexo 11: Datos para determinar la exactitud

Promedio
Congénere 1 2 3 4 5 6 Valor Practico
(ppm)
Acetato de etilo 483.9 484.6 483.6 483.9 484.1 483.9 484.0
Metanol 4765 4761 476.7 476.3 4773 4776 476.8
Iso-Propanol 466.6 ~ 4655 4672 4668 4662 466.5 466.5
(2-propanol)
1-Propanol 4835 4828 483.4 483.2 483.7 483.3 483.3
Iso-Butanol 4659 4659 465.6 465.3 465.7 465.7 465.7
(2-metilpropan-1-ol)
1-Butanol 5042  504.2 505.1 504.7 504.6 505.1 504.7
Alcohol Iso-Amilico 4791 4790 4793 4794 4791 479.4 479.2
(3-metilbutan-1-ol)
2-Butanol 489.7 4920 490.9 490.7 491.7 491.4 491.1
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TECNICAS PARA DETERMINACION DE ESTERES, METANOL Y
ALCOHOLES SUPERIORES

Para proceder al andlisis de las muestras, primeramente se debe de realizar un destilado. En
los laboratorios de ensayo y control de calidad de Perd, se realiza tomando en cuenta la

Norma Técnica Peruana 210.003 (Anexo 2).
Duracion promedio: 3-4hrs
ESTERES

1. Transferir 100 cm3 del destilado a un matraz balén de fondo plano de boca
esmerilada, de 500 cm?®

2. Neutralizar el &cido libre con hidroxido de sodio 0.1 N, utilizando fenolftaleina como
indicador

3. Agregar un exceso de disolucién de hidroxido de sodio 0.1 N.

4. Conectar el matraz al condensador de reflujo y calentar a ebullicién durante dos
horas.

5. Dejar enfriar y titular el exceso de alcali con disolucién de cido clorhidrico 0.1 N.
Desechar las determinaciones en las que el exceso de alcali gaste acido clorhidrico
en un volumen menor de 2 cm3 o mayor de 10 cm?®,

6. Preparar un testigo con la misma cantidad de reactivos utilizados en el problema
sustituyendo la muestra por agua y trabajarlo como la muestra.

7. Calcular los ésteres como acetato de etilo, como se indica en el capitulo de
expresion de resultados

8. El contenido de ésteres expresados en miligramos de acetato de etilo por 100 cm3

referidos a alcohol anhidro, se calcula con la siguiente ecuacion:

E1x 100 (ViN1-VaN2) = 88 x 100 100

E= . —oseaE= X
GAFR M GAFR

En donde:
E = Esteres expresados en miligramos de acetato de etilo por 100 cm?,
referidos a alcohol anhidro.
E: = Esteres expresados en miligramos de acetato de etilo por 100 cm® de

muestra.
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V1 =Volumen de disolucion de hidréxido de sodio utilizado para saponificar
en cm®,

V2 = Volumen de disolucion de acido clorhidrico utilizado para titular el
hidroxido de sodio sobrante de la saponificacion, en cm?.

N1 = Normalidad de la disolucion valorada de hidroxido de sodio.

N2 = Normalidad de la disolucion valorada de acido clorhidrico.

88 = Miliequivalente del acetato de etilo expresado en mg.

M = Parte alicuota (100 cm®).

G.A.R. = Grado alcohdlico real de la muestra.

Duracion promedio: 3hrs

METANOL

1. Poner 2 cm? de la disolucion de permanganato de potasio en acido fosforico en un
matraz volumétrico de 50 cms3, colocandolo en un bafio de hielo, adicionar 1 cm? de
la muestra diluida y fria, y dejar reposar 30 minutos en el bafio de hielo.

2. Decolorar con un poco de bisulfito de sodio sélido y agregar 1 cm? de disolucion de
acido cromotrépico al 5%.

3. Agregar lentamente, gota a gota, 15 cm? de acido sulfurico concentrado, dejandolo
escurrir por las paredes del matraz, agitando constantemente.

4. Colocar en bafio maria entre 333 y 348 K (60 y 75 °C) durante 15 minutos. Enfriar
y adicionar con agitacion agua hasta un volumen proximo al aforo.

