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RESUMEN

En este trabajo se ha contribuido al desarrollo de un sistema de medida basado en
técnicas de ultrasonidos para el andlisis y monitorizacion, en tiempo real, de la fermentacion

malolactica (FML) en el vino tinto elaborado a nivel semi-industrial e industrial.

En el sector vinicola, la importancia e interés por la FML se debe a la gran influencia
que ésta ejerce sobre los perfiles organolépticos y sensoriales del vino, ayudando a definir, en
gran parte, la calidad del producto final. Caracterizado, principalmente, por la conversion del
acido malico en acido lactico llevada a cabo por las bacterias acido-lacticas (BAL), este proceso
suele ser monitorizado a traves de técnicas analiticas en laboratorios; técnicas que presentan
algunos inconvenientes en cuanto a costes, velocidad de respuesta y oportunidad de ser
incorporadas a lineas de produccion (son off-line). Por el contrario, las caracteristicas del
método de medida por ultrasonidos desarrollado en esta Tesis, ofrecen la oportunidad de superar
estas dificultades aportando, ademas, otras ventajas asociadas a esta clase de tecnologia (no

invasiva, no destructiva, higiene, precision, etc.).

Como pieza fundamental del sistema de medida, se lleva a cabo el disefio y fabricacion
de un sensor ultrasonico, que mide velocidad de propagacién, basado en una técnica de
transmision y reflexion de ondas de ultrasonidos (pulso-eco). Igualmente, se aprovechan las
ventajas aportadas por el mecanismo conocido como buffer rod para facilitar, por un lado, el
acondicionamiento de las sefiales de interés (ecos) y por otro, el acoplamiento y puesta en
marcha del sistema en los grandes tanques de acero inoxidable donde se deposita el vino durante
su elaboracion. Ademas, se realiza un estudio comparativo de diversos métodos aptos para el
procesado de la informacién ultrasénica recopilada, clasificAndolos por su relacién precision-
coste computacional de tal forma que facilite una correcta eleccidn de acuerdo a los recursos del

sistema de medida donde se pretendan aplicar.

En cuanto a los experimentos realizados, en laboratorio el sistema demuestra una
adecuada sensibilidad para la deteccion de cambios cuando, sobre soluciones acuosas e
hidroalcoholicas, se llevan a cabo variaciones en los niveles de concentracién de los acidos
malico y lactico. Igualmente, su funcionamiento es adecuado para la caracterizacién ultrasonica
de soluciones hidroalcohdlicas cuando varia la temperatura ante diferentes concentraciones de
alcohol o para detectar cambios en parametros como la turbidez de las mezclas. A nivel de
pruebas de campo, el comportamiento de la velocidad de propagacion ultrasénica muestra una
alta correlacion con varios de los parametros convencionales que suelen medirse durante la
FML (concentraciones de acidos malico y lactico, acidez volatil, poblacién de bacterias, etc.),
demostrando la utilidad del sistema en la prediccion on-line del final del proceso malolactico.



Resumen

Prediccion que se caracteriza por un comportamiento practicamente invariable de la velocidad

cuando la FML va llegando a su final, o nulo cuando las BAL no cumplen con el proceso.

Como punto critico en la aplicacion del sistema de medida en campo, encontramos el
dificil control sobre la temperatura del vino, pardmetro que se ve influenciado por las
variaciones de la temperatura ambiente y por los propios cambios que genera el proceso en si.
Este aspecto obliga a monitorizar detalladamente dicho parametro para, de ser necesario, aplicar

las correspondientes compensaciones a los resultados ultrasénicos.

Con todos los resultados obtenidos, se demuestra la viabilidad de utilizar ondas de
ultrasonidos para la monitorizacion de la FML del vino tinto, con posibilidades de inclusién en

un sistema de control en tiempo real.

Palabras clave: vino tinto, fermentacién malolactica, bacterias acido-lacticas, acidos
malico y l&ctico, ultrasonidos, velocidad ultrasonica, procesado de sefiales acusticas, tiempo de

vuelo, monitorizacién on-line.
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ABSTRACT

This work is a contribution to a measuring system based on ultrasonic techniques to
analyse and monitor, in real time, malolactic fermentation (MLF) in red wine, both at industrial

and semi-industrial level.

In the wine sector, MLF is of great importance due to its influence over wine
organoleptic and sensory profiles, for it largely defines the quality of the final product. This
process, whose main feature is that lactic acid bacteria (LAB) convert malic acid into lactic
acid, is monitored, generally, in labs with analytical techniques. These techniques have several
drawbacks; however, regarding costs, response times and chances to be included in production
lines (they are off-line). On the contrary, the characteristics of the ultrasonic measuring method
developed in this Thesis overcomes those and provides other advantages associated to this kind

of technology (non-invasive, non-destructive, hygiene and accuracy among others).

The main measuring instrument is the ultrasonic sensor, which has been designed and
manufactured for measures ultrasonic propagation velocity. It is based on a transmission and
reflection of ultrasonic waves technique (pulse-echo). Besides, a buffer rod is used to allow both
signal conditioning (echoes) and also the coupling and start of the system in the big stainless
steel tanks where the wine is kept during its production. Moreover, several methods to process
the collected ultrasonic information are compared and classified according to their computing

cost-precision relationship in order to facilitate selection depending on available resources.

Regarding lab experiments, the system has proved an appropriate accuracy to detect
variations when, in aqueous and hydroalcoholic solutions, lactic and malic acid levels of
concentration are changed. It also works in the ultrasonic characterization of hydroalcoholic
solutions when temperatures vary with different alcohol concentrations or to detect parameter
changes such as turbidity. Regarding field tests, the behaviour of the ultrasonic propagation
velocity is clearly related to several conventional parameters that are measured during MLF
(malic and lactic acid concentrations, volatile acidity, bacteria population, etc.), which proves
the usefulness of the system when predicting the end of the process on-line. This prediction
shows a constant behaviour in ultrasonic propagation velocity when MLF is reaching the end, or

none at all when LABs do not perform the process.

The breaking point of the system in field tests is control over wine temperature. This
parameter is influenced by variations on room temperature and changes generated by the
process itself. Temperature must be precisely monitored in order to apply, when necessary, the

corresponding compensations to ultrasonic results.



Abstract

The results confirm the feasibility of using ultrasonic waves to monitor the MLF of red

wine, even the possibility to include them in a real time control system.

Key words: red wine, malolactic fermentation, lactic-acid bacteria, malic and lactic
acids, ultrasound, ultrasonic velocity, accoustic signal processing, time of flight, on-line

monitoring.
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1. INTRODUCCION

1.1 Interés

El sector vinicola europeo no es ajeno a las demandas de desarrollo, modernizacion y
automatizacion que durante las Gltimas décadas ya se han ido produciendo en la mayoria de
industrias de la alimentacion, mas aun cuando la Union Europea (UE), principal productor,
consumidor y exportador mundial de vino tinto, empieza a notar cOmo sus paises con mayor
potencial vinicola van perdiendo progresivamente competitividad ante nuevos mercados
emergentes. Como prueba de ello, encontramos las propuestas que en junio de 2007 acogio la
Comision Europea para impulsar una reforma de gran alcance de la Organizacion Comun del
Mercado (OCM) del vino, reforma centrada en los objetivos clave de mejorar la competitividad
de los productores europeos de vino y fortalecer la reputacién de la calidad del vino de la UE

como el mejor del mundo (EU Commission, 2006).

Teniendo en cuenta que la competitividad esta cada vez méas determinada por criterios
como el 6ptimo aprovechamiento de recursos, el avance en gestion, el perfeccionamiento de
procesos, la mejora en la flexibilidad de la produccion y la reduccién de costes, residuos
generados y consumo de energia. Es necesario, aparte de incorporar en los sistemas de
produccién vinicola nuevas herramientas Utiles y disponibles, ir mas alla adaptando, integrando
y desarrollando nuevas tecnologias que aborden y contribuyan a mejorar las diferentes etapas
del proceso de fabricacion del vino. Todo ello, cumpliendo en cada momento con las exigencias

requeridas para obtener un producto final de alta calidad.

Por otro lado, de las diferentes fases que componen el proceso de elaboracion del vino,
se puede concluir que son dos los fenédmenos biol6gicos que sobresalen. El primero, llamado
fermentacion alcohélica (FA), es llevado a cabo por la accién de cepas de levaduras y el
segundo, conocido como fermentacion malolactica (FML), debe su accién al trabajo de cepas

de bacterias acido-lacticas (BAL).

El hecho de ser la etapa en la que se consigue la concentracion de etanol necesaria para
otorgar el grado de alcohol que identifica y caracteriza al vino, hace que la FA sea de inevitable

desarrollo en todas las clases de vinos tintos. Por el contrario, aunque la FML no es una etapa
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estrictamente obligatoria, sus aportes de vital importancia en aspectos como la reduccion de la
acidez, convirtiendo el acido malico en &cido lactico, y la contribucién a la formacién de una
amplia gama de componentes de color, sabor y aroma que, adecuadamente controlados, seran
positivos para el vino, le adjudican una condicion practicamente de indispensable en la
fabricacion de la inmensa mayoria de vinos tintos. Adicionalmente, la importancia de la
fermentacion malolactica queda reflejada en varios articulos y revisiones que diferentes autores
han escrito a lo largo de los Gltimos veinte afios, uniendo esfuerzos para aclarar, explicar y
perfeccionar el proceso, con el fin de obtener un control 6ptimo que concluya en una mayor
calidad y estabilidad del producto final (Versari et al., 1999; Maicas, 2001; Costello et al.,
2003; Larsen et al., 2003; Alexandre et al., 2004; Comitini et al., 2005; Carreté et al., 2006;
Osborne & Edwards, 2006; Alcaide-Hidalgo et al., 2007; Gamella et al., 2010; Ruiz et al.,
2010; Abrahamse & Bartowsky, 2011).

Precisamente, conseguir un control eficiente de la FML se ha convertido en uno de los
pardmetros analiticos mas criticos durante la fabricacion del vino tinto, motivado principalmente
por el hecho de que una FML mal realizada puede llevar a que el vino se vea expuesto a
desarrollos microbianos y desviaciones sensoriales indeseadas, dafiinas, irreversibles e incluso
insalubres. Ademas, tiempos de fermentacion demasiado largos e innecesarios retrasaran los

procesos subsecuentes, incrementando costes y generando riesgos de dafio en el vino.

Habitualmente, la tarea de monitorizacién y control de la FML se lleva a cabo tomando
algunas muestras de vino para medir determinados parametros de interés enoldgicos guia. En
especial, se miden los niveles de concentracion de los acidos malico y lactico mediante métodos
y técnicas que, entre otras cosas, no estan disefiados para trabajar en tiempo real y cuyo coste se
ve extremadamente incrementado a medida que mejoran en precision, desempefio y velocidad.
De esta manera, pequefios y medianos fabricantes, que sélo pueden permitirse contar con los
métodos de monitorizacién mas econémicos y limitados, deben recurrir a laboratorios externos
para conseguir datos finales precisos, dando oportunidad a que se produzcan importantes
retrasos (algunas veces superiores a 24 horas) entre la toma de muestras y la recepcién de
resultados, afectando la pronta y oportuna toma de decisiones. Al mismo tiempo, no disponer de
un sistema de seguimiento en tiempo real esta impidiendo la incorporacion de la monitorizacion

a sistemas de control on-line.

De esta manera, existen motivos suficientes para pensar en la puesta en marcha de una
estrategia mejorada que sea capaz de proporcionar en tiempo real las medidas necesarias para
monitorizar y controlar la FML. Asimismo, los parametros que indican la calidad del vino

podrian ser cuidadosamente monitorizados durante todo el proceso de fermentacién y sobre la
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base de la informacién reportada, se podrian llevar a cabo en el menor tiempo posible las

correspondientes acciones preventivas o correctivas.

En este sentido, en las técnicas analiticas basadas en ondas de ultrasonidos de baja
intensidad (alta frecuencia) podria estar la solucion al reto presentado. Las sefiales ultrasénicas
son ricas en informacion y bastante apropiadas para la caracterizacion de liquidos, semiliquidos,
sistemas multifase, sustancias Opticamente opacas y suspensiones densas; siendo capaces de
penetrar recipientes y paredes de recamaras de procesos sin ser significativamente degradadas
por éstos y por un amplio rango de condiciones particulares en cada caso. Ademas, a lo largo de
los ultimos afios, las tecnologias ultrasénicas ya se han aplicado a diversas fases de la industria
alimentaria, aportando mejoras en aspectos como higiene, fiabilidad, costes, seguridad,
portabilidad y rapidez de respuesta entre otros, e igualmente, consolidando sus posibilidades
como parte de sistemas no destructivos para el analisis, monitorizacion, control y procesamiento
en tiempo real (Lee et al., 2004; Salazar et al., 2004; Elvira et al., 2005; Cobus et al., 2007,
Fernandez et al., 2008; Mizrach, 2008; Elvira et al., 2009; Theriault et al., 2009; Ting et al.,
2009; Aouzale et al., 2010; Cereser & Laux, 2010; Garcia-Alvarez et al., 2011).

En consecuencia, apoyados en las ventajas mencionadas en el péarrafo anterior y
teniendo en cuenta que las propiedades de propagacion de las ondas ultrasénicas son sensibles a
los cambios fisico-quimicos del medio de propagacion, es adecuado pensar que los cambios en
densidad, compresibilidad, turbidez y viscosidad que producen en el vino la actividad y
desarrollo de las BAL durante la FML, puedan llegar a ser registrados y caracterizados con
ondas ultrasonicas. Es por tanto de interés, estudiar y evaluar la posibilidad y viabilidad del uso
de los ultrasonidos como instrumentacion para la monitorizacion y control de esta etapa

fermentativa del vino tinto.

1.2 Estado del arte

Aunque las técnicas ultrasonicas han estado disponibles durante méas de 50 afios, ha sido
lentamente que han ido pasando del uso casi exclusivo de areas especiales o0 seleccionadas como
los desarrollos militares, la oceanografia, la medicina, la ingenieria y la aeronautica, a ser parte
activa en multiples sectores industriales como el de la alimentacion; donde se han convertido en
una Util herramienta bien sea para alterar (ultrasonidos de alta intensidad y baja frecuencia) o,
como serd el caso de la presente Tesis, para monitorizar (ultrasonidos de baja intensidad y alta

frecuencia) las propiedades fisicas y/o quimicas en diversas clases de alimentos.

Actualmente, debido al creciente interés dentro de la industria alimentaria por los

métodos de analisis no destructivos y en tiempo real para el control de calidad y la
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monitorizacion de procesos durante las diferentes fases de produccion, la tecnologia ultrasénica
de baja intensidad ha abierto un amplio abanico de posibilidades con aplicaciones que, ademas
de los requisitos iniciales, han demostrado proporcionar medidas higiénicas, rapidas, no

invasivas, fiables, exactas, y asequibles (Mc Clements, 1997; Povey, 1999).

De esta manera, podemos encontrar aplicaciones para las mas diversas tareas como el
estudio de la coagulacion de la leche a partir de pardmetros acusticos (Bachaman et al., 1978;
Nassar et al., 2001; Benedito et al., 2002); el andlisis de los componentes del huevo (yema,
clara gruesa y clara fina) para disefiar un dispositivo ultrasénico de control de calidad (Povey &
Wilkinson, 1980); el estudio del proceso de maduracién en los quesos a través de la medida de
velocidad con el método through-transmission y la deteccion de grietas en el mismo con la
técnica pulse-echo (Benedito et al., 2001); el analisis de los cambios que se producen en las
propiedades acusticas de las masas de pan cuando son amasadas (Letang et al., 2001; Salazar et
al., 2002; Elmehdi et al., 2004; Alava et al., 2007); el estudio ultrasénico de la fermentacion en
masas de pan (Elmehedi et al., 2003; Lee et al., 2004) y el estudio de batidos mediante técnicas
de reflexion para analizar la gravedad especifica (Fox et al., 2004) y las alteraciones en su

impedancia acUstica (Salazar et al., 2004; Gomez et al., 2008), entre otros.

Respecto a los trabajos relacionados con procesos de fermentacion, Winder et al. (1970)
fueron de los primeros en estudiar el contenido de alcohol y extracto en vinos mediante
ultrasonidos; en este caso, aunque no estudiaron en si la fermentacion alcohdlica, los autores
determinaron una relacion empirica entre parametros ultrasonicos y las concentraciones de
alcohol y solidos solubles sefialando que, en medios fermentativos, estas concentraciones son
las que determinan principalmente la velocidad del sonido. Méas recientemente, Becker et al.
(2001) utilizaron una técnica ultrasonica para determinar la densidad durante la fermentacion de
la cerveza; con este trabajo, los autores desecharon la posibilidad de obtener una relacién teérica
entre densidad y velocidad de propagacion ultrasénica, siendo conscientes de la falta de un
modelo representativo para mezclas y soluciones liquidas. Finalmente, Van Sint Jan et al.
(2008) presentaron un método basado en ultrasonidos para medir simultdneamente contenido de
azUcar y alcohol en soluciones hidroalcohdlicas que simulaban mosto fermentativo en un

ambiente semi-industrial.

Por otra parte, es destacable el trabajo realizado por el grupo del Dr. D. Francisco
Montero de Espinosa en el Departamento de Sefiales, Sistemas y Tecnologias Ultrasonicas del
Instituto de Acustica (CSIC) quienes, en Resa et al. (2004), demostraron que los cambios
ocurridos durante el transcurso de una fermentacion alcohdlica de varias mezclas acuosas,
pueden ser monitorizados de forma on-line midiendo la velocidad de las ondas ultrasénicas

propagandose a través del medio fermentativo. Ademas, en Resa et al. (2005), propusieron una
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aproximacién semiempirica para describir la densidad y velocidad de mezclas liquidas con bajas
concentraciones de alcohol (menores del 20%), logrando mejorar los modelos tedricos

disponibles.

En lo que respecta a la FML en el vino tinto, actualmente no se encuentran trabajos que
relacionen el uso de técnicas ultrasénicas con el estudio y analisis de este proceso; siendo lo
mas aproximado, algunos estudios recientes que han demostrado el gran potencial de los
ultrasonidos en la monitorizacién de reacciones quimicas y procesos bioldgicos tales como el
crecimiento de microorganismos (Elvira et al., 2007; Sierra et al., 2010). Igualmente, pruebas
ultrasénicas preliminares llevadas a cabo sobre diferentes muestras de vinos, desarrolladas por
el Grupo Sistemas Sensores de la UPC, indicaron que las sefiales utilizadas s6lo fueron

significativamente afectadas en aquellas muestras que estaban experimentando la FML.

1.3 Objetivos

La presente Tesis tiene como objetivo general contribuir al analisis y control de la FML
en el vino tinto mediante el uso de técnicas basadas en ultrasonidos de baja intensidad. La
viabilidad del uso de estas técnicas debera permitir establecer las bases metodoldgicas y
especificaciones técnicas que lleven al desarrollo y aplicacion de un futuro sistema de medida,
on-line, con el cual monitorizar y controlar, en tiempo real, este proceso fermentativo en
entornos industriales. La consecucién de este objetivo general estara condicionada al logro de

los siguientes objetivos parciales:

e Estudio de la propagacion de las ondas de ultrasonidos en mezclas
hidroalcoholicas y en presencia de concentraciones de &cidos malico y lactico,
para el posterior analisis de las relaciones existentes entre los procesos quimicos
que pueden ocurrir en estos liquidos y el comportamiento fisico de dichas ondas

mecanicas.

o Disefio, desarrollo y validacion de un sensor ultrasénico para medir velocidad
de propagacion en el vino tinto con consideraciones de trabajo en tanques de

fermentacion de acero inoxidable.

e Estudio y caracterizacion del efecto de diversas propiedades del vino (grado
alcohdlico, turbidez, temperatura, concentracion de CO,,...) en la propagacién

de las ondas de ultrasonidos.

e Caracterizacion de la sensibilidad del sistema de medida ultrasénico a los

cambios en las concentraciones de los acidos malico y lactico.
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e Validacion del sistema de medida de ultrasonidos en procesos de FML reales

(en ambiente semi-industrial e industrial).

1.4 Marco de trabajo

Esta Tesis Doctoral se engloba dentro de una parte de la actividad investigadora que
Ileva a cabo el Grupo de Sistemas Sensores de la Universidad Politécnica de Catalufia, en el que
se integra el autor, dedicada al analisis no destructivo de diversos materiales utilizando técnicas

ultrasénicas.

Por el lado de los productos alimenticios, esta actividad investigadora se ha visto
reflejada en el adelanto de proyectos como el desarrollo de un sensor reolégico por ultrasonidos
para evaluar masas (proyecto RHEDOUGH); la caracterizacion ultrasonica de estructuras
viscoelasticas (proyecto VISCOTUL, CICYT ref. AGL2005-05192-C04-04); el analisis de
ultrasonidos en masas de pan derivadas del trigo (proyecto RHEDOUGH, CRAFT QLK1-CT-
2001-70377) y la ampliacion al estudio de otras masas viscoelasticas alimenticias como las
masas batidas y las masas de pan libres de gluten (proyecto VISCOTUL, CICYT ref.
AGL2005-05192-C04-04).

Finalmente, el presente estudio se ha realizado a través del proyecto DP12009-14468-
C02-01, proyecto WINESONIC, financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad y
ha contado con la colaboracion de los grupos de investigacion enolégica de INCAVI y de la
Universidad de Valladolid, Campus Palencia, ENOBIOTEC.

1.5 Estructura de la Tesis

La estructura de la presente Tesis Doctoral es de la siguiente manera:

e En el capitulo 2 se revisan los conceptos teodricos basicos relacionados con la
FML en el vino tinto. Se empieza por describir en qué consiste y cémo ha
evolucionado el entendimiento del fendmeno a través de los afios.
Posteriormente, se describen las diferentes clases de BAL que pueden llevar a
cabo el proceso, los diversos factores que, de una u otra manera, influyen en la
actividad de dichas bacterias durante el desarrollo del proceso malolactico, las
formas de inoculacién y las ventajas e inconvenientes que la FML puede aportar
a las caracteristicas organolépticas del vino tinto. Finalmente, se revisan los
parametros y métodos de medida convencionales usados por los elaboradores de

vino para controlar y monitorizar la FML.
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En el capitulo 3 se lleva a cabo un estudio previo para el disefio y desarrollo del
sensor de medida de variaciones de velocidad y/o velocidad ultrasonica, con
orientacion al uso en tanques de fermentacion de acero inoxidable. El estudio
empieza con el andlisis de tres técnicas de medida ultrasonicas que podrian ser
adoptadas. Posteriormente, se presenta una propuesta de una técnica, mas
apropiada para este caso, basada en la combinacion del principio de
funcionamiento de la técnica de reflexion con el aprovechamiento de las
ventajas que ofrece el mecanismo conocido como buffer rod. Dada la
importancia del papel que desempefiara el buffer rod en todo el sistema de
medida, se lleva a cabo un detallado estudio para definir su correcto
dimensionamiento y para elegir la gama de materiales mas adecuada para su
fabricacion. Igualmente, se presenta un método de 'redimensionamiento’ con el
gue se puede reducir, favorablemente, la longitud del buffer rod, beneficiando el
disefio de buffers mas pequefios, livianos y con mejor relacion sefial-ruido. Por
Gltimo, se adapta y utiliza un modelo de circuito eléctrico equivalente con el
cual se puede simular el desempefio del sensor ultrasénico junto con los otros

componentes que hacen parte del sistema de medida.

En el capitulo 4 se lleva a cabo el analisis, teérico y experimental, de un
conjunto de técnicas Utiles para procesar la informacion ultrasénica recopilada.
Especificamente, se seleccionan técnicas, en el dominio del tiempo y de la
frecuencia, con las cuales se pueden obtener variaciones de velocidad y/o
velocidad, se describe el principio de funcionamiento de cada una e igualmente,
sus ventajas e inconvenientes. Finalmente, se compara el desempefio de cada
técnica de procesado, primero a través de un algoritmo de simulacién con ayuda
de Matlab® y posteriormente, mediante el procesado de un conjunto de datos
obtenidos de forma experimental. El célculo de la raiz del error cuadrético
medio y la medida del tiempo de ejecucién empleado por cada técnica, son los

dos criterios usados para llevar a cabo el estudio comparativo.

En el capitulo 5 se describen los medios, fisicos y quimicos, utilizados para el
desarrollo de este trabajo. En primer lugar, se detallan los reactivos, muestras y
elementos usados para preparar las diferentes mezclas necesarias durante las
pruebas en laboratorio. Posteriormente, se describen las caracteristicas del
sistema de medida ultrasénico, empezando por la instrumentacion electronica
que interviene, el programa para el control automatico y, apoyados en el
desarrollo presentado en el Capitulo 3, finalizando con la descripcién completa

de cada uno de los elementos que formaran partes del sensor ultrasénico

7
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disefiado y fabricado (transductor, buffer rod y reflector). Igualmente, dada la
necesidad de monitorizar el comportamiento de la temperatura durante la toma
de datos, se describe la insercion de un sensor de temperatura al sensor
ultrasénico. Finalmente, se describen las pruebas de campo a las que seréd

sometido el sistema de medida ultrasénico.

En el capitulo 6 se presentan los resultados y el anélisis de todas las pruebas
llevadas a cabo en laboratorio y en campo. Con ayuda de distintas mezclas
(binarias, ternarias y cuaternarias), se lleva a cabo la caracterizacion ultrasonica
de diferentes pardmetros de interés enoldgico que intervienen durante la FML.
Posteriormente, usando el mismo sistema de medida, se realiza la
monitorizacion de la FML en vinos tintos en proceso de elaboracion,
almacenados en tanques de acero inoxidable y ubicados en dos plantas piloto y
en dos bodegas. Los resultados ultrasonicos obtenidos son correlacionados con
los datos de los principales parametros de interés enoldgico que influyen en el
desarrollo de la FML y que se obtienen mediante el uso de métodos de medida

convencionales.

En el capitulo 7 se recogen las conclusiones principales derivadas de los
resultados obtenidos, se enumeran las aportaciones originales mas significativas
de este trabajo, al igual que las publicaciones y contribuciones a congresos.
Finalmente, se platean futuros campos de investigacién surgidos a raiz de la

realizacion de esta Tesis Doctoral.




2. LA FERMENTACION MALOLACTICA EN EL VINO TINTO

2.1 Introduccién

La fermentacion malolactica (FML) es considerada, después de la fermentacion
alcohdlica (FA), el segundo fendmeno biolégico méas importante que transcurre durante la
elaboracién del vino tinto y, en pocas palabras, se define como el metabolismo del acido malico,
realizado por la accién de las bacterias acido-lacticas (BAL) presentes en el vino de forma
natural (FML espontanea) o inducida (FML inducida), que finaliza con la formacion de acido
lactico, dioxido de carbono (CO;) y en menor cantidad, dependiendo de ciertos factores
adicionales, de algunos metabolitos secundarios que pueden beneficiar o perjudicar el vino

elaborado.

Para llegar a esta consideracion, un gran nimero de investigaciones y discusiones han
tenido que transcurrir desde el momento en que Freiherr von Babo, en el siglo XIX, describiese
la manifestacion de una segunda fermentacion en los vinos jovenes, fermentacion en la cual se
liberaba CO, y se daba originen a una renovada turbidez en el vino elaborado. En aquel
momento, von Babo relaciond tal actividad a la fusion de la grasa de la fermentacién alcohdlica
y desde entonces, hasta aproximadamente las dos primeras décadas del siglo XX, la FML fue

considerada como un proceso perjudicial para la vinificacion (Krieger, 2006a).

Dentro de este lapso de tiempo, dedicado al descubrimiento, entendimiento y estudio del
nuevo fendmeno fermentativo, destacan aportaciones como la de M. Berthelot y A. De Fleurieu
quienes, pasada la segunda mitad del siglo X1X, empezaron a reportar una fuerte disminucion de
la acidez total del vino comparado con la del mosto original. Igualmente, y unos afios mas
adelante, Louis Pasteur consiguio aislar algunas bacterias del vino, siendo el primero en
mencionar parte de los efectos con los que, a dia de hay, se sigue caracterizando y relacionando
a la FML.: la produccioén de gas y lo que él consider6 como una pérdida de sabor. Pasteur asocié
estos efectos como nocivos para el vino, dejando un precedente suficientemente influyente,
resumido en la frase «las levaduras hacen el vino y las bacterias lo destruyen», con el que

consiguid frenar el desarrollo cientifico en este tema (Riberau Gayon, 1985).
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Por otra parte, las primeras evidencias de la naturaleza biolégica del proceso vienen de
la mano de P. Kulisch que, en 1889, propone a algunas levaduras como las responsables de la
disminucidn en la acidez total en el vino. Dos afios méas adelante, H. Miller-Thurgau corrige tal
afirmacion formulando que las responsables no eran levaduras sino bacterias y, empezando el
siglo XX, es A. Koch quien realiza una confirmacion experimental cuando consigue inducir la
FML al inocular bacterias previamente aisladas del vino. Igualmente, a comienzos del siglo XX,
Kunz pone en evidencia el simultdneo incremento de &cido lactico a medida que disminuye la

presencia de acido malico (Krieger, 2006a; Romero, 2010).

Posteriormente, Ferré en 1922 fue uno de los primeros autores gque citan a la FML como
un proceso beneficioso y esencial en la tarea de elaborar vinos de calidad, abriendo la senda a
numerosos trabajos donde diversos autores hacen sus estudios, valoraciones y recomendaciones
sobre la FML, centrados en aspectos como la influencia que ejercen algunos factores fisicos y
quimicos, los beneficios y/o perjuicios que puede proporcionar esta etapa al proceso de

elaboracidn del vino y las alternativas tecnoldgicas para potenciarla.

Por consiguiente, aunque histéricamente la FML fue descrita como un fendmeno
caprichoso que no era del todo comprendido, pero que repercutia una gran importancia en el
producto final, el conjunto de investigaciones llevadas a cabo ha logrado proporcionar muchas
ideas acerca de la complejidad y funcionalidad que rodea a las bacterias causantes y al proceso
en si. No obstante, sigue siendo muy importante tener presente que ante todo, la FML es un
fendmeno biolégico que siempre estara sujeto a las limitaciones ambientales, fisicas y quimicas

que la naturaleza ha dado a su desarrollo.

En cuanto a la vinicultura, hasta hace poco, los productores de vino se conformaban con
que la FML ocurriera espontaneamente siguiendo el curso de la naturaleza «FML espontanea»,
algo que generalmente ocasionaba un descontrol del proceso con resultados finales inciertos y
que no siempre eran los deseados. Actualmente, la explicacion de estos resultados negativos se
facilita gracias a los conocimientos que se han ido acumulando entorno a lo que ocurre durante

la vinificacion.

El vino, por su propia naturaleza, posee una acidez total y un contenido de alcohol
relativamente alto, pH bajo y, a menudo, una cierta cantidad de dioxido de azufre (SO,),
aspectos que lo convierten en un medio poco adecuado para el crecimiento de determinados
microorganismos. Por lo tanto, un vino que ha sido objeto de una FML esponténea, es porque
sus BAL han logrado superar las dificultades antes mencionadas, aunque esto no es garantia
para que se produzca una fermentacion predecible con los perfiles organolépticos y sensoriales
deseados. Al fin y al cabo, aunque se sepa que las bacterias lacticas estan presentes en cantidad

suficiente, son éstas y no los enologos, las que tienen el maximo control sobre la calidad y
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resultados finales. Adicionalmente, las cosas pueden empeorar aln mas en el caso que sea una
cepa de BAL no adecuada la que se imponga durante el proceso, pues todo el vino posterior que
se elabore en esa bodega puede correr el riesgo de presentar las caracteristicas negativas

asociadas a esa cepa espontanea.

Por lo tanto, la respuesta a los inconvenientes derivados de las cepas de BAL
espontaneas viene de la mano de los estudios mas actuales y avanzados sobre la FML,
conocimientos con los que se ha podido dotar a la industria del vino de una poderosa

herramienta para entender, controlar e incluso predecir todo este proceso fermentativo.

De esta manera, la clave del éxito esta en la denominada «FML inducida», es decir, una
fermentacion basada en la inoculacién controlada de cepas de BAL conocidas y confiables.
Estas bacterias, para estar disponibles en el mercado, son cuidadosamente seleccionadas de la
naturaleza por presentar caracteristicas sobresalientes en aspectos como capacidad para crecer y
prosperar en el vino, tolerando los componentes que podrian inhibirlas, compatibilidad con las
cepas de levaduras usadas durante la FA, requerimientos nutricionales viables y, de igual forma,
por proporcionar atributos sensoriales positivos, aromas y sabores deseados, mejorar la
sensacion en el paladar y tener poca disponibilidad para generar productos metabdlicos
indeseados (Krieger, 2006b).

2.2 Las bacterias lacticas del vino

Desde el punto de vista tedrico, la FML consiste en la descarboxilacion del acido L-
malico, &cido dicarboxilico, en &cido L-lactico, acido monocarboxilico, acompafiada por la
produccion y desprendimiento de CO,. En la Figura 2.1 se puede observar la ecuacion general

de esta reaccion.

COOH CHs
|
CHz mape CO2 + CHOH
CHOH COOH
COOH
L(-) Malic acid L(+) Lactic acid

Figura 2.1 Ecuacién global de la reaccién malolactica.
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El proceso esta catalizado por una enzima altamente especifica «la enzima malolactica»
y es desencadenado por la accién de las BAL (Bauer & Dicks, 2004). En el vino, el origen
natural de estas bacterias se encuentra en la uva, especificamente, se suelen hallar sobre la

superficie de las uvas y de las hojas de la vid (Wibowo et al., 1985).

En la Figura 2.2 se observa un ejemplo de como suelen evolucionar de forma natural las
BAL durante la vinificacion. El ciclo parte de las cantidades reducidas que se hallan en las uvas
y que a lo largo de las primeras fases del proceso se desarrollan, dentro del mosto, en nimero y
en variedad. Durante la FA se presenta una primera fase de muerte causada principalmente por
el bajo pH y el elevado contenido de etanol, llegando a reducirse notablemente la poblacion

total de bacterias.

Una vez terminada la FA y tras una fase de latencia, cuya duracién dependera de las
propiedades del vino, comienza la fase de proliferacion, caracterizada por el crecimiento
exponencial de las BAL sobrevivientes. Cuando la poblacidn llega a una determinada cantidad,
comienza la FML (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Durante este proceso, la poblacion crecera un
poco mas y se estabilizara hasta la llegada de la fase terminal donde la cantidad de bacterias
disminuye paulatinamente. Una vez terminada la FML, la supervivencia de las BAL residuales
dependerd en buena medida de las condiciones del vino y del tratamiento aplicado al mismo
(Krieger, 2006a).

Levaduras
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Figura 2.2 Ciclo de crecimiento de las levaduras, bacterias acéticas (Gluconobacter, Acetobacter) y BAL
(Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus) en el vino durante su fabricacion y almacenamiento (adaptado
de Lallemand Inc., 2005).
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Por otro lado, es acertado pensar en la existencia de un conjunto variado de especies de

BAL capaces de llevar a cabo el proceso malolactico.

Oenococcus (antes Leuconostoc oenos), Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus, son
los principales géneros a los que pertenecen las BAL aisladas del vino (Ribéreau-Gayon et al.,
2000). Ademas, por el metabolismo que llevan a cabo sobre las hexosas, se dividen en

homofermentativas, heterofermentativas y heterofermentativas facultativas.

Las homofermentativas metabolizan la glucosa y/o fructosa por la via glicolitica de
Embden-Meyerhof-Parnas para obtener acido lactico (2 moles de &cido lactico y 2 moles de
ATP por cada mol de hexosa metabolizada), las heterofermentativas obtienen diéxido de
carbono, etanol, acido acético y acido lactico con el metabolismo de los mismos azlcares
siguiendo la via de Warburg-Dickens (1 mol de CO,, 1 mol de etanol o &cido acético y 1 mol de
acido lactico por cada mol de hexosa consumido) y las heterofermentativas facultativas pueden
utilizar cualquiera de las dos vias dependiendo del tipo de azlcar disponible (Ribéreau-Gayon et
al., 2000).

Las bacterias del género Pediococcus son homofermentativas, las del género
Leuconostoc son heterofermentativas y los lactobacillus pueden presentar los dos
comportamientos encontrandose divididos en tres grupos (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Los del
grupo 1 se denominan «Homofermentativos estrictos» y nunca han sido detectados en el vino.
El grupo 2 se conoce como « Heterofermentativos facultativos», al que pertenecen los
lactobacillus que convierten una molécula de glucosa en dos moléculas de &cido lactico y
fermentan las pentosas convirtiéndolas en &cido lactico y &cido acético. Por Gltimo, estan los del
grupo 3, denominados «Heterofermentativos estrictos» y conformado por aquellas bacterias que
fermentan la glucosa en &cido lactico, acido acético, etanol y dioxido de carbono y, de igual
forma, las pentosas las fermentan en acido lactico y &cido acético (Krieger, 2006¢c; Romero
2010).

Aunque morfoldgica, bioquimica y metabdlicamente las BAL suelen ser un grupo
heterogéneo, fisiolégicamente son lo contrario, constituyendo un conjunto bastante homogéneo
que comparte varias caracteristicas generales como los requerimientos nutritivos complejos, con
necesaria presencia en el medio de aminoéacidos y vitaminas que no son capaces de sintetizar, no
movilidad por ausencia de flagelos, no esporuladas, microaerofilas o anaerobias facultativas y la

presencia de un metabolismo exclusivamente fermentativo, entre otras (Romero, 2010).

De especial interés para el desarrollo de la presente Tesis es el hecho de que la especie
de BAL que garantiza la FML en la mayoria de los vinos de todas las regiones del mundo es la

Oenococcus oeni (O. oeni) (Wibowo et al., 1985), una bacteria anaerobia facultativa de forma
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esférica (coco) que puede formar cadenas filamentosas (Figura 2.3) y que se caracteriza por ser
la que mejor se adapta al fuerte entorno del medio: altos niveles de alcohol, bajo pH y marcada
presencia de diéxido de azufre (SO,) y, de igual forma, por el positivo perfil organoléptico que
pueden llegar a producir (Liu, 2002). Estas caracteristicas la convierten en la especie de BAL
preferida para conducir la FML y con la cual se hacen las pruebas experimentales necesarias

durante esta investigacion.

Figura 2.3 Fotografia obtenida con microscopio electrénico de Oenococcus oeni (Imagen tomada de
www.rubliweb.ch).

2.3 Influencia de la FML en la composicién del vino tinto

Entrando mas en detalle, es importante tener en cuenta que la FML no es s6lo la
transformacién del &cido malico en &cido lactico y CO,. Adicionalmente, apoyadas en el vino
como medio de crecimiento, las BAL, a través de sus procesos metabdlicos, juegan un

importante papel eliminando algunos componentes y produciendo otros nuevos.

De esta manera, la actividad metabdlica de las BAL influye en los compuestos de
aroma, en el control de la acidez y en la estabilidad bioldgica del producto final. Por lo tanto,
llevar a cabo la FML es recomendable cuando se requiere reducir la acidez del vino y mejorar
sus caracteristicas organolépticas, sobre todo en regiones frias donde las uvas contienen altos
niveles de acidos organicos. Ademas, su puesta en marcha se ve impulsada, entre otras cosas,
por las preferencias de los consumidores en gran parte del mundo que se van inclinando hacia

vinos de acidez moderada.

Estos motivos, son suficientes para hacer de la FML un proceso deseado en casi todos
los vinos tintos y para ciertos estilos de vinos blancos. No obstante, el cultivo de las BAL en el
vino debe ser rigurosamente controlado para asegurar que trabajen bacterias que no produzcan

malos sabores, malos olores ni compuestos que puedan tener repercusion en la salud humana e
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igualmente, en la mayoria de los casos, es importante que la FML se complete rapidamente con
un final claramente definido. De esta manera, se ahorrara tiempo de proceso y se aportara en la
estabilidad inicial del vino, evitando que las BAL residuales continlen con procesos

metabolicos indeseados.

2.3.1 Ventajas que aporta la FML al vino tinto

2.3.1.1 Disminucion de la acidez

Una de las herramientas con la que cuentan los vitivinicultores para reducir la acidez del
vino es la FML. De esta manera, se puede conseguir reducciones que varian entre 0,1% a 0,3%
y aumentos del pH de 0,1 a 0,3 unidades. En teoria, durante la FML, se dice que con el
metabolismo de 134 g de acido malico se producen 90 g de acido lactico y 44 g de CO,, por lo
tanto, teniendo en cuenta que el acido malico es agresivo de gusto acervo mientras que el lactico

es mucho mas suave, es de esperar que esta suavidad sea transmitida al vino.

Los vinos producidos en regiones de climas frios, se ven beneficiados con la reduccion
de la acidez porque las bayas presentan, por naturaleza, altas concentraciones de &cidos
organicos. Al contrario, los vinos de pH alto, tipicos de regiones célidas, tienen una baja acidez
y, en este caso, la FML puede contribuir de sobremanera en reducirla ain més, dando resultado
a vinos planos e insipidos que ademéas pueden permitir el desarrollo de bacterias perjudiciales.
Pese a esto, en muchos casos se lleva a cabo el proceso malolactico porque, como ya se
menciono, los vinos de acidez moderada son deseados y, como se verd mas adelante, la FML
estabiliza microbioldégicamente al vino y los aportes que produce en las caracteristicas
organolépticas de éste son ampliamente notables (Catania & Avagnina de del Monte, 1994).

2.3.1.2 Mejora del perfil organoléptico

La actividad bacteriana en el vino implica el consumo y la produccién de componentes
que afectan directamente la calidad sensorial de éste. La FML, al producir &cido lactico, &cido
suave caracteristico de la leche, a partir del acido malico, &cido agresivo caracteristico de la
manzana, estd contribuyendo, en términos generales, a la obtencién de un vino mas suave y
mantecoso. Ademas, el trabajo fermentativo de las BAL en el vino no s6lo se limita a la
produccién de &cido lactico; éstas también son capaces de producir otros compuestos con
importante incidencia aromatica que, de forma controlada y normalmente a bajas

concentraciones, aportan complejidad al aroma del vino (Bartowsky & Henschke, 2004).

Son tres los mecanismos que proponen Bartowsky & Henschke (1995) por medio de los
cuales las BAL serian capaces de modificar las caracteristicas de aroma y sabor en el vino. En
primer lugar, la capacidad de las BAL de producir compuestos volatiles a través del

metabolismo de algunos componentes de la uva como azUcares y aminoacidos. En segunda
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instancia, alteraciones en la uva y/o levaduras que deriven en metabolismos secundarios por
parte de las bacterias y por ultimo, el metabolismo de otros compuestos de sabor (Lerm et al.,
2010).

Por otro lado, dentro de los principales compuestos aromaticos, asociados con la FML,
que contribuyen de forma general al perfil de aroma en el vino tinto, se suelen encontrar: los
compuestos carbonilicos, los ésteres, los compuestos con contenido de azufre y nitrdgeno, los

fenoles volatiles y los acidos grasos volatiles.

Dentro de los compuestos carbonilicos, el diacetilo es considerado uno de los mas
importantes que se produce durante la FML. Este aporta, principalmente, caracteres de
mantequilla y nuez al vino (Bartowsky & Henschke, 1995). EIl diacetilo se forma como un
compuesto intermedio durante el metabolismo que sufre el &cido citrico por parte de las BAL y
conociendo los factores que influyen en su concentracion, se podra contar con las herramientas
adecuadas para manipular y controlar su nivel de concentracién final o, lo que es lo mismo,

controlar el impacto que éste tiene sobre el aroma final del vino.

Precisamente, uno de estos factores es la identificacién del momento exacto en que
finaliza la FML, ya que el metabolismo del 4cido citrico, durante la FA/FML secuencial, s6lo
comienza a partir de este momento, es decir, la maxima concentracion de diacetilo empezara a
producirse a partir del instante en que la cantidad de acido malico llegue a su valor minimo
(Bartowsky & Henschke, 1995, 2004).

La Figura 2.4 muestra un ejemplo del desarrollo de una FML, en ésta se puede observar
la estrecha relacién entre la formacidn y posterior degradacion del diacetilo con la evolucién de
las BAL y el metabolismo del &cido citrico y del acido mélico. En la misma figura, se puede
comprobar que la produccién méaxima de diacetilo ocurre cuando el &cido maélico ha sido
metabolizado y la reduccion posterior cuando se metaboliza el &cido citrico (Catania &
Avagnina de del Monte, 2007).

En cuanto a los ésteres, éstos estan asociados con los aromas frutales del vino y, aunque
la actividad esterasa de las BAL aln es tema de investigacion, cada vez es mas evidente que la
FML y las BAL en el vino tienen la capacidad de alterar el contenido de ésteres (Matthews et
al., 2004). Los ésteres mas importantes presentes en la FML son el etil lactato y el dietil
succinato (Ugliano & Moio, 2005). EI primero, por su sabor a frutas y aromas de mantequilla y
crema, aporta significativas caracteristicas al perfil aromético del vino, al igual que contribuye a
mejorar la sensacién producida en boca (Ugliano & Moio, 2005). El segundo, de igual forma,

participa aportando aromas de fruta y melon en el vino.
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Figura 2.4 Desarrollo de una FML y formacion de diacetilo (adaptado de Shimazu et al., 1985).

Finalmente, se reafirma el hecho de que la FML influye fuertemente en el caracter
sensorial del vino, aportando en aspectos como el aumento del atributo mantecoso, la reduccién
del carécter herbaceo, la modificacion de la frutosidad y ayudando a mejorar la persistencia del
sabor y sensacion en boca. Dada la importancia de estos factores en las propiedades aromaticas
del vino, es esencial para el endlogo comprender la formacion de los compuestos involucrados,

los aspectos que incitan su aparicion y la forma de manipular su produccion.

2.3.1.3 Estabilidad microbiolédgica

En sentido microbioldgico, los vinos que experimentan la FML son mas estables que los
gue no lo hacen. Al hablar de estabilidad microbiolégica se refiere a que, una vez finalizado el
proceso malolactico, se reduce el riesgo de que la FML siga su desarrollo en la botella con la
correspondiente formacién de gas (CO;) en la misma, junto a otros efectos negativos. No
obstante, siempre se debe tener presente que la estabilidad microbiolégica después de la FML

no es nunca absoluta.

2.3.2 Desventajas de la FML

No siempre la FML es beneficiosa y, contrariamente a lo ya mencionado, en ocasiones
puede ser responsable de cambios no deseados en las propiedades organolépticas del vino y/o en
la generacion de aminas bidgenas (Romero, 2010). Productos derivados de la descarboxilacién
de los amino &cidos, por parte de las BAL, que son indeseables por sus posibles efectos tdxicos
sobre el consumidor. Generalmente, estas reacciones adversas estan fuertemente influenciadas
por la especie de BAL que lleva a cabo la FML, incluso habiendo diferencias entre cepas de la

misma especie, y por parametros como el pH del vino.
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Por lo tanto, para situaciones en las que es conveniente prevenir la FML, la mejor
alternativa, aunque no la mas facil, es la de impedir el desarrollo de las BAL. Dentro de las
opciones implementadas para esta tarea, se suele recurrir a alternativas como la adicion de
componentes antimicrobianos como el SO, la lisozima o el uso de cepas de levadura capaces de

producir bacteriocinas agentes también antimicrobianos (Bauer & Dicks, 2004).

2.4 Factores que influyen en la FML

Es muy amplia la lista de elementos que, de una u otra forma, hacen presencia e influyen
en la supervivencia y crecimiento de las BAL en el vino y por consiguiente, que intervienen en
el desarrollo de la FML.

Para un mejor entendimiento, se suelen dividir estos factores en tres categorias: los
relacionados con la composicién fisica y quimica del vino, los parametros asociados con la
vinificacion y los generados por las interacciones microbianas entre las BAL y los otros
microorganismos presentes en el vino. A pesar de esta variedad, en la mayoria de los casos la
diferencia entre conseguir aportes positivos y prevenir los negativos estd directamente
relacionada con el nivel de conocimiento que se tenga de cada uno y de las opciones y

herramientas con las que se cuente para mantenerlos debidamente controlados.

Teniendo en cuenta que la FML se ve afectada por parametros como la temperatura, la
presencia de azUcares residuales, la formacion de diversos metabolitos, e incluso, la clase de
pesticida usado para prevenir la formacion de hongos en la uva y que la importancia de cada
uno depende generalmente de las condiciones particulares de elaboracion, en las siguientes
secciones se hace una breve descripcion de algunos de los pardmetros que suelen ser mas

relevantes.

2.4.1 Interaccion levaduras-bacterias

La interaccion entre las levaduras usadas para la FA y las BAL de la FML tiene un

efecto directo sobre el crecimiento de estas Gltimas y su actividad malol4ctica.

El grado y la complejidad de estas interacciones puede deberse a tres factores. El
primero envuelve las posibles combinaciones entre cepas de levaduras y bacterias que pueden
realizarse, ya que existe una amplia variedad de ambas con diferentes caracteristicas que las
hacen mas o menos compatibles. El segundo comprende la absorcion y liberacion de nutrientes
por parte de las levaduras que generalmente actdan primero, afectando a su vez a los nutrientes
disponibles para las BAL. El tercero se relaciona con la capacidad de las levaduras para
producir metabolitos, que bien pueden tener un efecto estimulador o inhibidor/téxico sobre las
BAL (Alexandre et al., 2004).
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2.4.2 Etanol

Al ser el principal metabolito producido por las levaduras durante la FA y presentar
efectos adversos sobre el crecimiento y actividad metabdlica de las BAL, el etanol desempefia
un importante papel en la habilidad de éstas para sobrevivir al ambiente hostil del vino y
conseguir realizar con éxito la FML. Al igual que otros factores inhibidores de las BAL, los
efectos inhibitorios del etanol estan relacionados sinérgicamente con la temperatura. Ante una
alta concentracion de etanol, la temperatura 6ptima de crecimiento de las BAL decrece y, de
forma inversa, las altas temperaturas disminuyen la capacidad de las BAL para soportar un
incremento en las concentraciones de etanol (Bauer & Dicks, 2004). Niveles de etanol de 10% a
14% (v/v), combinados con una temperatura de 25 °C o superior, inhibirian casi por completo el
crecimiento de las BAL y, para un 6ptimo desarrollo de las mismas, manteniendo estos mismos

niveles de etanol, se necesitaria una temperatura entre 18 °C y 20 °C (Lerm et al., 2010).

Al igual que la temperatura, la seleccion de las cepas y la forma de activacion antes de
inocularlas en el vino, son otros de los factores influyentes en la forma con que las BAL son
capaces de tolerar las diferentes concentraciones de etanol. Por ejemplo, Lactobacillus
plantarum, especie frecuentemente usada para llevar a cabo la FML aparte de O. oeni, no
sobrevive a concentraciones de etanol superiores a 8% (v/v). En cambio, ciertas cepas
seleccionadas de O. oeni pueden realizar la FML en vinos con grados alcoholicos superiores a
14% (v/v).

2.4.3 Di6xido de azufre

El dioxido de azufre (SO,) es un compuesto aceptado e insustituible en la vinificacion.
Debido, principalmente, a sus importantes acciones como antioxidante y antiséptico, es comdn
agregar SO; en el mosto (50 a 100 mg/l) al principio del proceso de vinificacion para inhibir el
crecimiento de levaduras autdctonas y/o bacterias, especialmente bacterias del acido acético
(Bauer & Dicks, 2004).

En el vino, se suele encontrar SO, en equilibrio en tres formas posibles, las formas
moleculares (no iénicas) SO,y H,SO;3; (acido sulfuroso), la forma monodisociada (ion bisulfito,
HSO;™) y la forma bidisociada (ion sulfito, SO3). El equilibrio que mantienen estas tres formas
es altamente dependiente del pH y por consiguiente, también lo serd la actividad del compuesto
frente a las distintas acciones que posee. EI SO, molecular se considera la forma mas inhibitoria
que actla sobre las BAL, es la Gnica forma de SO, que puede atravesar las paredes celulares de
las bacterias por medio de difusion y su eficacia es mayor ante valores de pH bajos. Una vez se
ubique dentro de las células, el SO, molecular se convierte en bisulfito y puede reaccionar con

diversos componentes celulares como pueden ser las proteinas, afectando de esta manera el
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crecimiento de las BAL (Carreté et al., 2002). Igualmente, la accién antimicrobiana del SO,

puede también influir en toda la actividad malolactica (Wibowo et al., 1985).

Aparte del SO, que se agrega durante el proceso de vinificacion, las levaduras también
son capaces de producir cantidades significantes del compuesto (King & Beelman, 1986). Por
consiguiente, y en especial si se requiere realizar la FML, es esencial que el vinicultor, ademas
de tener en cuenta la cantidad de SO, agregado en las diferentes etapas de elaboracion del vino,
también se preocupe por los posibles niveles de SO, producido por las levaduras. La
concentracién total de SO, aportada por estas dos fuentes influira, tanto en la supervivencia y
proliferacién de las BAL, como en la iniciacion de la FML (Henick-Kling & Park, 1994;
Alexandre et al., 2004; Lerm et al., 2010).

2.4.4 Acidos grasos de cadena media

Los &cidos grasos de cadena media (AGCM), formados por el metabolismo de las
levaduras, comprenden los acidos hexanoicos, octanoicos, decanoicos y dodecanoicos, siendo
unos de los principales productos que inhiben el crecimiento de las BAL y el desarrollo de la
FML (Lonvaud-Funel et al., 1988). Estos efectos inhibitorios son altamente dependientes del
nivel de concentracion, tipo de acido graso, cepa de levadura y BAL utilizada, al igual que del
pH del vino en cuyo caso su efecto es mayor con valores bajos (Carrete et al., 2002; Alexandre
et al., 2004).

En esta ocasion, para el éxito final de la FML en el vino, de nuevo se hace presente la
importancia de seleccionar las cepas de levadura y BAL mas adecuadas. A la eleccion de cepas
compatibles que den como resultado ninguno o muy pocos efectos antagénicos entre pares
levadura-BAL, se le debe agregar que las levaduras produzcan niveles muy bajos de SO, y
AGCM.

2.4.5 pH

La importancia del pH del vino en la FML, radica en el papel que desempefia cuando
llega el momento de establecerse qué especie de BAL es capaz de sobrevivir y desarrollarse
durante la vinificacion. De esta manera, el pH es un factor determinante en la tasa de
crecimiento de las bacterias y en la actividad maloléctica. En cuanto a la iniciacién y desarrollo
de la FML, vinos con pH de 3,3 o superior, generalmente, presentan pocos problemas y tardan
menos tiempo en completar el proceso; mientras que los de pH de valor inferior, pueden
experimentar algunas dificultades como la necesidad de contar con mas dias de fermentacion
(Rosi et al., 2003). O. oeni, es por lo general la especie de BAL dominante en las FMLs de los
vinos con pH por debajo de 3,5 ya que favorece su crecimiento, mientras que para valores

superiores destacan los Lactobacillus y Pediococcus.
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De esta manera, el pH del vino presenta un nimero de efectos decisivos sobre la FML y
las BAL y es importante tener en cuenta que ademas de su influencia directa, las relaciones
entre pH, SO, y AGCM, como se ha mencionado en apartados anteriores, es un asunto crucial
para entender el efecto de estos parametros sobre la supervivencia, crecimiento y desarrollo de
las BAL en el vino (Lerm et al., 2010).

2.4.6 Temperatura

La temperatura es un pardmetro que influye en la capacidad de supervivencia, la tasa de
crecimiento, la duracion de la fase de latencia y el numero de poblacion de las BAL presentes en
el vino, asi como en la habilidad de éstas para iniciar y completar la FML (Bauer & Dicks,
2004).

El rango de temperatura Optimo para el crecimiento de la especie O. oeni esta
comprendido entre 27 °C y 30 °C, aunque en el caso del vino, debido a la presencia del etanol, la
temperatura 6ptima de crecimiento se reduce a valores entre 20 °C y 23 °C (Bauer & Dicks,
2004). De igual forma, 20 °C es considerada la temperatura 6ptima tanto para el crecimiento de
O. oeni, como para el eficiente metabolismo del &cido malico en la vinificacion. Temperaturas
por debajo de 18 °C, empiezan a producir retardos en el inicio e incrementos en el tiempo de
duracion de la FML y temperaturas inferiores a 16 °C, inhiben el crecimiento de O. oeni al

tiempo que generan una reduccion de la actividad celular (Ribérau-Gayon et al., 2006).

En consecuencia, para asegurar la rapida iniciacion, finalizacion y eficiencia de la FML,
es necesario monitorizar y controlar la temperatura de fermentacion manteniéndola dentro del
rango de valores que optimizan el crecimiento y la actividad malolactica de las BAL, 18 a 22
°C, (Lermet al., 2010).

2.4.7 Requerimientos nutricionales

Ademas de los parametros fisicoquimicos que ya se han mencionado, el nivel
nutricional del vino es también un factor crucial para determinar el éxito con el que las BAL
llevarén a cabo la FML vy, por lo tanto, disponer de ciertos nutrientes se convierte en una tarea
casi obligatoria, influida principalmente por las limitadas capacidades biosintéticas de las BAL
(Théodore et al., 2005). Este es el caso de las proteinas, de cuya hidro6lisis las BAL son capaces
de liberar aminoacidos esenciales para mantener sus requisitos de supervivencia y crecimiento
(Matthews et al., 2004).

Igualmente, los vinos con un bajo nivel de nutrientes podrian agobiar el crecimiento de
las BAL. Esta situacion se puede agravar si ademas se hace uso de cepas de levadura con una

alta demanda de nutrientes, o por el hecho de que ciertas cepas de levadura son propensas a
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producir mayores concentraciones de SO, en ambientes deficientes de nutrientes (Théodore et
al., 2005). Para superar estas dificultades, se propone la co-inaculaciéon de algin cultivo
iniciador de malolactica o la adicién de algin nutriente bacteriano. Finalmente, la adecuada
seleccion de cepas, tanto de levadura como de BAL, sigue siendo una efectiva herramienta en la
prevencion de futuros problemas que involucren el nivel nutricional del mosto o del vino (Lerm
et al., 2010).

2.5 Control y seguimiento de la FML

Una vez reconocida la influencia positiva que la FML llega a ejercer sobre varios de los
pardmetros de calidad del vino y de incluir su ejecucion como una etapa indispensable dentro
del proceso de elaboracion, el siguiente paso que corresponde a los profesionales de la
vinicultura esta relacionado con la busqueda de las mejores alternativas para controlar y mejorar
el desarrollo y resultados de esta fermentacion. Histéricamente, los elaboradores de vino se han
basado en los sentidos fisicos de la vista, olfato, gusto y, en algunos casos, sonido, para recibir
informes sobre el progreso de la FML. Actualmente, la industria reconoce que estos pardmetros,
aunque importantes, no son suficientes para definir adecuadamente el progreso de la FML. Los
sentidos altamente refinados y habiles de un experto endélogo, siempre seran el eje principal de
la produccion de vinos de calidad, pero éstos continuamente podrén ser reforzados con la ayuda
de técnicas analiticas de laboratorio y de nuevas tecnologias en desarrollo. Por otro lado, cabe
resaltar que ante FMLs problematicas, retardadas o paradas, es indispensable disponer de un

riguroso control y seguimiento que asegure la ausencia de efectos dafiinos e indeseables.

La FML sin control, especialmente la que se lleva a cabo en medios con pH mayores de
3,5, normalmente generardn una variada serie de descriptores negativos y alteraciones
indeseables en el vino. En la Tabla 2.1 se puede observar, de forma resumida, la descripcién de

los principales de estos potenciales problemas.

2.5.1 Control por inoculacion de cepas comerciales: FML inducida

A pesar de que los elaboradores de vino disponen de varias opciones para inducir y
controlar la FML, es la inoculacion de cepas de BAL comerciales o seleccionadas en
laboratorios el método mas eficaz, recomendable y ampliamente utilizado por la mayoria de
vinicultores. De esta forma, se consigue un mayor control sobre la ocurrencia y velocidad de la
FML, sumado a la posibilidad de obtener una buena influencia en cuanto al aroma y la calidad
del vino (Krieger, 2006c). Ademas, con el uso de cultivos iniciadores seleccionados, se logra
reducir el potencial de alteracion por otras BAL y/o bacteriéfagos, se garantiza un inicio rapido
de la FML vy se tiene un mejor control de la produccién de compuestos de sabor, aroma y olor

en el vino.
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Problema

Degradacion
del &cido
tartarico

Descomposi-
cion de la
glicerina

FA paralizada

Metabolismo
de azlcares no
fermentables
€n vinos secos

Produccion de
fenoles
volatiles

Mousiness

Enmascarami-
ento de
aromas
varietales

Formacion de
carbamato de
etilo (CE)

Formacién de
aminas
biogénicas

Condicién para
que ocurra

Vinos tintos y
blancos con

pH > 3,5y baja
acidez total

Vinos tintos y
blancos con bajo
grado de alcohol y
pH alto

Vinos tintos y
blancos con azlcar
residual de la FA
estancada que
puede ser
metabolizada por
las BAL

Vinos secos,
especialmente
tintos con pH alto

Vinos tintos con
pH alto

Oxidacién con pH
alto

Vinos tintos y

blancos

Vinos con alto
grado de alcohol y
alto pH

Vinos con alto pH

Microorganismos
implicados

Pediococcus,
Lactobacillus,
Oenococcus

L. casei,
L. fructivorans,
L. hilgardii

BAL del mosto

BAL del mosto

Algunos
Pediococcus y
Lactobacillus

Lactobacillus,
Oenococcus oeni

Ciertas sepas
malolacticas

BAL

BAL

Componente
modificado

Acido tartarico

Glicerina

Glicerina (en
presencia de
glucosa)

Azlcares
fermentables

Fructosa

Arabinosa,
xilosa, glucosa,
fructosa

Acido cumérico

Acidos AA
(lisina,
ornitina),
azlcares

Acidos
organicos,
azulcares,
aminoacidos

Arginina en
presencia de la
urea producida
por las
levaduras (FA)

Algunos
aminoéacidos

Componente
creado

Acido lactico,
acido acético,
CO,,

Acetamida
(poco comuin)

Acroleina

Acidos lactico y
acético

Acidos l4ctico y
acetico

Manitol

Acido acético

4-VP, 4-VG,
4-EP, 4-EG(*)

Piridinas

Lactato de etilo,
acetato de etilo

Diacetilo

Citrulinay
carbamil-fosfato
(precursores del
CE), carbamato
de etilo

Histidina

Putrecina,
cadaverina

Efectos en el vino

Disminucion de la
acidez, acidez
volétil, perdida de
color, turbiedad
Aroma a orina de
raton (poco comun)

Amargor

Acidez volatil

Incremento de la
acidez total, acidez
volatil, perdida de
la complejidad y
equilibrio,
turbiedad

Sabor agridulce

Acidez volatil

Incluye aroma de
sudor de caballo,
olor a establo,
cuero, asfalto,
moho, medicina y
humo

Mousiness

A bajos niveles:
mascaras de
caracter frutal. A
altos niveles:
aromas de nuez,
caramelo, levadura
y piel himeda

Problemas sobre la
salud humana

Problemas sobre la
salud humana

Aromas sucios,
putrefactos,
€arnosos y
avinagrados

Tabla 2.1 Resumen de los problemas potenciales asociados con FMLs sin control (adaptado de
Lallemand Inc., 2005) (*):4-VP: 4-vinil-fenol; 4-VG: 4-vinil-guaiacol; 4-EP: 4-etil-fenol; 4-EG: 4-etil-guaiacol.
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Aungue varios estudios demuestran que diferentes cepas de BAL tienen distintos efectos
sensoriales en el vino y que la FML inducida se impone frente a la FML espontanea, la
influencia de la programacion temporal para incorporar las bacterias, asi como el nivel de
inoculacion, no se terminan de comprender del todo, siendo actualmente objeto de diferentes

discusiones (Krieger, 2006b).

Precisamente, la literatura relacionada con la FML suele describir tres posibles
escenarios para realizar la inoculacion de las BAL seleccionadas que induciran la fermentacion:
la inoculacion después de completada la FA o inoculacidn secuencial, la inoculacion simultanea
de levaduras y BAL o co-inoculacion y la inoculacion durante la FA. Con cada una de estas
opciones, las BAL encontrardn una diferente composicion en el medio, algo que sera

drasticamente influyente en su desarrollo y actividad metabélica (Rosi et al., 2003).

2.5.1.1 Inoculacion secuencial

La inoculacion de las BAL después de completada la FA, es la forma tradicional y
generalmente empleada para llevar a cabo la FML. De esta manera, se consigue evitar las
interacciones adversas entre levaduras y bacterias, y se aprovecha que la concentracion de
azucar residual es poca para minimizar el riesgo de producciéon de &cido acético y otros
metabolitos indeseados (Costello, 2006). A pesar de estas ventajas, la inoculacion secuencial
también acarrea algunos inconvenientes que pueden poner en riesgo su viabilidad,
inconvenientes que pueden ser atribuibles a las altas concentraciones de etanol, pH de valores
bajos, reduccion de nutrientes, niveles altos de SO, y produccion de algunos compuestos

antimicrobianos por parte de las levaduras.

2.5.1.2 Co-inoculacion e inoculacion durante la FA

En cuanto a las discusiones en torno a las otras dos opciones de inoculacion: co-
inoculacion e inoculacion durante la FA, es facil encontrar opiniones y resultados bastante
contradictorios. Por ejemplo, para Henick-Kling & Park (1994) y Alexandre et al. (2004), la
inoculacién simultanea puede presentar posibles riesgos como el desarrollo de interacciones
indeseables entre levaduras y bacterias, produccion de acido acético y acido D-lactico, la
interrupcion de la FA y la produccion de malos olores. Por el contrario, Jussier et al. (2006)
compararon los resultados de la inoculacion simultanea con los de la inoculacion secuencial y

no detectaron impactos negativos ni diferencias en la calidad final del vino (Lerm et al., 2010).

Entre las ventajas adjudicadas a la co-inoculacion, se pueden encontrar la aclimatacion
de las BAL a los altos niveles de etanol, la reduccion del contenido de nitrégeno al final de la
FA, tiempos de duracion de la FML mas cortos (Zapparoli et al., 2009), impedimento de la
proliferacion de BAL indeseables y mayor eficiencia de la FML en vinos con condiciones
complicadas, pH bajo pH (Krieger, 2006c).
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Por el lado de la inoculacién durante la FA, ésta se describe como una préctica menos
comun que incluso llega a reportar un fuerte antagonismo entre levaduras y BAL cuando suele
llevarse a cabo (Rosi et al., 2003). Con esta clase de inoculacion, la poblacién de bacterias suele
mostrar un drastico decremento atribuido a factores como el consumo de nutrientes por parte de
las levaduras, acumulacion de SO,, produccion de etanol, produccion de metabolitos toxicos y

reduccion del pH.

En consecuencia, la dltima palabra en cuanto al momento ideal para inducir la FML por
inoculacion de BAL seleccionadas aln no esta dicha. Si bien la inoculacién después de
completada la FA es la més utilizada, el momento mas adecuado para la inoculacion por cepas
comerciales dependera de factores como la composicion del vino, la cepa de levadura empleada,
los contenidos de SO, y alcohol, los valores de pH y temperatura y las técnicas de vinificacion
aplicadas (Bauer & Dicks, 2004).

2.5.2 Monitorizacion de la FML

Son varios los parametros de interés enolégico que suelen ser medidos durante el
desarrollo de la FML: pH, poblacion microbiana, acidez total, acidez volatil, turbidez, grado
alcoholico volumétrico; pero indudablemente, es la medida de los niveles de concentracion de
los &cidos malico y lactico, el procedimiento indispensable para realizar una adecuada

monitorizacion de esta etapa fermentativa.

2.5.2.1 Medida de la acidez volatil

La acidez volétil (AV) es, junto al nivel de concentracién de acido malico, uno de los
principales pardmetros quimicos que suelen controlarse durante el progreso FML. El aumento
de la AV es un fuerte indicador de la actividad bacteriana en el vino y, cuando se produce en
grandes cantidades, generalmente es atribuible al crecimiento de bacterias indeseables. En otras
palabras, es de esperar pequefios incrementos de la AV como consecuencia natural del
crecimiento de las BAL, pero aumentos muy rapidos de la AV pueden considerarse como una
sefial de advertencia de que grandes cantidades de bacterias no deseadas estan creciendo en el
vino. De esta manera, un habitual y cuidadoso seguimiento del nivel de la AV a lo largo de la
FML es una tarea de suma importancia que puede realizarse con cierta facilidad a través de un

analisis comun de laboratorio (Kollar & Brown, 2006).

2.5.2.2 Poblacion microbiana

El seguimiento de la poblacion microbiana facilita al endlogo el control de la FML
ayudando a predecir y evitar posibles problemas. Los principales objetivos a cubrir son
mantener identificadas las BAL responsables de la FML, conocer los dafios que pueden estar

sufriendo y determinar cuél es la poblacién microbiana viable. Esto suele llevarse a cabo usando
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técnicas microbiol6gicas como el recuento en placa, la medida de la turbidez, el recuento de
microorganismos por epifluorescencia o la microscopia. De igual manera, con ayuda de técnicas
moleculares se pueden identificar y diferenciar, de una forma muy precisa y fiable, las BAL

presentes en el vino (Bartowsky & Henschke, 1999).

2.5.2.3 Niveles de concentracion de los acidos malico y lactico

Medir la reduccion del acido malico y/o el incremento del acido lactico, son las
opciones mas utilizadas para monitorizar el progreso de la FML en el vino tinto. Las técnicas
analiticas disponibles para el seguimiento de estos niveles de concentracion son bastante
variadas, pudiendo encontrarse métodos de uso habitual como la cromatografia en papel (PC,
Paper Chromatography), la cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography),
reflectancia y los kits de analisis enzimaticos, y métodos mas avanzados y complejos como la
espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR, Fourier-Transform Infrared),
la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, High-Performance Liquid Chromatography) y
la electroforesis capilar (CE, Capillary Electrophoresis). Todos estos métodos presentan
caracteristicas particulares que los hacen diferir en aspectos importantes como exactitud, tiempo

de andlisis empleado y costes de adquisicion e implementacion (Lerm et al., 2010).

Por los bajos costes que representan, las técnicas de cromatografia en papel y TLC
suelen ser los métodos de mas amplio uso en la mayoria de pequefias y medianas bodegas.
Desafortunadamente, estos métodos suelen presentar poca exactitud y son los mas lentos. Por el
contrario, HPLC y CE son los métodos con mejor exactitud y rapidez, aunque su
implementacion requiere mayor esfuerzo y la adquisicion de equipos de alto coste. Por otro
lado, el analisis enzimatico estaria en capacidad de cumplir dos de los requisitos primordiales
para una buena monitorizacion de la FML, resultados rapidos y precisos, pero, a pesar de ser un

método méas econdémico que HPLC, CE y FT-IR, el coste que supone es aun relativamente alto.

En la Tabla 2.2 se resume, con informacién obtenida de Lerm et al. (2010), las ventajas

y desventajas de las técnicas de monitorizacion mencionadas anteriormente.

Un detalle importante, ya mencionado y que se corrobora con la informacion de la Tabla
2.2, es la total ausencia de un método de monitorizacion que proporcione los resultados en
tiempo real y sin necesidad de tomar muestras en el vino, caracteristicas necesarias para la
puesta en marcha de futuros sistemas de control on-line que ayuden a mejorar el desarrollo y

desempefio de la FML.
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Meétodo y descripcion

Cromatografia en papel (PC)

- Método para seguir visualmente la
reduccion de acido malico

- Separa los compuestos en base a su
polaridad

- De uso comun en bodegas pequefas y
medianas

Cromatografia en capa fina (TLC)
- Caracteristicas similares al anterior,
pero usando laminas TLC en lugar de

papel

Analisis enzimatico

- Método basado en el uso de enzimas
que reaccionan especificamente con el
acido L-malico. Empleando un
espectrofotometro UV-visible, se va
monitorizando dicha actividad
enzimatica

- Es el método de uso mas comun en las
bodegas medianas y grandes

Reflectancia

- Es una técnica de reciente innovacion,
desarrollada por Merck (Reflectoquant®),
basada en la fotometria de reflectancia
- Utiliza tiras reactivas de test para el
analisis de varios componentes del vino

Cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC)

- Separacion de componentes basados en
la polaridad y en la interaccion con la
fase estacionaria o fase solida

Espectroscopia de infrarrojos
(FT-IR)

- Basado en el uso del espectro de
infrarrojos para cuantificar parametros
del vino

Electroforesis capilar (CE)

Ventajas

- Fécil de usar

- Es in indicador del progreso de
la FML simple, asequible y de
bajo coste

- Facil de usar

- Mejor desempefio que el PC

- Alta estabilidad de los reactivos
- Simple, asequible y de bajo
coste

- Resultados en una hora. Mucho
mas réapido que el método PC

- Cuantitativo

- Excelente precision

- Kits de facil disposicion

- Cuantifica niveles muy bajos de
acido malico. Indicado para
confirmar el final de la FML

- Resultados en 30 minutos

- Semi-cuantitativo con precision
relativa del 10%

- Su coste equivale solo a una
parte de un espectrofotometro o a
la mitad del coste de un kit
enzimatico

- Es de facil uso y no requiere
conocimientos especiales

- Actualmente es el método méas
rapido disponible (5min/muestra)

- Alta estabilidad de los reactivos

- Muy preciso

- Buena precision

- Usa muestras de poco volumen
- Tiempos de anélisis cortos,
entrega rapida de resultados

- Precision alta
- Tiempos de andlisis cortos,
entrega rapida de resultados

Desventajas

- Estrictamente cualitativo

- No indicado para confirmar el
final de la FML

- Poco preciso

- Tiempo de respuesta lento

- Tiempo de procesado largo

- Para muestras pequefias requiere
pre-tratamiento

- Poca estabilidad de los reactivos

- Estrictamente cualitativo

- No indicado para confirmar el
final de la FML

- Poco preciso

- Complejidad alta, requerimientos
de personal capacitado

- Coste alto

- Después de activados, la vida util
de los reactivos es muy corta

- Requiere el uso de micro pipetas
precisas que demandan ajuste y
re-calibracion periddica

- Necesidad de un adecuado pre-
tratamiento para las muestras. Las
muestras turbias deben ser
centrifugadas, las de color oscuro
decoloradas

- Solo mide niveles relativos de
acido malico, no indicado para
confirmar el final de la FML

- El rango de operaciénesde 1 a
60 mg/L, por lo que, algunas
muestras deben ser diluidas o
decoloradas

- Necesita ser calibrado con un
método de referencia

- Coste extremadamente alto
- No esta recomendado para el uso
diario en las bodegas

- Equipamiento costoso

- La precision depende de valores
de referencia y curva de
calibracion

- Coste extremadamente alto
- No est& recomendado para el uso
diario en las bodegas

Tabla 2.2 Recopilacion de métodos usados para monitorizar el &cido mélico y la FML (adaptado de Lerm

et al., 2010).
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2. La fermentacién malol&ctica en el vino tinto

2.6 Resumen

La FML es un segundo proceso fermentativo que suele llevarse a cabo en la gran
mayoria de los vinos tintos. Desarrollada por las BAL, se caracteriza, principalmente, por la
transformacién del acido malico en &cido lactico, aunque también suele venir acompafiada por

la aparicion de otros metabolitos.

Al igual que la FA, la FML puede ser inducida de forma espontanea, por medio de las
bacterias nativas que se encuentran en la vid, o de forma controlada, a través de la inoculacion
de bacterias comerciales cuidadosamente seleccionadas. Asi, sea cual sea el caso y una vez se

inicie el proceso, la FML suele quedar definida por tres fases caracteristicas:

e Fase de crecimiento celular: En esta fase no se metaboliza &cido malico o, dado el caso
de que se haga, este metabolismo se lleva a cabo a un ritmo muy lento (las BAL tienen que
crecer en el vino a una tasa de 1-100 millones ufc/ml para que la degradacion del &cido malico
empiece a ser rapida). No obstante, durante esta fase existe un consumo de los azucares
residuales de la FA (hay azUcares que las levaduras son incapaces de consumir y transformar en

alcohol) y una ligera produccidn de acido acético.

e Fase estacionaria I: En esta fase el nimero de BAL que crecen son iguales a las que
mueren, por lo que la poblacion de bacterias entra en un estado estacionario. Esta es la fase de
degradacion rapida de &cido mélico y consecuente produccion de acido lactico. Ademas, ya no

se degradan azucares porque las bacterias prefieren el acido malico como fuente de carbono.

o Fase estacionaria Il: Finalmente, cuando el nivel de concentracion de acido malico en
el vino llega a unos valores minimos y, préacticamente, se suspende la degradacion del mismo,
se considera que la FML ha llegado a su fin. En este momento, es recomendable y necesario
terminar completamente con la FML, es decir, se deben llevar a cabo etapas posteriores como el
trasiego y sulfitado para impedir que el proceso siga teniendo lugar en los vinos ya gque se pone
en riesgo la calidad y condiciones de salud del producto final. Igualmente, en esta fase se va
degradando el &cido citrico y se produce &cido acético, también disminuye el nimero de BAL
las cuales van muriendo y sus restos o lias sedimentandose en el fondo del dep6sito. Ademas, es

posible una contaminacién por otros microorganismos que pueden alterar al vino.

Midiendo la reduccion del acido malico y/o el incremento del &cido lactico, son las
formas habituales para monitorizar el progreso de la FML en el vino. Estas medidas suelen
llevarse a cabo, utilizando muestras del vino, mediante diversas técnicas analiticas disponibles.
Técnicas que pueden ser relativamente econdmicas, sencillas, pero poco exactas y lentas, o de
gran precision y rapidez, pero de costes elevados y en cualquier caso, todas requieren un tiempo

de ejecucion que impiden su aplicacion en sistemas de control on-line.
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3. DISENO Y DESCRIPCION DEL SENSOR DE MEDIDA
ULTRASONICO

3.1 Introduccién

A través del uso de tecnologias basadas en ultrasonidos, la industria alimentaria se ha
beneficiado de importantes ventajas con las que ha logrado renovar, entre otras cosas, la manera
de realizar analisis, seguimientos y controles; de forma no invasiva, no destructiva, higiénica y

muy rapida; en una gran variedad de productos y procesos que le conciernen.

Para este caso, el principio de funcionamiento de los sistemas de medida por
ultrasonidos se basa en caracterizar acusticamente, midiendo parametros como velocidad de
propagacion c, atenuacion a, e impedancia acustica Z, algunos de los cambios fisicos y/o
guimicos que el alimento experimenta durante su crecimiento (frutas, verduras, carnes, etc.) o
elaboracién (bebidas, quesos, masas de pan, etc.). En otras palabras, aprovechar cambios en el
alimento que puedan llegar a alterar sisteméaticamente la forma como se propagan, atentan y/o

reflejan las ondas de ultrasonido en éste.

Contar con un adecuado y correcto seguimiento de dichas caracteristicas acusticas es
una importante tarea que requiere, para el disefio de un sistema de medida, tener en cuenta
diversos aspectos tales como: estado fisico del alimento (sélido, liquido o viscoelastico —
aquellos que presentan propiedades de solidos, elasticidad, y de liquidos, viscosidad—);
influencia de factores ambientales; dimensiones y materiales de recipientes, tanques y cualquier
otra clase de medio de almacenamiento; técnica de medida aplicada y forma como se exciten los

transductores ultrasénicos que se empleen.

Precisamente, por el lado de la excitacién, existe la posibilidad de utilizar sefiales
continuas o pulsadas. La aplicacién de sefiales eléctricas continuas al transductor suele ser (til
para conseguir que los ultrasonidos viajen a través de materiales altamente atenuantes,
facilitando y permitiendo el andlisis ultrasdnico de esta clase de materiales. Sin embargo, al
excitar a un transductor con este tipo de sefiales, se expone a que experimente incrementos de

temperatura indeseados que, generalmente, se veran reflejados en el medio bajo analisis;
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influyendo sobre las propiedades acusticas que se quieren medir y por consiguiente, llevando a

una pérdida de fiabilidad y repetibilidad de las medidas con técnicas ultrasénicas.

Por otro lado, el empleo de sefiales eléctricas pulsadas de alta frecuencia (pulso o tren de
pulsos), se ha convertido en uno de los métodos mas usados para medir pardmetros acusticos en
diversos materiales, una opcion muy préctica hoy en dia que, a través del control de parametros
como la amplitud, el nimero de pulsos y el ciclo de trabajo o ratio de repeticiones, evita los
inconvenientes de la excitacion continua; facilitando los sistemas y las medidas con
ultrasonidos. Teniendo en cuenta estas razones, la opcion de excitacion pulsada sera la que se

maneje durante el desarrollo de las medidas experimentales de esta Tesis.

3.2 Principios de medida

Complementario al uso de la excitacion pulsada en los transductores, se pueden destacar
las técnicas de medida ultrasonica de reflexion, transmision y pulso-eco, como Utiles
alternativas a la hora de medir alguno de los pardmetros acusticos ya mencionados (velocidad de

propagacion, impedancia acustica y atenuacion).

3.2.1 Técnica de reflexion

Por su principio de funcionamiento, la técnica de reflexion es apropiada para medir la
impedancia acustica Znyeqio de una muestra o medio bajo test, caracteristica muy atil cuando se
trata del analisis de materiales y/o alimentos que presentan alta atenuacion acustica y por

consiguiente, dificultan el paso de las ondas ultrasonicas a través de cualquier muestra.

Como se puede observar en la Figura 3.1, usando un Gnico transductor, emisor-receptor,
se emite un tren de pulsos ultrasénico de amplitud A, para que se propague, hasta alcanzar la
muestra a analizar, a través de un camino acustico de referencia conocido como buffer rod (BR).
Generalmente, este buffer es un cilindro sélido fabricado con un adecuado material que presente
pérdidas reducidas e impedancia acustica Zgz conocida. Ademas, el material utilizado para el

buffer debe estar permitido para el contacto directo con alimentos.

Cuando la sefial emitida A, alcanza la interfase BR-muestra con amplitud A;, donde se
presenta una intencionada discontinuidad de impedancias acusticas, parte de ésta es transmitida
a través de la muestra con amplitud A; y parte es reflejada hacia el transductor con amplitud A,.
Midiendo los valores de amplitud de las sefiales ultrasonicas incidente A; y reflejada A, el
célculo de la impedancia acustica del medio bajo test Zneqio Se podra llevar a cabo de la siguiente

forma:
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1+R
Zmedio = Predio * Cmedio = ZBR : (ﬁj : (31)

Donde, pedio €S la densidad del medio bajo test, Cy.q, €S la velocidad de los ultrasonidos
en el medio bajo test y R es el coeficiente de reflexidn calculado a través de la relacién entre las

amplitudes medidas:

A
R=" 3.2
A 3.2)

Transductor
ultrasénico
emisor-receptor

Buffer rod
(Zgr)

\

Material
bajo test
(Zmedio)

Figura 3.1 Técnica de reflexion para medir la impedancia acustica Z de un determinado medio o muestra.

La principal ventaja de esta técnica es que permite el andlisis de medios con alto nivel
de atenuacion acustica. Por lo tanto, con esta clase de materiales, la técnica no es apropiada para
medir los parametros de atenuacion y velocidad de propagacion.

3.2.2 Técnica de transmision (through-transmission)

La técnica de transmision permite obtener los parametros acusticos de atenuacion y/o
velocidad de propagacion de un determinado medio bajo andlisis, pero no su impedancia

acustica.

En esta ocasién, Figura 3.2, usando dos transductores, uno emisor y otro receptor,
situados en caras opuestas de la muestra, se emite un tren de pulsos ultrasonico de amplitud A;

que al atravesar el medio sera recibido con amplitud A,. De esta manera, el coeficiente de
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atenuacion amegio que actua sobre la sefial inicial es el del medio bajo test y se puede obtener

mediante la relacién:

A, = A e e (3.3)

Donde d corresponde a la distancia recorrida por la sefial ultrasonica en el medio.

Transductor Material Transductor
ultrasonico bajo test ultrasénico

emisor receptor

Figura 3.2 Técnica de transmision para medir atenuacion y/o velocidad de propagacion ultrasoénica.

De forma similar, usando la misma configuracién, la velocidad de propagacion
ultrasénica en el medio bajo test Credio, S€ puede calcular midiendo el tiempo t que tarda la sefial

en viajar de un transductor al otro, es decir, en recorrer la distancia d:
d
Crnedio = 7+ (3.4)
t
En este caso, es necesario que el medio bajo analisis permita una adecuada propagacion

de la sefal de ultrasonidos, limitando la aplicacion de esta técnica a materiales con una

atenuacion media-baja y/o a distancias de recorrido muy cortas seglin sea conveniente.

3.2.3 Técnica de pulso-eco

La técnica de pulso-eco, en términos generales, estaria configurada para cumplir la
misma tarea de la técnica de transmision, con la diferencia de emplear un Gnico transductor

emisor-receptor.

Como se observa en la Figura 3.3, el principio de funcionamiento de la técnica se basa
en el uso de una lamina reflectora puesta, a una determinada distancia d, en paralelo al

transductor. De esta manera, el tren de pulsos ultrasénico de amplitud inicial A; se propaga a
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través del medio, choca contra el reflector y es devuelto hacia el transductor como un eco que es

recibido y registrado con amplitud A,.

Transductor
ultrasonico
emisor-receptor

Material
bajo test

\ Reflector

Figura 3.3 Técnica de pulso-eco para medir atenuacion y/o velocidad de propagacion ultrasonica en un
determinado medio bajo test.
Por consiguiente, en esta ocasion la sefial emitida realiza el recorrido d dos veces, ida 'y
vuelta, modificando las ecuaciones para el célculo de la atenuacion omedio Y Velocidad de

propagacion Cpedio COMO Sigue:
A2 = Al . e_z'd‘amedio : (35)

c = ﬂ (3.6)

medio
De igual manera, se hace méas evidente la limitacion de la técnica en cuanto a los
materiales atenuantes y las distancias largas, ya que es necesario que la sefial emitida pueda
realizar adecuadamente el doble trayecto. Por lo tanto, el método se hace poco util para medios

muy opacos al paso de los ultrasonidos, siendo mas adecuado para medios poco atenuantes.

3.3 Método propuesto para medir velocidad de propagacion ultrasénica
en el vino tinto

Los tres métodos anteriores son Utiles para la medida de impedancia acustica,
atenuacion y/o velocidad de propagacion en diversos materiales. Teniendo en cuenta que en esta

Tesis el principal medio a analizar es el vino tinto (medio liquido), a través de la informacion
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suministrada por el comportamiento de la velocidad de propagacion ultrasonica c, la primera
reaccion seria la de elegir entre las técnicas de transmision y de pulso-eco, sabiendo que ambas

permiten medir de forma directa y sencilla el mencionado parametro acustico.

Sin embargo, hay que recordar que uno de los objetivos propuestos en este trabajo, es el
de dejar planteado el disefio de un sistema de medida ultrasénico apto para operar a nivel
industrial, es decir, que pueda hacer el seguimiento directo de todo el proceso malolactico en los
tanques de fermentacion instalados en las bodegas donde se elabora el vino tinto. Por tanto, es
necesario que dicho disefio sea capaz de trasladar la aplicacion de estas técnicas de medida,
inicialmente limitadas al ambiente de trabajo de laboratorio, a un uso final en bodega.
Precisamente, los vinos en el momento de llevar a cabo la FML estdn almacenados,
generalmente, en grandes tanques cilindricos de acero inoxidable que pueden llegar a medir mas

de un metro de didmetro y varios metros de altura.

Por consiguiente, la configuracion para la técnica de transmision de la Figura 3.2,
implicaria el posicionamiento de los dos transductores en extremos opuestos y lejanos del
tanque. Adicionalmente, por normas de higiene y seguridad alimentaria, y para evitar el
contacto del vino con cualquier material que pueda alterar las caracteristicas que va adquiriendo
durante su elaboracion, los transductores tendrian que estar sujetos por el lado exterior del

tanque.

Esta Gltima condicion complicaria aun mas el funcionamiento deseado para el sistema
de medida ultrasonico ya que los tanques, por su material de fabricacion y elevado tamafio,
actuarian como grandes disipadores de las ondas ultrasonicas. Ademas, la diferencia entre las
impedancias acusticas del acero inoxidable y del vino tinto, como se estudiard méas adelante,
hacen que la sefial incidente sea reflejada casi por completo en la interfase entre estos dos
materiales. Estas limitaciones pueden llegar a impedir la transmisién de una adecuada porcion
de los ultrasonidos al vino e igualmente, también harian posible que la mayor parte de la sefial
de ultrasonidos incidente se propague por la superficie del tanque, llegando al receptor incluso

antes que la débil porcion de sefial que se transmitiria por el vino.

De igual manera, la técnica de pulso-eco de la Figura 3.3 tampoco es apropiada para su
directa aplicacion. Esta técnica implicaria el contacto fisico entre transductor y medio bajo test,
algo que, como ya se ha mencionado, no estd permitido principalmente por motivos de higiene y
salud. Una posible solucién tendria que pasar por la ubicacién del transductor en alguna parte
del exterior del tanque y por lo tanto, nuevamente se presenta el mismo inconveniente que con
la técnica de transmisién, sumando el agravante que la distancia a recorrer se podria duplicar

dependiendo, principalmente, del lugar donde se pudiera instalar el reflector.
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3.3.1 Solucién propuesta

Para el analisis ultrasonico proyectado en esta Tesis y buscando superar los
inconvenientes descritos en la seccion anterior, se propone combinar la utilidad del mecanismo
buffer rod, empleado en la técnica de reflexion, con el principio de funcionamiento de la técnica

de pulso-eco.

El uso de buffer rods para la caracterizacion acustica de materiales, es una util

herramienta que aporta varios beneficios a los sistemas de medida:

e En primer lugar, los buffer rods pueden desempefiar la funcién de linea de retardo. Es
decir, agregan una conveniente separacion entre las sefiales Utiles para el andlisis y el fuerte
ruido afiadido durante la generacion de los pulsos de excitacion, permitiendo y facilitando

medidas mas precisas (Coupland, 2004).

e En segundo lugar, conociendo previamente sus propiedades acusticas, los buffer rods
pueden ser usados como un elemento de referencia con el fin de obtener la impedancia acustica

del material o medio analizado (Mc Clements & Fairley, 1991; Julio et al., 1995).

e En tercer lugar, la presencia de buffer rods evita el contacto directo del material bajo
test con el transductor ultrasonico. Algo estrictamente necesario con el fin de satisfacer las

normas de seguridad e higiene establecidas en las pruebas con productos alimenticios.

En este ultimo caso, si el buffer esta hecho con el mismo material del recipiente que
contiene o almacena el producto alimenticio, o con un material neutro y aceptado para pruebas
con alimentos, éste puede llegar a considerarse como una irregularidad en la forma de dicho
recipiente, manteniendo vigente las definiciones de no-destructivo y no-invasivo que dan gran

valor a las pruebas con ultrasonidos.

De esta manera, en la Figura 3.4 se puede observar la configuracion completa de la
técnica de medida propuesta. Cabe anotar que este primer esquema esta orientado para realizar
pruebas en laboratorio, es decir, para llevar a cabo las diferentes medidas preliminares en

pequefias muestras de trabajo.

Asi, excitando al transductor con una sefial sinusoidal pulsada (sine burst), un tren de
pulsos ultrasonico de amplitud inicial A, recorre el buffer rod hasta llegar, con amplitud A;, ala
interfase BR-liquido. En ese momento, debido a la diferencia entre impedancias acusticas Z, una
parte de la sefial incidente A; es reflejada hacia el transductor para ser detectada y registrada
como un primer eco ECO1, de amplitud Ag;, y la otra es transmitida a través del liquido con
amplitud A;. Esta segunda onda, recorre la distancia d, rebota en el reflector, recorre de nuevo d,

llega a la interfase liquido-BR y nuevamente una parte es reflejada mientras la otra se transmite
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a través del buffer rod para, finalmente, ser detectada y registrada por el transductor como un

segundo eco ECO2, de amplitud Ag, (Figura 3.5).

Transductor
ultrasénico
emisor-receptor

Buffer rod
(Zer) Ay Ac
Liquido
bae'o test
Zliq)

\

Reflector
(Zrefl)

Figura 3.4 Técnica de medida ultrasonica propuesta para obtener la velocidad de propagacion en un
medio liquido usando ecos y buffer rod.

Amplitud
y

TOFiig

Figura 3.5 Representacion temporal de las sefiales ultrasénicas utilizadas para medir velocidad de
propagacion mediante la técnica de medida propuesta.

Una vez se tenga el registro de los dos ecos ECO1 y ECO2, el célculo de la velocidad
de propagacion ultrasonica en la muestra liquida Cyq Se puede realizar con ayuda de la Ec. (3.6).
En este caso, t se conoce como el tiempo de vuelo en el medio liquido TOFq y corresponde al
tiempo que tarda la sefial transmitida en recorrer dos veces la distancia d 6, lo que es igual, al

intervalo de tiempo comprendido entre los origenes de ECO1 y ECO2 en la Figura 3.5.
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2-d

C, =—. 37
lig TOF”q ( )

Finalmente, en la Figura 3.6 se observa la forma alternativa para aplicar esta técnica de
medida en un tanque de fermentacion. Como se puede notar y serda ampliado mas adelante
cuando se hable del acondicionamiento mecénico del sistema, basicamente la idea consiste en la
misma configuracion de la Figura 3.4, pero puesta en posicion horizontal y con una parte del
buffer rod introducido en el tanque mediante el aprovechamiento del agujero roscado DN50 que

estos suelen tener, Figura 3.7.

Buffer rod

Transductor ultrasénico
emisor-receptor

Tanque de fermentacion

Figura 3.6 Técnica de medida ultrasénica propuesta para obtener la velocidad de propagacion en el vino
tinto durante la FML.

Figura 3.7 Imagen de un tanque de fermentacion de vino tinto con capacidad para 100 |. Se sefiala en
rojo el sensor ultrasonico disefiado que es acoplado a través de un agujero roscado DN50.
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En cuanto al reflector, éste se ubica en el interior del tanque a una apta y previamente
calculada distancia d del buffer rod, permitiendo un adecuado recorrido, ida y vuelta, de la sefial

ultrasénica, al igual que la libre y suficiente circulacion de vino entre los dos.

3.4 Consideraciones del disefio

Uno de los puntos clave para el completo desarrollo del sistema de medida ultrasénico
propuesto en el apartado anterior, tiene que ver con el correcto disefio y fabricacion del buffer
rod a emplear. Como ya se ha mencionado, el buffer rod suele ser un cilindro sélido hecho de
un material con caracteristicas acusticas conocidas y, en casos como el de los alimentos, que

pueda usarse para el contacto directo con el medio o muestra a analizar.

Por otra parte, la relacion entre la longitud del buffer rod y la distancia a la cual se debe
ubicar el reflector, es otro factor de vital importancia, motivado principalmente, porque estas
longitudes definiran el instante en que los ecos de interés seran detectados por el transductor, la

separacién temporal que habra entre ellos e influiran en la amplitud de cada uno.

3.4.1 Calculo de longitudes

Teniendo presentes las Figuras 3.4, 3.5, 3.6 y 3.8, seria normal pensar que la longitud
del buffer rod Lgr y la distancia d BR-reflector, deben ser calculadas de forma tal que faciliten la
recepcion de ECO2 después de la recepcion del primer ECO1 (ECOL1,), pero antes de que se
produzca un segundo ECO1 (ECO1,). Este ultimo, es el eco que se origina cuando ECO1; se
refleja al chocar con el transductor ultrasénico y comienza una vez mas todo el proceso de

recorridos por el buffer rod y por el medio liquido.

Amplitud
A
:—AO

TOFgr TOFq

tE2

Figura 3.8 Representacion de las sefiales registradas por el transductor ultrasénico para un
dimensionamiento tradicional de la longitud del buffer rod y de la distancia BR-reflector.
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Por lo tanto, el periodo de tiempo comprendido entre los dos ECO1 es el intervalo en el
cual se desea ubicar a ECO2. Este sera el que defina los tiempos limites teaminy Y teamaxy dentro
de los cuales ECO2 debe ser detectado por el transductor. Estos tiempos se pueden expresar de

la siguiente forma:

t =TOFgg + Teeoy, Y (38)

E2(min)

t = 2-TOFys + Teco, (3.9)

E2(méx)

Donde, TOFgr es el tiempo de vuelo empleado en hacer el doble recorrido por el buffer

rod y Tecou Y Tecoz 0N los tiempos de duracién de ECO1; y ECO2 respectivamente.

Expresando las Ecs. (3.8) y (3.9) en términos del camino acustico de cada eco

obtenemos:

L2l 2Ly,

min + TECOll y (310)
Ciiq Cer Cer
2'dméx 2 LBR =2. 2 LBR ~Tecos- (3.11)
Cllq Cer Cer

Donde, Cgr Yy Cyy SON las velocidades de propagacion de los ultrasonidos en el buffer rod
y en el medio liquido respectivamente ¥ dnin Y dmax SON la minima y la méaxima distancia

permitidas entre buffer rod y reflector.

Finalmente, despejando las Ecs. (3.10) y (3.11) en funcion de dmin Y dmax:

Gy
Ay = Tecoy, % y (3.12)
d ., =L, —9 T, —9 3.13
max BR c ECO2 2 ( )

De esta manera, se puede dimensionar la distancia d BR-reflector, de acuerdo a una
longitud de buffer rod fija. Sin embargo, en muchas aplicaciones, cuando las limitaciones
geométricas de los recipientes son un inconveniente, lo que suele ser fijo es dicha distancia d.
Por lo tanto, lo necesario es encontrar la manera de dimensionar consecuentemente la longitud
del buffer rod.

Otra forma de dimensionar la distancia d en el medio bajo test, o distancia BR-reflector,

podria ser a través del nivel de incertidumbre deseado en la medida de la velocidad de
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propagacion C,,. Este nivel de incertidumbre puede ser calculado a través del analisis de
propagacion de errores en medidas independientes (Reissland, 1989). Considerando la Ec. (3.7),
el célculo del error relativo en la medida de la velocidad de propagacién ultrasonica del medio
bajo test (liquido) &r(Ci,), Se puede aproximar como la suma en cuadratura del error relativo en la
medida de la distancia d &(d) y del error relativo en la determinacion del tiempo de vuelo en el

medio &(TOFy).

&y (Cliq) ~ \/gr (d)2 + & (-I-C)Fll'q)2 ' (314)

En nuestro caso, al igual que en muchos otros, es posible conseguir una medida muy
precisa de la distancia d y ésta no suele ser modificada durante el desarrollo de las pruebas a
realizar (Benedito et al., 2000; Elvira et al., 2005). De esta manera, los errores cometidos al
medir la distancia d solo afectan la exactitud de la determinacién de la velocidad, pero no su
precisién. Por lo tanto, se puede considerar que los cambios en la velocidad de propagacion en
el medio bajo test seran debidos, practicamente, a los cambios que ocurran en el tiempo de

vuelo de los ecos recibidos.

Ademas, para la aplicacion de este trabajo, monitorizacién de la FML, como en algunos
otros, monitorizacion de la fermentacion alcohélica (Becker et al., 2001; Lamberti et al., 2009)
0 monitorizacién en procesos de coagulacion (Bakkali et al.,, 2001), se considera mas
importante la correcta medida de las variaciones en el comportamiento de la velocidad de

propagacion que obtener exactamente el valor absoluto de ésta.

Asi, para analisis ultrasénicos enfocados en el seguimiento de la velocidad de
propagacion, el error relativo en la medida de las variaciones de este parametro puede ser, a
efectos practicos, aproximado al error en la medida del tiempo de vuelo, descartando el error en

la medida de la distancia. Por lo tanto, de la Ec (3.14):

€, (qu) < €, (TOan)

3.15
Ciig TOF, (3.15)

lig
Siendo €a(Ciy) €l error absoluto en la velocidad de propagacion ultrasonica en el medio
liquido y &a(TOFy,) el error absoluto en la determinacion del tiempo de vuelo en el mismo

medio o resolucién temporal de las medidas.

Por lo tanto, conociendo el valor tipico, o una aproximacion, de la velocidad de
propagacion ultrasonica Cyiq en el medio bajo test, la resolucion temporal usada para las medidas

y limitando el error en la medida de la velocidad e4(Ciiq) @ un nivel deseable. El valor minimo del
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tiempo de vuelo requerido para viajar a través del medio analizado puede obtenerse de la Ec.
(3.15):

Ci
TOF, =—7"—¢,(TOF,). 3.16
10 e, (C“q) a( Ilq) ( )

De igual forma, con el calculo de TOFq.. ¥ usando la Ec. (3.7), se puede obtener la
distancia d BR-reflector minima necesaria:

Cy, - TOF,
min = L 2 Ilq_min. (3.17)

Posteriormente, el calculo de la longitud minima Lgrmni, Necesaria para el disefio del

buffer rod se puede realizar mediante la siguiente ecuacion:

_ dmin ' CBR

L = , 3.18
e (3.18)

siendo B un parametro con el que se puede establecer la posicion de ECO2 entre los dos ECOL.
Por ejemplo, 1o méas comtn es B = 0,5 de tal forma que la posicion de ECO2 en la Figura 3.8,

sea en el centro del periodo temporal limitado por ECO1; y ECO1,.

Finalmente, en un trabajo preliminar hecho por el grupo de investigacion al que esta
vinculado el autor de esta Tesis, se presenta una Util propuesta a través de la cual es posible
conseguir importantes reducciones en la longitud del buffer rod calculada originalmente con la
Ec. (3.18) (Garcia-Alvarez et al., 2013).

El procedimiento se basa en el hecho de que al reducir la longitud Lggmin, 10s ECO1, que
Unicamente recorren el buffer rod, veran disminuido el trayecto que deben realizar. Por lo tanto,
como se observa en la Figura 3.9, antes de que se reciba y registre el primer ECO2, se habra

dado oportunidad a que se origine y reciba por o menos un ECO1 méas (ECO1,).

De esta manera, dentro de lo que se puede Ilamar un redimensionamiento del buffer rod
tradicional, se llega a una nueva ecuacion parecida a la Ec. (3.18), pero con la opcion de llevar a
cabo el célculo de longitudes de acuerdo a la n-cantidad de ecos ECOL1 que estaran por delante

del primer eco ECO2.

d - Cgy

Lpg =——R——. 3.19
! Cliq'(n_ﬂ) ( )
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Amplitud
A

Ao

ECO2

ECO1; AE2
ECO1,

T
L L

__AE1,

P TOFgr

Figura 3.9 Representacion de las sefiales recibidas y registradas por el transductor ultrasénico cuando se
redimensiona el buffer rod para conseguir una menor longitud en el mismo.

Los resultados obtenidos con este trabajo demostraron que se puede lograr una
satisfactoria reduccién, hasta un 85%, en la longitud tradicional de buffer rods metélicos y
plasticos. Ademas, también se ha podido comprobar una mejora en la relacion sefial-ruido. Dos
ventajas que son aprovechadas, como se vera en los proximos apartados, para el disefio del

sistema de medida final.

3.4.2 Dimensionamiento y redimensionamiento del buffer rod

Teniendo presente las ventajas descritas para valorar el uso de buffer rods en el analisis
ultrasénico de productos alimenticios de la seccion 3.3.2 y todo lo concerniente al calculo de
longitudes de la seccion anterior. Se puede deducir que la acertada eleccion del material con el
cual mecanizar el cilindro buffer, es un importante factor que influye en su dimensionamiento y

posterior aplicabilidad.

Como primera opcidn, buscando mantener la completa homogeneidad entre el sistema
de medida y los recipientes de almacenamiento, se tendria que considerar el uso del acero
inoxidable, material con el cual estan hechos la mayoria de tanques de fermentacion industriales

para vinos.

Por lo tanto, conociendo que la velocidad de propagacion del sonido en el acero
inoxidable Cgreero €5 5790 m/s; asumiendo 1500 m/s como valor estimado de la velocidad de
propagacion en un medio liquido similar al vino tinto Cy,; fijando en £1 m/s el error absoluto de
dicha velocidad €a(Cyig); trabajando con un periodo de muestreo de 40 ns (resolucion temporal o
€a(TOF)) y con ayuda de las Ecs. (3.16), (3.17) y (3.18); se obtiene que la longitud minima

necesaria Lgrmin para un buffer rod tradicional debe ser de 347,4 mm.
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Adicionalmente, teniendo en cuenta que el didametro tipico de un transductor ultrasénico
de 1 MHz es 25,4 mm; que el lado del cilindro, como minimo, debe cubrir todo este diametro y
que la densidad p del acero inoxidable es 8030 kg/m®; el peso del buffer rod en este primer
disefio seria de 1,41 kg. Este valor puede verse incrementado en mas del doble, concretamente a
3,17 kg, so6lo con el hecho de aumentar 1,5 veces el radio del buffer con respecto al del
transductor, una practica recomendada y necesaria con el fin de reducir la interferencia acustica
producida en los bordes del cilindro (Adamowski et al., 1998; Hoppe et al., 2003; Garcia-
Alvarez et al., 2006; Garcia-Alvarez et al., 2007).

Buffer rods de dimensiones y pesos como los calculados antes, pueden presentar
importantes dificultades al momento de querer adaptarlos y acoplarlos a un tanque de
fermentacion, siendo aun mas complicado su implementacion en recipientes como los
disponibles para pruebas de laboratorio. Por lo tanto, aplicando el redimensionamiento de la Ec.
(3.19), se conseguiria reducir la longitud original de 347,4 mm a valores menores como 115,8

mm (para n = 2) 0 69,5 mm (para n = 3).

Estas mejoras en longitud, implicitamente representan una importante reduccion en el
peso del componente. Sin embargo, como se vera en el siguiente apartado, la interfase acero-
liquido es poco apropiada cuando es necesario que una buena parte de la sefial ultrasonica
incidente sea transmitida al siguiente material, requisito indispensable para un andlisis a través

de velocidad de propagacion como el que se propone.

Una segunda opcion para el mecanizado del buffer rod se presenta con la posibilidad de
usar alguna clase de material plastico. Teniendo en cuenta que este material debe mostrar un
comportamiento neutro y ser aceptado para el desarrollo de pruebas con alimentos, el polietileno

PE (Cpe = 1950 m/s, ppe = 920 kg/m3, Zpe =1,79 MRayl) o el polietileno de alta densidad PEAD
(Cpeap = 2430 m/s, ppeap = 960 kg/m3, Zpeap= 2,33 MRayl), son dos alternativas igual de validas.

Con estos plasticos y manteniendo las mismas consideraciones iniciales usadas en los
calculos con acero inoxidable (Ciiq = 1500 m/s, €4(Ciq) = *1 m/s, ea(TOFiq) = 40 ns, diametro =
25,4 mm) se conseguirian, en primera instancia, buffer rods de dimensiones 117 mm - 55 g en el
caso del PE y 1458 mm - 71 g usando PEAD. Valores de longitud que, con el
redimensionamiento de la Ec. (3.19), se pueden reducir a 39 mm y 48,6 mm (con n = 2) para el

PE y el PEAD respectivamente.

3.4.3 Analisis de amplitudes

Como ya se ha adelantado, la eleccion de un material apropiado para la fabricacion del

buffer rod que se usara en el sistema de medida a disefiar, ademas de las dimensiones fisicas,
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dependera en gran parte del comportamiento que presente la interfase BR-liquido ante la sefial

incidente A; generada desde el transductor ultrasénico.

Mediante la Figura 3.10 se puede interpretar y explicar, tedricamente, dicho
comportamiento a través de las impedancias acusticas Z de los materiales involucrados y de los

respectivos coeficientes de reflexion R y de transmision T presentes en cada interfase.

Transductor
ultrasonico o
emisor-receptor Bu(f;er ;Od Ll(qzuu)jo
= a Reflector
A_El_ ______ (Zrefl)
Ao ALA
AEZ

Figura 3.10 Analisis de amplitudes para explicar lo que sucede a una onda ultrasénica incidente en la
interfase entre materiales con diferente impedancia acustica.

De esta manera, asumiendo incidencia normal y sin tener en cuenta las atenuaciones de
los materiales (Aq = A)), el calculo de los diferentes coeficientes de reflexion y transmisién que
afectaran a la amplitud de la sefial inicial Ay durante su trayectoria, y que influyen en la
amplitud de las dos sefiales de interés Ag; ¥y Ag; (ECOL1 y ECO2 respectivamente), se puede

realizar mediante las siguientes ecuaciones:

YA
Rgg =0 —— (3.20)
Ly + gy
2-7.
T a__. (3.21)

BRolig —
- Ly + Lgg

R — Zrefl _le'q

iq=5 5 Y (3.22)
Lo +Zyg

T =2 fm (3.23)

lig—>BR
Z BR +Z lig

Siendo Rgr Y Tgroiq l0s coeficientes de reflexion y transmision en la interfase BR-
liquido, Ryiq el coeficiente de reflexion en la interfase liquido-reflector y Tii—gr €l coeficiente de

transmisién en la interfase liquido-BR.
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Entonces, si inicialmente se supone que el material para el buffer rod y para el reflector
es acero inoxidable (Zgr = 46 MRayl) y el liquido es vino tinto (Zj, ~ 1,2 MRayl (valor
representativo tomado como el punto intermedio entre la impedancia acustica del agua 1,51
MRayl y la del etanol 0,89 MRayl)); sustituyendo en las Ecs. (3.20), (3.21), (3.22) y (3.23) se
obtienen valores para los coeficientes de reflexion y de transmision de: Rgr = -0,95 (el signo

negativo representa un cambio de fase), Tzz_.iiq = 0,05, Riig=0,95y Tijq—8r = 1,95.

Por consiguiente, el calculo aproximado de las de amplitudes Ag; Y Ag; se pueden
obtener multiplicando los respectivos coeficientes de reflexion y de transmision que actuaran

sobre A, en cada caso:

Ac; =Rgr - Ay =-095- Ay y (3.24)

Ae, = (rBR»II'q ' Rliq 'Tliq»BR) A, =0,09-A,. (3.25)

Como se puede concluir, este resultado es poco conveniente ya que la mayor parte de la
amplitud de la onda inicial se vera reflejada antes de recorrer el medio liquido y por lo tanto, la
porcion de sefial transmitida se ve convertida en una onda muy débil que debe recorrer ain méas
distancia, atravesando dos medios que en la practica influiran con sus respectivos coeficientes

de atenuacion (0lgrY Olino)-

Por otro lado, asumiendo un buffer rod de PEAD (Zgr = 2,33 MRayl), un reflector de
acero inoxidable (Z.s = 46 MRayl) y vino tinto como liquido (Z; = 1,2 MRayl). Los valores de
los mismos coeficientes de reflexion y de transmision cambian a: Rgr = -0,32, Tgg_iiq = 0,68,
Riig = 0,95 y Tiqmer = 1,32, modificando los valores de amplitud Ag; y Ag, de la siguiente

manera:

Aci =Rgr - Ay =-032-Ay y (3.26)

Ae, = (TBRaliq “Riq 'TlianR) Ay =085 A (3.27)

Resultados que muestran una distribucién mas adecuada de la amplitud de la sefal
inicial y que pueden garantizar un optimo recorrido por el liquido sin temor a que las
atenuaciones de los materiales hagan que ECO2 sea imperceptible para el transductor o indtil a

la hora de realizar el procesado de la informacion.

De esta manera, teniendo en cuenta los resultados anteriores, se hace evidente que el uso
de materiales plasticos presenta importantes ventajas, tanto fisicas como técnicas, que los hacen
la opcion mas apropiada para la fabricacion del buffer rod necesario en el disefio del sistema

propuesto.
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3.5 Modelo circuital del sistema de medida propuesto

La utilizacién de herramientas de simulacion, es una alternativa muy Util a la hora de
realizar el disefio de un sistema de medida acustico como el que se propone en esta Tesis
Doctoral. La introduccion de cualquier cambio en el transductor, buffer rod y/o reflector
(dimensiones, materiales, frecuencia de trabajo, etc.) o en la distancia entre buffer y reflector,
acarrearia una gran carga de trabajo y dinero al tener que adquirir y/o fabricar un componente
nuevo si no se dispusiera de una herramienta alternativa como la simulacion de todo el sistema

de medida.

Con este precedente, en esta seccion se presentan los modelos circuitales de los
principales elementos que componen el sistema de medida. De esta manera, posteriormente, el
sistema completo se podrd poner a prueba todas las veces que sean necesarias para Su
depuracién, mediante un software de simulacion de circuitos eléctricos como PSpice (Cadence
Design Systems Inc., San José, CA, U.S.A). Practica que ya acumula muchos afios y es
ampliamente utilizada (Hutchens & Morris, 1984; Morris & Hutchens, 1986).

3.5.1 Caracterizacion eléctrica del transductor

El elemento sensible y basico de un transductor ultrasénico es una ceramica
piezoeléctrica. Dicho elemento, con resonancia en modo espesor, puede ser representado
mediante un circuito equivalente de tres puertos (Leach, 1994; Puttmer et al., 1999; Turo et al.,
1999). Dos de estos puertos son mecénicos y corresponden a las caras de la cerdmica,
caracterizadas por la fuerza F (F, y F,) aplicada a cada cara y la velocidad v (v, y Vv,). El tercero

es un puerto eléctrico cuyas variables son la tension V3 y la corriente I3, Figura 3.11.

Fi F2

V1 V2

+V3-
Figura 3.11 Ceramica piezoeléctrica con resonancia en modo espesor.

Ya que el radio de la cerdmica es mucho mayor que su espesor, se puede considerar que
el frente de onda plano se propaga en la direccidn del eje z. Siendo este eje, la Unica dimensién a

tener en cuenta en el desarrollo del modelo.
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De esta manera, la Figura 3.12 representa el circuito eléctrico equivalente de una
ceramica piezoeléctrica con resonancia en modo espesor. Como se puede observar, el circuito

estd constituido por una linea de transmision con pérdidas acompafiado de cuatro fuentes
h|3#
) T h(uitva)
Vi+V2
Vx
Ro
13
@
+
%
== )

Figura 3.12 Circuito eléctrico equivalente de una ceramica piezoeléctrica con resonancia en modo
espesor como la de la Figura 3.11.

controladas, dos de tension y dos de corriente.

R1 = C1

R

i
|
|
+T
|

IIFﬂ—S
11
1
Q

Igualmente, las pérdidas eléctricas se contemplan mediante R, y las mecénicas mediante
la resistencia distribuida de la linea de transmisién R. Cabe mencionar que dentro de las
caracteristicas que diferencian este circuito del de Leach, encontramos el cambio de la linea de
transmision sin pérdidas por una con perdidas y la modificacién que se hace para poder utilizar
los terminales de los puertos mecénicos de forma diferencial. Concretamente, esto Gltimo se
consigue al no conectar la fuente V, (acoplamiento de la parte eléctrica a la acustica)

directamente a la conexion de tierra de la linea de transmision (Turo et al., 1999).
Los parametros a calcular para el circuito de la Figura 3.12 comprenden:

1

R=— - 3.28
° -C,-tans, (3:28)

Siendo o, el factor de disipacion dieléctrica, @ la frecuencia angular y C, la capacidad

estatica de la cerdmica. Esta Gltima calculada como:

47
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C,=——. (3.29)

Donde, &° corresponde a la permitividad a tension constante, A es el area y | el espesor

de la cerdmica.

De otro lado, los pardmetros de la linea de transmisién con pérdidas se calculan con:

R =" (3.30)
Qn
1
C= : 3.31
A.CD (3.31)
L=A-py (3.32)

CD_Z_2

(3.33)

Siendo Qy, el factor de calidad mecéanico, p la densidad, Z la impedancia caracteristica y

CP la constante de elasticidad del material piezoeléctrico (Deventer et al., 2000).

3.5.2 Caracterizacion eléctrica del buffer rod, del medio liquido y del reflector

El bloque que corresponde al buffer rod, al medio liquido y al reflector, dentro del
circuito eléctrico equivalente, estard adecuadamente representado mediante tres lineas de
transmisién con pérdidas conectadas en serie, Figura 3.13. Usando las Ecs. (3.30), (3.31), (3.32)
y (3.33), se calculan los parametros necesarios de cada linea mediante los datos especificos de
los materiales y componentes usados en cada caso de estudio: acero, polietileno, vino tinto,

etanol, acidos, agua, etc.

R,L C LEN R,L C LEN R,L C LEN

(| Buferod J——) Lo} Refieor )

Rt

Figura 3.13 Equivalente eléctrico del bloque correspondiente al buffer rod, medio liquido y reflector.

R.1 hace la funcién de una carga eléctrica final cuyo valor de resistencia es similar a la
impedancia acustica del material con el que estara en contacto el lado opuesto del reflector

(generalmente vino en nuestro sistema de medida) (Deventer et al., 2004).
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3.5.3 Caracterizacidn eléctrica del sistema de medida completo

En la Figura 3.14 se observa el circuito completo con todos los componentes que hacen
parte del sistema de medida a simular con ayuda de algin software especializado como PSpice.
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Figura 3.14 Equivalente eléctrico para simulacion con Pspice del sistema de medida ultrasénico.
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El bloque correspondiente a la electronica que acompafia al sistema de medida esta
representado por la resistencia Rs, de valor equivalente a la impedancia de salida del generador
de sefiales, y un condensador C; y resistencia Ry, equivalentes a la impedancia de entrada de un
osciloscopio digital. Igualmente, RL, es una resistencia de carga que representa la impedancia
acustica del material con el que este en contacto el lado del transductor ultrasénico que no esté

conectado al circuito equivalente del sistema de medida.

Es asi que, por medio de este circuito equivalente, se pueden obtener datos preliminares
de importante ayuda en el disefio del sistema de medida, permitiendo el desarrollo de multiples
simulaciones con cualquier combinacion entre materiales, dimensiones geométricas y

longitudes de los componentes que lo conforman.

3.5.3.1 Ejemplos de simulaciones

Como ya se ha mencionado, usando PSpice se pueden realizar simulaciones que
permitan algunos analisis previos sobre el sistema de medida en desarrollo. Aprovechando las
facilidades que dicho software ofrece, es posible cambiar y/o combinar parametros que definen,
entre otros, aspectos como el tipo de material y las dimensiones de los principales elementos
que intervienen y estan representados en el circuito eléctrico de la Figura 3.14. De esta forma, se
pueden poner a prueba, validar o modificar consideraciones del disefio como las descritas en el
apartado 3.4, facilitando la eleccion de la configuracion méas apropiada en el momento de llevar
a cabo el montaje fisico final y por lo tanto, contribuyendo al respectivo ahorro de tiempo,

esfuerzo y dinero.

Precisamente, en esta ocasién se presentan los resultados obtenidos al simular las dos
configuraciones del bloque BR-liquido-reflector que fueron utilizadas en el apartado 3.4 para
calcular la longitud necesaria del buffer rod Lgg y analizar el comportamiento en amplitud de las
sefiales de interés (ecos detectados), todo, segun caracteristicas acUsticas de los materiales

asignados a cada uno de los tres componentes.

Repasando, para la primera configuracién se consider6 que el buffer rod fuese de acero,
el medio liquido similar al agua y el reflector de acero y para la segunda, el material del buffer
fue sustituido por un plastico (PE y PEAD). Ademas, el célculo de la longitud del buffer rod se
llevo a cabo dos veces para cada material considerado, inicialmente con el fin de obtener la
Ilamada longitud tradicional (apartado 3.4.1) y luego, aplicando el redimensionamiento para

reducir de forma favorable y adecuada dicho valor de longitud (apartado 3.4.2).

En la Tabla 3.1 se pueden observar algunos pardmetros fisicos y acusticos (densidad p,
velocidad del sonido ¢ e impedancia aclstica Z) necesarios para calcular el valor de los

pardmetros eléctricos de las lineas de transmision con pérdidas (inductancia L, capacitancia C y
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resistencia R) con las que se caracterizan cada uno de los componentes empleados en estas
simulaciones segin el material del que estén constituidos (apartados 3.5.1 y 3.5.2). Asi, para
esta ocasion, se considera que el diametro de la cerdmica piezoeléctrica es 25 mm y el material
que la representa el PZT-4, el didmetro de los elementos restantes se establece en 41 mm, el
medio liquido se representa con las caracteristicas del agua a 30°C y, de los dos plasticos
mencionados, se trabaja con el PEAD.

MATERIAL p c Z L C R Qnm
(kg/m?) (mis) | (MRayl) (H) (nF) (kQ)
Acero 8030 5790 46 10,6 2,8 141,15
Agua (30°C) 1000 1509 1,51 132 | 2205 0,15
PZT-4 7500 4600 34,5 3,7 12,9 46,3 500
PEAD 960 2430 2,33 1,9 93,9 49,6

Tabla 3.1 Parametros fisicos y acusticos y parametros eléctricos de los materiales considerados para el
analisis mediante simulaciones.

La Figura 3.15 contiene las formas de onda ECO1 y ECO2, resultantes de llevar a cabo
la simulacién de la primera configuracién mencionada, cuando se considera que la longitud
obtenida es para un buffer rod tradicional (Lgracero = 347,4 mm), es decir, para el caso en que el
receptor detecta un sélo ECO1 antes de la recepcion de ECO2.
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Amplitud (V)
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tiempo (s)

Figura 3.15 ECO1 y ECO2 obtenidos mediante simulacion cuando el buffer rod es de acero (longitud
347,4 mm) y la distancia BR-reflector es 50 mm.

Como se observa, con este disefio, la recepcion de ECOL ocurre, aproximadamente,
pasados 119 ps y la de ECO2 pasados 173 s, con lo cual se establece una suficiente separacion

temporal (final de ECOL1 e inicio de ECO2) que evitaria cualquier interferencia entre ellos y
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3. Disefio y descripcion del sensor de medida ultrasénico

permite la medida del TOF en el medio liquido. Por otro lado, como se mencioné en su
momento, este caso implica la necesidad de un buffer rod de gran longitud y peso. Ademas, se
corrobora que el uso de un buffer rod de acero conlleva a que ECO1 tenga mucha mas amplitud

gue ECO2 (apartado 3.4.3), circunstancia poco conveniente para la aplicacion disefiada.

La Figura 3.16 muestra las formas de onda ECO1 y ECO2 cuando se lleva a cabo la
simulacién de la misma configuracién anterior, pero usando la longitud obtenida con el
redimensionamiento del buffer rod (Lgracero = 115,8 mm para n = 2 en Ec. (3.23)), es decir, para
el caso en que se permite la recepcion de dos ECOL (ECOL; y ECOL,) antes de la llegada de
ECO2.

R o R
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soean [
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Figura 3.16 ECO1,, ECO1, y ECO2 obtenidos mediante simulaciéon cuando el buffer rod es de acero
(longitud 115,8 mm) y la distancia BR-reflector es 50 mm.

De esta forma, se reduce el tiempo de llegada del primer ECO1 (ECO1,) a 40 ps y el de
ECO2 a 98 ps aproximadamente y, en la franja de tiempo intermedia entre estos dos ecos, se
ubica adecuadamente el segundo ECO1 (ECOL1,) de tal forma que no produzca interferencia
alguna al medir el TOF en el medio liquido. Por lo tanto, aplicando el redimensionamiento, la
longitud necesaria para el buffer rod se reduce convenientemente en algo mas de la mitad, pero
se sigue manteniendo el inconveniente en cuanto a amplitudes que deriva del uso de un buffer

rod de acero.

Pasando a la segunda configuracion, cambio del material del buffer rod de acero a
PEAD, en la Figura 3.17 se pueden observar las formas de onda ECO1 y ECO2 usando la
longitud calculada para el llamado buffer rod tradicional (Lggreeso = 142,5 mm).
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De esta manera, ECOl se detecta pasados 118 ups y ECO2 pasados 172 us

aproximadamente, lograndose un comportamiento temporal muy similar al observado en los

resultados de la Fig
puede confirmar qu
amplitud que ECO1

4.0E-02 +
3.0E-02
2.0E-02 -
1.0E-02 -

0.0E+00

ura 3.15, pero con un buffer rod de menor longitud y peso. Ademas, se
e el uso de un buffer rod de plastico permite que ECO2 tenga mayor

(apartado 3.4.3), favoreciendo el desempefio de la aplicacion disefiada.
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ECO2 obtenidos mediante simulaciéon cuando el material del buffer rod es PEAD
(longitud 142,5 mm) y la distancia BR-reflector es 50 mm.

en la Figura 3.18 se observan las formas de onda para ECOl1 y ECO2

nuevamente la segunda configuracion, pero usando la longitud calculada

con el redimensionamiento del buffer rod de PEAD (Lgreeso = 47,5 mm para n = 2 en Ec. (3.19)).
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Figura 3.18 ECO1,, ECO1, y ECO2 obtenidos mediante simulacion cuando el material del buffer rod es

P

EAD (longitud 47,5 mm) y la distancia BR-reflector es 50 mm.
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3. Disefio y descripcion del sensor de medida ultrasénico

En esta ocasion, el primer ECO1 (ECO1;) llega pasados 39 ps y ECO2 94 pus
aproximadamente, manteniéndose entre ellos una franja de tiempo suficiente para posicionar
adecuadamente el segundo ECO1 (ECO1,) sin que interfiera en la medida del TOF en el medio
liquido. Ademaés, el comportamiento de amplitudes de los ecos es el més adecuado (ECO2 con
la mayor amplitud y ECO1, con una amplitud casi nula) lo que, sumado a la importante
reduccion en longitud y peso del buffer rod, confirman a esta Gltima opcion como la mejor

configuracion a la hora de llevar a cabo el montaje final del sistema de medida.
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4. TECNICAS DE PROCESADO PARA OBTENER VELOCIDAD
Y VARIACIONES DE VELOCIDAD DE SENALES
ULTRASONICAS

4.1 Determinacion de la velocidad

La obtencion de forma efectiva y precisa de las variaciones de velocidad Ac y/o
velocidad absoluta ¢, de las diferentes ondas de ultrasonido que se reciben y almacenan en cada
prueba realizada, se convierte en una de las tareas técnicas mas importantes a tener en cuenta en

la puesta en marcha, desarrollo y resultados del presente trabajo.

Como ya se ha mencionado, en términos generales, la velocidad ¢ de una onda
ultrasénica que atraviesa cualquier medio sin ser completamente atenuada, se puede calcular
mediante la division de la distancia que ha recorrido d, entre el tiempo que necesito para realizar
dicho recorrido, Ec. (4.1). Este tiempo es conocido como tiempo de vuelo TOF (time-of-flight).
Cuando la distancia d; se mantiene constante, como sera nuestro caso, el TOF se caracteriza por

tratarse del parametro de interés a medir.

d, (4.1)

C= :
TOF

Por consiguiente, el presente capitulo se centra en la descripcidon y comparacién de un
conjunto de métodos aptos para obtener variaciones de velocidad 4c¢ y/o velocidad ¢, mediante
la medida de las variaciones del tiempo de vuelo ATOF entre ondas consecutivas. De esta
manera, escogiendo la técnica de procesado mas conveniente y con ayuda de una Unica medida
de velocidad inicial de referencia Cyy, l0s valores posteriores de velocidad c y de variaciones de
velocidad 4c, de las sefiales a procesar, se pueden determinar mediante las siguientes
expresiones:

d Cpe - d

dl’ r r
c= = = y (4.2)
TOF TOF,,; +ATOF d, +c,. -ATOF

ref




4. Técnicas de procesado para obtener velocidad y variaciones de velocidad de sefiales ultrasénicas

d d C. -ATOF
AC=C—C, = : —— T —=- . (4.3)
TOF,, + ATOF TOF,, d, +C, -ATOF

ref

Donde, TOF,; corresponde al tiempo de vuelo de la sefial de referencia.

4.1.1 Incertidumbre en la determinacion del tiempo de vuelo

Para un primer pulso ultrasonico que realice el recorrido a través del medio bajo test, el
valor real del tiempo de vuelo TOF; que emplea, se puede conocer aplicando una adecuada
correcciéon 7’ a la distancia temporal que se visualiza con el osciloscopio TOF, (tiempo de
vuelo aparente). Esta correccion es equivalente al tiempo aportado por el sistema de medida y
su valor se obtiene sumando los diferentes tiempos parciales que emplea la sefial para circular a
través de segmentos como cables, aparatos, instrumental, transductores y demas. De esta

manera, el tiempo de vuelo real TOF; quedaria determinado como:
TOF, =TOF, -7 . (4.4)

Obtener 7’ seria posible mediante una precisa calibracion de todo el sistema de medida;
aunque, esto no es del todo facil y resulta mas conveniente pensar en términos de variaciones
del tiempo de vuelo (tanto aparente ATOF,, como real ATOF). En otras palabras y con ayuda de
la Figura 4.1, contando con el tiempo de vuelo aparente de un segundo pulso ultrasénico
consecutivo TOF,,, cuyo valor real seria TOF, = TOF,, - 7', es posible observar que la variacion

del tiempo de vuelo real ATOF es igual a la variacién del tiempo de vuelo aparente ATOF:
ATOF =TOF, —-TOF, = (TOF,, -7)- (TOF, - T)= TOF,, —TOF, = ATOF,. (4.5)

Es decir, las variaciones del tiempo de vuelo calculadas seran debidas, exclusivamente,
a los cambios fisico-quimicos del medio bajo test. Resultado que ratifica la necesidad de contar
con un método adecuado para el procesado de sefiales que permita obtener, de forma muy

precisa, dichas variaciones del tiempo de vuelo.

4.2 Relacién de métodos para obtener variaciones del tiempo de vuelo

42.1 Método del umbral

Desarrollado en el dominio del tiempo, el método del umbral es quiza la técnica mas
sencilla y de facil aplicacion que puede utilizarse para determinar el tiempo de inicio de diversas
sefiales como los ecos ultrasonicos empleados en este trabajo. Basicamente, el método consiste

en detectar y registrar el instante en que, por primera vez, la onda sobrepasa un cierto valor de
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amplitud «nivel de umbral» previamente establecido (Parrilla et al., 1991). Asimismo, la
exactitud en la medida obtenida dependera principalmente del valor minimo que pueda ser

asignado al umbral, de la relacién sefial-ruido (SNR) y de la frecuencia de muestreo utilizada.

WU UNVORN S S i SENAH il % SR —-—
| . '['0”-'I top,  ATOFa=TOF2a- TOFia = ATOF
SENALz Vi
tiempo (us)

Figura 4.1 Relacion entre el tiempo de vuelo aparente TOF, visualizado por el osciloscopio y la variaciéon
del tiempo de vuelo entre sefales consecutivas ATOF.

Por consiguiente, suponiendo que la sefial de la Figura 4.2 corresponde al registro de
una onda ultrasonica que ha finalizado su recorrido a través de un determinado medio bajo
anélisis, el tiempo de inicio t, obtenido con este método podria considerarse como equivalente
del tiempo empleado por la onda para hacer dicho recorrido. Es decir, estableciendo un nivel de
umbral muy bajo, se dispondria del método para la medida directa y aproximada del TOF en
esta clase de sefiales. Ademas, como ya se ha explicado en el apartado 4.1, conociendo el valor
de la distancia recorrida y midiendo el respectivo TOF, con la Ec. (4.1) se puede hacer el

calculo inmediato de la velocidad de propagacion en el medio de las ondas ultrasonicas.

Con sefiales de comportamiento constante y bajo ruido, esta técnica seria suficiente e
ideal para la tarea de obtener el TOF y la velocidad de propagacion. En la practica, diversos
factores pueden dar lugar a medidas del TOF que, dependiendo del caso, pueden llegar a ser

inferiores o superiores al valor real.
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Asi, las limitaciones en ancho de banda del transductor, que al influir directamente en el
tiempo de crecimiento del eco, pueden ocasionar que el verdadero origen de la sefial esté por
debajo del nivel de umbral establecido. Un nivel de SNR demasiado bajo daria la posibilidad a
que picos de ruido superen el umbral antes que la onda. También, la atenuacion que afecta la
amplitud de las sefiales, y la frecuencia de muestreo que limita la resolucion de las medidas
pueden influir como fuentes de error sobre los resultados obtenidos, limitando la exactitud en el

calculo y por consiguiente, el buen desempefio del método.

Amplitud (mV)

0 5 o1o 10 15 20 5

tiempo (us)

Figura 4.2 Método del umbral para obtener el TOF de una onda de ultrasonidos.

Si se establece un nivel de umbral mucho mas elevado que el de la Figura 4.2, ya no
seria posible determinar con precision el tiempo de origen de cada sefial y por lo tanto, tampoco
el respectivo TOF, pero se podria contar con una sencilla técnica para calcular variaciones de
éste entre seflales consecutivas. Ademas, supondria la soluciéon para la mayoria de los

inconvenientes descritos en el parrafo anterior.

De esta manera, supéngase dos ondas registradas por un transductor de forma
consecutiva después de su recorrido por el medio bajo test, ECO1 y ECO1', como las de la
Figura 4.3, y una amplitud umbral que sobrepase algunos de los semiciclos iniciales. En estas
condiciones, al medir los tiempos en que cada sefial supera por primera vez este nuevo umbral,
t;y ti', y realizar la diferencia entre ellos, se estara calculando una variacién de tiempo que es
equivalente a la variacién del tiempo de vuelo ATOF entre estas dos sefiales. Este calculo podra
realizarse tantas veces como ondas consecutivas se tengan y sélo haria falta contar con una
primera medida de referencia en el momento de querer convertir las variaciones del tiempo de

vuelo en valores absolutos.

Adicionalmente, trabajando de esta manera se consigue evitar las falsas detecciones por

picos altos de ruido y se evade el tramo inestable en el cual el eco apenas comienza a crecer,
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logrando trabajar en zonas mas internas y estables de cada sefial con lo cual se puede mejorar la

fiabilidad de la informacién recopilada.

Nivel de umbral para medir|  variaciones del TOF

1* *
; 10 ¢ !
E . AIRARIR]

| i |

R ECOI ECOI'
g -1ué | L -
Z |

-15} L ! - ti= ATOE}|-

20| )

15;: 5 t 10 15 0 0 < h" N I:S 20

tiempo (us) tiempo (us)

Figura 4.3 Método del umbral para obtener variaciones del TOF entre ondas de ultrasonido similares y
consecutivas.

De otro lado, hay que tener en cuenta que el método requiere un comportamiento
practicamente constante en la forma y amplitud de las sefiales consecutivas para poder asegurar
que el umbral, en cada una de las ondas, sera superado siempre en el mismo semiciclo. Esto es
especialmente importante ante fuertes atenuaciones que puedan hacer variar la amplitud de la
onda, generando, en algunas de las sefiales, detecciones en otros semiciclos y por consiguiente
medidas erroneas. De esta manera, al contar con sefiales de forma similar, el nivel de umbral
puede establecerse como una parte proporcional de la maxima amplitud que acompafia a cada
una de las ondas. Finalmente, la resolucion de las medidas seguira siendo dependiente,

principalmente, de la frecuencia de muestreo utilizada.

4.2.2 Método del cruce por cero

Como se ha hecho notar desde el inicio de este capitulo y se confirma en el apartado
4.2.1, el objetivo principal de las técnicas para procesar las sefiales ultrasonicas con las que se
trabaja en esta Tesis, no es el de obtener directamente el valor absoluto del TOF de cada eco,
sino el de ser capaces de medir pequefias variaciones de éste entre ecos consecutivos. Siguiendo
dicho criterio, la técnica del cruce por cero se apoya, inicialmente, en el funcionamiento del

método del umbral.

Como se puede observar en la Figura 4.4, con el objetivo de trabajar siempre en alguno
de los semiciclos internos de la sefial, se establece nuevamente un nivel de umbral de valor alto
y proporcional al de la méxima amplitud que acompafia a la onda, pero en lugar de registrar el
momento en el cual se supera dicho umbral (punto marcado como 1 en la Figura 4.3.a), éste es

usado como punto de partida para retroceder por el semiciclo hasta detectar el ultimo valor de
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amplitud positivo A. con su respectivo tiempo timedigo (Figura 4.4.b). Finalmente, se asume este
tiempo como el instante del cruce por cero en ese semiciclo. Una vez se tengan los
correspondientes datos de cada eco, se podra realizar la diferencia entre medidas de sefiales

consecutivas para obtener las correspondientes variaciones del tiempo de vuelo ATOF.

Nuevamente, al tratarse de una técnica desarrollada en el dominio del tiempo, sigue
siendo latente la dependencia de la resolucion y exactitud de las medidas con la frecuencia de
muestreo aunque, como se vera en el siguiente apartado, éste es un inconveniente que puede
mejorarse mediante un tratamiento extra que sélo se realizaria en un pequefio intervalo de la

sefial y que daria més ventajas al método del cruce por cero con respecto al del nivel de umbral.
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Figura 4.4 Método del cruce por cero para obtener variaciones del TOF entre onda de ultrasonidos
similares y consecutivas a) Vista completa de la onda a procesar; b) Vista ampliada del tramo marcado
como 2 en (a).
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4.2.2.1 Cruce por cero con interpolacion

Una forma de sencilla de mejorar la resolucién de las medidas obtenidas con el método
del cruce por cero, consiste en aplicar técnicas de interpolacién en un intervalo delimitado por
el mismo punto usado en el apartado anterior A, y el siguiente punto de amplitud negativa A.
ubicado justo después del cruce por cero, Figura 4.5. Una vez se obtengan los tiempos ta+ y ta
que acompafan a dichas amplitudes, se lleva a cabo una interpolacion lineal entre estas dos
coordenadas. De esta manera, se contard con una recta constituida por tantos puntos como se
haya decidido realizar la interpolacion, aumentando la resolucion unicamente en el cruce por

cero y permitiendo medidas del tiempo timeqigo MAs cercanas al valor real tyeq.

= Mucstras originales A+

1508 Recta de interpolacion

100

50 : -
cruce por cero medido
CTUCE POT CET0 real

Amplitud (pV)

-100

8O003.5 8004.5 80055 006,35
tA— Threa t] medido LA

tiempo (ns)

Figura 4.5 Vista ampliada del tramo marcado como 2 en la Figura 4.4.a para detallar el método del cruce
por cero con interpolacion con el cual obtener variaciones del TOF entre ondas de ultrasonidos similares y
consecutivas mediante interpolacion lineal.

4.2.3 Método del maximo

Una vez mas, como se puede observar en la Figura 4.6, la aplicacion para el método del
maximo parte de fijar un nivel de umbral alto que permita trabajar en zonas mas internas y
estables de las sefiales adquiridas. De esta manera, a partir del momento en que el eco sobrepase
la amplitud de umbral (punto marcado como 1), se procede a determinar el primer méaximo
posterior (punto marcado como 2) y su respectivo tiempo t;. Con estos datos, se podran realizar
las correspondientes diferencias que conllevan al célculo de las variaciones del tiempo de vuelo

entre sefiales consecutivas.

Al igual que en el método del cruce por cero, también cabe la posibilidad de aplicar
técnicas de interpolacion en un pequefio tramo de la sefial con el fin de mejorar la resolucion de

las medidas obtenidas.
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Nivel de umbral 1
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Figura 4.6 Método del maximo para obtener variaciones del TOF entre ondas de ultrasonidos similares y
consecutivas.

4.2.3.1 Méaximo con interpolacion

En la Figura 4.7, se puede observar la captura de cuatro muestras (puntos marcados
como 1, 2, 4y 5) en la vecindad del maximo obtenido con el procedimiento descrito en el
apartado 4.2.3 (punto marcado como 3 con tiempo t;(;)). Igualmente, se afiade la curva calculada
al realizar una interpolacion parabdlica de 51 puntos. Con esta modificacion, se logra
determinar con mayor exactitud la posicion del maximo de la onda a analizar y por consiguiente

de su correspondiente medida de tiempo ty).
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Figura 4.7 Vista ampliada del tramo marcado como 2 en la Figura 4.5 para detallar el método del maximo
con interpolacion con el cual obtener variaciones del TOF entre ondas de ultrasonidos similares y
consecutivas mediante interpolacion parabodlica.
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En Gltimo lugar, cabe esperar que poner en practica los métodos de cruce por cero,
maximo y sus respectivas modificaciones con interpolacion, conlleve un aumento de los tiempos
de ejecucidn con respecto al método inicial del umbral. No obstante, como se vera mas adelante,
este aumento de tiempo de ejecucion se vera compensado con la mejora en las respuestas
obtenidas. Ademas, seguiré siendo valido el hecho de que aun asi, estos métodos sigan siendo
técnicas de sencilla aplicacion, algo importante a la hora de desarrollar sistemas de medida

practicos y portatiles.

4.2.4 Método de la correlacion cruzada

Finalmente, un método que presenta muy buenas referencias para determinar
variaciones entre sefiales consecutivas, trabajando en el dominio del tiempo, es el que emplea
técnicas basadas en correlacion o correlacion cruzada (Marioli, 1991; Barshan, 2000; Queiros et
al., 2010). A esta practica se le atribuye un excelente desempefio ya que utiliza toda la
informacidon contenida en la onda y por lo tanto estd muy bien referenciada como estimador de
variaciones del tiempo de vuelo ATOF. Como ha sido comUn hasta el momento, la exactitud en
las respuestas de este método depende principalmente de la frecuencia de muestreo y del
comportamiento constante en la forma de las sefiales. Por otro lado, es de esperar un importante
aumento en el coste computacional a la hora de realizar los calculos de las correlaciones, sobre

todo a medida que la cantidad de muestras obtenidas vaya creciendo.

425 Método de la diferencia de fases

Pasando al domino de la frecuencia, encontramos el método de la diferencia de fases.
Esta técnica permite calcular expresamente variaciones del tiempo de vuelo ATOF mediante el
uso de las variaciones de fase entre pares de sefiales desplazadas (Ahmed & Natarajan, 1983).
El método se basa en el teorema de traslacion de la transformada de Fourier. Especificamente,

teniendo dos sefiales X;(t) y Xx(t) con un factor de escala k y desplazadas una diferencia de

tiempo Ar, de forma que:
X,(t)=k-x, -(t—A7). (4.6)

La relacion entre sus respectivas transformadas de Fourier Xi(f) y Xy(f) viene

determinada por:
Xz(f)=k~e’2‘”'f'“'Xl(f). 4.7)
Por lo que, el espectro de fases ¢,(f) de Xy(f) cumple:

P, ()= (f)-(2-7-T-A7). (4.8)
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Finalmente, si se considera ¢,(f) como la fase de referencia, la variacion del tiempo de

vuelo ATOF entre estas dos sefiales se puede calcular despejando Az en (4.8):

ar=-20=0(0 _ \qop, (4.9)

2-7-f
Es decir, la variacion del tiempo de vuelo ATOF entre dos sefiales se puede calcular si se
obtiene el valor de fase de cada una de ellas a la frecuencia de trabajo del transductor empleado.
En el tratamiento digital de sefiales, para obtener estos valores de fase, normalmente se utiliza
como herramienta computacional la FFT (fast Fourier transform) en lugar de la DFT (discrete
Fourier transform) ya que es un algoritmo que reduce considerablemente el numero de

operaciones a realizar, proporcionando muy buena respuesta en menor cantidad de tiempo.

Para el correcto desarrollo de la FFT, es necesario que la cantidad de muestras de la
sefial a procesar sea un namero igual a una potencia de dos. Normalmente, las herramientas
informaticas disponibles para llevar a cabo la FFT permiten completar con ceros las sefiales que
no tienen suficientes muestras para cumplir con el requisito y seria l6gico pensar que lo mas
adecuado y facil es agregar los ceros necesarios para conseguir la potencia de dos mas préxima

a la cantidad real de muestras.

Con el objetivo de comparar en eficiencia y exactitud los métodos seleccionados para
medir variaciones del tiempo de vuelo, en esta ocasion es interesante determinar si calcular la
FFT con el minimo ndmero de muestras posible es suficiente para conseguir respuestas
satisfactorias y si no es asi, establecer como afecta al método el aumento sistematico de este

parametro.

4.2.6 Maétodo de la diferencia de pendientes

Esta técnica, que también hace uso del analisis en el dominio de la frecuencia para
determinar el retraso (o adelanto) entre sefiales consecutivas es por consiguiente, de interés para
el calculo de variaciones del tiempo de vuelo ATOF. La técnica consiste en realizar la resta entre
porciones especificas, en torno a la frecuencia central, de las curvas de fase de las sefiales a
procesar (recomendablemente entre una onda de referencia sin ruido y la sefial a analizar). De
esta manera, se obtiene como resultado una recta, en el plano frecuencia-fase, cuya pendiente

corresponderd al retardo entre ambas sefiales (Ibafiez et al., 2000).

En cuanto a los valores de frecuencia convenientes para obtener las respectivas rectas de
fase, éstos se pueden ajustar con ayuda de los espectros de potencia, Figura 4.8. Partiendo de la

frecuencia central fo, se buscaran las frecuencias, superior e inferior f; y f,, a las cuales la
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amplitud del espectro cae 12 dB, Figura 4.8.a. Finalmente, estas frecuencias se utilizaran como

el intervalo de corte en la curva de fase, Figura 4.8.b.
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Figura 4.8 Método de la diferencia de pendientes para obtener variaciones del TOF entre sefiales
ultrasénicas a) Espectro de potencia de la sefial a procesar; b) Espectro de fase de la sefial a procesar.

4.2.7 Comparacion del desempefio de los métodos mediante simulaciones

Para llevar a cabo una comparativa tedrica que ponga a prueba cada uno de los ocho
métodos elegidos y descritos anteriormente: umbral, cruce por cero, cruce por cero con
interpolacion, maximo, maximo con interpolacion, correlacion cruzada, diferencia de fases y
diferencia de pendientes, se recurre a un desarrollo virtual con ayuda del software de

procesamiento mateméatico Matlab® (Math Works Inc., Natick, MA, U.S.A).
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Con ayuda de la ecuacion (4.10), se realiza el modelado de las respectivas ondas

ultrasénicas:
s =A-(n-T,-0)* e "= sinQ2-z-f-(n-T,-9)). (4.10)

Donde, A representa la amplitud de la sefial, T, el periodo de muestreo, f la frecuencia
de trabajo, g la constante para controlar la velocidad de amortiguamiento y & el retardo
introducido. Los valores dados a estas constantes han sido: A = 1,3E10, f = 5,5E9, f = 1 MHz,
Ts=2 nsy se ha usado un total de 15000 muestras por sefial buscando el mayor parecido con las

formas de onda de los ecos obtenidos experimentalmente, Figura 4.9.

— Onda experimental _
— Onda simulada

Amplitud (mV)
' T
|

95 100 108 110 115 120 125

tiempo (us)

Figura 4.9 Forma de onda de un eco ultrasénico experimental y un eco simulado.

Con el fin de abarcar diferencias inferiores, cercanas y superiores al periodo de muestreo
usado (2 ns), se generan 10 conjuntos de sefiales, de 50 ondas cada uno, a los cuales se le asigna
un retardo diferente que se aplica de forma acumulada: 0,8 ns, 1,2 ns, 1,5 ns, 2 ns, 3,8 ns, 7,2 ns,
11,6 ns 15,3 ns, 20 ns 'y 27,1 ns. Ademas, agregando ruido blanco Gaussiano, se simulan niveles
de ruido similares a los que se encuentran usualmente en medidas experimentales con alimentos.
Asi por ejemplo, suelen registrarse valores de SNR entre 15 dB (alimentos dispersivos y

altamente atenuantes como masas de pan) y 35 dB (alimentos liquidos con poca atenuacion).

Por otro lado, para obtener una vision mas amplia del comportamiento de los métodos
ante los posibles contextos que se pueden encontrar en la préctica, se ejecuta cada uno de ellos

en 4 situaciones diferentes:

a) Sefiales que se procesan con su nivel de ruido original y entre ellas sélo varia el

retardo.
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b) Sefiales que se procesan con su nivel de ruido original y entre ellas varia el retardo y
la amplitud (reduccion de 20 dB entre la primera y la ultima sefial distribuido equitativamente

entre todo el conjunto).

c) Sefiales a las que se le aplica una etapa de filtrado digital antes de ser procesadas y

entre ellas s6lo varia el retardo.

d) Sefiales a las que se le aplica etapa de filtrado digital antes de ser procesadas y entre
ellas varia el retardo y la amplitud (reduccién de 20 dB entre la primera y la ultima sefal

distribuido equitativamente entre todo el conjunto).

Posteriormente, mediante el calculo de la Raiz del Error Cuadratico Medio RMSE (Root
Mean Square Error) y agregando contadores de tiempo de CPU a los algoritmos encargados de

llevar a cabo cada método, se obtienen los dos parametros usados como comparadores.

En cuanto a aspectos particulares de cada método que se tienen en cuenta para agregar a

dichos algoritmos cabe mencionar:

e Para el método del umbral, el nivel de umbral usado corresponde al 60% de la méxima
amplitud de la onda. El tiempo medido seré el correspondiente a aquella amplitud que supere
por primera vez el nivel umbral y las variaciones del tiempo de vuelo ATOF se miden entre

sefiales consecutivas.

e Con los métodos de cruce por cero y maximo, el criterio aplicado es similar. Para el
primero, buscar el tiempo correspondiente al valor de amplitud positivo mas cercano a cero en
el semiciclo de sefial donde se supera por primera vez el nivel de umbral (60% de la maxima
amplitud). Para el segundo, buscar el tiempo que acompafia al maximo que esté inmediatamente
después de superarse el mismo valor umbral. Las variaciones del tiempo de vuelo ATOF

nuevamente se miden entre sefiales consecutivas.

¢ En cuanto al método del maximo con interpolacion, se ubica el maximo con el mismo
criterio que en la forma original (maximo) y junto a éste se usan los valores de amplitud anterior
y el posterior con sus respectivos tiempos. Con estas tres muestras, se aplica la interpolacion
parabdlica. Ademas, se realizan dos pruebas para determinar el grado de influencia de la
cantidad de nuevos puntos obtenidos con la interpolacion. En concreto, se trabaja con 11 y 51

puntos para reducir la resolucion inicial de 2 ns a 0,4 ns y 0,08 ns respectivamente.

e Por el lado del cruce por cero con interpolacién, también se parte de lo hecho con el
método original (cruce por cero). Tomando, junto al tiempo del valor de amplitud positivo mas

cercano a cero, el tiempo del valor de amplitud negativo que le precede y con estos dos datos se
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realiza la interpolacién lineal. Igualmente, se comparan los resultados obtenidos al interpolar
con 11 y 51 nuevos puntos en cuyo caso se obtienen resoluciones de 0.2 ns y 0.04 ns
respectivamente. Como hasta el momento, en estos dos Ultimos casos también se mide las

variaciones del tiempo de vuelo ATOF entre sefiales consecutivas.

o Respecto al método de la correlacion cruzada, pruebas preliminares han sido utiles
para determinar que el método se desempefia mejor si se aplica entre la primera muestra
obtenida (usada como referencia) y cada una de las posteriores sefiales. Si se aplica entre sefiales
consecutivas, el método se ve afectado negativamente cuando las variaciones no estan en el
orden del periodo de muestreo, haciendo que el error cometido sea mas grande y se vaya

acumulando.

¢ En el método de la diferencia de fases, es importante determinar con qué numero de
muestras se va a desarrollar la FFT de cada sefial. Como primera medida, ya que se trabaja con
ventanas que contienen 15000 muestras de la onda, se empieza utilizando el minimo ndmero
gue se ajusta, 16384 puntos (2**). Teniendo en cuenta que la resolucion de este método se puede
mejorar aumentando el nimero de puntos, se realizan pruebas con 32768 puntos (2%) y 65536
puntos (2*%) para observar cudles serfan las diferencias. En este caso, las variaciones del tiempo

de vuelo ATOF se miden entre sefiales consecutivas.

e Finalmente, para el método de la diferencia de pendientes se intenta hacer un
tratamiento similar al de diferencias de fases, llevando a cabo pruebas con dos cantidades de
puntos diferentes para la FFT, 2** y 2" En esta ocasion, 2'® es descartado ya que pruebas
preliminares mostraban un excesivo incremento en el tiempo de ejecucion y unos resultados
incluso inferiores a los obtenidos con 2*. Siguiendo la recomendacion de literatura (Ibafiez et
al., 2000), se crea una sefial ideal (sin ruido) para usarla como referencia y en consecuencia las
variaciones del tiempo de vuelo ATOF se calculan entre esta referencia y cada una de las demés

sefiales.

4.2.7.1 Resultados obtenidos y discusion

Las Tablas 4.1 y 4.2 recopilan los valores de RMSE calculados con los resultados
producidos por cada uno de los métodos, aplicados en los 4 diferentes casos de interés, y los
vectores de referencia de tiempos. Estos Gltimos, formados por sumas acumuladas de cada uno
de los valores de retardo usados. En un primer analisis, se mantiene la SNR en 15 dB y
seguidamente, Tablas 4.3 y 4.4, se lleva a cabo el mismo procedimiento cambiando la SNR a 35
dB.
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RMSE (ns)
RETARDO UMBRAL MAXIMO MAXIMO CRUCE CRUCE CORRELACION | DIFERENCIA | DIFERENCIA

APLICADO INTERP POR CERO POR CERO CRUZADA DE DE FASES

(ns) INTERP PENDIENTES
0,8 11,790_2,071 | 11,781 2,109 | 11,973 2,072 | 9,286_1,308 | 8,851 1,144 2,086_0,645 6,465_6,486 0,670_0,603
11,885_2,112 8,829_1,175 7,450_7,510 0,617_0,556
12 11,760 2,176 | 11,718 2,241 | 11,931 2,121 | 105521 1,380 | 10,045 1,115 2,298 0,632 6,410_6,413 0,740_0,667
11,854 2,165 10,015_1,161 7,367_7,427 0,616_0,554
1,5 8,752 2,183 | 8,812.2,219 | 8,950 2,127 | 8,864 1,430 | 8,349 1,110 2,228 0,667 6,378_6,370 0,795_0,719
8,897_2,158 8,320_1,156 7,298_7,360 0,615_0,552
2 8,922_2,154 8,931_2,059 9,143_2,032 9,695_1,327 9,310_1,126 2,098_0,000 6,348_6,326 0,890_0,808
9,062_2,092 9,276_1,166 7,169_7,242 0,612_0,548
38 8,699 2,060 | 8,634 1,961 | 8,791 1,970 | 8,603 1,455 | 8,318 1,253 2,203 0,610 6,460_6,452 1,246_1,158
8,717_2,020 8,290_1,295 6,636_6,770 0,605_0,537
72 10,137_2,109 | 10,034_2,067 | 10,137_1,978 9,749_1,486 9,164_1,314 1,784_0,607 6,924_7,123 1,911_1,833
10,058_2,004 9,129 1,363 6,249_6,379 0,590_0,536
11,6 12,123 1,980 | 12,129 2,032 | 12,323 1,965 | 9,718 1,507 | 9,289 1,319 2,098_0,620 6,591 6,834 2,598_2,538
12,226 2,029 9,280_1,352 7,471_7,543 0,530_0,489
153 9,545_1,875 9,535_1,981 9,790_1,926 9,266_1,498 8,854_1,324 1,854_0,702 6,640_6,789 3,393_3,336
9,676_1,988 8,816_1,361 7,481_7,637 0,601_0,537
20 10,575_1,625 | 10,752_2,263 | 10,888 2,022 | 9,051 1,467 | 8,695 1,264 1,549_0,000 6,602_6,967 4,401_4,336
10,812_2,106 8,661_1,287 6,980_7,081 0,511_0,475
27,1 10,780_1,981 | 10,860_2,335 | 10,910_2,070 | 10,373_1,517 9,990_1,209 1,938_0,685 7,250_7,320 5,876_5,783
10,846_2,123 9,963_1,238 6,554_6,646 0,505_0,496

Tabla 4.1 RMSE para sefiales con SNR de 15 dB; variando sélo el retardo, primer valor sin etapa de
filtrado y segundo valor con etapa de filtrado.
Maximo interp y Cruce por cero interp: primera linea = interpolacion con 11 puntos; segunda linea =
interpolacién con 51 puntos.
Diferencia de pendientes: primera linea = FFT con 2** puntos; segunda linea = FFT con 2" puntos.
Diferencia de fases: primera linea = FFT con 2'* y 2'° puntos; segunda linea = FFT con 2*° puntos.
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RMSE (ns)
RETARDO UMBRAL MAXIMO MAXIMO CRUCE CRUCE CORRELACION | DIFERENCIA | DIFERENCIA

APLICADO INTERP POR CERO POR CERO CRUZADA DE DE FASES

(ns) INTERP PENDIENTES
0,8 10,456 1,910 | 11,563 2,094 | 11,033 2,375 | 10,119 1,673 | 9,777_1,376 1,980_0,704 8,865_8,787 0,650_0,672
11,082_2,467 9,756_1,405 6,712_6,774 0,448_0,496
1,2 10,531 2,063 | 11,486_2,224 | 11,032 2,354 | 10,497 1,968 | 10,133_1,392 2,090 0,704 8,799 8,703 0,718 0,738
11,084_2,421 10,103_1,416 6,709_6,755 0,445_0,494
15 8,654 1,940 | 9,607 2,060 | 9,205 2,280 | 11592 1,710 | 11,180_1,393 1,834_0,803 8,738_8,634 0,772_0,789
9,236_2,368 11,152_1,408 6,702_6,735 0,443_0,492
2 9,621_1,876 | 10,80 2,079 | 10,322 2,190 | 10,342 1,766 | 9,896_1,357 2,245_0,000 8,616_8,508 0,865_0,879
10,345_2,296 9,874_1,385 6,681_6,688 0,440_0,488
338 11,467 2,129 | 12,538_1,890 | 12,025 2,176 | 8,624 1,631 | 8,326_1,294 1,907_0,707 8,057_8,055 1,227_1,230
12,093_2,287 8,273_1,314 6,525_6,429 0,436_0,471
72 9,760_1,931 10,905_2,514 | 10,460_2,686 | 11,732 1,595 | 11,299 1,155 2,366_0,657 7,555_7,793 1,933_1,919
10,489 2,796 11,264 1,172 6,103_5,957 0,443 0,452
11,6 11,191 1,996 | 12,277 1,859 | 11,815 2,025 | 10,359 1,600 | 10,017_1,082 2,169 0,716 8,098_8,002 2,703_2,672
11,843 2,152 9,998 1,106 5,725 5,755 0,422_0,450
15,3 12,063_2,364 | 13,056_2,464 | 12,630_2,653 | 9,197_1,517 8,887_1,165 2,043_0,730 8,021_8,367 3,544_3,510
12,637 2,777 8,862_1,179 5,930_5,888 0,510 0,524
20 11,285 1,939 | 12,339 2,298 | 11,841 2,260 | 10,70 1,625 | 10,358_1,290 1,833_0,000 7,559 7,642 4536_4,521
11,881_2,360 10,334 1,317 6,766_6,695 0,427_0,453
27,1 11,185_2,212 | 12,387_2,446 | 11,860_2,245 | 11,102_1,736 | 10,709_1,391 1,991 0,713 8,243_8,417 5,897_5,924
11,915 2,361 10,677_1,407 6,319_6,196 0,387_0,393

Tabla 4.2 RMSE para sefiales con SNR de 15 dB; variando el retardo y la amplitud, primer valor sin etapa
de filtrado y segundo valor con etapa de filtrado.

Maximo interp y Cruce por cero interp: primera linea = interpolacion con 11 puntos; segunda linea =

interpolacién con 51 puntos.

Diferencia de pendientes: primera linea = FFT con 2* puntos; segunda linea = FFT con 2*° puntos.

Diferencia de fases: primera linea = FFT con 2'* y 2'° puntos; segunda linea = FFT con 2*° puntos.
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RMSE (ns)
RETARDO UMBRAL MAXIMO MAXIMO CRUCE CRUCE CORRELACION | DIFERENCIA DIFERENCIA

APLICADO INTERP POR POR CRUZADA DE DE FASES

(ns) CERO CERO PENDIENTES

INTERP

0,8 4,310_0,903 | 7,486_0,876 | 7,474_0,188 | 1,798 0,955 | 0,992_0,150 0,566_0,566 0,644_0,647 0,202_0,193
7,442_0,215 1,012_0,122 0,745_0,750 0,054_0,049
1.2 4575 0,955 | 8,120 0,980 | 8,128 0,219 | 1,518_0,930 | 0,937 0,155 0,566_0,566 0,639_0,639 0,282_0,272
8,113_0,230 0,938_0,121 0,737_0,742 0,050_0,046
15 4,167_0,982 | 9,289_0,962 | 9,051 0,227 | 1,626_0,941 | 0,874_0,156 0,604_0,604 0,636_0,635 0,342_0,333
9,025_0,225 0,893_0,122 0,730_0,735 0,048_0,044
2 4,418 0,490 | 8,173 0,40 | 7,966 0,196 | 1,649 0,000 | 0,929 0,155 0,000_0,000 0,632_0,630 0,443 0,434
7,956_0,222 0,943_0,123 0,717_0,724 0,045_0,042
38 4,501_0,982 | 7,737_0,949 | 7,687_0,206 | 1,794 0,940 | 0,996_0,167 0,583_0,583 0,645_0,643 0,813_0,804
7,683_0,213 1,018 0,134 0,664_0,676 0,039_0,039
72 4,112 0,996 | 7,065 0,930 | 6,932 0,170 | 1,345 0,955 | 0,801 0,188 0,566_0,566 0,690_0,711 1,474_1,467
6,907_0,212 0,802_0,153 0,625_0,637 0,069_0,073
11,6 4,536_0,972 | 7,133_0,955 | 7,097_0,179 | 1,357_0,955 | 0,793_0,217 0,566_0,566 0,660_0,682 2,174_2,172
7,076_0,207 0,808_0,178 0,747_0,753 0,277_0,281
15,3 4,103 0,906 | 7,976 0,928 | 7,911 0,201 | 1,720 0,906 | 0,942 0,204 0,570_0,570 0,662_0,676 3,019 3,016
7,893_0,210 0,959 0,182 0,748_0,764 0,295_0,299
20 4,089_0,283 | 5,913 0,566 | 5,860_0,240 | 1,744 0,000 | 0,974_0,172 0,000_0,000 0,660_0,700 4,058_4,053
5,852_0,244 0,988_0,135 0,697_0,706 0,2736_0,282
27,1 4,449 1014 | 7,411 0,910 | 6,937 0,227 | 1,396_0,936 | 0,787 0,163 0,570_0,570 0,725 0,728 5,487 5,475
6,888_0,240 0,795_0,131 0,656_0,667 0,379_0,383

Tabla 4.3 RMSE para sefiales con SNR de 35 dB; variando sélo el retardo, primer valor sin etapa de

filtrado y segundo valor con etapa de filtrado.

Méaximo interp y Cruce por cero interp: primera linea = interpolacion con 11 puntos; segunda linea =
interpolacién con 51 puntos.
Diferencia de pendientes: primera linea = FFT con 2** puntos; segunda linea = FFT con 2" puntos.
Diferencia de fases: primera linea = FFT con 2'*y 2'° puntos; segunda linea = FFT con 2*° puntos.
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RMSE (ns)
RETARDO | UMBRAL | MAXIMO | MAXIMO CRUCE CRUCE | CORRELACION | DIFERENCIA | DIFERENCIA

APLICADO INTERP POR POR CRUZADA DE DE FASES

(ns) CERO CERO PENDIENTES

INTERP

08 2,350 0,955 | 7,703 0,003 | 7,572 0,204 | 1,308 0,080 | 0,897 0,165 0,566_0,566 0,887 0,881 0,202 0,203
7,551_0,226 0,860_0,141 0,672_0,678 0,039_0,045
12 2,366_0,903 | 8,880_0,930 | 8,738_0,212 | 1,368_0,955 | 0,983_0,167 0,566_0,566 0,879_0,871 0,282_0,282
8,740_0,222 0,930_0,141 0,671_0,676 0,038_0,043
15 2,334 0,941 | 8,850 0,010 | 8,768 0,227 | 1,416 0,041 | 0,053 0,148 0,604 0,604 0,873 0,864 0,342 0,342
8,734.0,213 0,912_0,138 0,670_0,674 0,037_0,043
2 2,154 0,400 | 7,663 0,632 | 7,554 0,212 | 1,575_0,000 | 1,050 0,162 0,000_0,000 0,860_0,850 0,443_0,443
7,516_0,207 1,010_0,137 0,682_0,670 0,036_0,042
38 2,316 0,974 | 8,556 0,074 | 8,475 0,181 | 1,703 0,040 | 1,219 0,139 0,583 0,583 0,807 0,807 0,813 0,811
8,447 0,203 1,164.0,129 0,652_0,642 0,039_0,043
72 2,485 0,947 | 7,230_0,921 | 7,109 0,219 | 1,649 0,930 | 1,073 0,117 0,566_0,566 0,758_0,782 1477_1,475
7,065_0,254 1,032_0,108 0,611_0,597 0,072_0,074
116 2,082 0,955 | 9,065 0,876 | 8,898 0,196 | 1,620 0,080 | 1,141 0,117 0,566_0,566 0,811 0,803 2,186 2,187
8,820_0,196 1,122_0,100 0,571_0,577 0,279 0,284
15,3 2,188_0,949 | 7,945 0,970 | 7,890_0,230 | 1,254 0,915 | 0,803_0,145 0,570_0,570 0,807_0,841 3,035_3,033
7,843 0,254 0,770_0,141 0,593 0,591 0,294.0,297
20 2,383 0,566 | 7,172 0,632 | 7,122 0,247 | 1,386 0,000 | 1,050 0,152 0,000_0,000 0,758 0,765 4,072_4,070
7,094_0,242 1,030_0,131 0,679_0,673 0,284_0,288
271 1,971.0,982 | 9,034 1,057 | 8590 0,244 | 1,367_0,986 | 0,950_0,145 0,570_0,570 0,823_0,838 5,498_5,498
8,521_0,248 0,898 0,139 0,632_0,622 0,398 0,399

Tabla 4.4 RMSE para sefiales con SNR de 35 dB; variando el retardo y la amplitud, primer valor sin etapa
de filtrado y segundo valor con etapa de filtrado.

Maximo interp y Cruce por cero interp: primera linea = interpolacion con 11 puntos; segunda linea =
interpolacién con 51 puntos.

Diferencia de pendientes: primera linea = FFT con 2** puntos; segunda linea = FFT con 2*° puntos.
Diferencia de fases: primera linea = FFT con 2'* y 2'° puntos; segunda linea = FFT con 2*° puntos.

Dentro de los aspectos interesantes que se pueden observar con los resultados

proporcionados y contenidos en estas Tablas, encontramos:

e Las técnicas del umbral, maximo y maximo con interpolacion son métodos que
precisan sefiales de entrada con una SNR relativamente alta e incluso, es aconsejable
implementar la etapa previa de filtrado digital que permita mejorar este nivel de SNR. El aplicar

cada método entre sefiales consecutivas permite evitar que las variaciones de amplitud sean de
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gran influencia y en cuanto a la interpolacion, se determina que una mayor cantidad de puntos

no mejora los resultados de forma considerable.

e Con la técnica de cruce por cero se consiguen mejores resultados para sefiales con una
SNR de bajo valor y etapa de filtrado. Ademas, los resultados son aceptables cuando el retardo
entre sefiales es mayor que la resolucién con que se cuenta, en este caso 2 ns. Nuevamente, al
aplicar el método entre sefiales consecutivas se observa poca influencia de las variaciones en
amplitud. En su versién modificada, cruce por cero con interpolacion, se observa una notable
mejora a partir de la prueba con bajo valor de SNR y etapa de filtrado por lo que en este caso,
podemos contar con un método de sencilla aplicacion y buenas respuestas. Nuevamente, se

establece que una gran cantidad de puntos en la interpolacién no es relevante.

o El método de la correlacion cruzada deja ver que no es recomendable para usar en
sefiales con una SNR baja sin etapa de filtrado. Una vez se usa el filtro o se aplique a sefiales de
SNR alta, su desempefio mejora notablemente, llegando a ser uno de los métodos més exactos
con respuestas perfectas cuando el retardo entre sefiales es igual al periodo de muestreo 0 un

maltiplo entero de éste.

e En la diferencia de pendientes, se observa que el método proporciona muy buena
resolucion (RMSE bajo) solo si las sefiales que se procesan tienen una SNR alta 0 muy alta en
Ccuyo caso, se puede obviar el empleo de filtro. Ademas, se comprueba que es suficiente trabajar

la FFT con el minimo nGmero de puntos posible, 2.

« La diferencia de fases es el método que de forma general se ve mas apto para utilizar
directamente sobre las sefiales recopiladas. Es decir, no es necesario usar etapa de filtro, incluso
para sefiales con bajo valor de SNR. Igualmente, no se ve afectado de forma importante por las
variaciones de amplitud y al desarrollar la FFT con 2'* puntos (minimo posible), se confirma
que el error es proporcional a los retardos entre sefiales. Asi, a mayor retardo, mayor es la
RMSE, llegando inclusive, para valores de retardo bastante més grandes que el periodo de
muestreo, a tener un error superior que el que proporcionan la mayoria de los otros métodos.
Este Gltimo efecto se llega a mejorar aumentando el nimero de puntos de la FFT. En esta
oportunidad, se ha podido comprobar que trabajando con 2* puntos las respuestas siguen siendo
exactamente iguales a las de 2", pero para 2*° puntos se empieza a contar con el método que
proporciona mejor resolucion. En este Gltimo caso, los valores de la RMSE son muy inferiores
comparados con los de los otros métodos y sélo se ven superados por las respuestas de la
correlacion cruzada cuando los retardos son del valor del periodo de muestreo o multiplos
enteros de este. El precio a pagar, como se comprobara mas adelante, viene relacionado con el

coste computacional que es altamente dependiente del niamero de puntos usado en la FFT. Por
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otra parte, sobrepasar 2*° puntos no representa una mejora significativa en las respuestas

obtenidas.

Finalmente, teniendo en cuenta que el método del umbral es el més rapido en cuanto a
tiempo de CPU se refiere, éste se utilizé como referencia para comparar el tiempo de computo
de los otros métodos, Tabla 4.5, una vez se define la configuracion de funcionamiento méas apta
para algunos de ellos: interpolaciones con 11 puntos, nimero de puntos de la FFT para

diferencia de pendientes 2** y para diferencia de fases 2*.

TIEMPO DE CPU
UMBRAL 1,00
MAXIMO 1,02
CRUCE POR CERO 1,02
CRUCE POR CERO 1,10
CON INTERPOLACION
MAXIMO CON 1,15
INTERPOLACION
CORRELACION 4,10
CRUZADA
DIFERENCIA DE 198,05
PENDIENTES
DIFERENCIA DE 4645,08
FASES

Tabla 4.5 Relacién de tiempos de ejecucion usando como referencia el método del umbral.

Como se observa, contar con un método de muy alta resolucion y excelentes resultados
como el de la diferencia de fases con FFT de 2'° puntos, conlleva un alto coste computacional,
mientras que las opciones mas sencillas de maximo con interpolacién y cruce por cero con
interpolacion, se presentan como técnicas cuya relacion eficiencia-resultados puede ser

suficiente en muchas aplicaciones.

4.2.8 Comparacion del desempefio de los métodos mediante prueba experimental

La comparacion experimental de los resultados obtenidos con cada método se lleva a
cabo procesando la informacion recopilada cuando se monitoriza, durante 11 dias consecutivos,
un medio liquido (vino tinto) utilizando el sensor de medida ultrasénico disefiado y descrito en
el Capitulo 3. En este caso, el tiempo de propagacion de las diferentes ondas ultrasonicas
registradas se vera alterado, principalmente, por las variaciones de temperatura y los cambios

fisico-quimicos que ocurren en el medio a analizar.

El sistema de monitorizacion se ha configurado para que cada tres horas realice tres

medidas consecutivas que seran promediadas posteriormente. De otro lado, se ha podido
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comprobar que las sefiales adquiridas presentan una SNR promedio de 34 dB que, tras aplicar

una etapa de filtrado durante el procesado, se incrementa a 48 dB.

En la Figura 4.10 se puede observar la representacion gréfica de la variacién acumulada

del tiempo de vuelo registrado por cada uno de los métodos utilizados.
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Figura 4.10 Variacion acumulada del TOF experimental.

Puesto que se trata de una prueba experimental en la que se desconoce lo que se esta
midiendo, de acuerdo con las conclusiones obtenidas en el apartado anterior, la curva obtenida
con el método de diferencia de fases (con 2 puntos para la FFT) se utiliza como referencia

para calcular el valor RMSE de los otros métodos, Tabla 4.6.

RAIZ DEL ERROR CUADRATICO

MEDIO (ns)
UMBRAL 2,47
MAXIMO 0,94
MAXIMO CON 0,85
INTERPOLACION
CRUCE POR CERO 1,36
CRUCE POR CERO 0,63
CON INTERPOLACION
CORRELACION 0,62
CRUZADA
DIFERENCIA DE 9,92
PENDIENTES

Tabla 4.6 Raiz del error cuadratico medio de resultados experimentales usando el método de la
diferencias de fases como referencia.
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Como era de esperar, después de los resultados observados en las simulaciones, el
método de la correlacion cruzada se presenta como el de menor error y por tanto, el de segundo
mejor desempefio. Aunque también sobresale la propuesta del método de cruce por cero con
interpolacion con un valor de error muy parecido. Por el contrario, los peores resultados fueron
obtenidos con el método de la diferencia de pendientes, hasta el punto de ser el método que
presenta la mayor diferencia entre simulacion y prueba experimental. Esto puede deberse, en
parte, a la dificultad de contar con una sefial de referencia ideal (sin ruido), siendo necesario, en

este caso, usar la primera de las sefiales recibidas.

Como resultado general, seis de los métodos seleccionados estdn en capacidad de
producir un error menor que el periodo de muestreo. Por lo tanto, la seleccion de uno de ellos

dependera de los recursos disponibles para cada caso en cuestion.

Por otro lado, una situacion que se ha presentado en la toma de medidas experimentales
y que influye notoriamente en los resultados de los métodos en el dominio del tiempo, se
encontré cuando esporadicamente uno los ecos recibidos presentaba una anomalia en el

momento de su recepcion.

En la Figura 4.11 se observan tres sefiales consecutivas a), b) y c), en las cuales la
intermedia (Figura 4.11.b) se ve alterada al inicio por lo que podria ser un fallo en el momento
de la recepcion o una reaccién imprevista y momentanea del medio. Esto provoca un
desplazamiento de toda la sefial que, a partir de la siguiente, es nuevamente corregido, dejando

que el sistema siga operando de forma normal (Figura 4.11.c).
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Amplitud (mV)
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Figura 4.11 a), b) y ¢) Tres ecos consecutivos donde el del medio presenta una anomalia en su inicio.

Con el fin de determinar la forma en que influyen anomalias como ésta al desempefio de
los métodos que calculan variaciones del TOF, se realiza la seleccién y posterior analisis de
nueve sefiales ultrasdnicas donde la que ocupa la quinta posicion es la que presenta dicho
defecto. En la Figura 4.12 se representa la respuesta de las variaciones acumuladas del TOF

obtenida con los ocho métodos aplicados a este pequefio conjunto de datos.

Como se puede notar, los métodos que operan en el dominio del tiempo se ven mas
afectados al producirse un desplazamiento indebido de la onda y es el método de la diferencia

de fases el que, por su robustez, presenta la respuesta menos alterada.
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Figura 4.12 Respuesta de los 8 métodos ante una anomalia esporadica presentada en la sefial central
dentro de un conjunto de 9 ecos recopilados.

Como conclusion, teniendo en cuenta los diferentes resultados anteriormente
presentados, se toma la decision de seleccionar el método de la diferencia de fases como la
técnica a aplicar para el calculo de las variaciones del tiempo de vuelo ATOF, y el posterior
célculo de las variaciones de velocidad 4c, entre las ondas ultrasonicas adquiridas por el sistema
de medida presentado en esta Tesis. De forma similar, el método del cruce por cero con
interpolacion sera el empleado para calcular los tiempos de vuelo TOF en las medidas usadas

para obtener las respectivas velocidades de referencia Cyes.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Introduccién

En este capitulo se agrupan los recursos (técnica, materiales e instrumentos) empleados
para llevar a cabo el desarrollo del presente trabajo. La elaboracion de soluciones acuosas y
soluciones hidroalcohdlicas para medir velocidad, mientras se simula la evolucién de los
principales compuestos que intervienen durante la FML, se explica en el apartado 5.2. La
descripcion completa del sistema de medida disefiado para operar en ambiente de laboratorio,
las modificaciones necesarias para trabajar en campo y la estrategia para medir, de forma
continua, temperatura en el interior de los tanques de fermentacién son definidos en el apartado
5.3. La descripcién del procesado de las sefiales recopiladas asi como la estimacién del error en
las medidas, se consideran en el apartado 5.4. Para poner a prueba todo el sistema de medida,
contrastar los conocimientos y resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio y correlacionar
las medidas ultrasénicas con medidas de parametros enoldgicos convencionales, se lleva a cabo
una serie de monitorizaciones con vinos reales en proceso de FML ubicados en plantas piloto de
grupos colaboradores o bien en bodegas de vinicultores. Todos los montajes realizados y vinos

monitorizados se describen en el apartado 5.5.

5.2 Preparacion de muestras para pruebas en laboratorio

5.2.1 Reactivos

Los reactivos utilizados para preparar las diferentes mezclas necesarias durante las
pruebas llevadas a cabo en laboratorio comprenden: agua destilada, Etanol 96% v/v PA-ACS
(Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Catalufia, Espafia) Figura 5.1.a, Acido DL-Maélico pureza
>99% (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Catalufia, Espafia) Figura 5.1.b, Acido L(+)-Léactico
pureza >95% (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Catalufia, Espafia) Figura 5.2.a y Acido

L(+)-Tartarico (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Catalufia, Espafia) Figura 5.2.b.
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a) b)

Figura 5.1 a) Etanol y b) Acido maélico utilizados para preparar las mezclas en laboratorio.
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Figura 5.2 a) Acido lactico y b) Acido tartérico utilizados para preparar las mezclas en laboratorio.
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5.2.2 Mezclas

Las diferentes mezclas realizadas se pueden dividir en dos conjuntos, el primero de ellos
se lleva a cabo utilizando agua destilada como solvente (soluciones acuosas) y el segundo,

utilizando una solucién agua-etanol (soluciones hidroalcohdlicas).

Las soluciones acuosas se realizan mezclando cantidades discretas de &cido malico o
acido lactico en agua destilada contenida en un vaso de precipitado de 600 ml, Figura 5.3, y de
tal forma que la concentracion de acidos vaya aumentando en saltos de 0,25 g/ml. Para
seleccionar y agregar las cantidades exactas de reactivos, se cuenta con la ayuda de una balanza
digital COBOS CB-Complet (precision 0,001 g), Figura 5.4.a, y una pipeta de microlitros P200
Gilson's PIPETMAN P (Gilson, Villiers-le-Bel, Francia), Figura 5.4.b.

Respecto a las soluciones hidroalcohdlicas, la metodologia es similar, pero usando como
solvente soluciones agua-etanol al 12% preparadas con ayuda de una pipeta de 10 ml (Duran,
Alemania) y varios matraces aforados de 100 y 1000 ml.

Figura 5.3 Vasos de precipitado para preparar soluciones acuosas y soluciones hidroalcohdlicas.
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a) b)

Figura 5.4 a) Balanza digital COBOS y b) Pipeta de microlitros GILSON utilizados para obtener las
cantidades necesarias de reactivos a mezclar en laboratorio.

5.2.3 Muestras de vino tinto

En las pruebas de laboratorio donde se utilizan muestras de vino tinto, se cuenta con la
ayuda y suministro por parte de INCAVI (Institut Catala de la Vinya i el Vi). De esta manera,
para observar los efectos de la temperatura y la turbidez en la velocidad de propagacion de los
ultrasonidos, se utiliza un lote de vino genérico de la variedad Merlot cuyas propiedades se

resumen en la Tabla 5.1.

Parametro

Grado alcoholico volumétrico 1,54
(% vol.)
pH 3,29
AzUcar residual 2,40
(1)
Acidez total 8,80
(9/l de acido tartarico)
Acidez volatil 5,18
(9/l de &cido acético)

Tabla 5.1 Caracteristicas de interés enologico del lote de vino tinto Merlot utilizado para pruebas en
laboratorio.

De igual forma, en el caso de las medidas de turbidez se agrega, a varias muestras de este

lote, heces de vino (levadura muerta, levadura residual y otras particulas que se precipitan en el
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fondo del depésito) del propio vino hasta ir alcanzando diversos valores en el rango de 0,6 a 520
NTU (unidades nefelométricas), dichos valores son confirmados con ayuda de un turbidimetro
Ratio/XR (HACH Company).

5.3 Sistema ultrasonico de medida

Durante las pruebas realizadas en el desarrollo de la presente Tesis, las variaciones de
velocidad Ac y la posterior velocidad de los ultrasonidos ¢ se ha medido usando la técnica de
pulso-eco combinada con el uso de un buffer rod. Este método de medida ya fue descrito en
detalle en el apartado 3.3 del Capitulo 3. En cuanto al procesado necesario para llegar a los
valores de velocidad, a las sefiales adquiridas se les aplica el método de la diferencia de fases
basado en la FFT y descrito en el apartado 4.2.5 del Capitulo 4. De esta forma, a partir del
espectro de fase, se obtienen inicialmente variaciones del TOF entre sefiales consecutivas que

pueden convertirse en valores absolutos utilizando una Unica medida de referencia.

5.3.1 Set-up para la adquisicion de datos

La configuracion del set-up de medida se realiza pensando en los dos tipos de pruebas a
realizar. Por un lado, se encuentran las pruebas que se llevaran a cabo en un ambiente de
laboratorio (Figura 5.5) y por otro, las pruebas realizadas en ambiente semi-industrial y/o

industrial en plantas piloto y en bodegas vinicolas (Figura 5.6).
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Figura 5.5 Esquema del sistema de medida ultrasonico para obtener variaciones de velocidad y/o
velocidad de propagacion en pruebas de laboratorio.
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Figura 5.6 Esquema del sistema ultrasdnico para obtener variaciones de velocidad y/o velocidad de
propagacion en pruebas de campo.

La estructura bésica del sistema en los dos casos mencionados anteriormente es la
misma donde, como se describira mas adelante, se presentan algunos cambios para conseguir el
acoplamiento mecanico del sensor y para controlar la cantidad de sensores (canales) conectados
simultdneamente. Como se puede observar en las dos figuras anteriores, el sistema de medida

comprende los siguientes dispositivos:
e  Ordenador personal.
e  Osciloscopio digital Tektronix DPO 2024.
e  Generador de funciones Agilent 33250A.
e  Conmutador de cuatro canales.

e Sensor o sensores ultrasénicos.

Bafio termostatico OMEGA HCTB-3030.

Con ayuda de una aplicacion desarrollada en lenguaje de programacion Visual Basic se
lleva a cabo, entre otras cosas, la configuracion y control de los elementos electronicos, la
definicion de la cantidad de medidas consecutivas a realizar en cada toma de datos, la
programacion del intervalo de tiempo que separara dichas tomas de datos y, posteriormente, la
adquisicion y almacenamiento de los datos generados (sefiales ultrasénicas). Los algoritmos
necesarios para el procesado de todas las sefiales adquiridas durante cada una de las diferentes
pruebas realizadas y la presentacion de los resultados obtenidos, se implementan con ayuda del
software matematico MATLAB® (Math Works Inc., Natick, MA).
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Durante la mayoria de pruebas realizadas en este trabajo, el generador de funciones
(controlado via USB) se configura para que emita un tren de ondas del orden de 10 ciclos, con
amplitud de 20 V,, y centrado en la frecuencia de resonancia del transductor ultrasénico
utilizado (1 MHz). El osciloscopio digital (controlado via USB), se configura para que trabaje
con frecuencia de muestreo 500 MS/s, adquiera sefiales de 100000 puntos y use promediado de
128. En cuanto al conmutador de cuatro canales (controlado via USB), Figura 5.7, con su uso se
ofrece la oportunidad de realizar medidas en hasta cuatro muestras diferentes o cuatro tanques
de fermentacién, pudiéndose programar, como ya se ha mencionado, la cantidad de canales
activos, el nimero de medidas consecutivas a realizar por cada activacion de canal y el tiempo

de espera antes de llevar a cabo una nueva serie de medidas.

a) b)

Figura 5.7 Sistema de conmutacién de 4 canales controlable via USB mediante aplicacion software en
PC a) Vista frontal b) Vista interna.

Cada vez que se cumple el intervalo de tiempo establecido, el sistema excita el
transductor del canal seleccionado y hace una o mas medidas ultrasonicas dependiendo de lo
que se haya programado. La aplicacion registra los datos de cada medida y los parametros de
configuracion del osciloscopio en documentos de texto (medidal, medida2,
medida3.....medidan, config) y los almacena en una carpeta nombrada con el siguiente formato:
afo-mes-dia-hora-minutos_prueba#. Ademas, cada nuevo archivo creado se va guardando
dentro de una carpeta principal llamada segun el canal al que corresponda (canall, canal2,
canal3 o canal4), Figura 5.8. Este proceso se repite para cada uno de los canales con los que se
trabaje y permite, de esta forma, llevar a cabo el correspondiente procesado de las sefales
inmediatamente después de finalizada una serie de medidas e igualmente, almacenar todas las

sefiales adquiridas durante el tiempo que sea considerado necesario.
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Figura 5.8 Almacenamiento de la informacién recopilada por el sistema de medida ultrasénico para cada
canal activo.

5.3.2 Sensor ultrasénico

Segun el desarrollo llevado a cabo en el Capitulo 3, el disefio del sensor ultrasénico
estard compuesto de tres partes principales: transductor ultrasénico, buffer rod y reflector,

Figura 5.9.

Transductor
ultrasénico
emisor-receptor

Buffer rod

\ Liquido bajo

test

\

Reflector

Figura 5.9 Esquema general del sensor ultrasonico disefiado para medir velocidad de propagacion.
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5.3.2.1 Transductor ultrasonico

El transductor de ultrasonidos es el elemento principal que forma parte del sensor
ultrasénico disefiado. Dentro de una amplia lista de transductores ultrasénicos disponibles
comercialmente, se contaréd con cinco transductores de contacto pertenecientes a dos fabricantes
diferentes. Se eligen transductores de contacto de un solo elemento, con frecuencia de
resonancia de 1 MHz y modo longitudinal, especialmente disefiados para la caracterizacion de
materiales y la medida de velocidad del sonido y fabricados especificamente para resistir en
ambientes de trabajo dificiles y para el contacto directo con la pieza bajo test o, en nuestro caso,
con el buffer rod, Figura 5.10. Los transductores actuaran de emisores-receptores de las ondas

ultrasénicas.

Figura 5.10 Funcionamiento general de un transductor ultrasénico de contacto (emisor-receptor)
generador de ondas longitudinales (Imagen tomada de www.olympusNDT.com).
De esta manera, en el primer prototipo que se montd del sensor ultrasénico se utiliz6 un
transductor PANAMETRICS ACCUSCAN A102S-RM vy para los cuatro sensores ultrasénicos
posteriores se utilizaron transductores GENERAL ELECTRIC B1F, Figura 5.11, siendo ambos

tipos de transductores de caracteristicas similares.

Figura 5.11 Transductor ultrasénico PANAMETRIC ACCUSCAN A102S-RM (izquierda) y transductor
ultrasonico de la familia GENERAL ELECTRIC B1F (derecha) (Imagen tomada de
www.olympusNDT.com).

Finalmente, en la Tabla 5.2 se resumen las principales caracteristicas fisicas de estas dos

clases de transductores ultrasénicos.
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Transductor Diametro f Diametro | Altura Tipo de
ultrasénico del sensor | (MHz) total total conector
(mm) (mm) (mm)
PANAMETRIC 25 1 31,75 16 Microdot
ACCUSCAN A 102S-RM
GENERAL ELECTRIC 20 1 31 16 Microdot
B1F

Tabla 5.2 Caracteristicas fisicas de los transductores ultrasénicos utilizados.

5.3.2.2 Buffer rody reflector

El mecanizado de los buffer rod, utilizados en el montaje de cinco sensores, se lleva a
cabo empleando cilindros del material plastico Polietileno de alta densidad (PEAD), uno de los
materiales permitidos para el contacto directo con alimentos. La Tabla 5.3 resume los

parametros acusticos y fisicos que, para nuestro caso, mas nos interesan de dicho material.

Velocidad acustica ¢ Impedancia acustica Z Densidad p Didmetro
(m/s) (MRayl) (kg/m®) (mm)
2430 2,33 960 40,95

Tabla 5.3 Caracteristicas acusticas y fisicas del material plastico Polietileno de alta densidad (PEAD).

El didmetro utilizado responde perfectamente a dos condiciones que demanda el sistema
de medida. Por un lado, es mayor, en mas de 1,5 veces, que el didmetro de los sensores de los
transductores ultrasénicos (20 y 25,4 mm), una caracteristica, ya mencionada en el Capitulo 3,
que se recomienda para reducir la interferencia acustica producida en los bordes del cilindro
(Adamowski et al., 1998; Hoppe et al., 2003; Garcia-Alvarez et al., 2006; Garcia-Alvarez et al.,
2007). De otro lado, ya que el sistema esta enfocado para ser utilizado en un entorno industrial,
este didmetro es apto para que el buffer rod pueda ser introducido por el agujero roscado DN50
(diametro interior de 53 mm) que, generalmente, tienen los tanques de fermentacion de acero

inoxidable para el vaciado.

En cuanto a la longitud del buffer rod, se ha obtenido que un valor 6ptimo esta en los
49,6 mm. Para ello se ha utilizado el redimensionamiento descrito en el Capitulo 3 (secciones
3.4.1y 3.4.2) y especificamente, la Ec. (3.19) para f = 0,5y n = 2 (recepcion de dos ECO1
antes del primer ECO2, Figura 5.12), con una distancia entre buffer rod y reflector de 47 mm
(distancia adecuada para que haya suficiente muestra liquida entre los dos componentes) y

considerando una velocidad promedio de propagacion en el liquido de 1500 m/s.
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Figura 5.12 Representacion del orden en que seran detectados los ecos de interés (ECO1;y ECO2)
segun la longitud del buffer rod y la distancia BR-reflector definidas.

Respecto al reflector, ya que debe estar siempre en contacto directo con el vino, se
define que el material mas adecuado a utilizar es el mismo del que estan hechos los tanques de
fermentacion, es decir, acero inoxidable. De esta manera, aparte de conseguirse unas
condiciones de reflexion optimas (Capitulo 3, seccion 3.4.3), se podré considerar al reflector

como una prolongacion mas del propio tanque.

5.3.2.3 Sensores ultrasonicos

El primer sensor que se construye es un prototipo pensado para realizar pruebas en
laboratorio. En su montaje se utiliza el transductor PANAMETRICS ACCUSCAN A102S-RM.
Su acabado final se puede observar en la Figura 5.13. En ella se aprecia el sensor ultrasénico
montado en una estructura compuesta por tres varillas roscadas y tres anillos de PVC color
grisaceo, la cual permite una correcta separacion entre buffer rod y reflector. Entre los dos
anillos superiores se ha colocado una junta térica que evita, una vez sumergido el sensor, el
liquido fluya por entre las paredes del buffer rod y el anillo de PVC hacia el transductor.
También se mecanizd un pequefo disco del mismo material plastico que el buffer rod que
permite anclar el transductor de ultrasonidos al buffer rod. El acoplo entre el transductor y el

buffer rod se ha mejorado utilizando un gel de acoplamiento especifico de PANAMETRICS.

En cuanto a los otros cuatro sensores, siguiendo con el objetivo de contar con un sistema
de medida de utilidad industrial, se construyen dispositivos similares usando los transductores
ultrasénicos GENERAL ELECTRIC B1F, todos ellos aptos para ser acoplados en los depdsitos
de acero inoxidable normalmente utilizados para almacenar el vino en proceso de FML, Figuras
5.14y 5.15.
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Figura 5.13 Sensor ultrasonico disefiado y construido para pruebas en laboratorio.
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Figura 5.14 Sensor ultrasonico disefiado y construido para ser acoplado en tanques de almacenamiento
de vino tinto a) Vista interna b) Acabado final.
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Figura 5.15 Conjunto de 4 sensores ultrasénicos disefiados y construidos para ser acoplado en tanques
de almacenamiento de vino tinto.

Observando las dos ultimas figuras anteriores, se puede detallar que los elementos de
cada sensor estan contenidos y protegidos dentro de una estructura de acero inoxidable apta para
ser acoplada al agujero roscado DN50 de cada tanque de fermentacion (Figura 5.16). De esta
manera, el contacto con el vino solo lo tendrén el reflector y un extremo del buffer rod, ambos
construidos con materiales cuyo contacto con alimentos esta permitido. Por Gltimo comentar
que, en esta ocasion, el anclaje del transductor ultrasénico al buffer rod se realiza mediante una

placa de aluminio de 1,5 mm de espesor (Figura 5.14.a).

Figura 5.16 Sensores ultrasénicos acoplados a tanques de fermentacion de acero inoxidable y 100 | de
capacidad.
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Finalmente, en la Tabla 5.4 se resumen las longitudes de los buffer rod y las distancias
BR-reflector una vez se han unido todas las piezas de los 5 sensores disefiados, las medidas se

realizan con ayuda de un calibre digital.

Sensor | Transductor Ultrasénico | Longitud BR | Distancia BR-Reflector

(mm) (mm)
1 General Electric B1F 50 46,83
2 General Electric B1F 50 46,55
3 General Electric B1F 50 46,6
4 General Electric B1F 50 46,62
5 Panametrics ACCUSCAN 53,65 50,3

A102S-RM

Tabla 5.4 Longitud del buffer rod y distancia BR-reflector para los 5 sensores ultrasénicos disefiados.

5.3.3 Monitorizacion de la temperatura

Como ya se ha mencionado anteriormente y se hara evidente en los primeros resultados
en campo presentados en el siguiente capitulo, la temperatura serd el pardmetro fisico méas
influyente en las respuestas de propagacion de los ultrasonidos a través del vino tinto. La Unica
forma segura de evitar dicha influencia es manteniendo su valor constante, por lo menos
mientras duran las medidas que se quieran realizar y en los casos donde no sea posible, estar en
disposicion de poder compensar adecuadamente los efectos que las variaciones de temperatura

produzcan sobre el medio con el que se esté trabajando.

Un ejemplo que ilustra la importancia de controlar las variaciones de temperatura lo
presentan Bilanuk et al. (1993), donde los autores han aproximado el célculo de la velocidad del
sonido en el agua pura en funcion de la temperatura a través de un polinomio de quinto orden.
De esta manera, si se utiliza la temperatura a la cual suele llevarse a cabo la FML (22 °C) y se
considera que ésta puede variar en +0,1 °C, dichas condiciones producirian cambios en la

velocidad en el agua pura de, aproximadamente, +0,55 m/s.

Asi, para las diferentes pruebas llevadas a cabo en laboratorio, el control de temperatura
se realiza mediante el uso de un bafio de circulacién de temperatura constante OMEGA HCTB-
3030 con control PID (proportional-integral-derivative) y sensor de temperatura PRT capaz de

mantener el valor de temperatura elegido con una estabilidad de hasta +0,005°C, Figura 5.17.
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Figura 5.17 Bafio de circulacion de temperatura constante OMEGA HCTB-3030 usado para controlar la
temperatura de las muestras durante las pruebas en laboratorio.

El bafio se llena con agua destilada para un correcto desempefio y mantenimiento, las
muestras son introducidas usando vasos de precipitado y se mantienen el tiempo necesario hasta
que adopten la temperatura de estabilizacion. Para corroborar que, en el momento de realizar
cualquier toma de datos, la temperatura de la muestra se mantenia en el valor de estabilizacion
seleccionado, se utiliza adicionalmente un termémetro digital FLUKE 1551A Ex que, con una
sonda RTD, permite medir la temperatura en el interior de cada vaso de precipitado (muestras)

con una precision y repetibilidad de +0,05°C, Figura 5.18.

Sonda de temperatura

Figura 5.18 Termémetro digital FLUKE 1551A Ex.

En cuanto a las pruebas de campo (plantas piloto y bodegas), en este caso es mas
complicado mantener constante la temperatura del vino en proceso de FML, siendo necesario

tener en cuenta la opcion de realizar un adecuado seguimiento de las variaciones de temperatura
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del vino para aplicar la adecuada compensacion a los resultados de velocidad. Por lo tanto y
después de unas primeras pruebas, se modifican los cuatro sensores ultrasonicos, pensados para
monitorizar la FML en bodegas, adaptandoles un sensor de temperatura termistor tipo NTC
(Negative Temperature Coefficient) con el propésito de hacer posible, de forma sencilla, la
monitorizacion continua de la temperatura interna a la cual se esta4 desarrollando la FML en

cada tanque, Figura 5.19.

a) b) ©)

Figura 5.19 Detalle del acoplamiento del sensor de temperatura termistor NTC al sensor ultrasénico a)
Tamafio del termistor, b) Montaje junto al transductor y buffer rod y ¢) Sensor ultrasénico con sensor de
temperatura listo para ser montado en tanque de acero inoxidable.

Como se puede observar en la Figura 5.19.b y se detalla en la Figura 5.20, la adaptacion
del termistor se lleva a cabo realizando un pequefio agujero (2 mm @) en uno de los lados del
buffer rod, de tal manera que lo atraviese sin llegar a traspasar la cara que estara en contacto con
el vino (1 mm antes). Esta modificacién fisica se realiza junto con la respectiva modificacion
del software de control y captura de datos para que, simultaneamente, se puedan adquirir las

medidas ultrasonicas y la medida de temperatura de forma automatica e ininterrumpida.

Agujero para el
termistor

5

-
Tom

Buffer rod

L% [ Termistor

Figura 5.20 Representacion del agujero hecho a cada buffer rod para acoplar el termistor NTC.
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5.4 Procesamiento de las sefales ultrasénicas

Una vez se pone en funcionamiento el set-up de medida descrito en el apartado anterior,
con el disefio del sensor y la técnica ultrasénica adoptada (pulso-eco), se empezaran a adquirir

sefiales como las de la Figura 5.21.

40

30p---
20 i

e
N -

________

Amplitud (V)

30—------

a0l i i i i i i i i i

tiempo (us)

Figura 5.21 Forma de onda registrada por el osciloscopio digital y almacenada cada vez que el sistema
ultrasonico lleva a cabo una medida en el canal seleccionado.

Como se puede observar, cada sefial original esta compuesta por el registro del pulso
con el que se excita al transductor ultrasonico y por cinco ecos que, posteriormente, el mismo
transductor recibe. Los ecos ECO1;y ECO2 que, al estar separados por el tiempo de vuelo en el
medio liquido TOFyq, son las sefiales de mayor interés, es decir, son los ecos que delimitan el
tiempo que tarda ECO2 en recorrer el trayecto por el medio liquido a analizar, dato necesario
para el posterior calculo de la variacion de velocidad Acy, y/o velocidad de propagacion
ultrasonica Ciq en dicho medio (Capitulo 3, apartado 3.3). EI ECO1, que se ubica
intencionalmente en medio de los dos anteriores para reducir, a conveniencia, la longitud del
buffer rod (Capitulo 3, apartado 3.4.1 y 3.4.2). Por altimo, los ecos ECO3 y ECO4 que son
consecuencias de nuevas reflexiones y transmisiones de ECO2 y que no seran tenidos en cuenta

para obtener resultados en este trabajo.

Utilizando estas sefiales originales, se lleva a cabo la etapa de procesamiento con ayuda
de un algoritmo desarrollado en MATLAB® (Math Works Inc., Natick, MA) y cuya primera

fase se puede describir con los siguientes pasos:
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a) Cuando se realiza mas de una medida por canal seleccionado (medidal, medida2,
medida3.....medidan), se lleva a cabo la suma y promedio de estas sefiales con el fin de obtener

una Unica forma de onda a procesar.

b) Se definen dos posiciones horizontales limite, es decir, un intervalo de tiempo que
delimite desde y hasta donde interesa analizar la sefial. Estas posiciones estan directamente
relacionadas con el tiempo que tardan los ecos ECO1; y ECO2 en hacer sus respectivos
recorridos hasta ser detectados por el transductor. Normalmente, para muchas de las pruebas
realizadas, estos valores se fijan en 38 ps y 124 ps, aunque segin el medio liquido analizado, el

limite superior puede llegar a variar (£6 ps).

c¢) A la porcidn de sefial que se obtiene en el paso anterior se le resta su valor medio,

evitando la presencia de la componente de nivel continuo en el analisis FFT.

d) Se separan ECO1; y ECO2 para ser procesados y, con los resultados de procesar los
correspondientes ECO1;y ECO2 de la onda anterior, hallar la variacion del tiempo de vuelo que
cada uno experimenta, ATOFgy, ¥ ATOFg; respectivamente. Para dicha separacion, se establece
una ventana rectangular W cuya longitud horizontal AW se define con ayuda del numero de

puntos que componen cada eco (puntos_eco) y del periodo de muestreo utilizado T, mediante:
AW = (puntos_eco)-T.. (5.1)

Trabajando con T, = 2 ns y estableciendo el nimero de puntos para cada eco en 13000,
la longitud de la ventana, usada para la mayoria de las sefiales procesadas en este trabajo, queda
definida en 26 ps. De esta manera, el intervalo de tiempo que abarca ECO1; estara comprendido

entre 38 usy 64 ps, y el de ECO2 entre 98 us 'y 124 ps.

e) Como se menciond en el Capitulo 4 (apartado 4.2.5), es necesario establecer la
cantidad de ceros que se afiaden a cada eco para optimizar el procesado FFT y de esta manera,
completar un vector de 2" elementos. Para este caso y como se demostré en el mismo capitulo,

se establece trabajar con n = 16 (65536 puntos).

5.4.1 Célculo de la velocidad de propagacion ultrasénica

La segunda parte del algoritmo de procesado, puede definirse como la etapa en la que se
aplica el método de la diferencia de fases a ECO1; y ECO2 para, a través del espectro de fase de
cada uno, obtener el valor de fase a la frecuencia de resonancia del transductor utilizado.
Posteriormente, con ayuda de la Ec. (4.9) del Capitulo 4 y de los mismos datos obtenidos de la
sefial inmediatamente anterior, se calculan las correspondientes variaciones del tiempo de vuelo

de cada eco, ATOFg;, y ATOFg, respectivamente.
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Como la distancia d del buffer rod al reflector es previamente conocida y se mantiene
fija, s6lo sera necesario contar con una referencia inicial del tiempo de vuelo de cada eco
TOFe1rs Y TOFeo para calcular la velocidad de propagacion de los ultrasonidos en el medio

liquido c;,, en funcion de dichas variaciones del tiempo de vuelo medidas:

. . D _ D
" TOF, TOF.,-TOF.

lig

D
B (TOF,, , +ATOF.,) - (TOF,,  +ATOF,)

D
B (TOF, , —~TOF., )+ (ATOF., - ATOF,,)

D _ D ’ C”QRef
+ATOF,, D+c,,  -ATOF, (5-2)

TOFIl’qRef lig

Donde, D = 2d; TOFjigret = TOFgaret - TOFe11er, €S decir, el tiempo de vuelo de referencia

en el liquido; ATOF; = ATOFg; - ATOFey,, es decir, las variaciones del tiempo de vuelo en el
liquido Y Ciigrsr = D/TOFigeer. Igualmente, la variacion de la velocidad de propagacion ultrasonica

en el medio liquido Acyiq se puede expresar en funcion de estos mismos parametros:

D D (quRef )? ATOF,
+ATOF, TOF

”qRe f ”q IIQRe f

lig

- D+, ATOF

ACyy =Cyq = C . (5.3)

lidge ¢ = TO F

lig

5.4.2 Error estimado en la medida de la velocidad de propagacién ultrasénica

La velocidad de propagacion de los ultrasonidos en el medio liquido se calcula como:
Ciig = Ciigrs + ACiiq Y considerando el error absoluto en la medida de la velocidad de referencia
Ciigrer £ €a(Ciigrer) Y €N la medida de las variaciones de velocidad ACiiq + €a(ACiiq). Por propagacion
de errores en sumas y diferencias y suponiendo el caso méas desfavorable, sin considerar los
errores independientes y aleatorios, se puede estimar que el error en el célculo de la velocidad
de propagacion en el medio liquido ea(Ciiq) €s equivalente a la suma de los errores absolutos en

las otras dos magnitudes:

£, (Ciq) = €, (Cyq,,, ) +€2(AC)) - (5.4)
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Igualmente, observando que la Ec.(5.3) expresa el célculo de las variaciones de
velocidad en funcion de tres variables, ACyiq = f (Ciigres, ATOFiq, D), y aplicando el mismo criterio
anterior, el error en la variacion de velocidad de los ultrasonidos en el medio liquido €(Aciq) se

puede calcular mediante un desarrollo en serie para el caso de varias variables teniendo en

cuenta el error en cada una de ellas:

OAC, OAC;
— ¢, )

"qRef

+l——u_|. ¢(ATOF
OATOF

liq

g(Acy,) =

lig

OAC,

Desarrollando esta expresion con ayuda de la Ec. (5.3):

2

Cie.. . D
g(cane . ) ! -&(ATOF,)

Ciig., ATOF, (2D + Ciig, , ATOF,,,q) . .
(D +c¢y,,  ATOF, )?

(D +cy_, ATOF,,)?

e(Acy,) =

Ci.., - ATOF,,
i Re f € D) . (5.6)
(D + Ciige, ATOF,) :

Suponiendo, &(Ciigrr) = £0,01 m/s, e(ATOFiq) = +2 ns 'y (D) = £0,01 mm, la estimacion
del error, para el caso mas desfavorable, de la variacion de velocidad de los ultrasonidos en el

medio liquido seria, aproximadamente, de +0,1 m/s (g(Aciiq) =~ ~0,00 + ~0,1 + ~0,00).

Como ejemplo, se puede observar en la Figura 5.22 que las variaciones de la velocidad de
propagacion ultrasonica, registradas al medir en agua destilada a 22,5 °C durante 104 minutos,
muestran una estabilidad en las medidas incluso mucho menor que el error estimado,

aproximadamente £0,035 m/s, y una precision de alrededor de +£0,015 m/s.

0.030 ~
0.025 -~
0.020 -~
0.015 + f
0.010 *
0.005 *
0.000 4

-0.005 -

Variacion de la velocidad de los ultrasonidos
(m/s)

0 0 1o —— N S R SO [ [ A S S I :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

tiempo (minutos)
Figura 5.22 Variaciones de la velocidad de los ultrasonidos registradas por el sistema de medida en agua
destilada a 22,5 °C durante 104 minutos.

98



Desarrollo de un sistema de medida ultrasénico para monitorizar la FML del vino tinto en un ambiente industrial

5.5 Pruebas en plantas piloto y bodegas

Con el objetivo de llevar a la practica los resultados obtenidos en laboratorio y de poner
a prueba, en campo, el desempefio del sistema de medida disefiado, se cont6 con la colaboracion
de dos centros de investigacion (INCAVI en Catalufia y el Grupo ENOBIOTEC en la
Universidad de Valladolid) y de dos bodegas (Vega de Ribes y Torre del Veguer en Catalufia)
donde fue posible llevar a cabo monitorizaciones ultrasonicas y enoldgicas a vinos almacenados

en tanques de acero inoxidable de diferente capacidad y en fase de FML.

551 INCAVI

En la bodega experimental de INCAVI en Vilafranca del Penedes (Catalufia), se llevo a
cabo el montaje de todo el sistema de medida para realizar, simultaneamente, el seguimiento
enoldgico y ultrasénico de la FML desarrollada en muestras de vino almacenadas en tres

tanques de 100 litros de capacidad c/u, Figura 5.23. El experimento se repiti6 dos veces.

Figura 5.23 Montaje realizado para monitorizar FML's en la bodega experimental de INCAVI.

En ambas pruebas, temporalmente separadas, se utilizaron muestras de vinos elaborados
con uvas de las variedades Merlot y Tempranillo (vendimias de 2010 y 2011) inoculados con
cepas de BAL Oenococcus oeni (Lalvin VP41®, Lallemand, 1 g/HI). Dichas cepas son
altamente tolerantes ante elevados niveles de alcohol, bajo pH y presencia de SO, e igualmente,
son de baja produccion de acidez volatil, no producen aminas bidgenas y contribuyen

positivamente a la complejidad sensorial y la calidad del vino.
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Los analisis quimicos para la obtencién de los parametros enoldgicos convencionales
(acidez volatil, turbidez, pH y poblacion de bacterias), fueron realizados por el personal de
INCAVI siguiendo métodos de analisis oficiales (OIV, 2012). En particular, las concentraciones
de los &cidos malico y lactico fueron enziméaticamente medidas en un equipo LISA 200 (Hycel

diagnostics, TDI Tecnologia Difusion Ibérica, S.L., Espafia).

5.5.2 Universidad de Valladolid

En esta ocasion, el experimento se realizé en la planta piloto del grupo de investigacion
ENOBIOTEC (Areas de Tecnologia de Alimentos y Microbiologia de la Escuela Técnica
Superior de Ingenierias Agrarias) de la Universidad de Valladolid (Campus de Palencia), donde
se llevo a cabo la monitorizacion de la FML en muestras de vino tinto almacenadas en dos

tanques de acero inoxidable con capacidad de 100 litros c/u, Figura 5.24.

Figura 5.24 Montaje realizado para monitorizar FML's en la planta piloto de la Universidad de Valladolid
(Campus de Palencia).

El vino para estas pruebas fue elaborado con uvas de la variedad Tempranillo (vendimia
de 2011) e inoculado con cepas de BAL Oenococcus oeni (Lalvin VP41®, Lallemand, 1 g/HI).
Las medidas de parametros enoldgicos convencionales (pH, acidez total, turbidez, grado
alcohdlico y acidez volatil) fueron llevadas a cabo por personal del grupo ENOBIOTEC
siguiendo métodos de analisis oficiales (OIV, 2012) y, en especial, las medidas de las
concentraciones de los acidos malico y lactico fueron realizadas usando un kit de test

enzimatico (Novakit, Barcelona, Espafia).
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5.5.3 Bodega Vega de Ribes

En la tarea de ampliar el margen de pruebas en campo, se llevo a cabo el montaje del
sistema de medida para realizar el seguimiento de la FML del vino Cabernet Sauvignon
(vendimia de 2012) elaborado en la bodega Vega de Ribes (Sant Pere de Ribes, Catalufia), con
un grado alcohélico del 12% vol., almacenado en un tanque de 3000 litros de capacidad e
inoculado con cepas de BAL Oenococcus oeni (Laffort B28®, 1 g/HI), Figura 5.25.

Figura 5.25 Montaje realizado para monitorizar la FML del vino elaborado en la bodega Vega de Ribes.

5.5.4 Bodega Torre del Veguer

Finalmente, se realizé un altimo desplazamiento a la bodega Torre del Veguer (Sant
Pere de Ribes, Catalufia) para instalar el equipo de medida en un depdésito de 5000 litros de
capacidad lleno con vino Petite Sirah 12,46% vol. (vendimia de 2012) en el cual no se
inocularon BAL comerciales a la espera que la FML se produjera de forma espontanea ni, por
su elevado coste, se realiz6 un seguimiento enolégico convencional (toma de muestras cada dos

o tres dias) como en los otros casos, Figura 5.26.
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Figura 5.26 Montaje realizado para monitorizar la FML del vino elaborado en la bodega Torre del Veguer.
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6. CARACTERIZACION Y MONITORIZACION ULTRASONICA
DE LA FML EN EL VINO TINTO

6.1 Introduccién

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la monitorizacion
de la FML en el vino tinto a través del uso de ondas de ultrasonidos, analizando y poniendo a
prueba la aplicabilidad del sistema de medida experimental disefiado en los Capitulos 3y 5, y
del método para el procesado de la informacion ultrasénica, para obtener variaciones de

velocidad y/o velocidad de propagacion, detallado y seleccionado en el Capitulo 4.

Como se coment6 en el Capitulo 1, el analisis del fendmeno bioldgico conocido como
FML mediante técnicas basadas en ultrasonidos, es un tema del cual no se encuentran
precedentes directos en la literatura cientifica. Por lo tanto, los resultados y analisis del presente
capitulo se apoyan en medidas preliminares llevadas a cabo por el Grupo Sistemas Sensores de
la UPC; utilizan como referencia algunos trabajos, muchos de ellos recientes, enfocados en el
estudio y monitorizacion con ultrasonidos de reacciones quimicas y procesos biolégicos que
pueden llegar a relacionarse con los que suelen acontecer durante la actividad malolactica de las
BAL; y se apoyan en la comparacion correlativa con los resultados obtenidos al monitorizar,
midiendo de forma convencional, los principales parametros de interés enolégico utilizados por

los elaboradores de vino.

A efectos préacticos, se puede decir que el desarrollo presentado en este capitulo se
consigue dividiendo el trabajo realizado en dos partes. La primera, desarrollada completamente
en laboratorio, basicamente consiste en relacionar la influencia sobre la velocidad que ejercen la
presencia y evolucidn de los principales componentes y parametros fisicos que se manifiestan
durante la FML —concentracion de acido malico, concentracién de acido lactico, presencia de
etanol (grado alcohdlico volumétrico), turbidez, CO, y temperatura, entre otros— bien sea
actuando de forma individual o en mezclas especificas. Este primer analisis sera utilizado como
referente y ajuste de lo que podremos encontrar en el momento de llevar a cabo la
monitorizacion real de una FML. Igualmente, en este aspecto, la comparacién con resultados de

pruebas analogas, aungue no enfocadas en la FML, llevadas a cabo por otros autores, servira
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para validar y reforzar la propuesta del sistema de medida disefiado. Continuando en la linea
experimental, la segunda parte consiste en poner a prueba todo el sistema de medida, junto con
los conocimientos adquiridos, a través de la monitorizacién de la FML durante la elaboracion de
algunos vinos tintos en bodega. Para ello se cuenta con la ayuda de dos importantes centros de
investigacion enologica (INCAVI y Universidad de Valladolid) que, aparte de permitir la
instalacion de todo lo necesario en sus bodegas experimentales, reforzaran la colaboracion
proporcionando las medidas de parametros de interés enoldgicos convencionales —medidas de
concentracion de acidos, pH, turbidez, poblacion de bacterias y grado alcohdlico volumétrico,

entre otros— necesarios para el analisis correlativo con las medidas ultrasdnicas.

Finalmente, todos los resultados y analisis presentados serdn la guia para allanar el
camino de la puesta en marcha del sistema de monitorizacion y medida ultrasénico propuesto,
dejando en evidencia ventajas y desventajas del uso de esta técnica e igualmente, ayudando a
definir la metodologia méas apropiada a aplicar para conseguir un sistema de control on-line para
la FML del vino tinto.

6.2 Consecuencias de los efectos de la FML en la propagacion de
ondas de ultrasonido

Durante el desarrollo de la FML, la actividad principal de las BAL es llevar a cabo la
descarboxilacion del &cido malico, presente en el vino de forma natural, con la consecuente
produccién de acido lactico y CO,. Por consiguiente, es conveniente tener presente que la
actividad de dichos microorganismos converge en diversos y complejos fendmenos que de una
u otra manera contribuyen a la modificacién de las propiedades fisicoquimicas del medio donde
actuan. De esta manera, se considera necesario y apropiado analizar de forma separada, a través
de mezclas liquidas binarias, ternarias y/o cuaternarias, los principales subprocesos y
parametros que caracterizan a la FML y que podrian ser influyentes en la modificacién de las
propiedades acusticas del vino. Asi, se facilitara la tarea de relacionar los cambios registrados en
velocidad de propagacion durante la monitorizacion ultrasénica de una FML real con la

evolucion individual de dichos subprocesos.

6.2.1 Influencia de la temperatura en la velocidad de propagacion de los ultrasonidos

La fuerte influencia de la temperatura sobre las propiedades acusticas de los materiales
liquidos en general y por consiguiente, para nuestro caso, de los alimentos liquidos y bebidas, es
un tema de amplio interés para quienes estudian y trabajan con técnicas ultrasonicas. Ademas,
comportamientos como el de la velocidad de propagacion, dentro de un determinado rango de
temperaturas de trabajo, suele estar ligado a la clase de sustancia analizada, llegando a
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convertirse, generalmente, en una propiedad caracteristica del propio material bajo test. Por
consiguiente, el vino tinto, como la mayoria de bebidas basadas en mezclas de agua-alcohol, no
es ajeno a experimentar significativos cambios en sus propiedades aclsticas ante variaciones de
temperatura. Una cuestion que, como se vera mas adelante, juega un papel especial durante el
desarrollo del presente trabajo.

De forma ilustrativa, se llevan a cabo dos pruebas en las cuales se puede observar como
las variaciones de temperatura influyen en la medida de la velocidad de propagacion de los

ultrasonidos en medios liquidos de propiedades similares al vino.

La primera experiencia se lleva a cabo con la monitorizacion de la evolucion de la
velocidad ultrasénica ante variaciones de temperatura, en el rango de 19-30 °C, en una muestra
de agua destilada. De esta forma, ademas de corroborar lo ya dicho acerca de la influencia de la
temperatura sobre las propiedades acusticas de los materiales liquidos, también se aprovecha
para poner a prueba el funcionamiento de todo sistema de medida disefiado, abarcando todos los
aspectos que van desde la correcta ubicacion del sensor hasta el respectivo procesado de la

informacion.

En la Figura 6.1 se presentan los resultados obtenidos en esta prueba inicial. Como se
puede observar, la velocidad aumenta aproximadamente 2,7 m/s por cada incremento de 1°C en
la temperatura. Una tasa de variacion que, como se verd mas adelante, es un valor
suficientemente alto como para enmascarar muchas de las variaciones de velocidad que
producen los elementos y componentes involucrados en la FML. Un hecho que reafirma
nuevamente, la especial atencion que se debe tener con el parametro temperatura en todas las

medidas que se lleven a cabo.

1510

1505

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, y=2.681x + 1427.5

1500 I Re=0.9967

1495

1490

Velocidad (m/s)

1485

1480

1475 i i | i i i i | i i i
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Temperatura (°C)

Figura 6.1 Velocidad de propagacion de los ultrasonidos en agua destilada en funcién de la temperatura
dentro del rango 19-30 °C.
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Por otro lado, en Elvira et al. (2007) realizan una prueba similar usando agua destilada y
variando la temperatura en el rango de 22-40 °C. Dado que sus resultados estdn muy en
concordancia con los de la Figura 6.1, este hecho ayuda a reforzar el correcto desempefio del

sistema de medida disefiado y utilizado en este trabajo.

En segundo lugar, en unas medidas previas realizadas por el grupo de trabajo al que
pertenece el autor de esta Tesis, la sensibilidad de la velocidad de propagacion ultrasénica ante
variaciones de temperatura, en el rango de 20-31 °C, ha sido medida en una muestra de vino
tinto genérico de la variedad Merlot. Como se pude observar en la Figura 6.2, en esta
oportunidad la velocidad también presenta un comportamiento creciente, con un incremento
relativo de 1,079 m/s por °C dentro del rango de temperaturas utilizado. De igual forma,
también se puede detallar que los valores de velocidad en esta segunda prueba son mayores que
los medidos en el agua destilada e incluso en el agua pura (Grosso & Mader, 1972) o,
relacionandolos con una bebida més a fin, que en la cerveza (Becker et al., 2001), pero de igual
proporcién a los registrados en otras pruebas con mezclas de agua-etanol (Vatandas et al.,
2007).

Por lo tanto, teniendo en cuenta las dos pruebas realizadas, se puede destacar que el
efecto de otros elementos presentes en la muestra liquida (en nuestro caso elementos
caracteristicos del vino tinto) contribuyen con el incremento global del valor de velocidad al
tiempo que inducen una reduccion en su tasa de crecimiento (pendiente) ante incrementos del
pardmetro temperatura. Todo esto, como se demostrara més adelante, estd especialmente

relacionado con la cantidad (concentracion) de etanol presente en el medio liquido a analizar.
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Figura 6.2 Velocidad de propagacion de los ultrasonidos en una muestra de vino tinto Merlot en funcion
de la temperatura dentro del rango 20-31 °C.
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6.2.2 Comportamiento de los ultrasonidos ante variaciones en la concentracion de los
acidos mélico y l4ctico

Dado el papel principal que desempefian las concentraciones de los acidos malico y
lactico durante la FML y que su medida en el vino es considerado el dato relevante que permite
determinar como se estad desarrollando el proceso y cuando se puede considerar finalizado, es
necesario dedicar especial atencion a la forma en que dichos valores de concentracion pueden
llevar a influir en la propagacion de las ondas de ultrasonido. Para facilitar este primer analisis,
se empieza con las medidas sobre mezclas binarias de cualquiera de los &cidos con agua y

finalmente, se trabaja con la mezcla ternaria de agua mas los dos cidos.

6.2.2.1 Mezcla binaria de agua y acido malico

En la Figura 6.3 se representa la evolucién de la velocidad de los ultrasonidos medida
en una muestra de agua destilada a la que se le va agregando determinadas cantidades de acido
malico. La temperatura de trabajo es fijada en 22 °C, un valor que, como se mencioné en el
Capitulo 2 (apartado 2.4.6), representa el limite superior del rango de temperaturas que

optimizan el crecimiento y la actividad maloléctica de las BAL (18 a 22 °C).

Como se puede observar, la velocidad presenta un comportamiento lineal creciente con
una tasa de aumento de, aproximadamente, 0,29 m/s por g/l de &cido malico contenido en la
mezcla. El rango de concentraciones utilizadas se establece entre 0 y 8 g/l ya que en un vino
tinto, las concentraciones iniciales de acido malico pueden variar entre 1 g/l para vinos poco

acidos y 6-7 g/l cuando se trata de vinos muy acidos (Lonvaud-Funel, 2004).
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Figura 6.3 Comportamiento de la velocidad ultrasénica medida a 22 °C en la mezcla binaria
agua-acido malico con diferentes valores de concentracion.
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6.2.2.2 Mezcla binaria de agua y acido lactico
De igual manera que en el apartado anterior, la Figura 6.4 muestra la evolucion de la
velocidad de las ondas de ultrasonido cuando se propagan a través del agua destilada a medida

gue se van agregando, sisteméaticamente, determinadas cantidades de acido lactico.

Es facilmente apreciable que, junto con el acido malico, el efecto del acido lactico sobre
la velocidad de propagacion de los ultrasonidos en el agua destilada es muy parecido. Es decir,
teniendo en cuenta que en esta ocasién la velocidad se manifiesta con una tasa de aumento de
0,29 m/s por cada g/l de acido mezclado y comparando con los resultados del apartado 6.2.2.1,
la tasa de crecimiento que presentaria la velocidad de propagacion seria practicamente la misma,
dentro del rango de temperaturas de trabajo, en el momento de agregar cualquiera de los dos

acidos al agua destilada.
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Figura 6.4 Comportamiento de la velocidad ultrasénica medida a 22 °C en la mezcla binaria agua-acido
lactico con diferentes valores de concentracion.

6.2.2.3 Mezclas ternarias de agua, acido lactico y acido malico

Si el comportamiento de la velocidad ultrasénica, durante la FML, pudiese ser
completamente representado con la superposicién de los resultados obtenidos en los dos
apartados anteriores, como consideracion de que solo importa la evolucion de los &cidos mélico
y léctico, globalmente podriamos esperar una tendencia decreciente en las medidas de dicha
velocidad. Es decir, teniendo en cuenta que, estequiométricamente, durante la FML 1 mol de
acido mélico produce 1 mol de &cido lactico y 1 mol de CO; o, en términos de concentraciones,
que por cada g/l de &cido malico metabolizado, las BAL producen aproximadamente 0,67 g/l de
acido lactico y 0,33 g/l de CO, (Hidalgo, 2011), se podria suponer que, dentro de las

concentraciones habituales de acido malico presentes en el vino tinto, el aporte decreciente
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sobre la velocidad debido a la reduccién de acido malico siempre serd mayor que el aporte
creciente derivado de la produccion de acido lactico.

Con ayuda de la Figura 6.5 se puede corroborar lo dicho anteriormente. En este caso, se
presentan las curvas correspondientes a la medida de velocidad en mezclas de agua y acido
lactico (en concentraciones fijas) a las que se le va agregando poco a poco cantidades definidas
de 4cido malico (2 g/l en cada intento).

Como era de esperarse, la velocidad aumenta tanto con el incremento de &cido malico
como con el incremento de acido lactico. También se puede notar que, a medida que entran en

juego las dos clases de &cidos, las curvas de ajuste presentan un comportamiento de tipo

cuadratico.
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Figura 6.5 Evolucion de la velocidad ultrasénica medida a 22 °C en mezclas ternarias agua-acido lactico-
acido malico manteniendo fija la concentracién de lactico mientras varia la concentracion de malico.

Ahora, supongamos una FML que inicia con 8 g/l de acido malico y finaliza cuando la
concentracién de dicho acido llegue a cero. Segln lo dicho al inicio del apartado, ésto
conllevara a la produccion aproximada de 5,4 g/l de &cido lactico (8*0,67). Por lo tanto,
descartando el CO, producido y usando los resultados de las Figuras 6.3 y 6.4, la desaparacion
total del &cido malico acarreard una reduccion en la velocidad de 2,32 m/s (8 g/l * 0,29 m/s por
g/l) mientras que la produccion de &cido lactico supondré un incremento de 1,57 m/s (5,4 g/l *
0,29 m/s por g/l). De esta manera, la diferencia que separara a la velocidad final de la velocidad
inicial serd, aproximadamente, de -0,75 m/s.

Este Gltimo resultado se ajusta bastante bien a los -0,76 m/s que se obtienen de restar,

con ayuda de la Figura 6.5, la velocidad de la curva 6 g/l lactico (teniendo en cuenta que es un
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poco menos) cuando la concentracion de malico es 0 g/l con la velocidad de la curva 0 g/l
lactico cuando la concentracién de malico es 8 g/l (1480,70 m/s - 1481,46 m/s). En otras

palabras, restar velocidad final menos velocidad inicial del proceso simulado.

6.2.3 Comportamiento de los ultrasonidos ante variaciones en la concentracion de los
acidos malico y lactico en presencia de etanol

Durante el desarrollo de la FML, heredado como producto principal de la FA, el etanol
siempre estard presente en una cantidad bastante estable. Normalmente, las concentraciones de
etanol (grado alcohdlico volumétrico o grado alcohdlico) para vinos no enriquecidos, pueden
encontrarse entre un 7 y un 14 % vol. dependiendo en gran parte del tipo de uva y de las
condiciones generales de elaboracion. Ademas, debido a su gran complejidad, el estudio de las
propiedades acusticas de la mezcla agua-etanol ha sido, durante muchos afios, y sigue siendo un
tema de amplio interés (Giacomini, 1947; Winder et al., 1970; Arrigo & Paparelli, 1987; Martin
& Spinks, 2001; Povey et al., 2003; Resa et al., 2004).

Consecuentemente, continuando con el desarrollo del sistema de medida propuesto en
este trabajo, se considera importante observar, estudiar y caracterizar la forma cémo la
presencia del etanol interviene en la evolucion de la velocidad de propagacion definida por las
variaciones de los acidos principales (malico y lactico) durante el proceso malolactico e

igualmente, el comportamiento de la relacion etanol-temperatura.

6.2.3.1 Mezclas binarias de agua y etanol ante variaciones de temperatura

Siguiendo el concepto de que la temperatura es uno de los pardmetros externos que mas
puede influir en los resultados ultrasénicos obtenidos en este estudio y teniendo presente que las
propiedades acusticas del etanol no son ajenas a cambiar ante variaciones térmicas, como se
puede observar en la Figura 6.6; donde, usando una muestra de alcohol etilico (96% de pureza)
y variando la temperatura en el rango de 19 a 31 °C, se registra una tasa de reduccion de la
velocidad de propagacién de aproximadamente -3,051 m/s por °C. En este apartado se propone
una alternativa empirica que puede llegar a ser Gtil en el momento en que sea necesario aplicar
ajustes relacionados con las variaciones de temperatura sobre los resultados ultrasdnicos
medidos en el vino tinto, 0 mezcla similar, con concentraciones de etanol comprendidas en la

proximidad de los valores que se suelen encontrar comercialmente (7 a 15 % vol.).
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Figura 6.6 Evolucion de la velocidad de propagacion ultrasénica en el alcohol etilico (96% de pureza)
ante variaciones de temperatura dentro del rango 19-31 °C.

En la Figura 6.7 se pueden observar las medidas de velocidad en diferentes mezclas
agua-etanol, con concentraciones fijas de etanol comprendidas entre 0 y 15 % vol., cuando se
producen variaciones de temperatura que abarcan valores entre 20 y 32 °C. Como se puede
notar, las diferentes curvas de velocidad, hechas para cada grado alcohodlico, presentan un
comportamiento lineal creciente ante el incremento de temperatura. De igual forma, a medida
gue aumenta la concentracién de etanol, los valores de velocidad son mayores para una misma
temperatura aunque el valor de las pendientes de las rectas de ajuste va disminuyendo
progresivamente. De esta manera, seria l6gico pensar que llegara el momento en que la curva
gue representa la velocidad de un determinado grado alcohdlico, mucho mas alto del permitido
en vinos tintos comerciales, presente un comportamiento decreciente ante aumentos de
temperatura. Precisamente, Elvira et al. (2007) midieron la velocidad de propagacion del sonido
en una mezcla agua-etanol (28,5% vol.) cuyos resultados seguian perfectamente una tendencia
lineal con pendiente negativa a medida que aumentaba la temperatura para el rango limitado
entre 20 y 40 °C.

Por otro lado, Resa et al. (2004) presentan una curva de velocidad experimental medida
en una mezcla agua-etanol a 30 °C cuando varia la concentracidn de etanol. En ella se puede
observar que, para concentraciones entre 0 y 30 % aproximadamente, la velocidad evoluciona
de forma creciente hasta llegar a un maximo valor. A partir del 30%, los valores de velocidad
empiezan a decrecer ante el aumento del valor de la concentracion. Ademas, es apreciable que
la tasa de crecimiento en el intervalo de aumento es diferente a la tasa de decrecimiento en el

intervalo en el que la curva disminuye.
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Figura 6.7 Comportamiento de la velocidad ultrasénica ante variaciones de temperatura para mezclas
agua-etanol con diferente grado alcohdlico volumétrico (% vol.).

Asumiendo una cierta proporcionalidad, segin la concentracion de etanol, en la
distribuciéon de las distintas rectas de la Figura 6.7 y dado el margen de valores de grado
alcohdlico volumétrico en el que nos vamos a mover, podremos suponer la existencia de una
constante de proporcionalidad, calculada a partir de las pendientes de cada recta de tendencia
graficada.

Es decir, realizando una recta con los valores de pendientes como la de la Figura 6.8, es
posible obtener una ecuacién (Ec. (6.1)) con la cual calcular empiricamente la tasa de variacion
de la velocidad respecto a la temperatura ACr (m/s por °C) ante cualquier valor de grado
alcohdlico volumétrico (g.a) que no supere el 15 % vol. aproximadamente, cubriendo el rango
de grado alcoholico definido por la OIV para los vinos tintos comerciales (OlV —Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino). La utilidad de esta propuesta sera puesta a prueba mas
adelante cuando se monitoricen FML's reales en ambiente semi-industrial donde la temperatura

no se puede controlar de la misma forma que en el laboratorio.
Ac, =-0,130-(g.a)+ 2,761 . (6.1)

6.2.3.2 Influencia de la evaporacion del etanol en la mezcla binaria agua-etanol
En este apartado se hace mencién a un hecho, a tener en cuenta, que se presentaba en el
momento de realizar pruebas en laboratorio con las mezclas que involucraran concentraciones

fijas de etanol como uno de sus componentes.
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Pendientes
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Grado alcohélico volumétrico (% vol.)

Figura 6.8 Tasas de variacion de la velocidad respecto a la temperatura (m/s por °C) en funcién del grado
alcoholico volumétrico dentro del rango comprendido entre 0y 15 % vol.

Especificamente, una vez realizadas diferentes medidas en mezclas de agua, etanol y
cualquiera de los &cidos utilizados, se empez6 a notar un comportamiento erréneo o inesperado
en las respuestas de velocidad obtenidas. Indagando en el tema, se pudo llegar a la conclusion
que la fuente principal del problema provenia de la evaporacion del etanol presente en cada una
de las mezclas realizadas, algo principalmente incitado por el uso necesario de vasos de
precipitado suficientemente amplios como para almacenar toda la mezcla junto con la estructura
del sensor disefiado. Ademas, era descartada la opcidn de llevar a cabo un sellado total del vaso,
entre otras cosas, por la necesidad de contar con suficiente espacio abierto para ir agregando
nuevas cantidades de componentes a medida que iban avanzando las pruebas. Asimismo, hay
que sumar el hecho de tener que contar con amplios intervalos de tiempo entre medidas (en
ocasiones sobrepasando los 20 minutos), para permitir la correcta disolucion de nuevas
cantidades afiadidas y el correcto ajuste a la temperatura de trabajo (termostatado de toda la

mezcla).

Como ejemplo, la Figura 6.9 resume todo lo comentado en el parrafo anterior. En esta
ocasion, se mide la velocidad en una mezcla de agua-etanol (12% vol.) a 22,5 °C, realizando

varias medidas durante 41 minutos.

Como se puede observar, durante el tiempo empleado para esta prueba, la velocidad
reporta una reduccion, no lineal, de aproximadamente 0,75 m/s sélo por evaporacion de etanol
(coincidiendo nuevamente con el comportamiento de la curva en Resa et al. (2004) ya

mencionada).
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Figura 6.9 Velocidad de los ultrasonidos a 22,5 °C en una mezcla binaria agua-etanol al 12% vol. durante
el transcurso del tiempo.

Teniendo en cuenta que en nuestro caso una sola tanda de medidas, como puede ser el
seguimiento de la velocidad ante diferentes concentraciones de acido malico o &cido lactico
usando como base la misma mezcla agua-etanol, puede llegar a durar mas de 2 horas,
estariamos afiadiendo un error dependiente de las condiciones de cada prueba y por tanto muy
dificil de modelar y de compensar, pero que muy probablemente puede llegar a enmascarar los
resultados registrados.

Por lo tanto, para muchas de las pruebas en laboratorio desarrolladas en este trabajo y
que involucren una determinada concentracion de etanol, se aplicara un procedimiento de
medida de referencia. Para ello, se utilizaran dos vasos de precipitado, en uno se haran todas las
mezclas necesarias (prueba) y en el otro se pondra sélo la mezcla base agua-etanol (referencia),
llevandose a cabo simultaneamente la misma cantidad de medidas que la prueba requiera (con
dos sensores de las mismas caracteristicas en iguales condiciones de temperatura). De esta
forma, se usaran las variaciones registradas en la referencia como informacién para compensar
los resultados de la prueba, Figura 6.10.

6.2.3.3 Mezcla ternaria de agua, etanol y 4cido malico

Buscando llegar a una acertada aproximacion que permita ofrecer un mejor
entendimiento en cuanto a la propagacion de ondas de ultrasonido durante la FML, en este
apartado se analiza la sensibilidad de la velocidad sobre una solucién hidroalcohdlica (agua-
etanol al 12% vol.) a la cual se le va agregando determinadas concentraciones de acido malico
dentro del rango comprendido entre 0 y 8 g/, todo esto manteniendo la temperatura constante en
22 °C y aplicando el procedimiento de medida de referencia del apartado anterior para ajustar y
compensar el resultado final.
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Prueba Referencia

Figura 6.10 Montaje Prueba-Referencia para aplicar compensaciones a las medidas de velocidad en
mezclas que involucren alguna concentracion fija de etanol.

Como se puede observar en la Figura 6.11, la evolucion de la velocidad presenta un
comportamiento decreciente ante el incremento en la concentracion de acido maélico. Esta
tendencia es completamente contraria a la del apartado 6.2.2.1 indicando que, ante la presencia
del etanol, el efecto original que produce el acido méalico mezclado con agua sobre la velocidad
de propagacion se invierte. Por lo tanto, es de esperar que durante el desarrollo de la FML, la
reduccion del &cido malico implique un incremento en velocidad de aproximadamente 0,2 m/s
por cada g/l de acido catabolizado por las BAL.
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1554.8 -
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Concentracion de &cido malico (g/l)

Figura 6.11 Evolucion de la velocidad ultrasénica a 22 °C en una solucion hidroalcohdlica al 12% vol.
afiadiendo diferentes concentraciones de acido malico.
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6.2.3.4 Mezcla ternaria de agua, etanol y acido lactico

De igual manera que en el apartado anterior, en esta prueba se realiza el seguimiento de
la velocidad ultrasénica en una solucién hidroalcohélica (agua-etanol al 12% vol.), pero en este
caso el tercer componente a agregar es el &cido lactico usando las mismas concentraciones
dentro del rango de O a 8 g/l y teniendo en cuenta las mismas consideraciones de temperatura,
ajuste y compensacion utilizando medida de referencia.

En la Figura 6.12 se puede apreciar que el comportamiento de la velocidad es inverso al
de la Figura 6.11, es decir, la velocidad ultrasnica aumenta ante incrementos de concentracion
de 4cido lactico, manteniendo el mismo comportamiento que en la prueba del apartado 6.2.2.2, e
incluso pudiéndose observar que, en esta ocasion, la presencia del etanol incrementa levemente
la tasa de crecimiento de la velocidad. Por consiguiente, es de esperar que, durante la FML, la
produccion de &cido lactico por parte de las BAL resulte en un aumento en velocidad de

aproximadamente 0,3 m/s por cada nuevo g/l de acido presente en el vino.

En un primer analisis general, se puede asumir que el vino es una mezcla compuesta
entre el 95 y 99% de agua y etanol, y que en el momento de llevarse a cabo la FML, el acido
malico y &cido l&ctico son los unicos componentes que varian. Bajo estas condiciones, teniendo
en cuenta a Resa et al., 2007, es posible considerar que el efecto global sobre los parametros de
propagacion de las ondas de ultrasonidos se pueda obtener mediante la superposicion de los
efectos individuales de cada acido. En consecuencia, durante la monitorizacion de una FML
completa, deberiamos esperar un comportamiento creciente de la velocidad ultrasnica
registrada, la cual tendria que estabilizarse en el momento en que las concentraciones de los

acidos llegasen a su valor definitivo una vez transformado todo el &cido malico (fin de la FML).
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Figura 6.12 Evolucion de la velocidad ultrasénica a 22 °C en una solucion hidroalcohdlica al 12% vol.
afadiendo diferentes concentraciones de acido lactico.
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6.2.3.5 Mezclas cuaternarias de agua, etanol, &cido mélico y acido lactico

Haciendo un analisis similar al del apartado 6.2.2.3, en esta ocasion se busca confirmar
que el comportamiento de la velocidad ultrasénica, durante una FML simulada, puede ser
representado con la superposicion de los resultados obtenidos en los apartados 6.2.3.3 y 6.2.3.4
teniendo en cuenta la presencia de un componente fundamental como lo es el etanol. Usando las
Figuras 6.11 y 6.12 y como ya se mencioné en el apartado 6.2.3.4, ante la reduccion del &cido
malico y el incremento del &cido lactico, globalmente deberiamos esperar una tendencia

creciente de la velocidad ultrasonica mientras transcurre la FML.

En la Figura 6.13 se presentan las curvas correspondientes a la medida de velocidad en
mezclas de agua, etanol y acido malico (en concentraciones fijas), a las que se le va agregando
en cada medida 2 g/l de &cido lactico hasta llegar a una concentracion final de 10 g/l, es decir, se
monitoriza la influencia del etanol en el comportamiento de la velocidad cuando un &cido

aumenta en presencia del otro.

Como se puede observar, la velocidad disminuye con el incremento de acido malico
mientras que aumenta con el incremento de acido lactico, coincidiendo con los resultados por
separado de los dos apartados anteriores cuando una de las dos concentraciones era cero.
También se puede notar que, en esta ocasion y a medida que entran en juego los dos tipos de
4cidos, las curvas de ajuste presentan un comportamiento de tipo lineal con valores de R?, en

todas las rectas, por encima de 0,995.
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Figura 6.13 Evolucion de la velocidad ultrasonica medida a 22 °C en mezclas de agua-etanol-acido

lactico-acido malico para distintas concentraciones de acido malico y manteniendo fija la concentracién de
etanol (12% vol.) mientras varia la concentracion de lactico
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Realizando la misma suposicion del apartado 6.2.2.3, si una FML inicia con 8 g/l de
acido malico y finaliza con 0 g/l del mismo, segun el balance teérico de la FML, ésto conllevara
a la produccién aproximada de 5,4 g/l de acido lactico. Por lo tanto, descartando nuevamente el
CO, producido, la desaparacion total del &cido malico acarreara un incremento en la velocidad
de 1,60 m/s (8 g/l * 0,20 m/s por g/l) al tiempo que la produccion de acido lactico aportara un
incremento de 1,62 m/s (5,4 g/l * 0,30 m/s por g/l). De esta manera, el incremento esperado
entre la velocidad al inicio de la FML y la velocidad al final sera, aproximadamente, de 3,22 m/s
(1,60 m/s + 1,62 m/s).

Una vez mas, el incremento esperado durante el desarrollo de la FML es bastante
cercano a los 3,05 m/s que se obtienen de restar, con ayuda de la Figura 6,13, la velocidad de la
curva 8 g/l mélico cuando la concentracion de lactico es 0 g/l (velocidad inicial) con la
velocidad, extrapolada, de la curva 0 g/l malico cuando la concentracion de lactico es 5,4 g/l
(velocidad final). Es decir, 1557,80 m/s - 1554,75 m/s.

Como se ha dicho, ésta es una primera aproximacion para describir la evolucién de la
propagacion de ondas de ultrasonidos durante la FML del vino tinto. Como se verd mas
adelante, esta fermentacion es un proceso complejo que involucra mas parametros, algunos de
mayor influencia que otros, que de alguna manera también pueden ser parte importante en la

modificacion de las caracteristicas acusticas del vino.

Comparando los resultados de los apartados 6.2.2.1, 6.2.2.2, 6.2.3.3, 6.2.3.4 y este
ltimo, sobresale el comportamiento inverso que presenta la evolucion de la velocidad
ultrasénica al afiadir acido malico en una solucion acuosa y al hacerlo en una solucién

hidroalcoholica, circunstancia que no ocurre al realizar el experimento con acido lactico.

Para encontrar una explicacién a este resultado, se hace indispensable realizar un
analisis abordando algunas de las interacciones quimicas que se pueden dar entre los
componentes que intervienen (agua, etanol y acido correspondiente). De esta manera, si el
soluto es acido malico puro (s6lido cristalino a temperatura ambiente) y el solvente la solucién
hidroalcoholica, se estara dando oportunidad a la presencia de una reaccion de esterificacion
acido-etanol, es decir, al tratarse de un &cido dicarboxilico, cada una de las moléculas de malico
tiene la oportunidad de reaccionar con dos moléculas de etanol para producir una nueva
molécula de malato de etilo (éster) y dos moléculas de agua. Como consecuencia y dependiendo
de la espontaneidad y rapidez de la reaccion, la concentracion de etanol en la mezcla disminuiria
mientras la concentracion de agua aumentaria, dos factores que, como se ha visto por separado,
contribuyen a la reduccién de la velocidad ultrasénica. Por un lado, la velocidad en el agua pura
es menor que la velocidad en una solucion hidroalcohdlica (apartado 6.2.1) y por otro, en la

solucién hidroalcohdlica, si la concentracion se mantiene por debajo del 30%, la velocidad
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disminuye cuando el etanol disminuye (Resa et al., 2004). Por consiguiente, la superposicion de
los dos efectos reforzaria la evolucion negativa de la velocidad en la mezcla ternaria agua-
etanol-acido malico coincidiendo con los resultados experimentales obtenidos (apartado
6.2.3.3).

Ahora, si el soluto es acido lactico puro (liquido viscoso en gran parte polimerizado a
temperatura ambiente), para gque en la solucion hidroalcohélica se presente la misma reaccion de
esterificacion 4cido-etanol, primero es necesario que se desarrolle un proceso de
monomerizacién acido-agua (s6lo el acido lactico mondmero es reactivo con el etanol). Puesto
gue dicha monomerizacion suele ser un proceso lento que puede durar varios dias, se podria
esperar que la reaccion de esterificacion se diera en menor medida que en el caso del acido
malico. Ademas, al tratarse de un &cido monocarboxilico, cada molécula de &cido l4ctico sdlo
podria reaccionar con una molécula de etanol, generdndose menos agua y reduciéndose en
menor cantidad el etanol y por consiguiente, siendo menos influyente en la evolucién de la
velocidad ultrasénica. Por ello, en mezclas agua-etanol-acido léctico, el principal factor de
variacién de la velocidad podria deberse basicamente a la concentracion de acido polimerizado
y, al igual que sucede con disoluciones acuosas puras, ésta va aumentando a medida que el

acido incrementa su concentracion (apartados 6.2.2.2 'y 6.2.3.4).

6.2.4 Comportamiento de los ultrasonidos ante variaciones de turbidez

La turbidez es un pardmetro importante que presenta grandes variaciones durante el
desarrollo de la FA, aunque no deja de estar presente, en menor proporcion, durante la FML e
incluso, suele ser una de las medidas de interés enoldgico que se realizan para llevar a cabo la
monitorizacion del proceso malolactico. Por consiguiente, se considera necesario tener presente
su influencia sobre la velocidad de propagacion de las ondas de ultrasonidos. La Figura 6.14
representa la evolucién de la velocidad medida en varias muestras de vino tinto de la variedad
Merlot, preparadas con diferentes niveles de turbidez que abarcan el rango que va de 0,6 a 520

NTU (unidades nefelométricas).

Como se puede observar, el comportamiento de la velocidad presenta una tendencia
lineal decreciente con una tasa de reduccion de -0,008 m/s por NTU, demostrando la relacién
entre velocidad y turbidez. Relacion a tener en cuenta en procesos con grandes variaciones de
turbidez, pero que podria ser considerada poco influyente en FML's donde se suelen registrar

variaciones de unas pocas NTU.

119



6. Caracterizacién y monitorizacién ultrasénica de la FML en el vino tinto

1574 -

1573 4

Velocidad (m/s)

1573 -

1572 -

1572

1571 - i t t } } t } } - t - t - y
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Turbidez (NTU)

Figura 6.14 Evolucién de la velocidad de propagacion ultrasénica a 22 °C en funcién de la turbidez para
muestras de vino de la variedad Merlot.

6.2.5 Comportamiento de los ultrasonidos ante CO, disuelto

Recordando del balance estequiométrico de la FML, durante la descarboxilacion del
acido malico, aparte de la produccién de &cido lactico, también tiene lugar la produccién de
CO.. Inicialmente, dicho gas se presenta disuelto en el vino y cuando el limite de saturacién es
alcanzado, el exceso de CO, empieza a manifestarse en forma de burbujas. Segun Lounvaud-
Funel & Matsumoto (1979), a una temperatura de 20°C, se llega a saturacion cuando en 1 litro

de vino la concentracion de CO; registra un valor de 0,73 I.

Becker et al. (2001), estudiaron el comportamiento de la velocidad ultrasénica ante CO,
disuelto en agua destilada demostrando que la velocidad aumentaba con los incrementos, sin
llegar a saturacion, en la concentracion del gas. De otro lado, Resa et al. (2009) hicieron lo
correspondiente para el caso en que el CO,, disuelto en el agua, hace presencia en forma de
burbujas advirtiendo que, de esta manera, el medio se hace mas atenuante y reduce la velocidad
de las ondas de ultrasonido que se propagan por él. Ademas, demuestran que trabajando a
frecuencias por encima de la frecuencia de resonancia de las burbujas (0,6 MHz méaximo), la

medida con los ultrasonidos no debe verse alterada por la presencia de dichas burbujas.

En nuestro caso, para una FML como las que hemos monitorizado, la concentracion de
acido malico inicial puede estar, en promedio, en 1,53 g/I. Por lo cual, si por cada mol de acido
malico se produce un mol de CO, y todo el &cido mélico es transformado, de acuerdo a la ley de
los gases ideales, esto conllevaria a la produccion de 0,25 | de CO, por litro de vino. De esta
manera, el CO, de nuestras FML's estara presente de forma disuelta contribuyendo al

incremento de la velocidad ultrasénica. Por otro lado, como la frecuencia de trabajo se ha
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establecido en 1 MHz, podremos evitar la influencia negativa en el caso de que se presente la

formacidn de burbujas de CO..

6.3 Monitorizacion de la FML en plantas piloto y bodegas

6.3.1 Medidas en colaboracion con el INCAVI

Como parte del proceso de puesta en marcha y ajuste del sistema de medida ultrasonico,
se empieza por realizar una serie de medidas de prueba en colaboracion con el personal del
INCAVI (Institut Catala de la Vinya i el Vi) en su bodega experimental de Vilafranca del
Penedés. De esta manera, las primeras FML's monitorizadas son seguimientos hechos al vino
tinto elaborado con dos variedades de uva, Tempranillo (Te) y Merlot (Me), con los cuales se
organizan dos conjuntos de medidas utilizando tres tanques de acero inoxidable con capacidad
para 100 litros c/u.

Para el primer conjunto de medidas (conjuntol), se distribuye el vino tinto en los
tanques de la siguiente manera: Tanquel-Te, Tanque2-Te y Tanque3-Me y los resultados
obtenidos han sido Utiles, principalmente, para poner a prueba y observar el desempefio del
sistema de medida fuera del laboratorio e igualmente, para proponer y adoptar modificaciones
necesarias en la mejora de dicho desempefio. Posteriormente, las medidas del segundo conjunto
(conjunto2) se hacen aplicando dichas modificaciones y distribuyendo el vino en: TanqueA-Te,

TanqueB-Me y TanqueC-Te.

6.3.1.1 Conjuntol, velocidad de los ultrasonidos y monitorizacién de parametros enoldgicos
convencionales

En esta ocasion se lleva a cabo la monitorizacion ultrasénica, mediante la toma de tres
medidas consecutivas cada hora, de la FML llevada a cabo por el vino tinto almacenado en cada
uno de los tres tanques. Paralelamente, cada 2 o 3 dias, se extraia una muestra de vino de cada
tanque para medir pardmetros enol6gicos como concentracion de &cido maélico, concentracion
de &cido lactico, acidez volatil, turbidez, poblacion de bacterias y temperatura, de los cuales, en
este caso, solo se presentaran los resultados de los dos primeros por ser suficientes para el

analisis que se quiere realizar.

En las Figuras 6.15, 6.16 y 6.17 se presentan la evolucion de la velocidad ultrasonica
para el vino de cada tanque junto con las correspondientes concentraciones de los &cidos malico

y lactico (curvas usadas como referencia enologica).
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Figura 6.15 Evolucién de la velocidad ultrasénica durante el desarrollo de la FML vs. Evolucion de las
concentraciones de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en Tanquel-Te (T1).
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Figura 6.16 Evolucién de la velocidad ultrasénica durante el desarrollo de la FML vs. Evolucion de las
concentraciones de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en Tanque2-Te (T2).
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Figura 6.17 Evolucién de la velocidad ultrasonica durante el desarrollo de la FML vs. Evolucion de las
concentraciones de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en Tanque3-Me (T3).

Observando el comportamiento de las curvas en las tres figuras anteriores, se destacan

algunos aspectos importantes, los cuales se discuten a continuacion.

En primer lugar, se puede apreciar la ausencia en algunos intervalos, incluso mayores a
un dia, de valores de velocidad. Este hecho es debido a un fallo en el programa de control y
adquisicion de datos que, al estar trabajando continuamente durante mucho tiempo, llegaba a
detener su funcionamiento cuando fallaba en el momento de estar realizando alguna medida,
siendo necesario, generalmente, reiniciar de forma manual nuevamente la toma de datos. Este
inconveniente ya fue subsanado en posteriores versiones del programa de adquisicion, siendo
una de las mejoras que se realizaron para que el propio programa fuera capaz de detectar si se
produce fallo en el momento en que se estd haciendo la medida y por consiguiente, repita
inmediatamente y de forma automatica dicha toma de datos.

En segundo lugar, se registran algunos comportamientos destacables para cada curva de
velocidad. En la Figura 6.15, la velocidad empieza aumentando durante los dos primeros dias
para luego disminuir bruscamente durante dos dias mas, por el contrario, las concentraciones de
los &cidos malico y lactico reportan poca variacion durante estos cuatro dias pudiendose
considerar que su influencia en los cambios de velocidad, para este intervalo, es practicamente
despreciable. Mas adelante, a partir del cuarto dia y hasta un poco més alla del duodécimo dia,
la velocidad va aumentando levemente hasta registrar una variacion aproximada de 1 m/s
(1567,028 - 1566,003). Igualmente, durante este intervalo de tiempo, el acido malico presenta
una reduccién de 2,2 g/l y el acido lactico un incremento de 1,2 g/l con lo cual, segln los

resultados de los apartados 6.2.3.3 y 6.2.3.4, su contribucion total al aumento de velocidad
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deberia ser de 0,8 m/s (2,2*0,2 + 1,2*0,3), un valor bastante cercano a la variacién real de

velocidad que se ha medido.

Un caso similar se presenta en los resultados de velocidad de la Figura 6.26 mientras
que los de la Figura 6.27 presentan un comportamiento un tanto diferente con un incremento
elevado durante los tres primeros dias, una leve reduccién durante los siguientes tres dias, una
evolucion casi constante durante aproximadamente dos dias y pasado el octavo dia, una
reduccion abrupta hasta llegar al undécimo dia, momento en el cual, el sistema de medida se
detiene volviendo a ponerse en marcha dos dias después con un registro final en el
comportamiento de velocidad que sigue estando fuera de lo esperado segun la evolucién de las

concentraciones de los acidos malico y lactico.

De esta manera, analizando los intervalos andmalos en los resultados de velocidad de
estas tres pruebas, teniendo en cuenta todo lo mencionado respecto a la influencia de la
temperatura en la propagacion de ondas de ultrasonido y observando las variaciones de las
temperaturas que se midieron en esta ocasion, Tabla 6.1, se llega a la consideracidn de que este
parametro puede estar detras de la aparicion de dichas anomalias, pero, ya que s6lo se realizaba
la medida de temperatura cuando se tomaban las respectivas muestras de vino para el analisis
enoldgico, se considera necesario llevar un seguimiento mas completo que permita confirmar
dicha consideracion y que sirva como informacion atil para aplicar las compensaciones
necesarias que permitan descartar cualquier influencia térmica sobre los resultados obtenidos.
Esta mejora se consigue incorporando un sensor de temperatura, como se describe en el capitulo
5, al sistema de medida ultrasonico y modificando el programa de control y toma de datos para

que realice también una medida de temperatura cada vez que se hace una medida ultrasonica.

Dia | Temp (°C) Temp (°C) Temp (°C)
Tanquel-Te | Tanque2-Te | Tanque3-Me
0 19.5 19,4 19,2
2 20,3
4 21,5 21,6 20
8 21,8 21,5 20,1
11 22,1 22 19,9
14 21,7 21,6 19,2
16 19,8
18 19,5
21 22,2 22,1
23 21,6 21,6
25 22,3 22,2

Tabla 6.1 Valores de temperatura medidos durante la toma de muestras para el analisis enoldgico del
vino contenido en cada uno de los tanques de fermentacion.
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En tercer lugar, es destacable, sobre todo para las dos primeras figuras, que la evolucion
de la velocidad tiende a un comportamiento constante en el momento en que la concentracion
del &cido malico llega a la fase estacionaria (medida de un valor minimo de &cido que reporta el

final de la FML) dando claras sefiales que la velocidad deja de variar cuando la FML ha
finalizado.

6.3.1.2 Conjunto2, velocidad de los ultrasonidos y monitorizacion de pardmetros enoldgicos
convencionales

Una vez se han aplicado las respectivas modificaciones al sistema de media y al
software de control, se prepara todo lo necesario para realizar un nuevo conjunto de pruebas
que, en esta oportunidad, corresponden a la monitorizacion, durante 18 dias, de las FML's
desarrolladas por nuevas muestras de vinos almacenados en los tres tanques y distribuidos de la
siguiente manera: TanqueA-Te, TanqueB-Me y TanqueC-Te. Simultaneamente, las medidas
convencionales se llevan a cabo midiendo cuatro pardmetros enoldgicos: concentracion de los
acidos malico y lactico, acidez volatil y crecimiento bacteriano.

Las Figuras 6.18, 6.19 y 6.20 contienen la evolucion de la velocidad ultrasonica para el
vino de cada tanque junto con las correspondientes concentraciones de los acidos malico y
lactico (curvas usadas como referencia). Como se puede observar, para este conjunto de FML's,
se han realizado tres medidas ultrasonicas cada hora mientras que la toma de datos enoldgicos
no se ha hecho a intervalos de tiempo constante.
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Figura 6.18 Evolucion de la velocidad ultrasonica durante el desarrollo de la FML vs. Evolucion de las
concentraciones de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en TanqueA-Te (TA).
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Figura 6.19 Evolucién de la velocidad ultrasonica durante el desarrollo de la FML vs. Evolucion de las
concentraciones de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en TanqueB-Me (TB).
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Figura 6.20 Evolucién de la velocidad ultrasonica durante el desarrollo de la FML vs. Evolucion de las
concentraciones de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en TanqueC-Te (TC).

En cuanto a la evolucion de la velocidad de los ultrasonidos, las tres pruebas presentan
un comportamiento similar y unas curvas un poco particulares. Aqui se hara destacable el papel
de la temperatura, medida cada hora también. Por el lado de las concentraciones de los &cidos
malico y lactico, en los dos primeros tanques se considera que la fase estacionaria es alcanzada
a partir del octavo dia y en el tercero a partir del undécimo dia.
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La Figura 6.21 contiene la medida de la poblacién de bacterias. Como puede apreciarse,
las BAL empiezan a crecer tan pronto son inoculadas en el vino y, en esta oportunidad, en los 3
tanques hay una etapa de comportamiento constante que dura hasta el cuarto dia, a partir de este
momento crecen de forma progresiva hasta llegar al octavo dia, aqui nuevamente dejan de
reportar una actividad destacable coincidiendo con la fase estacionaria del acido malico que se
registra en TanqueA y TanqueB.

75 o T [ [ oY [ [ [ A

Log UFC/ml

: : ! | | —*—Conc. Bacterias TA |
40 3 1 [ S S : ] : ] {~--—| -m—-Conc. Bacterias TB |

35

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18
tiempo (dias)
Figura 6.21 Evolucién de la poblacion de BAL durante el desarrollo de la FML para el vino almacenado en
TanqueA-Te (TA), TanqueB-Me (TB) y TanqueC-Te (TC).
Por ultimo, la acidez volatil representa un conjunto de acidos (principalmente acido
acético) que se forman durante la elaboracion del vino y pueden incrementar con la FML. Su
monitorizacion es importante porque suele ser un indicador, cuando registra valores mas

elevados de lo adecuado, del riesgo que puede llegar a correr el vino de picarse y avinagrarse
con el tiempo.

La Figura 6.22 muestra la evolucion de la acidez volatil durante la FML en los tres
tanques, el comportamiento general indica un aumento entre el valor inicial y el valor final en
cada caso, sefialando que durante la FML se ha generado mas de estos acidos, no obstante, los
valores de concentracién se mantienen por debajo de la referencia de 0,6 g/l, es decir, la acidez
volétil se mantiene dentro del rango en el que se considera que contribuye positivamente a la
complejidad del aroma en el vino (Lerm et al., 2010).
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Figura 6.22 Evolucion de la acidez volatil durante el desarrollo de la FML para el vino almacenado en
TanqueA-Te (TA), TanqueB-Me (TB) y TanqueC-Te (TC).

6.3.1.2.1 Variaciones de temperatura durante la monitorizacién de la FML
Para este conjunto de medidas, la temperatura del vino presenta una evolucién peculiar
que afecta a las curvas de velocidad ultrasénica. En la Figura 6.23 se puede observar la

evolucion de la temperatura en el interior de cada tanque durante el desarrollo de toda la FML.

En esta ocasion, se presento la necesidad de aumentar artificialmente la temperatura de
la sala donde estaban ubicados los tanques con el vino ya que las condiciones de temperatura
registraban un valor un poco més bajo del adecuado para iniciar la actividad de las BAL. Por tal
motivo, se puso un radiador frente a los tanques y de esta manera, como se puede observar en
cada curva, la temperatura empezd a aumentar muy rapidamente durante el primer dia.
Casualmente, estas primeras 24 horas de actividad abarcaban entre las 14:00 horas de un jueves
y las 14:00 horas del dia siguiente, viernes en el cual el personal del INCAVI inicia el fin de
semana Yy el radiador es apagado. Esto Gltimo explica el siguiente tramo descendiente de la
temperatura que va desde el viernes a las 14:00 hasta el siguiente lunes a las 09:00 horas, a
pesar de que son casi 3 dias, la temperatura no desciende tan precipitadamente como acontecid
con el aumento del primer dia, seguramente porque el calor generado por la FML ya hace efecto
conservando y manteniendo mas elevada la temperatura en el vino. Llegado el lunes, se decide
encender de nuevo el radiador, suministrando otro aumento rapido de temperatura que va hasta
el dia siguiente a la misma hora (09:00), a partir del martes, se apaga el radiador y no se vuelve
a encender durante lo que queda de FML.
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Figura 6.23 Evolucion de temperatura durante el desarrollo de la FML para el vino almacenado en
TanqueA-Te (TA), TanqueB-Me (TB) y TanqueC-Te (TC).
Igualmente, se puede observar que la temperatura de TanqueB sobresale més que las
otras dos cuando el radiador permanece encendido. Esto se debe a que dicho tanque era el que

estaba ubicado més cerca del radiador, quedando por delante de otros dos.

Visto de esta manera, podria pensarse que por el hecho de intervenir un factor externo
que manipula, en algunos tramos, el comportamiento de la temperatura, se complica la opcién
de obtener resultados Utiles a la hora de poner en marcha el andlisis ultrasonico. Si bien es cierto
que el desarrollo puede ser méas dificil, en las siguientes secciones se comprobara que adn asi, de

los resultados obtenidos se puede extraer informacion aprovechable.

6.3.1.2.2 Analisis correlativo de los resultados obtenidos

La Tabla 6.2 contiene los valores del coeficiente de correlacion de Pearson y del p-valor,
calculados entre parametros enoldgicos y ultrasonicos de forma indiferente. Por otro lado, al
contar con méas cantidad de medidas ultrasonicas que enoldgicas, se realiza una seleccion de
aquellas velocidades que coinciden en tiempo con el momento en que se llevo a cabo la medida
enoldgica en el vino de cada tanque.

Como observacidn general, se advierte que entre parametros enoldgicos los valores de
correlacion son altos, especialmente entre los &cidos malico y lactico por un lado y entre la
poblacién de bacterias y todos los demas por el otro.
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Tanque Conc. Conc. Acidez Conc.
Malico | Léctico volatil Bacterias

Velocidad | -0,622 0,596 0,107 0,533

(0,073) | (0,090) (0,784) (0,140)

i.’ Veleomp -0,964 0,966 0,514 0,872

@ (0,000) | (0,000) (0,157) (0,002)

g Conc. -0,943

= Malico (0,000)

Conc. -0,998 0,925

Lactico | (0,000) (0,000)

Acidez -0,702 0,692 0,769

volatil (0,035) | (0,039) (0,015)

Velocidad | -0,262 0,232 -0,074 0,262

(0,496) | (0,548) (0,851) (0,496)

§ Veleomp -0,903 0,953 0,718 0,805

g (0,001) | (0,000) (0,029) (0,009)

g Conc. -0,755

© Malico (0,019)

Conc, -0,976 0,797

Lactico (0,000) (0,010)

Acidez -0,741 0,789 0,870

volatil (0,022) | (0,011) (0,002)

Velocidad | -0,478 0,243 0,215 0,447

(0,193) | (0,529) (0,578) (0,228)

5 Veleomp -0,926 0,897 0,880 0,917

2 (0,000) | (0,001) (0,002) (0,001)

g Conc. -0,987

= Malico (0,000)

Conc. -0,942 0,949

Lactico | (0,000) (0,000)

Acidez -0,873 0,914 0,871

volatil (0,002) | (0,001) (0,002)

Tabla 6.2 Coeficiente de correlacion de Pearson y p-valor (segunda cantidad entre paréntesis) calculados
entre las medidas llevadas a cabo durante la FML de cada tanque (convencionales y ultrasénicas de
forma indiferente).

Ahora, en lo que respecta a la velocidad, se ha hecho un primer calculo de correlaciones
utilizando los valores originales medidos. Como se puede observar, los resultados no son los
esperados y la relacion estadistica entre velocidad y pardmetros convencionales es casi

despreciable (especialmente para TanqueB y TanqueC).

Por tal motivo, se realiza un segundo calculo del coeficiente de correlacion de Pearson
usando unos valores de velocidad compensados (Velcomp). Es decir, partiendo de las muestras de
velocidad tomadas de la curva original y con ayuda de la Ec. 6.1, se resta el efecto de las
variaciones de temperatura o, en otras palabras, se aplica una compensacion por variacion de

temperatura segun el grado alcohdlico de cada vino (TanqueA-Te, 12,96% vol.; TanqueB-Me,
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12,46% vol. y TanqueC-Te, 13,85% vol.). La Figura 6.24 es un ejemplo de dicha compensacién
para las velocidades del vino almacenado en TanqueA-Te.
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Figura 6.24 Evolucioén de la velocidad de los ultrasonidos en el vino de TanqueA-Te (TA) compensada en
temperatura (Velcomp).

De esta manera, las nuevas correlaciones entre velocidad compensada (Velcomp) Y
parametros enoldgicos mejoran considerablemente (Tabla 6.1). Es de destacar, en especial, la
excelente correlacion entre velocidad y concentraciones de los acidos malico y lactico que,
como se ha venido trabajando, son los usados como referencia para determinar el final de la
FML y por consiguiente permiten demostrar que las medidas realizadas son (tiles en el objetivo
de monitorizar todo el proceso malolactico y que las modificaciones llevadas a cabo son
necesarias y practicas.

6.3.2 Medidas en colaboracion con la Universidad de Valladolid

Teniendo en cuenta las observaciones y sugerencias, para optimizar el desempefio del
sistema de medida ultrasonico, derivadas del desarrollo experimental presentado en el apartado
6.3.1, se realiza un desplazamiento geografico para llevar a cabo un tercer conjunto de pruebas
experimentales. Como ya fue descrito en el capitulo anterior (Materiales y Métodos), las FML's
monitorizadas con ayuda del grupo de investigacion ENOBIOTEC de las areas de Tecnologia
de Alimentos y Microbiologia de la Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias de la
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia), son seguimientos hechos durante 14 dias al
vino elaborado con uva de la variedad Tempranillo, distribuido en dos tanques de acero
inoxidable (Tanquel y Tanque2) con capacidad para 100 litros c/u y ubicados en su bodega

experimental.
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6.3.2.1 Medidas de pardmetros enoldgicos convencionales

Siguiendo las pautas de lo que seria la monitorizacion convencional de una FML
industrial, se realiza el seguimiento evolutivo de parametros como la concentracion de los
acidos malico y lactico, el pH, la acidez total, la turbidez y el crecimiento bacteriano, entre

otros.

En la Tabla 6.3 se pueden encontrar las caracteristicas quimicas medidas en el vino antes
de iniciar la FML y las caracteristicas quimicas medidas, en el contenido de cada tanque, al final

del proceso malolactico.

, Antes de la ;
Parametro EML Después de la FML
Tanquel | Tanque2
oH 3,58 3,82 3,80
Acidez volatil
(gl 4cido acético) 0,24 o o
Acidez total
(g/! cido tartarico) e o >
Grado alcohélico
o 14,2 14,2 14,2
Turbidez
(NTU)
Acido malico 1,53 0,03 0,01
(9
Acido lactico 034 1,37 1,33
(g

Tabla 6.3 Caracteristicas analiticas del vino tinto Tempranillo antes y después de llevarse a cabo el
proceso de FML.

A continuacion, se presenta de forma grafica el seguimiento evolutivo de los principales
parametros de interés enoldgico que se suelen utilizar para caracterizar el desarrollo completo
de una FML.

6.3.2.1.1 Evolucidn de las concentraciones de acido malico y acido lactico
En primer lugar, se presenta la monitorizacion de las concentraciones de los acidos
malico y lactico durante las FML's en los tanques Tanquel y Tanque2, Figuras 6.25 y 6.26

respectivamente.

Como se puede observar, en ambos tanques, durante los primeros 2 dias la variacion que
reporta el contenido de acido malico es muy leve coincidiendo con la fase de crecimiento y
adaptacion de las BAL. Entre el segundo y el octavo dia, se registra la méaxima actividad
catabdlica de dichas bacterias, es decir, en este intervalo de tiempo se lleva a cabo la conversion

de la mayor parte del &cido malico presente en el vino. Aproximadamente, se registran unas
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tasas de reduccion de 0,25 g/l/dia para el vino de Tanquel y 0,24 g/l/dia para el vino de
Tanque2. Posteriormente, superado el octavo dia, la evolucion del acido malico entra en una
fase estacionaria anunciando el final de la FML. Tal y como se describié en el Capitulo 2, el
final de la FML generalmente suele asociarse con el momento en que la concentracion de cido
malico llega a un minimo valor establecido y por consiguiente, es su curva evolutiva la que se

ha venido y seguira siendo usada como referencia para todas las otras medidas y pruebas que se
realicen durante la monitorizacién de estas FML's.

—o—Acido mélicoT1|
—i—Acido lactico T1

Concentracion (g/l)

0.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
tiempo (dias)

Figura 6.25 Evolucién de la concentracion de los &cidos médlico y lactico durante el desarrollo de la FML
en el vino almacenado en Tanquel (T1).
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——Acido lactico T2

Concentracion (g/l)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
tiempo (dias)

Figura 6.26 Evolucion de la concentracién de los acidos malico y lactico durante el desarrollo de la FML
en el vino almacenado en Tanque2 (T2).
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El 4cido lactico, como es de esperar, registra una evolucion que transcurre de forma
paralela a lo que ocurre con el acido malico, su variacién es lenta al inicio y en el tramo
comprendido entre el segundo y el octavo dia se registra una tasa de aumento de
aproximadamente 0,17 g/l/dia en los dos tanques. Por otro lado, es destacable el hecho de que la
Ilegada a la fase estacionaria parece ubicarse antes de la del &cido malico, un acontecimiento
que tendria importancia si se tuviese que escoger entre la concentracion de acido malico y la

concentracién de acido lactico como guia para determinar el final de la FML.

Finalmente, haciendo mencién al balance tedrico de la FML descrito en el apartado
6.2.2.3, el catabolismo de 1,53 g/l de acido malico deberia incurrir en la produccion de 1,03 g/l
de &cido lactico (1,53*0,67). Un valor muy similar a las cantidades que se registran en ambos
tanques: 1,03 g/l en Tanquel (1,37-0,34 g/l) y 0,99 g/l en Tanque2 (1,33-0,34 g/l), Tabla 6.2.

6.3.2.1.2 Evolucion del pH y la acidez total
Las Figuras 6.27 y 6.28, reportan el comportamiento de los pardmetros que podrian
considerarse los indicadores evolutivos de la acidez en el vino tinto durante la FML: el pH y la

acidez total.

El pH, como se puede observar en ambas graficas, durante los primeros 5 dias registra
una tendencia practicamente constante. Pasado este momento, se van reportando leves
incrementos ligados principalmente a la descarboxilacion del acido malico en &cido lactico que
estd aconteciendo. Al final de la FML, el pH registra un aumento de 0,24 en el vino almacenado
en Tanquel y 0,22 en el de Tanque2, dichos valores se ajustan perfectamente al incremento

comprendido entre 0,1 y 0,3 unidades que se suele esperar de una FML (Davis et al., 1985).

En cuanto a la acidez total, como podria esperarse, reporta una significativa reduccion
en su concentracion. En concreto, una vez finalizada la FML, se registran 0,83 g/l menos en la

muestra de Tanquel y 0,81 g/l menos en la de Tanque2 (g/l expresados en acido tartarico).

Hidalgo (2011), menciona tres diferentes mecanismos como los causantes de las
perdidas en la acidez total, el primero tendria que ver con el hecho de que la FML es la causante
de la transformacién de un &cido fuerte (&cido malico dicarboxilico) en un éacido mas débil
(&cido lactico monocarboxilico), el segundo con la posible precipitacion del acido tartarico en
forma de bitartrato de potasio o tartrato de calcio y el tercero con la reduccion de la solubilidad
del bitartrato de potasio. Igualmente, el mismo autor describe que, teéricamente, el consumo de
1 g/l de acido malico induce un descenso de 0,6 g/l en la acidez total (expresada en &cido
tartarico). Para nuestro caso, esta relacion equivaldria a un valor teérico de 0,9 g/l de acido

tartarico, cantidad muy cercana a las calculadas al inicio del parrafo para cada tanque.
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Figura 6.27 Evolucion del pH y la acidez total durante el desarrollo de la FML en el vino almacenado en
Tanquel (T1).
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Figura 6.28 Evolucion del pH y la acidez total durante el desarrollo de la FML en el vino almacenado en
Tanque2 (T2).

6.3.2.1.3 Evolucion de la turbidez y el crecimiento de bacterias
Finalmente, completando los parametros enolégicos convencionales, en las Figuras 6.29
y 6.30 quedan registradas las medidas hechas a la poblacion de bacterias y a la turbidez durante

el desarrollo de la FML del vino tinto almacenado en cada tanque.

En cuanto a la poblacion de bacterias, se puede apreciar facilmente que, tan pronto son
inoculadas en el vino, empiezan a crecer de forma muy rapida. Méas adelante, pasados los
primeros 3 dias, llegan a los 6 log UFC/mlI ideales para el desarrollo de la FML (Wibowo et al.,

1985; Lonvaud-Funel, 1999; Lerm et al., 2010). Finalmente, transcurridos 5 dias mas (hasta el
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dia 8), alcanzan la fase estacionaria que, como se ha dicho, reporta el final de la FML. A partir
de este momento, deja de detectarse degradacion bacteriana de acido malico, Figuras 6.25 y
6.26.

Contrario a lo que podria esperarse ante el crecimiento de la poblacion bacteriana, la
turbidez reporta una reduccién de, aproximadamente, 36 NTU. Un hecho seguramente ligado al
proceso de clarificacion del vino y que segln los resultados del apartado 6.2.4, se veria
representado por aportes positivos a la evolucion de la velocidad de propagacion ultrasonica,
gue en nuestro caso, abarcaria los primeros 3 dias.
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Figura 6.29 Evolucién de la turbidez y el crecimiento de bacterias durante el desarrollo de la FML en el
vino almacenado en Tanquel (T1).
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Figura 6.30 Evolucién de la turbidez y el crecimiento de bacterias durante el desarrollo de la FML en el
vino almacenado en Tanque2 (T2).
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6.3.2.2 Monitorizacion de la fermentacion malolactica mediante ondas de ultrasonido
Repasando el procedimiento llevado a cabo durante el desarrollo de la FML en los dos

tanque empleados, debemos recordar que el sistema de medida ultrasénico disefiado se

integraba a cada tanque para que efectuase dos medidas consecutivas cada 4 horas. Tarea que se

efectla en paralelo a la monitorizacién convencional descrita en el apartado 6.3.2.1.

En la Figura 6.31 se representan los resultados originales registrados, durante toda la
FML, en cuanto a la evolucion de la velocidad de las ondas de ultrasonido propagandose por el
vino almacenado en cada tanque.
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Figura 6.31 Evolucién de la velocidad ultrasonica durante el desarrollo de la FML del vino almacenado en
Tanquel (T1) y Tanque2 (T2).

A primera vista y en ambos casos, se observa que la velocidad adopta un
comportamiento creciente desde el inicio, llegando a su valor maximo entre los dias 5y 6. En
este momento, la variacion respecto a las dos velocidades iniciales es de, aproximadamente, 4
m/s en cada caso. Posteriormente, durante mas o menos un dia y medio, la velocidad presenta
un leve descenso que finaliza entre el dia 7 y 8 cuando se registra el inicio de la que parece ser
la fase estacionaria.

Por consiguiente, usando la evolucion de los acidos malico y lactico del vino
almacenado en cada tanque como referencia (Figura 6.32), estas curvas de velocidad presentan
un desfase de mas o menos un dia en cuanto a la posible deteccion del final de la FML.

Igualmente, como ya se hizo mencién, la velocidad deja de aumentar antes de que se agote el
acido malico disponible.
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Por otro lado, destaca la presencia de una fase decreciente pasado el dia 10, este
comportamiento puede estar ligado al hecho de que la actividad en el vino continGa aunque se
haya llegado al final de la FML. Es decir, una vez se ha consumido practicamente todo el acido
malico, las BAL remanentes empezaran a hacer uso de otros elementos disponibles y Utiles
dentro del vino como el &cido tartérico, el &cido citrico o los azucares residuales (Lerm et al.,
2010) con la consecuente aparicion de nuevos componentes de desecho y por consiguiente, con
nuevas alteraciones en las caracteristicas acusticas del medio que terminan afectando
pardmetros como la velocidad de propagacion de las ondas de ultrasonido. Incluso, las BAL van
efectuando el metabolismo de estos otros elementos en paralelo al del acido mélico aunque en
menor cantidad. De todas formas, debido a que el objetivo de este trabajo es determinar la

llegada a la fase estacionaria, como aviso del final de la FML, lo que ocurra mas adelante no
sera tomado en cuenta.
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Figura 6.32 Evolucién de la velocidad ultrasénica durante el desarrollo de la FML del vino almacenado en
Tanquel (T1) y Tanque2 (T2) vs. Evolucién de las concentraciones de los acidos malico y lactico del vino
en Tanquel (T1).

6.3.2.3 Analisis correlativo de los resultados obtenidos

En la Tabla 6.4 se resumen los valores del coeficiente de correlacion de Pearson y del p-
valor, calculados para analizar las posibles relaciones que se puedan dar entre las diferentes
medidas llevadas a cabo (convencionales y ultrasonicas de forma indiferente). A modo de filtro,
en la tabla se ensefian solamente los resultados que presentan una relacion estadisticamente
significativa (p<0,005). Por otro lado, al contar con mas cantidad de medidas ultrasonicas que
convencionales, se realiza una seleccion de aquellas velocidades de la Figura 6.31 que coinciden

en tiempo con el momento en gue se llevo a cabo la medida convencional.
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De esta manera y para ambos tanques, se pueden observar los altos valores del
coeficiente de correlacion de Pearson encontrados entre los Ilamados parametros
convencionales, un hecho que confirma, como podria esperarse, la estrecha relacion entre la

actividad de las BAL y los cambios quimicos experimentados por el vino.

Asi, la degradacion del &cido malico muestra su fuerte influencia ante la aparicion de
acido lactico, la reduccién en la acidez (aumentando el pH, sustituyendo la presencia de un
acido fuerte por uno mas débil y disminuyendo la acidez total) y el crecimiento de la poblacion
bacteriana. Circunstancias que dan a este acido el papel de protagonista principal durante el
desarrollo de la FML.

Tanque Conc. Conc. pH Acidez Turbidez Conc.
Malico | Lactico total Bacterias

Velocidad | -0,888 0,909 -0,872 -0,843 0,917

(0,000) | (0,000) (0,002) (0,000) (0,000)

Conc. -0,994 -0,903 0,995 -0,909

4 Malico (0,000) | (0,000) (0,000) (0,000)
“g’_ Conc. 0,899 -0,996 0,914

E Lactico (0,000) (0,000) (0,000)
pH -0,909 0,796

(0,000) (0,001)

Acidez -0,898

total (0,000)

Velocidad | -0,907 0,885 -0,870 -0,844 0,934

(0,000) | (0,000) (0,001) (0,000) (0,000)

Malico -0,986 -0,863 0,987 -0,930

~ (0,000) | (0,000) (0,000) (0,000)
§ Lactico 0,879 -0,986 0,888
E (0,000) (0,000) (0,000)
pH -0,898 0,780

(0,000) (0,003)

Acidez -0,888

total (0,000)

Tabla 6.4 Coeficiente de correlacion de Pearson y p-valor (segunda cantidad entre paréntesis) calculados
entre las medidas llevadas a cabo durante la FML de cada tanque (convencionales y ultrasénicas de
forma indiferente)

Igualmente, la poblacion de bacterias también presenta una alta correlacion con la gran
mayoria de los otros pardmetros. Este hecho es de esperarse si se tiene en cuenta que, al finy al
cabo, el objetivo de las BAL es crecer y mantenerse, haciendo uso de los recursos Utiles
disponibles y entregando productos de desecho. Acciones que, de una u otra forma, son las

causantes de las alteraciones en varias de las caracteristicas fisicoquimicas del vino.
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Por otro lado, la turbidez es la Gnica medida que presenta correlacién significativa con
uno solo de los otros parametros convencionales (concentracion de bacterias) y ademas, es el

valor de coeficiente de correlacidn mas bajo entre todos los presentados.

Finalmente, la velocidad ultrasénica presenta una alta correlacion con las
concentraciones de los dos acidos de interés, malico y lactico. Un hecho que, sin lugar a dudas,
es de gran importancia en la tarea de analizar la capacidad de la técnica con ultrasonidos como
herramienta de monitorizacion y control de la FML. Ademas, la correlacion entre velocidad y
los otros parametros tenidos en cuenta (incluyendo la turbidez) también es bastante

significativa.

En relacion a esta Gltima observacién, cabe destacar el hecho de que el valor de
correlacién mas alto se presenta entre la velocidad y la concentracion de bacterias. Este
resultado concuerda con los obtenidos por Resa et al. (2007) donde los autores monitorizaron la
fermentacion lactica llevada a cabo por las BAL usando ondas de ultrasonido y midiendo
velocidad. Sus resultados mostraban la existencia de una relacion lineal, de pendiente positiva,
entre velocidad y poblacién de bacterias y ademas, determinaban que la poblacion de bacterias
debe incrementarse en aproximadamente 6,10° UFC/ml para reportar un aumento en velocidad
de 0,1 m/s 6 menos, ya que como reconocen los propios autores, si se tiene en cuenta la
evolucidn de otros factores que intervienen, el resultado obtenido seria ain menor. Sin embargo,
en nuestras pruebas la poblacién de bacterias aumentd aproximadamente de 10°a 10’ UFC/ml y
en consecuencia, podria despreciarse la incidencia directa del crecimiento bacteriano sobre la
velocidad ultrasonica, otorgando a las ondas de ultrasonido mas relevancia en la tarea de

detectar cambios méas importantes durante la FML.

6.3.2.4 Andlisis comparativo de los resultados obtenidos

Una vez se ha podido comprobar, mediante los resultados del apartado anterior, la
existencia de una correlacion estadistica significativa entre las medidas convencionales de los
principales pardmetros enoldgicos usados para monitorizar la FML y las medidas de velocidad
ultrasonica, en este apartado se buscara aportar un mejor entendimiento de lo que ocurre con la
propagacion de las ondas de ultrasonido durante las dos FML's monitorizadas, utilizando los
resultados obtenidos con las pruebas de laboratorio. Especificamente, se lleva a cabo el calculo
tedrico de la forma como deberia evolucionar la velocidad ultrasonica en el vino tinto, en primer
lugar, segun la evolucion de parametros enoldgicos medidos y, en segundo lugar,
complementando este primer resultado con el anexo de los efectos de las variaciones de

temperatura.
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6.3.2.4.1 Evolucion tedrica de la velocidad, primera propuesta

En este primer intento, se realiza el calculo de lo que llamaremos evolucidn tedrica de la
velocidad ultrasonica (Veles:). Es decir, con ayuda de los datos presentados en las Figuras 6.25,
6.26, 6.29 y 6.30, se calcula una evolucion de la velocidad donde sélo se tenga en cuenta los
cambios que aportan las variaciones del &cido malico (0,2 m/s por g/l reducido, apartado
6.2.3.3), las variaciones del acido lactico (0,3 m/s por g/l producido, apartado 6.2.3.4) y las
variaciones en turbidez (0,008 m/s por NTU reducida, apartado 6.2.4). Los resultados de cada
tanque se pueden observar en las Figuras 6.33 y 6.34 donde igualmente, se anexan las
respectivas curvas de velocidad experimental (Vele,) del apartado 6.3.2.2 y las de las

respectivas concentraciones de los acidos malico y lactico.

Comparando las curvas de las velocidades experimentales con sus respectivas curvas
tedricas, se pueden destacar algunas similitudes y diferencias. La diferencia mas notable es la
discrepancia en magnitud entre curvas, que puede llegar a ser, en los puntos maximos, de 3 m/s.
Por otro lado, también es relevante que la evolucion tedrica no presenta el intervalo de descenso
entre la méxima velocidad registrada y la llegada a la fase estacionaria como se puede observar
en las curvas experimentales. En cuanto a similitudes, es destacable el parecido en evolucion
entre las curvas y sobre todo, que el inicio de la fase estacionaria en los dos casos (tedrico y
experimental) estd definido pasado el dia 7. Por lo tanto, practicamente se mantiene el mismo
desfase de, aproximadamente, un dia comparado con la curva de referencia (evolucién del acido

malico).

Ahora, es importante considerar que esta primera aproximacion tedrica no tiene en
cuenta toda la complejidad que realmente envuelve a la FML. Seguramente, aspectos como la
produccién de CO, y otros productos minoritarios (como el &cido acético, el diacetil y la
acetoina) combinados con mas cambios fisicoquimicos (como la precipitacion de sal y
polifenoles), estdn vinculados con las diferencias observadas entre curvas experimentales y
curvas teoricas. Ademas, las curvas tedricas se han realizado sin tener en cuenta la influencia de
un parametro que, como se ha venido mencionado, juega un papel muy importante en la
velocidad de propagacion de los ultrasonidos: la temperatura, incluso, siendo mas especificos
para nuestro caso, la influencia de la combinacion grado alcohélico-temperatura. Si recordamos,
las pruebas de la evolucidn de la velocidad ante variaciones de &cido malico y acido lactico se
hicieron asumiendo temperatura y grado alcohdlico constantes (22 °C y 12% vol.), algo que,
como se vera a continuacion, en las pruebas fuera del laboratorio (en bodega) no es posible de

cumplir cuando de la temperatura se trata.
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Figura 6.33 Evolucion tedrica y experimental de la velocidad ultrasonica (Veles1, Velexp) vs. Concentracion
de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en Tanquel (T1).

1585.0 - i " , " i T r " " Y y " T r r 1.60
1584.5 - F 144
15840 vorom) T2 1.28
|| —a—Veltes) T2
15835 + 112
| | —®—Ac.Malico T2 =
@ . =
E 1583.0 | —®Ac.Lactico T2 4 0.96 p
~ H H H Ne)
=2 'S
S 1582.5 - 0.80 g
(&) o
o D
< 1582.0 - 0.64 8
= ] 3
1581.5 - r 0.48
1581.0 - r 0.32
1580.5 7 0.16
1580.0 4t e el . | gqp

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
tiempo (dias)

Figura 6.34 Evolucion tedrica y experimental de la velocidad ultrasonica (Veles1, Velexp) vs. Concentracion
de los acidos malico y lactico para el vino almacenado en Tanque2 (T2).

6.3.2.4.2 Variaciones de temperatura durante la monitorizacién de la FML

Antes de continuar y como predmbulo a lo que se hara en el siguiente apartado, es
necesario recurrir y analizar los datos de temperatura medidos por la sonda que fue adaptada al
sensor para mantenerse practicamente en contacto directo con el interior de cada tanque. Dichos
datos equivalen a una medida de la temperatura cada 4 horas, coincidiendo con el momento en
gue se realiza cada toma de dato ultrasonico.
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Las curvas de la Figura 6.35 son una clara evidencia de lo que se ha venido discutiendo
con respecto a la influencia de la temperatura sobre la velocidad de propagacion de las ondas de
ultrasonidos. Comparando estas curvas con las de velocidad de la Figura 6.31, se hace notorio el
gran parecido entre ellas en cuanto a comportamiento. Si bien es cierto que la temperatura no
muestra grandes cambios antes del primer dia, si se puede destacar su posterior aumento hasta
pasado el dia 5, momento en el cual, al igual que la velocidad, alcanza su maximo valor para
luego empezar a descender durante un par de dias antes de asumir cierta estabilidad. Por otro
lado, es destacable que en cada curva se presenta una especie de oscilacion triangular cuyo
periodo es aproximadamente 1 dia. Comparando con la informacion de los registros
almacenados, se puede comprobar que el tramo creciente estd limitado entre las 09:00 y las
21:00 horas y el decreciente con entre las 21:00 y las 09:00 horas aproximadamente, es decir, la
oscilacion esta inducida por los cambios normales de la temperatura ambiente que se presentan
entre el dia y la noche. Mas adelante se propondra una opcion para minimizar la influencia que

puedan tener estas oscilaciones.

Temperatura (°C)

—®-TemperaturaT1|
—&—Temperatura T2

7 8 9 10 11 12 13 14 15
tiempo (dias)

Figura 6.35 Evolucion de la temperatura en el vino contenido en Tanquel (T1) y Tanque2 (T2) durante el
desarrollo de la FML.

Para intentar dar una explicacion mas profunda que ayude a interpretar lo que ocurre con
la temperatura en las muestras de vino y su respectiva influencia sobre la evolucion de la
velocidad de propagacion ultrasénica en las mismas, deberia considerarse el balance
calorimétrico que se produce durante todo el proceso. Asi, si se analiza la transferencia de calor

en el vino almacenado en cada tanque, deberian tenerse en cuenta dos factores:

a) El calor debido a la variacion de entalpia de la reaccion maloléctica (qy).
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b) La transferencia de calor entre el tanque que contiene el vino y el exterior (gs).

Analizando el primer factor, suponiendo que es posible calcular el calor g; debido a la
variacién de la entalpia de la reaccion malolactica a partir de los datos termodinamicos de los
productos principales que intervienen en el proceso (acidos malico y lactico), nos
encontrariamos con que la conversion de malico a lactico es un proceso ligeramente
endotérmico. Sin embargo, medidas calorimétricas experimentales con &cido malico y bacterias
capaces de convertirlo en acido lactico muestran que lo que se produce es un ligero aumento en

la temperatura de la muestra (Kunkee, 1967), indicando el caracter exotérmico del proceso.

Considerando el segundo factor, la transferencia de calor g entre el tanque que contiene
la muestra de vino y el exterior es funcion del coeficiente de transferencia de calor de dicho
recipiente (K;), de la superficie del tanque en contacto con el exterior (S) y del gradiente de

temperatura entre la muestra de vino y el exterior (4t). Todo ello segln la ecuacién:
g, =K,-S-At . (6.2)

Entonces, si la temperatura del vino es mayor que la del exterior, el gradiente de
temperatura At, y por consiguiente @, serd de signo negativo, es decir, en este caso, la

transferencia de calor serd desde el vino hacia el exterior.

El balance calorimétrico resultante en la muestra de vino es la suma de los dos factores:

g=0,+Q, . (6-3)

De esta forma, suponiendo que al inicio de la FML el vino en el tanque esta a la misma
temperatura que el exterior, podremos afirmar que g, serd nulo y por consiguiente, el calor q;

generado por la FML empezara produciendo un aumento de la temperatura del vino.

A medida que el proceso malolactico avanza, el acido malico se va agotando, las
bacterias van agotando su ciclo y el calor q; generado por la fermentacién va disminuyendo.
Cuando la FML concluye, dicho calor pasa a valer cero (g; = 0). Por otro lado, el incremento de
temperatura que se ha producido en el vino hace que la transferencia de calor g, con el exterior
aumente, cuanto mayor sea la temperatura de la muestra respecto al exterior, mas negativo sera

gz y mayor sera la transferencia de calor del vino al exterior.

Resumiendo, a medida que avanza la FML, g, es cada vez mas pequefio y @, mMas
negativo. En el momento en que la suma de los dos factores (g; + Q) se vuelva negativa,
significa que la muestra de vino pasara a enfriarse. Debe notarse que esto sucedera, no en el

momento en que la FML ha finalizado (cuando ¢; = 0), sino un poco antes. Esto explicaria el
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por qué el maximo de la temperatura en la Figura 6.35 no coincide con el final de la FML y el

motivo del intervalo de descenso durante casi dos dias hasta que q; sea cero o despreciable.

Volviendo de nuevo al comportamiento similar observado entre las curvas que
representan la evolucion de la velocidad de propagacion ultrasénica (Figura 6.31) y las curvas
de temperatura (Figura 6.35), podriamos afirmar que esto era de esperar ya que, al fin y al cabo,
sabemos que la velocidad de propagacion de los ultrasonidos es altamente dependiente de la
temperatura, un comportamiento que se suma a los aportes hechos por las variaciones en la

concentracién de los acidos malico y lactico, lo cual justificaria que:

a) La diferencia entre las curvas tedrica y experimental de las velocidades de
propagacion de los ultrasonidos (Veles: Y Velep) es debida, junto con otros aspectos ya
mencionados, a la variacién de temperatura del vino en cada tanque en la medida en que la FML
avanza. Como se describi6, para los datos tedricos (pruebas en laboratorio) las muestras se

termostataban cuidadosamente, descartandose cualquier alteracion por temperatura.

b) El aporte sobre la velocidad de propagacién de los ultrasonidos debido a los cambios
de temperatura es mas evidente que lo aportado por los cambios en la concentracion de los
acidos malico y lactico, razén por lo cual, la curva de la velocidad en el vino de cada tanque se
parece bastante a su respectiva curva de temperatura. En otras palabras, la segunda evolucion
condiciona el comportamiento de la primera y ya que la temperatura empieza a disminuir antes
de que la FML concluya, como ya se ha argumentado, la velocidad de propagacion de los
ultrasonidos en los vinos también lo hace de forma similar. Como consecuencia, el maximo de
velocidad no coincide con el fin de la FML, presentdndose antes de que la fermentacion se

considere finalizada.

Finalmente, es importante recalcar que esta explicacion es de caracter orientativa ya que,
dada la complejidad de la mezcla que compone al vino y de la FML en si, no se han tenido en
cuenta otras reacciones exotérmicas que las BAL generan como resultado del catabolismo,

muchas veces en paralelo, de algunas sustancias (azlcares y otros acidos).

6.3.2.4.3 Evolucion teérica de la velocidad, segunda propuesta

Como respuesta a parte de las observaciones y conclusiones expuestas en los dos
apartados anteriores, en este apartado se presenta una segunda propuesta de velocidad tedrica
(Veles2) que, basicamente, consiste en agregar a las curvas Velys; de las Figuras 6.33 y 6.34 los
efectos que aportan las variaciones de temperatura segun el grado alcohélico del vino en cada
tanque. Con ayuda de la Ec. 6.1, podemos determinar que la constante de compensacién a
aplicar ante variaciones de temperatura, en un vino con grado alcohdlico 14,2% vol., es 0,91 m/s

por °C. Nuevamente, ya que la curva de temperatura contiene mas puntos que la de velocidad

145



6. Caracterizacién y monitorizacién ultrasénica de la FML en el vino tinto

tedrica, se hace una seleccién de las temperaturas que coinciden en tiempo con el momento en
gue se hizo la medida de las concentraciones de los &cidos malico y lactico. En la Figura 6.36 se

pueden observar los resultados para el caso de Tanquel y en la Figura 6.37 para el de Tanquez2.
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Figura 6.36 Evolucion tedrica de la velocidad ultrasénica (Veles1 y Veles2) vs. Velocidad experimental
(Velexp) para el vino almacenado en Tanquel.
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Figura 6.37 Evolucion tedrica de la velocidad ultrasonica (Veles1 Y Veles2) vs. Velocidad experimental
(Velexp) para el vino almacenado en Tanque2.

Indudablemente, esta segunda propuesta de velocidad tedrica muestra una alta
concordancia con las curvas de velocidad experimental, demostrando la necesidad y utilidad de

monitorizar la temperatura cada vez que se realiza una medida ultrasénica y ayudando a
fortalecer la validez de los resultados presentados.
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Sin embargo, ya que se mantiene presente la oscilacion del dia y la noche en las curvas
de temperatura, e incluso éstas se manifiestan levemente en las de velocidad experimental, la
propuesta tedrica hereda acentuadamente dicha alteracion. Por otro lado, se puede observar que
su efecto es mas acusado pasado el punto maximo de temperatura, momento en el cual el calor
g, aportado por la FML empieza a disminuir y por tanto, a perder influencia quedando mas a
merced del intercambio de calor con el ambiente.

Por lo tanto, se propone una alternativa relativamente sencilla y Util consistente en pre-
procesar la informacién de temperatura y velocidad con un filtro paso bajo. De esta manera, se

minimiza el efecto dia-noche y posteriormente, se podra volver a calcular la curva de velocidad
tedrica Veligo.

Las Figuras 6.38 y 6.39 contienen las curvas originales de temperatura junto con los
resultados después de aplicar el filtro. Como se puede observar, con la curva filtrada se elimina

la oscilacion dia-noche apropiadamente manteniendo el mismo comportamiento de la curva
original.

La Figura 6.40 contiene las curvas originales de velocidad experimental medidas y el
resultado de las mismas después de aplicar el filtro paso bajo. Similar a lo que ocurre con la
temperatura, en este caso se puede observar que, aunque la curva original no acentda tanto los
cambios del dia-noche, el suavizado es bastante adecuado y fiel al comportamiento de la
velocidad original.
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Figura 6.38 Evolucion de la temperatura para el vino almacenado en Tanquel (T1), original y filtrada.
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Figura 6.39 Evolucion de la temperatura para el vino almacenado en Tanque2 (T2), original y filtrada.
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Figura 6.40 Evolucion de las velocidades para el vino almacenado en Tanquel (T1) y Tanque2 (T2),

originales y filtradas.

Asi, en las Figuras 6.41 y 6.42 se presentan los nuevos
Tanque2, de Velys, utilizando las curvas de temperatura y velocidad
esta manera, se consigue una gran aproximacion entre evolucién de

(original y filtrada) y evolucion de la velocidad tedrica producto

calculos, para Tanquel y
experimental filtradas. De
la velocidad experimental

de pruebas de laboratorio

previas y medidas de parametros enoldgicos convencionales. Resultados que van respaldando y

estructurando el camino en el objetivo de utilizar a las ondas de ultrasonido como herramienta

en la monitorizacion de la FML.
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Figura 6.41 Evolucion tedrica (Veles1, Veles2) y experimental filtrada (Velexp-fir) de la velocidad ultrasonica
vs. Concentracion de los acidos malico y lactico en el vino de Tanquel (T1).
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Figura 6.42 Evolucion tedrica (Veles1, Veles2) y experimental filtrada (Velexp-ir) de la velocidad ultrasénica
vs. Concentracion de los acidos malico y lactico en el vino de Tanque2 (T2).

Finalmente, teniendo en cuenta los mismos criterios que se acaban de aplicar para el
andlisis tedrico de la velocidad ultrasénica y volviendo a los datos de las medidas con INCAVI
(conjunto2, apartado 6.3.1.2), también es posible calcular las dos propuestas de evolucion
tedrica de la velocidad (Veles: Y Veles,) para dicho caso de estudio.

En las Figuras 6.43, 6.44 y 6.45 se pueden observar los resultados de dicha evolucion
tedrica para cada vino monitorizado. Para obtener Velyg;, el calculo se hace en base a los aportes

a la velocidad que hacen las variaciones en la concentracion de los &cidos malico y lactico y
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para obtener Velys,, Se agregan los aportes de las variaciones de temperatura, segun el grado
alcohdlico volumétrico, a Vele;. Por otro lado, dado que en esta ocasion la variacion dia-noche
de la temperatura es casi inapreciable, se considera que no es necesario hacer un segundo
calculo de Velgs, con el filtrado previo de la curva de temperatura. Por ultimo, también se
incluyen la velocidad experimental original (Vele) Yy la velocidad experimental compensada por
variaciones de temperatura (Velemp), representadas por las muestras que se usaron para el
calculo del coeficiente de correlacion de Pearson (apartado 6.3.1.2.2).
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Figura 6.43 Evolucion tedrica (Veles1, Veles2), experimental (Veley) y experimental compensada (Velcomp)
de la velocidad ultrasénica vs. Concentracion de los acidos malico y lactico en el vino de TanqueA (TA)
para las medidas conjunto?2 realizadas con INCAVI.
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Figura 6.44 Evolucion tedrica (Veles1, Veles2), experimental (Veleyp) y experimental compensada (Velcomp)
de la velocidad ultrasénica vs. Concentracién de los acidos malico y lactico en el vino de TanqueB (TB)
para las medidas conjunto?2 realizadas con INCAVI.

150



Desarrollo de un sistema de medida ultrasénico para monitorizar la FML del vino tinto en un ambiente industrial

1584.5 oo i R rT IR R S Es S R ERRER SRR [P Bl s ooe- r25

: : : : : : : : ' ' ' ' : | —*—Vel(exp) TC
—e—Vel(comp) TC
T —e—Vel(te6l) TC [ 22
| —e—veltes2) TC
|| —®—Ac.Malico TC
—A— Ac. Lactico TC

1584.0

1583.5 - 1.9

1583.0 -

1582.5 +-

Velocidad (m/s)

1582.0

Concentracion (g/1)

1581.5

1581.0

1580.5 : i . i i i i i : . : . i f f i f o0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
tiempo (dias)

Figura 6.45 Evolucion tedrica (Veles1, Veles2), experimental (Veley) y experimental compensada (Velcomp)
de la velocidad ultrasénica vs. Concentracion de los acidos malico y lactico en el vino de TanqueC (TC)
para las medidas conjunto?2 realizadas con INCAVI.

Como se puede observar en los tres tanques, la evolucion de la curva Velys, presenta un
comportamiento muy similar al de la velocidad original y, de forma inversa, la resultante Veleomp
se asemeja a la evolucion de Vels;. De esta manera, se reafirma la posibilidad de poder utilizar
la informacion de la temperatura para aplicar ajustes en cualquiera de los dos sentidos. Por otro
lado, la diferencia més destacable, en cuanto a magnitudes, la encontramos en TanqueB que
casualmente es el vino que menos concentracion de acido malico contiene al inicio de la FML y

por consiguiente, el que menos acido lactico produce al final.

6.3.3 Medidas en la bodega Vega de Ribes

Siguiendo con el desarrollo de medidas que pongan a prueba el funcionamiento y
resultados del sistema de medida ultrasénico, se lleva a cabo una primera monitorizacion de la
FML en condiciones reales de proceso en una bodega particular, medidas que nos han permitido
encontrarnos con un caso particular e interesante.

Como se describié en el capitulo anterior (apartado 5.4.3), en esta prueba se monitoriz6
el proceso de FML llevada a cabo por un vino de la variedad Cabernet Sauvignon (12% vol.),
contenido en un tanque de 3000 | y ubicado en la bodega Vega de Ribes (Catalufia). Los valores
medidos de la velocidad ultrasénica se pueden observar en la Figura 6.46. Las muestras fueron
tomadas cada 6 horas durante 13 dias consecutivos y a partir del momento en que se inocularon
las BAL. Igualmente, se anexan las medidas de las concentraciones de los &cidos malico y

lactico realizadas como parte del control enoldgico que suele llevarse a cabo.
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Como se puede observar y llama inmediatamente la atencién, la evolucion de la curva
de velocidad en esta prueba es decreciente, un comportamiento que no se habia presentado hasta
el momento y que contradice el analisis tedrico desarrollado que establece que, ante la
reduccion del &cido mélico y el incremento del &cido lactico, los resultados en velocidad deben

ir en aumento.
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Figura 6.46 Velocidad de propagacion ultrasénica vs. Concentracion de los acidos malico y lactico en el
vino Cabernet Sauvignon elaborado en la bodega Vega Ribes.

Analizando los datos recopilados, se sospecha que la evolucion de la velocidad pueda
estar fuertemente ligada al comportamiento de la temperatura. En esta oportunidad, se ha podido
comprobar que debido a las condiciones de temperatura ambiente, la posicion geogréfica de la
bodega y el mes en que se realizaron las medidas (segunda quincena de septiembre), la
temperatura del vino empezé en un valor aproximado de 25,6 °C y a medida que pasaba el
tiempo, dicho registro iba en descenso hasta reportar temperaturas entre 21 y 22 °C al final de la
FML. Como ya se ha visto en las pruebas anteriores, la evolucion de la temperatura se suma a
los efectos que las variaciones de los acidos malico y lactico producen en la velocidad
ultrasonica, llegando incluso a ser la mas influyente de los tres y por lo tanto, como se puede
observar en la figura anterior, es la responsable de que la velocidad presente la pendiente
decreciente durante, aproximadamente, los primeros 7 dias. A partir del séptimo dia, la
velocidad se vuelve constante (fase estacionaria) presentando una variacion periodica dia/noche
como la que se analizé en el apartado 6.3.2. Por lo tanto, aun evolucionando de forma
decreciente, la velocidad registra una fase estacionaria que, comparada con la fase estacionaria
de la curva del &cido mélico, ocurre aproximadamente un dia antes de que empiece a reportarse
el final de la FML.
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6.3.4 Medidas en la bodega Torre del Veguer

Por altimo, en la bodega de Torre del VVeguer se lleva a cabo la monitorizacion de la
FML en un tanque de 5000 I de capacidad con vino tinto de la variedad Petite Sirah (12,46%
vol.). Los resultados de la evolucion de la velocidad de propagacion ultrasonica registrada
durante 20 dias, usando intervalos de 6 horas, se pueden observar en la Figura 6.47.
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Figura 6.47 Velocidad de propagacion ultrasénica registrada durante la monitorizacion de la FML en el
vino Petit Sirah (bodega Torre del Veguer).

En este caso, se puede apreciar un comportamiento practicamente plano de la velocidad
que solo parece ser alterado por las oscilaciones debidas a la variacion de temperatura entre el
dia y la noche. Como se recordara de la descripcién hecha en el capitulo anterior (apartado
5.4.4), en esta oportunidad no se inocularon BAL comerciales a la espera de que la FML se
produjera de forma espontanea, un acontecimiento que finalmente no tuvo lugar y que explicaria
la evolucién de la curva en la Figura 6.47. En otras palabras, esta prueba ha sido atil para
comprobar que ante la ausencia del proceso malolactico, el sistema de medida es capaz de

reportar dicho acontecimiento a través de la no variacion de la velocidad ultrasénica.
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7. CONCLUSIONES Y APORTACIONES DE LA TESIS

Conclusiones

A lo largo de esta Tesis, se ha explorado en la viabilidad del uso de las técnicas de

ultrasonidos para el andlisis y monitorizacion on-line de la fermentacion malolactica en el vino

tinto. Igualmente, se ha contribuido al desarrollo de un sistema ultrasonico de cuatro canales,

facilmente escalable, idoneo para medidas no invasivas y no destructivas, capaz de funcionar de

forma simultanea, automatica e ininterrumpida, y apto para ser utilizado en hasta cuatro tanques

de fermentacién de acero inoxidable ubicados en bodegas y con minimos requerimientos de

modificaciones. Entre las conclusiones mas relevantes conseguidas en esta Tesis se pueden

En relacién al sistema de medida disefiado.

Se ha desarrollado un sensor valido para ser acoplado en depésitos (tanques de
fermentacion) de vino de cualquier tipo y dimensiones. De esta manera,
adoptando la técnica de pulso-eco y aprovechando las ventajas que ofrece el
mecanismo buffer rod, el sensor disefiado evita el efecto disipador que, sobre las
ondas de ultrasonidos, es de esperar en la mayoria de tanques de fermentacion
industriales. Efecto causado, principalmente, porque los tanques se fabrican en
acero inoxidable, presentan un gran volumen y suelen estar rodeados por
sistemas de refrigeracion tales como camisas de agua o serpentines (agregando
un obstaculo méas que tendria que ser atravesado por las ondas ultrasonicas).
Ademas, el disefio del sensor resuelve los problemas que presenta la interfase
acero-vino para la transmision de una adecuada parte de la onda ultrasonica
incidente; da solucion al inconveniente higiénico que impide poner el
transductor ultrasénico en contacto directo con el vino; adapta
convenientemente la distancia a recorrer por las ondas que se propagan en el
vino; y permite monitorizar simultdneamente la evolucion de la temperatura en

el interior de cada tanque.



7. Conclusiones y aportaciones de la Tesis

Se determina que el PEAD es el material mas adecuado para el mecanizado de
los diferentes buffer rods a utilizar. Por encima de la opcion de usar un material
metdlico como el propio acero inoxidable, los materiales plésticos han
demostrado presentar mejores condiciones para el acoplamiento acustico con el
vino tinto a la vez que, facilitan el montaje de sensores mas ligeros, de menor
tamafio y menores costes. Ademas, con la eleccion del PEAD, se cumple
satisfactoriamente el requisito de usar materiales permitidos para el contacto

directo con alimentos.

Para el procesamiento de los datos ultrasonicos recopilados, dentro del conjunto
de opciones seleccionado, se ha constatado como, en el dominio del tiempo, el
método de la correlacion cruzada es el que proporciona los mejores resultados,
facilitando su aplicacion directa sin necesidad de filtrar previamente las sefiales
(si los niveles de SNR no son muy bajos) y presentando un coste computacional
no muy elevado. En cuanto al dominio de la frecuencia, el método de la
diferencia de fases es el que presenta los mejores resultados, tanto para sefiales
con bajo nivel de SNR como en comparacion con los métodos en el dominio del
tiempo analizados. De esta manera, la diferencia de fases demostré ser el
método mas robusto, con los mejores niveles de resolucién, de mayor eficacia
ante anomalias imprevistas y el Unico que puede aplicarse en un amplio rango
de niveles de SNR sin necesidad de una etapa de filtrado previa. Sin embargo,
también se confirma que el precio a pagar por tan alto rendimiento es un
elevado coste computacional, consecuencia que podria dificultar la
implementacion del método en equipos electronicos portatiles de bajo coste

disefiados para la monitorizacion on-line de procesos.

El disefio del sistema de medida ultrasénico desarrollado, ha demostrado ser
facilmente escalable a entornos industriales. De esta manera, el facil
acoplamiento del sensor de ultrasonidos a los tanques donde se desarrolla la
FML, el rapido procesamiento de la informacion recopilada y la adecuada
presentacion de los resultados, permitirdn una monitorizacién continua,

automatica y en tiempo real de todo el proceso malolactico.

Respecto a la monitorizacion ultrasénica de la FML del vino tinto.

El uso de técnicas basadas en ultrasonidos han resultado ser satisfactorias en la
monitorizacion de la FML del vino tinto. Favorablemente, se comprob6 en el

laboratorio el aumento de la velocidad de propagacion ultrasénica, en mezclas
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7.2

de agua-etanol-acido malico-acido lactico, cuando la concentracién del acido
malico disminuye en pro del aumento de la del acido lactico, fenémeno

caracteristico de la FML.

En procesos reales, la medida de la velocidad de propagacién ultrasénica
presenta unos valores de correlacién significativos respecto a varios de los
pardmetros, de interés enolégico, representativos de la FML en el vino tinto. En
especial, es de resaltar la buena correlacion existente entre velocidad y los
niveles de concentracion de los acidos malico y lactico. Este hecho pone de
manifiesto que las variaciones de velocidad estan directamente relacionadas con
el desarrollo de la FML, aunque se debe tener en cuenta que no son Unicamente
debidas a la evolucion de los &cidos malico y lactico. Ademas, se constata que
cuando la FML llega a su fin, las medidas de velocidad manifiestan muy pocas
variaciones presentando, practicamente, un comportamiento constante.
Igualmente, se comprueba que cuando las BAL no son capaces de llevar a cabo
el proceso maloléctico, la evolucién de la curva de velocidad presenta un

comportamiento, aproximadamente, nulo.

Los resultados obtenidos prueban que el comportamiento de la velocidad de
propagacion en el vino tinto es Gtil en la prediccién on-line del final de la FML
0 bien, en el anuncio de que se puede estar produciendo alguna incidencia. De
esta manera, ya que la curva de velocidad de propagacion ha demostrado
mantener una evolucién plana cuando la FML llega a su fin, esta técnica podria
ser de gran ayuda para los end6logos, favoreciendo aspectos como el manejo y
organizacion del personal y de las acciones enoldgicas que se deben llevar a
cabo inmediatamente después de la FML (p.ej. el trasiego de vinos y el
sulfitado).

La gran dependencia de la velocidad de propagacion de los ultrasonidos con las
variaciones de temperatura, hacen necesario controlar o en su defecto, en
entornos industriales, monitorizar muy bien este pardmetro con el fin de

compensar su efecto a la hora de procesar la informacion recopilada.

Contribuciones originales

Las aportaciones mas significativas de esta Tesis son:

Disefio, desarrollo y validacion experimental de un sistema de medida basado en

ultrasonidos para la monitorizacién on-line de la FML del vino tinto
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7.3

almacenado en tanques de acero inoxidable. La base principal del sistema es un
sensor ultrasénico (transductor-buffer rod-reflector) de ondas longitudinales que
hace uso de la técnica de pulse-eco para el seguimiento de la velocidad de

propagacion o su variacion en medio liquido (vino tinto).

Descripcion de un procedimiento analitico para el dimensionamiento adecuado
de buffers rods, de plastico o metal, usados en sensores de ultrasonidos
destinados a la caracterizacion de materiales. Ademas, complementando dicho
procedimiento, se presenta un método para redimensionar la longitud de los
buffer rods, consiguiéndose significativas reducciones de longitud que
favorecen su fabricacion. De esta manera, se logra un importante aporte en la
reduccion del peso y ahorro en costes de este componente. Asimismo, los buffer
rods fabricados siguiendo este método, manifiestan mejoras de SNR y mas
facilidades a la hora de su ensamblaje a los sistemas de medida ultrasénicos

como el de este trabajo.

Estudio y evaluacion de un conjunto de métodos destinados a la obtencion del
tiempo de vuelo TOF y/o variaciones del tiempo de vuelo ATOF de las ondas de
ultrasonidos recopiladas. Asimismo, también se lleva a cabo una propuesta de
clasificaciéon efectividad-coste computacional que ofrece la oportunidad de
elegir cualquiera de los métodos segun la capacidad de célculo y/o aplicacién

del sistema donde se quiera implementar.

Medida y caracterizacion de la velocidad de los ultrasonidos en mezclas binarias
agua-acido malico, agua-acido lactico y agua-etanol; en disoluciones ternarias
agua-etanol-acido malico y agua-etanol-acido lactico; y en disoluciones

cuaternarias agua-etanol-acido malico-acido lactico.
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7.5 Lineas futuras de investigacion

Los resultados aportados en esta Tesis han demostrado que las técnicas de ultrasonidos
pueden llegar a desempefiar un importante papel en el disefio de sistemas de medida on-line
para la monitorizaciéon y control de la FML en el vino tinto. Algunas lineas futuras de

investigacion planteadas a partir del trabajo realizado en esta Tesis se podrian resumir en:

e Estudio y andlisis de la influencia que, sobre las caracteristicas de propagacion
acustica, podrian tener otros pardmetros del vino presentes durante la FML.
Teniendo en cuenta la complejidad que envuelve a la FML, es interesante
ampliar el estudio para determinar como influyen pardmetros como los
diferentes niveles de acido tartarico, el azlcar residual, el nivel acido acético y
la acidez total entre otros, sobre la sensibilidad de las medidas realizadas por el

sistema de medida ultrasénico desarrollado.

e Estudio de acciones de mejora para la compensacion de los efectos de la
temperatura en las medidas experimentales. Influencia de la temperatura
ambiente en los cambios de temperatura que experimenta el vino durante la
actividad de las BAL.

e Estudio del comportamiento y respuesta del sistema de medida ultrasénico
ubicando, simultdneamente, varios sensores a diferentes alturas del tanque de
fermentacion. Con el objetivo de aprovechar los recursos disponibles y llevar a
cabo el minimo de modificaciones en los tanques de fermentacién, el sensor fue
disefiado para facilitar su acoplamiento a través del agujero roscado DN-50 que
poseen los tanques para realizar el vaciado del vino y que, consecuentemente,
estd ubicado en la parte inferior del depoésito. Por lo tanto, es interesante
confirmar que se puede aprovechar con garantias este agujero ya que su
ubicacion puede estar expuesta a la influencia de aspectos como una mayor
concentracion de sedimentos. Igualmente, mediante el uso de transductores con
diferentes frecuencias de trabajo, es interesante llevar a cabo el estudio de la
influencia que, sobre las medidas ultrasénicas, podrian ejercer otros efectos
presentes en el proceso maldlactico. Frecuencias por debajo de 500 kHz estarian
mas expuestas a perturbaciones por la presencia de burbujas (CO,) y frecuencias
por encima de los 100 MHz lo harian ante la multiplicacion de microorganismos

como las BAL.

e Estudio de la viabilidad del sistema de medida ultrasénico desarrollado para

monitorizar FML's cuando se lleva a cabo la inoculacion de las BAL de las otras
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dos maneras posibles: inoculacion simultanea levaduras-BAL (co-inoculacion) e

inoculacién durante la FA.

e Estudio y desarrollo de un procedimiento con el cual, a través de las medidas de
velocidad ultrasénica, se pueda realizar un seguimiento continuo de los niveles
de concentracion de los &cidos mélico y lactico en el vino tinto. De esta manera,
también se podria usar el equipo de medida en aquellas aplicaciones enolégicas
en las que no se desea acabar con toda la concentracion del malico, evitandose
la necesidad de estar tomando, constantemente, muestras para el analisis en

laboratorio.
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