5. Enfriar a temperatura ambiente y llevar al aforo con agua, homogeneizar y reposar
durante 5 minutos.

6. Preparar un blanco con alcohol etilico al 5.5 % en volumen y una solucién patron
conteniendo 0.025 % en volumen de metanol en alcohol etilico al 5.5 % en volumen;
tratar de igual manera que la muestra diluida, leer la absorbancia de la solucion
patron y de la muestra a 575 nm utilizando el blanco para el ajuste del
espectrofotometro.

100

x0025xFDx 0790 x
GAR.

En donde:
M = Metanol expresado en mg por 100 cm3 de alcohol anhidro.
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A = Absorbancia de la muestra.

A' = Absorbancia de la disolucion patron de metanol.
0.025 = % de metanol en la solucion patron.

F.D. = Factor de dilucion

G.A.R. = Grado alcohdlico real de la muestra.

Duracion promedio: 1h30
ALCOHOLES SUPERIORES

1.

En el tubo de ensayo poner 2 cm? de la muestra preparada, en una serie de tubos poner
2 cm? de cada una de las soluciones tipo preparadas.

En otro tubo poner 2 cm? de disolucion testigo y en otro tubo poner 2 cm? de agua como
blanco.

Los tubos se colocan en un bafio de hielo, agregarles 1 c¢cm3 de solucién de
p-dimetilamino benzaldehido, dejarlos en el bafio de hielo durante 3 minutos.
Adicionar a cada tubo lentamente gota a gota por medio de una bureta 10 cm? de &cido
sulfurico concentrado, dejandolo escurrir por las paredes del tubo, agitar los tubos
individualmente, colocarlos nuevamente en el bafio de hielo durante 3 minutos.
Pasarlos a un bafio de agua en ebullicion durante 20 minutos.

Colocarlos después en el bafio de hielo entre 3 y 5 minutos sacarlos y llevarlos a la
temperatura ambiente.

Leer el por ciento de transmitancia de los tipos y las muestras en el espectrofotémetro a
una longitud de onda entre 538 y 543 nm contra el blanco usado como referencia. Usar
la misma longitud de onda para tipos y problemas.

El contenido de alcoholes superiores (aceite de fusel), expresado en mg por 100
cm3 de alcohol anhidro, se calcula con la siguiente formula:

PxFD=x 100
AS =
GAR
En donde:
A.S. = Alcoholes superiores (aceite de fusel) en mg por 100 cm? de alcohol
anhidro.

P = mg de aceite de fusel por 100 cm? de muestra, calculados a partir de la
curva de Calibracion.

FD = Factor de dilucion

G.A.R. = Grado alcohélico real de la muestra.

Duracion promedio: 1h30

Extraido de Normas Técnicas Mexicanas V-005(1980),
014(1986) y 021(1986)
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ANEXO 13
VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES: TEXT AND METHODOLOGY
ICH Harmonised Tripartite Guideline

TABLE
Type of analytical | IDENTIFICATION TESTING FOR AREAY
procedure IMPURITIES ) .
- dissolution
(measurement only)
- content/potency
characteristics quantitat. limit
Arcuracy - + - +
Precision
Repeatability - + - +
Interm. Precision - +(1) - + (1)
Specificity (2) + + + +
Detection Limat - - (3 + -
Quantitation Limit - + - -
Linearity - + - +
Range - + - +

sigmifies that this characteristic 15 not normally evaluated
+ mignifies that thas characteristic 1s normally evaluated

(1} m cases where reproducibility (see glossary) has been performed, mtermediate
precision 1s not needed

(2} lack of specificity of one analvtical procedure could be compensated by other
supporting analvtical procedure(s)

(3} may be needed in some cases

Extraido de « Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(rl) »
International Conference of Harmonisation(1994)
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ANEXO 14

“Pisco acholado”

Intensity

Figura 1 Anexo 14: Cromatograma “Pisco Acholado”

“Pisco Mosto verde”

_Eﬁﬁ_

Figura 2 Anexo 14: Cromatograma “Pisco Mosto verde”
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“Pisco No aromatico”
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Figura 3 Anexo 14: Cromatograma del “Pisco No aromatico”

“Pisco Aromatico”

Tatensity

2500

2 Buanel

Figura 4 Anexo 14: Cromatograma del “Pisco Aromatico”

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis






