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Prefacio

La redaccion de este Manual de Técnicas Analiticas para Mostos y Vinos surgié durante
el estudio que realizé un grupo de instituciones relacionadas a la vitivinicultura
argentina, con el objeto de establecer estandares objetivos de calidad de uvas. Estas
instituciones, Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo (FCA-
UNCuyo), Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y Asociacion Argentina
de Consorcios de Experimentacién Agricola (AACREA), notaron la necesidad de generar
dichos estandares como un medio para dar mayor transparencia a las relaciones que se
establecen en la cadena de valor. Con estos fines convergieron en un proyecto que fue
auspiciado y financiado por la Corporacién Vitivinicola Argentina (COVIAR), entidad
encargada de coordinar el plan estratégico Argentina Vitivinicola 2020.

Durante el desarrollo de los estudios relativos a la creacion de los estandares surgio la
necesidad de brindar una herramienta de apoyo al trabajo de los endlogos,
responsables primarios en la calidad del vino. Para esto, los autores, investigadores de
la catedra de Enologia | de la FCA- UNCuyo y de la Estacion Experimental Mendoza del
INTA, recopilaron los protocolos de los analisis fisicos y quimicos que utilizaban en sus
laboratorios.

Asi surgié este manual, que contiene instrucciones detalladas para realizar los analisis
de rutina y especiales que permiten caracterizar la calidad de los vinos. El trabajo esta
destinado a los analistas de las bodegas, se ha diagramado para brindar una facil
comprensiéon. En cada capitulo se identifica un método de analisis, con el detalle de
materiales, reactivos, preparacion de soluciones, procedimientos y precauciones de
manipulacion. El manual ha sido disefiado para su uso en bodegas, por lo que los
métodos que incluye pueden abordarse con la complejidad metodolégica y los aparatos
de analisis generalmente disponibles. Se sintetiz6 de una manera didactica y
actualizada cada una de las técnicas. Se incluyen, en cada andlisis, las citas bibliograficas
que indican el desarrollo original.

Los autores,
noviembre de 2009.
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1. MEDICION DE pH

La acidez en un jugo de uva o vino se puede evaluar de distintas formas, aqui se pro-
ponen dos. Una es la cuantificacion de la acidez total, representada por acidos disocia-
dos 0 no y sales acidas presentes en la muestra (g L'). La otra es el pH, el cual esta re-
lacionado con el grado de disociacién de los acidos de la muestra, reflejado en la
cantidad de iones hidrégenos (H*) que liberan. Este valor varia para cada acido presen-
te en la muestra; por ejemplo el acido tartarico es un acido mas fuerte que el malicoy
libera mayor cantidad de iones H+ en solucion. El pH es el logaritmo negativo (base 10)
de la concentracién de H+, como se identifica en la siguiente férmula.

pH= - log [H*]

Esta formula nos muestra que a medida que hay mas acidos disociados o mayor concen-
tracion de iones H* en la muestra, disminuye el pH de la misma.

La medida de este valor es muy importante debido a que influye en los aspectos sani-
tarios y organolépticos tanto del mosto como del vino. Valores bajos de pH son mejo-
res para la fermentaciéon y conservacion de los vinos. Los vinos son mas frescos en la bo-
ca y de colores mas vivaces. Valores altos predisponen al ataque de microorganismos
indeseables, disminuyen la cantidad de anhidrido sulfuroso activo o molecular; los vi-
nos son menos frescos, chatos al paladar, se reduce en ellos la vivacidad del color rojo y
aumenta la predisposicion a la oxidacion.

Materiales:

Potenciémetro calibrado (peachimetro; figura 1)
Termoémetro

Agua destilada

Soluciones buffer pH 4 y pH 7 (para calibracion)

Figura 1: Potenciéometro (peachimetro)
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Método:

Calibrar el peachimetro con las soluciones buffer, teniendo la precaucién de enjuagar
bien el electrodo con agua destilada y secarlo con papel tissue por fuera. Posteriormen-
te se introduce el electrodo en el jugo a medir, el cual debe estar a una temperatura
cercana a 20° C. Si la lectura no se realiza a esta temperatura, debe corregirse el valor,
observando las tablas de correccién del peachimetro, en caso de que el mismo no sea
autocompensado por temperatura.

Interpretacion de resultados:

El valor se obtiene por lectura directa en el visor del peachimetro.
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2. CONTENIDO DE AZUCAR POR MEDIOS FiSICOS

a) SOLIDOS SOLUBLES

Esta determinacién se basa en el indice de refraccion de la luz cuando atraviesa un li-
quido como el mosto. Es necesario tener en cuenta que no sélo mide azucares, sino to-
dos los sélidos solubles en suspensién de la muestra. El valor de sélidos solubles varia
notablemente con la temperatura, por lo que su determinacién debe realizarse a 20° C,
si no es asi se corrige mediante tablas. Actualmente existen refractébmetros autocom-
pensados por temperatura, que no requieren correccion. La escala de este aparato ex-
presa % de sélidos solubles; mediante formulas se puede calcular los gramos de azucar
por litro en mostos (g L-). Esta determinacién no puede usarse en mostos en fermenta-
cién o vinos debido a la influencia del indice de refraccién del alcohol.

En vitivinicultura vulgarmente se expresa grado Brix (° Brix) como equivalente al % de
sélidos solubles. Un ° Brix se define como 1 g de sacarosa cada 100 g de solucién. Si bien
en el mosto los azucares son los compuestos mas abundantes, también se encuentran
en solucién acidos, polifenoles, proteinas, minerales, polisacaridos, que intervienen en
el indice de refraccién. Por esta razén, la expresién correcta en mostos es sélidos solu-
bles y no ° Brix (apropiado para expresar la concentraciéon de un almibar, que solo con-
tiene sacarosa y agua).

Materiales:

Refractémetro (figura 2)
Termoémetro (en caso de no tener refractémetro compensado por temperatura)
Agua destilada y papel tissue para lavado de refractémetro.

Figura 2: Refractometro

Método:

Calibrar el refractobmetro a 0 con agua destilada. Medir la temperatura del mosto en ca-
so de no utilizar refractdmetros autocompensados, para corregir el valor en funcién de
la misma. En refractémetro limpio y seco, se colocan unas gotas de mosto, se cierra y se
ve a través de la escala orientando el aparato hacia una fuente de luz y haciendo foco
en la escala, mediante el ocular. La lectura se realiza como se observa en figura 3, obte-
8
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niendo de esta manera el % de sélidos solubles. Recordar siempre que la limpieza de es-
te aparato debe realizarse con agua destilada y secandolo suavemente con papel tissue.

Lectura 11%

Figura 3: Lectura realizada en ocular de refractémetro.

Resultados:

La lectura de % de sélidos solubles, debe realizarse a 20° C. Si la lectura se hace a una
temperatura diferente, el valor debe corregirse por la Tabla 1. La mayoria de los refrac-
témetros son autocompensados y no necesitan correccidon por temperatura.

Tabla 1: Correcciones necesarias de % solidos solubles,cuando no se realiza
a la temperatura de 20° C.

Temperatura LECTURA EN REFRACTOMETRO
°C 0 5 10 15 20 25 30
RESTAR AL VALOR LEIDO
10 0,500 0,540 0,580 0,610 0,640 0,660 0,680
11 0,460 0,490 0,530 0,550 0,580 0,600 0,620
12 0,420 0,450 0,480 0,500 0,520 0,540 0,560
13 0,370 0,400 0,420 0,440 0,460 0,480 0,490
14 0,330 0,350 0,370 0,390 0,400 0,410 0,420
15 0,270 0,290 0,310 0,330 0,340 0,340 0,350
16 0,220 0,240 0,250 0,260 0,270 0,280 0,280
17 0,770 0,180 0,190 0,200 0,210 0,210 0,210
18 0,720 0,130 0,130 0,140 0,140 0,140 0,140
19 0,060 0,060 0,060 0,070 0,070 0,070 0,070
20 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SUMAR AL VALOR LEIDO

21 0,060 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070 0,080
22 0,130 0,130 0,140 0,140 0,150 0,150 0,150
23 0,790 0,200 0,210 0,220 0,220 0,230 0,230
24 0,260 0,270 0,280 0,290 0,300 0,300 0,310
25 0,330 0,350 0,360 0,370 0,380 0,380 0,390
26 0,400 0,420 0,430 0,440 0,450 0,460 0,470
27 0,480 0,500 0,520 0,530 0,540 0,550 0,550
28 0,560 0,570 0,600 0,610 0,620 0,630 0,630
29 0,640 0,660 0,680 0,690 0,710 0,720 0,720
30 0,720 0,740 0,770 0,780 0,790 0,800 0,800
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A partir del valor de sélidos solubles, se puede determinar aproximadamente la canti-
dad de azucares presentes en el mosto utilizando la correcciéon por no azucares, expre-
sada en la siguiente féormula (Frigerio, 1986).

Azucar (g L' mosto) = (11,142 x Lectura % sélidos solubles) — 27,367

Una forma aproximada de conocer la concentraciéon de azucar en g L', es multiplicar
por 10 la lectura del aparato (e.g. 15% , corresponde aproximadamente a 150 g L).

b) DENSIDAD Y GRADO BAUME

Otras formas de medir sélidos solubles totales en el mosto es a través de la determina-
cion de su densidad, en forma directa, o bien a través de una escala modificada, como
el mostimetro Baumé. Estos dos métodos se basan en que el densimetro, cuando es su-
mergido en una probeta con liquido, desplaza un volumen de liquido equivalente a su
propio peso (principio de Arquimedes). Es importante tener en cuenta que estas dos
medidas dependen de la temperatura.

En enologia, se emplea la densidad relativa al agua que es un valor adimensional y no
la densidad absoluta (expresada en g mL-"). La densidad de un mosto sera mas elevada
cuanto mayor sea su concentracion de azucar. Dado que en mostos o vinos el principal
componente es el agua, sus valores de densidad se encuentran muy cercanos a ella. El
mosto tiene una densidad levemente superior al agua (e.g. 1,098) debido a la influen-
cia de los azucares, mientras que el vino es inferior al agua (e.g. 0,997) por la presencia
de alcohol. Por esta razén, es util tanto para evaluar la concentracién de azucar del
mosto como para controlar la evolucién de la fermentacién alcohdlica. La lectura de
densidad se refiere a 15° C, en caso de trabajar a temperatura diferente la correccion
se realiza por medio de tablas (Ver tabla 2). Si la temperatura es superior a 15° C, el fac-
tor de correccién se suma a la lectura de densidad y si es inferior se resta.

Tabla 2: Correcciones necesarias en densidad, cuando no se realiza la lectura a 15° C

Temperatura

o ¢ 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Correccion * 0,4 0,3 0,200 01030507 09 1,1 1,3 16 1,8 20 23 26 28 3,1

*Si la temperatura es mayor a 15° C la correcciéon se suma a la lectura de densidad. Si la
temperatura es inferior a 15° C, la correccion se resta.

La escala Baumé proviene de la industria alimentaria, donde se utilizaba para medir la
concentracién de la salmuera. Un valor de 0° Bé corresponde al agua destilada y 15° Bé
a una solucién al 15% de CINa en agua, por lo tanto es una escala arbitraria. Se usa en
enologia porque se observé que cuando se vinificaba un mosto de 10° Bé, se obtenia
un vino de aproximadamente 10% (v/v) de alcohol. Por ello, 1 grado Baumé en el mos-
to produce aproximadamente 1% (v/v) de alcohol en el vino generado a partir de él.
Debido a esto, también se puede establecer la siguiente equivalencia: 1° Bé = 17,5 g
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azucar L' (cantidad de azucar necesaria para que las levaduras produzcan 1% v/v de al-
cohol). Es importante tener en cuenta que una lectura correspondiente a 0° Bé no sig-
nifica que la fermentacion haya terminado, sino que el mosto-vino a alcanzado la den-
sidad correspondiente al agua (debido a la cantidad de azucar remanente y el alcohol
producido). Por esto, para continuar con el control de la evolucién de la fermentacién
debe emplearse el método de Fehling Causse-Bonnans (FCB). La lectura de ° Bé se refie-
re a 15° C, y en caso de trabajar a temperatura diferente, debe realizarse una correc-
cion. Cada 2° C por encima de 15° C se le suma 0,1° Bé a la lectura realizada. Cada 2° C
por debajo de 15° C se le resta 0,1° Bé.

En la escala del aerémetro Baumé (ubicada por encima del 0° Bé) existe una porcién de
color rojo, que contiene una subescala que va entre 6 y 13. Esta corresponderia a la gra-
duacién alcohélica del vino, pero solo sirve de orientacién por su poca precision.

Materiales:

e Densimetro o aerémetro Baumé

e Termdémetro

® Probeta lisa sin graduacion (con un diametro minimo que permita flotar libremen-
te al densimetro sin tocar las paredes, aproximadamente 3 cm)

Método:

En probeta limpia y seca, agregar el mosto a medir hasta unas 3/4 partes de la misma.
Tomar temperatura del mosto para luego realizar las correcciones necesarias si la mis-
ma fuera diferente a 15° C. Introducir el densimetro o aerémetro Baumé provocando
un pequeio movimiento de rotacion. Una vez estable, leer tangencialmente en la par-
te inferior del menisco (igual que medicién con alcohémetro). Si bien esta es la mane-
ra correcta de efectuar la lectura, no se puede realizar tangente al menisco en los mos-
tos debido a que no son limpidos y se realiza en el borde superior del menisco.

Precaucién: debe evitarse la presencia de restos vegetales en suspensién, porque po-
drian depositarse sobre los hombros del densimetro y dar una lectura por defecto. Pa-
ra evitarlo, se puede llenar la probeta permitiendo rebalsar el mosto, de modo de eli-
minar, por volcado la espuma, hollejos y semillas que se encuentran en la parte superior.
Otra forma es emplear los escobajos como filtro de hollejos y semilla; para evitar la for-
macién de espuma, volcar lentamente el mosto sobre la pared interna de la probeta.
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3. ALCOHOL ETILICO - METODO DEL ALCOHOMETRO

El alcohol etilico proviene de la fermentacion alcohdlica del azucar del mosto, por lo
tanto su contenido esta en relacion directa con el porcentaje de azucar de la uva a la
madurez. La medida del contenido de alcohol de un liquido, es el porcentaje de alco-
hol absoluto contenido en un volumen real del liquido alcohélico, a una temperatura
de 20° C. El alcohol etilico o etanol, representa entre el 5y 18% del volumen de un vi-
no. El Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV) fija todos los afios para los vinos el con-
tenido minimo de alcohol en las distintas zonas del pais y la tolerancia en 0,30 para
dos analisis de la misma muestra.

Existen tres métodos oficiales argentinos para la determinaciéon del grado alcohélico,
estos son: picndmetro, balanza hidrostatica y alcohémetro. Se desarrolla a continuacion
el método del alcohémetro, que es el que se usa mas corrientemente.

Materiales:

e Matraz aforado de 200 mL

® Probeta lisa sin graduacién

e Pipeta graduada de 10 mL

e Dispositivo de destilacion con refrigerante (figura 4)
e Balon de destilacion

e Alcohémetro

e Reactivos:

a) Solucién de hidroxido de sodio (NaOH) al 30-40%
b) Antiespumante

soporte universal
Figura 4: Esquema de aparato de destilacion para determinacién de alcohol en vinos

Método:

Enrasar con vino un matraz aforado de 200 mL. Colocarlo en un balén de destilacion y
enjuagar el matraz dos o tres veces con pequefas cantidades de agua destilada, volcan-
do el producto de dicho enjuague en el mismo balén. Neutralizar el SO, y los acidos vo-
latiles en el mismo balén, utilizando una solucién concentrada de NaOH (30 - 40%). El

punto final en vinos tintos es un color verde sucio y en vinos blancos es amarillo pardo.
12
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Agregar de 2 a 3 mL de antiespumante, cuidando de no mojar el cuello del balén. Pa-
ra evitar la produccién de espuma podria usarse trocitos de piedra pémez. Tapar el ba-
[6n con el tapon de goma unido al refrigerante, luego asegurarse que el agua circule
por el refrigerante. En la salida del refrigerante, colocar el mismo matraz aforado de
200 mL que se usé para medir la muestra. Destilar hasta alcanzar las dos terceras partes
del volumen inicial (donde comienza a angostarse el matraz). Enrasar el matraz con
agua destilada hasta completar nuevamente los 200 mL. Homogeneizar la mezcla y en-
friarla en un recipiente que contenga agua con hielo, hasta que el destilado alcance
una temperatura de 20° C. Volcar el liquido en una probeta limpia y seca. Introducir el
alcohémetro provocando un pequeio movimiento de rotacién. Leer tangencialmente
en la parte inferior del menisco, como se observa en figura 5.

Figura 5: Esquema ilustrativo de lectura correcta con el alcohémetro.

Resultados:

El valor se obtiene, por lectura directa en alcohémetro. Si bien en el lenguaje cotidia-
no se emplea el término grados para expresar el contenido de alcohol etilico de una
muestra, la correcta expresién es % v/v a 20° C. Dicho valor representa los mL de alco-
hol etilico puro presentes en 100 mL de vino evaluado a 20° C.

Preparacion de soluciones utilizadas:

Solucidon de hidroxido de sodio (NaOH) al 30-40%:

Pesar 400 g de hidréxido de sodio para analisis (NaOH p.a.). En un vaso de precipitacion
de 1000 mL, colocar unos 500 mL de agua destilada, agregar el NaOH pesado, agitar pa-

ra disolver completamente (reaccion exotérmica). Dejar enfriar la solucién, trasvasar en
forma cuantitativa a un matraz de 1000 mL y llevar a volumen.

Precauciones en la manipulacion:

Hidréxido de sodio (NaOH): es corrosivo, produce quemaduras severas. Manejar con
guantes y proteger los ojos.
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4. ACIDEZ TOTAL

Todos los vinos tienen reaccién acida. Es importante tener en cuenta que la acidez del
vino modifica el sabor (a mayor acidez, sabor mas fresco); el color (a mayor acidez, co-
lor mas intenso y vivaz) y la estabilidad microbiolégica (a mayor acidez, mayor dificul-
tad para el desarrollo de bacterias). La acidez total es la suma de la acidez volatil y fija,
valorables por alcalimetria - acidimetria. Los acidos fijos que mas influyen son el tarta-
rico, el malico y el citrico. Mientras que el acido acético, el lactico y el succinico son los
acidos volatiles mas importantes. La mayoria de los vinos argentinos, provenientes de
uvas sanas y maduras presentan valores de acidez total de entre 5y 7 g L' expresada
en acido tartarico.

De no mediar un agregado, el vino es un medio menos acido que el mosto que le ha
dado origen, ya que durante la fermentacién una cierta cantidad de tartrato acido de
potasio (bitartrato de potasio) se insolubiliza. También durante el afejamiento, ciertas
precipitaciones pueden reducir la acidez. La fermentacién malolactica también reduce
la acidez total. La zona, la variedad, el manejo de la canopia, la fecha de cosecha, la
ocurrencia o no de la fermentacién malolactica, la presencia o no de algunas enferme-
dades, provocan una variacion en los valores normales de acidez.

El método de determinacién es una volumetria liquida, es decir una titulacién con una
solucion alcalina de normalidad conocida, usando como indicador fenoftaleina o azul
de bromotimol. El INV no fija limites legales para acidez total, pero existe una toleran-
cia de 0,25 g L' (en acido tartarico) entre dos analisis de una misma muestra.

Materiales:

e Pipeta de doble aforo de 10 mL

e Buretade 25 mL

e Erlenmeyer de 250 mL

e Reactivos:
a) Soluciéon de NaOH N/10
b) Indicador fenoftaleina (para vinos o mostos blancos) o azul de bromo-
timol (para vinos o mostos blancos y tintos)

Método:

Tomar 10 mL de la muestra con pipeta de doble aforo, y colocarlo en el erlenmeyer.
Agregar 40 a 50 mL de agua destilada, y 2 6 3 gotas del indicador elegido (fenoftalei-
na o azul de bromo timol). Llenar y enrasar la bureta con la solucién de NaOH N/10. Ti-
tular hasta viraje del indicador, registrando el volumen utilizado de NaOH N/10. En el
caso de usar fenoftaleina, se agrega esta soluciéon hasta viraje del incoloro (medio aci-
do) al rosado (en medio alcalino). Si se utiliza como indicador azul de bromotimol, vi-
ra de un color amarillo anaranjado en medio acido a un color verde azulado. Una vez
alcanzado el color verde, se agrega el NaOH de a 2 gotas por vez (0,1 mL). Se lee el vo-
lumen gastado en la bureta y se hace un nuevo agregado de 0,1 mL de NaOH. Se pro-
cede de este modo hasta que el liquido pase de color verde azulado a color azul. La ul-
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tima lectura de volumen gastado previo al viraje a color azul es el gasto a considerar.

Calculo de resultados:
Acidez total (g acido tartarico L-' vino) = 0,75 x n

n: gasto en mL de la solucion de NaOH N/10

Preparacion de soluciones:
Solucion de NaOH N/10:

Una soluciéon N/10 6 0,1 N, se debe preparar con 0,1 equivalente por litro de HONa. El
equivalente del HONa pesa 40,01 g, por lo tanto la décima parte es 4,001 g. Para pre-
parar esta solucion se debe pesar 4,001 g de HONa para andlisis (p.a.) en balanza ana-
litica. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipitacion de 1000 mL que con-
tiene unos 500 mL de agua destilada, revolviendo para su disolucién con una varilla de
vidrio. Tener en cuenta que es una reaccion exotérmica. Una vez que se enfrie trasva-
sar al matraz de 1000 mL y enrasar. Esta solucién debe valorarse para calcular el factor
de correccion mediante el uso de CIH 0,1N.

Advertencia: esta solucion debe conservarse en frascos tapados ya que reacciona con el
diéxido de carbono del aire y ser titulada con frecuencia para el control de su normali-
dad (determinando el factor de correccién).

Precauciones en la manipulacion:

Hidroxido de sodio (NaOH): es corrosivo, produce quemaduras severas. Manejar con
guantes y proteger los ojos.
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5. ACIDEZ VOLATIL

La acidez volatil esta formada por los acidos grasos de la serie acética que se encuen-
tran en el vino, basicamente son los acidos acético, férmico, propidnico y butirico. Se
excluyen de la acidez volatil los acidos lactico y succinico, como asi también el anhidri-
do carbdnico, el acido carbonico y el anhidrido sulfuroso (acido sulfuroso).

En todo vino sano se encuentra acidez volatil, ya que los acidos volatiles que la forman
son productos secundarios de la fermentacion alcohédlica. Durante el transcurso de la
fermentacion malolactica también se genera acidez volatil. Pero como todas las enfer-
medades bacterianas producen acidos volatiles, su valoracion tiene valor de diagnésti-
co del estado del vino. Las bacterias acéticas son aerobias, de modo que cuando una va-
sija no se mantiene completamente llena de vino (vasija merma), se dan condiciones
favorables a las bacterias para desarrollarse y producir incrementos de acidez volatil. En
vinos sanos encontramos tenores de 0,20 a 0,40 g L' expresado en acido acético. Estos
tenores normales contribuyen en su forma natural al perfume del vino. El limite legal
en Argentina para que un vino pueda salir al consumo (analisis de libre circulacién) es
de 1 g L-'. Los mostos no tienen acidez volatil, excepto aquellos provenientes de uvas
enfermas con podredumbre acida.

Para esta determinacién existen dos métodos directos de dosaje de los acidos volatiles,
el Método Duclaux y el Método Jaulmes.

El método de Duclaux, recoge, mediante destilacion, sélo una fraccion del acido acéti-
co. Este método se basa en el hecho comprobado por Duclaux que destilando una so-
lucién de acido acético al 1% hasta recoger 10/11 partes del volumen de esa solucién,
la cantidad de acético que destila es igual al 80% de la contenida en el liquido original.
Para el acido propionico es 95%, para el acido butirico es el 97,5% y para el férmico es
el 59%. Debido a que los ultimos acidos estan en menor proporcién en los vinos, se to-
ma en cuenta el coeficiente del acido acético. Los coeficientes son los mismos, tanto en
un vino, como en una solucién acuosa. Los vinos afectados por Tourné, en los que la
cantidad de acido propiénico es muy elevada, dan resultados falsos.

En el método de Jaulmes, mediante el uso del arrastre con vapor de agua se recoge la
totalidad de la acidez volatil.

4.a METODO DUCLAUX:
Materiales:

Matraz aforado 100- 110 mL
Dispositivo de destilacion con refrigerante
Balén de destilacion de 300 mL
Erlenmeyer de 250 mL
Reactivos:

a) NaOH N/10

b) Indicador fenoftaleina

c) Acido sulfurico SO4H, 1:3
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d) Indicador almidén al 1%
e) Solucién de iodo N/50

Método:

Medir 110 mL del vino en un matraz de 100 - 110 mL, trasvasar cuantitativamente al ba-
I6n de destilaciéon de 300 mL. Lavar el matraz, escurrirlo y dejar secar para evitar dilu-
ciones. Desechar el agua usada para lavar, no volcarla en el balén. Colocar el matraz a
la salida del refrigerante para recibir el destilado.

Destilar regulando el mechero de modo tal que la operacién dure unos cuarenta minu-
tos (al variar el tiempo, varian las proporciones de los acido que pasan). La operacién
termina cuando se han destilado 100 mL. Trasvasar cuantitativamente el destilado a un
erlenmeyer de 250 mL y calentar sobre tela de amianto hasta emisiéon de vapores blan-
cos (aproximadamente 60° C), para la eliminaciéon de CO,. El calentamiento es sélo re-
comendable en vinos nuevos con grandes cantidades de CO,. En vinos de mas de un aio
de elaborado es recomendable evitar el calentamiento, ya que no mejora la precision
del método y se corre el riesgo de excederse y eliminar también acidos volatiles. Dejar
enfriar y titular con NaOH N/10 en presencia de fenolftaleina, como indicador, hasta le-
ve color rosado persistente. Registrar el gasto de NaOH N/10 (primera titulacion). Agre-
gar una gota de SO,H, para llevar nuevamente a pH acido; agregar 3 mL de almidén y
titular con iodo N/50, hasta color azul persistente. Registrar el gasto de iodo N/50 (se-
gunda titulacion).

Calculo de resultados:
Acidez volatil (g acido acético L1 vino) = (0685 x [H—%]

N: mL utiizados de solucién de NaOH N/10 (primera titulacién)
n: mL utilizados de soluciéon de iodo N/50 (segunda titulacién)

4.b. METODO JAULMES:
Materiales:

* Aparato de destilacion de Jaulmes (generador [
de vapor, ampolla conectada a una columna §.
rectificadora de acido lactico y refrigerante; fi- |
gura 6)
Pipeta doble aforo de 10 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Pipeta de doble aforo de 25 mL
Erlenmeyer de 250 mL
Bureta color caramelo de 25 mL
Reactivos:
a) Acido tartarico al 25% ' ;
b) NaOH N/10 Figura 6: Aparato de destilacion
b) Acido sulfarico concentrado de Jaulmes
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d) lodo N/50
e) Indicador almidoén
f) Borax solucion saturada

Método:

Encender la caldereta generadora de vapor. Medir 10 mL de vino con pipeta de doble
aforo y colocarlos en la ampolla del dispositivo de destilacién. Agregar 1 mL de acido
tartarico al 25%, con el objeto de desplazar al acido acético de sus sales, para que pue-
da ser destilado. Abrir la llave de paso de vapor hacia la ampolla. Recoger 100 mL del
destilado en erlenmeyer de 250 mL.

Proceder a la titulacion del destilado con NaOH N/10 previo agregado de fenoftaleina,
hasta color rosado leve, pero persistente. Acidular con una sola gota de SO,H, concen-
trado, agregar 3 mL de almidén y titular con iodo N/50 hasta color azul violaceo. Regis-
trar los mL utilizados. Agregar 25 mL de bérax en solucién saturada y volver a titular
con iodo N/50 hasta color azul violaceo registrando los mL necesarios.

Calculo de resultados:

b e
Acidez volatil (g acido acético L1 vino) = U.G.I'[ﬂ—[g+ﬁ

a: mL gastados de NaOH, primera titulaciéon
b: mL gastados de iodo N/50 luego del agregado de acido sulfurico, segunda titulacion

¢: mL gastados de iodo N/50 luego del agregado de bérax, tercer titulaciéon

Preparacion de soluciones:
Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) N/10:

Pesar en balanza analitica 4,001 g de hidroxido de sodio p.a. En un vaso de precipita-
cion disolver el hidréxido de sodio en agua destilada y dejar enfriar teniendo en cuen-
ta que es una reaccion exotérmica. Trasvasar en forma cuantitativa a matraz aforado de
1000 mL. Lavar repetidas veces con agua destilada volcando el producto del enjuague
en el matraz. Agregar agua destilada para enrasar el matraz. Esta solucién debe valo-
rarse para calcular el factor de correccion mediante el uso de CIH 0,1N.

Advertencia: esta solucion debe conservarse en frascos tapados ya que reacciona con el

diéxido de carbono del aire y ser titulada con frecuencia para el control de su normali-
dad (determinando el factor de correccioén).
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Solucidn de dcido sulfarico (SO,H,) 1:3 :

En un matraz de 1000 mL, colocar 400 mL de agua. Agregar con precaucién y lentamen-
te 300 mL de acido sulfurico p.a. al 98%, agitando bajo lluvia de agua debido a su reac-
cion fuertemente exotérmica y para evitar proyecciones. Dejar enfriar y llevar a 1000
mL con agua destilada. Siempre agregar primero el agua y luego el acido sin alterar es-
te orden, para evitar proyecciones del liquido.

Solucién de iodo (1) N/50:

Pesar 7 g de ioduro de potasio (IK). Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de preci-
pitacion y disolverlo con una pequefa cantidad de agua destilada con ayuda de una va-
rilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100
mL (volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destila-
da.

Pesar en balanza analitica 2,538 g de iodo (peso equivalente, 126,92 g), que equivalen
a 1/50 equivalentes 6 0,02 N. Trasvasar en forma cuantitativa rapidamente a matraz afo-
rado de 1000 mL, con los 100 mL de la solucién de ioduro de potasio (IK) preparada an-
teriormente. Llevar a volumen el matraz de 1000 mL con agua destilada.

Advertencia: esta solucion debe conservarse en envases de vidrio color caramelo con ta-
pa de vidrio. La normalidad de esta solucién debe controlarse frecuentemente, median-
te la titulacion con una solucién de triéxido de arsénico (As,05).

Solucidn de dcido tartarico (H,C,H,Of) al 25%:

Pesar en balanza analitica 25 g de acido tartdrico. Trasvasar en forma cuantitativa a un
vaso de precipitacion y disolverlo con una pequefia cantidad de agua destilada agitan-
do con varilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz
de 1000 mL (volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua
destilada.

Solucion saturada de Bdrax:

Pesar 16 g de borato de calcio cristal p.a. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de pre-
cipitacion y disolverlo con una pequefia cantidad de agua destilada agitando con varilla
de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 1000 mL (vol-
cando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Precauciones en la manipulacion:

Hidroxido de sodio (NaOH): es corrosivo, produce quemaduras severas. Manejar con
guantes y proteger los ojos con antiparras.

Acido sulfdrico (SO,H,): es corrosivo, produce quemaduras severas. De producirse con-
tacto lavar inmediatamente con agua. En caso de salpicaduras, quitese lo antes posible
la ropa manchada. Ante un derrame no usar agua.
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6. AZUCARES REDUCTORES - METODO FEHLING CAUSSE-BONNANS

Para determinar la cantidad de azucar en el vino se utiliza el método del Licor de Feh-
ling Causse-Bonnans (FCB). EI mismo utiliza las propiedades reductoras de los azucares,
capaces de reducir las soluciones clUpricas, mercuricas o bismuticas, en medio fuerte-
mente alcalino y en caliente, debido a que poseen funciones aldehidicas o ceténicas li-
bres. A temperatura de ebullicién y en medio alcalino los azucares reducen al cobre,
gue en el Licor FCB se encuentra en forma de complejo cupritartrato sédico-potasico. El
Licor FCB esta formado por sulfato de cobre, tartrato doble de sodio y potasio, hidroéxi-
do de sodio y ferrocianuro de potasio.

El método consiste en titular un volumen conocido de Licor FCB con la soluciéon de azu-
cares de concentracion desconocida, usando azul de metileno como indicador. Debido
a que esta titulacion se lleva a cabo sobre el fuego de un mechero, no es necesario agi-
tar porque la ebullicién produce la homogeneizaciéon. Esta determinacién es exacta pa-
ra concentraciones de azucares hasta 10 g L-'; si la muestra tiene un contenido mayor,
debe ser diluida.

Previo a la titulacién, la muestra debe ser tratada para evitar la accién de otras sustan-
cias que puedan reaccionar en iguales condiciones que los azucares (por ejemplo, los
polifenoles). Para ello se hace un tratamiento de la muestra con carbén activado y ace-
tato de plomo (proceso denominado defecacién de la muestra).

Los mostos de uva madura poseen entre 210 y 250 g L-' de azucar. En vinos, luego de la

fermentacion el contenido es muy inferior. Para el INV (Instituto Nacional de Vitivinicul-
tura) segun la cantidad de azucar, los vinos se clasifican como indica la tabla 3.

Tabla 3: Clasificacion de los vinos segun su contenido de azucar

Tipo de vino Contenido de azucar

Vino seco Hasta 4 g azucar L' vino

Vino abocado De 4 a 30 g azucar L' vino

Vino dulce Mas de 30 g azucar L' vino
Materiales:

Probeta de 50 mL

Pipeta de doble aforo de 15 mL

Pipeta graduada de 5 mL

Embudo c/papel de filtro

Erlenmeyer de 250 mL

Bureta acodada de 25 mL (para evitar que el liquido en su interior se caliente en la ti-
tulacion)

Mechero +soporte+tela de amianto

e Matraz 100 mL y pipetas de doble aforo (en caso de necesitar dilucién)
e Reactivos:

a) Licor de Fehling Causse-Bonnans (FCB)

b) Solucion de acetato de plomo al 25%
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¢) Carbon activado (0,5 g)
d) Azul de metileno al 1%

Método:

Para realizar la defecacion de la muestra, previo a la titulacién, se deben colocar 45 mL
de vino en una probeta, y agregar 5 mL de acetato de plomo medidos en pipetay 5 g
de carbon activado (una cucharadita). Homogeneizar y dejar en reposo 10 minutos. Fil-
trar con embudo y papel de filtro, y recoger en un erlenmeyer seco.

Verificar que la bureta acodada no pierday llenar con el filtrado obtenido en el paso an-
terior. Colocar 15 mL de Licor FCB en el erlenmeyer medidos en pipeta de doble aforo.
Llevar a 50 mL con agua destilada, homogeneizar y llevar a ebullicién sobre mechero con
tela de amianto. Cuando se inicia la ebullicion del FCB en el erlenmeyer, se debe comen-
zar con la titulacién. Cuando el liquido se aclara del azul al celeste claro, se detiene el
goteo y se agregan 2 a 3 gotas de azul de metileno. Se continua la titulacion hasta que
aparece una mancha amarilla que luego se generaliza en toda la masa del liquido.

Registrar los mL gastados de la bureta para obtener el punto final. Si el valor de azuca-
res reductores en el vino es mayor a 10 g L-' se debera diluir el filtrado y realizar nue-
vamente la titulacion.

Calculo de resultados:

451

AzuUcares reductores (g azucar L1 vino) = ==
H

. . . 4
Azucares reductores (g azucar L-' vino) = Exﬂ
n

n: mL gastados de FCB en titulacion

D: dilucién efectuada en el vino, si el mismo contiene mas de 10 g azucar L

Preparacion de soluciones:
Licor de Fehling Causse-Bonnans (FCB)

Pesar 130 g de tartrato de sodio y potasio para analisis (p.a.) y 110 g de hidréxido de
sodio p.a., disolver ambos en pequeno volumen de agua destilada. Pesar 24 g de sulfa-
to cuprico pentahidratado (CuSO, 5H,0), disolver en un volumen pequefio de agua des-
tilada. Pesar 16,8 g de ferrocianuro de potasio p.a., disolver en un volumen pequeio de
agua destilada.

En un matraz de 1000 mL, agregar la disolucién de tartrato de sodio y potasio+hidroéxi-
do de sodio, luego la de sulfato cuprico pentahidratado, agitar constantemente hasta
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su correcta homogenizacion. Posteriormente agregar la disolucién de ferrocianuro de
potasio. Llevar a volumen el matraz con agua destilada. Dejar reposar esta soluciéon du-
rante 24 hs, para lograr estabilizacion del complejo.

Determinar el titulo de esta soluciéon con una solucién de azucar invertido 5 g L-' me-
diante el siguiente método:

Colocar en erlenmeyer de 250 mL 15 mL de solucién de FCB preparada, medidos en pi-
peta de doble aforo. Agregar 50 mL de agua destilada. En bureta acodada de 25 mL
agregar y enrasar con una soluciéon de azucar invertido a 5 g L. Calentar erlenmeyer
con FCB, hasta ebullicion. Cuando esto sucede dejar caer gota a gota (3 gotas s') hasta
gue la solucién comienza a decolorarse (mantener constante la ebullicion). Agregar 3
gotas de azul de metileno. A partir de este momento continuar con la titulaciéon, te-
niendo en cuenta de que el goteo debe ser mas lento (1 gota cada 2 segundos). El pun-
to final esta dado por la desapariciéon del color del azul de metileno y la aparicién de
un color amarillo. Esta titulacion debe realizarse entre 2,5 a 3 minutos. Los 15 mL de
FCB deben ser decolorados por 8,2 mL de azucar invertido a 5 g L. Si el gasto no fue-
ra 8,2 mL debe calcularse el factor de correccidn de esta solucion.

Solucion de acetato de plomo al 25%:

Pesar en balanza analitica 250 g de acetato de plomo p.a. y agregarlos a un erlenme-
yer de 1000 mL. Llevar a fuego sobre tela de amianto, hasta que se inicie la fusion de
la sal. Agregar una porcién de agua destilada, homogeneizar y calentar nuevamente en
mechero. Una vez que se homogeneizd esta solucion, volver agregar agua destilada y
calentar nuevamente; repetir esta operacion hasta lograr la disolucidon completa. Se de-
be tener la precauciéon de que el volumen de esta solucién no debe superar los 950 mL
para permitir el agregado del acido acético glacial. Dejar enfriar y pasar a matraz de
1000 mL, agregar 20 mL de acido acético glacial concentrado, homogeneizar y llevar a
volumen con agua destilada.

Precauciones en la manipulacion:
El Licor de Fehling Causse-Bonnans (FCB): es corrosivo y caustico, produce quemaduras
en la piel. Tener cuidado en el pipeteo de esta solucién (preferentemente usar propipe-

ta), en caso de introduccion en boca neutralizar su alcalinidad con vino o con una solu-
cién de acido débil.
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7. CLORUROS

El cloro se encuentra en los mostos y en los vinos combinado, especialmente como clo-
ruro de sodio (CINa), en cantidades entre 50 y 200 mg L-'. Estos valores aumentan en zo-
nas salinas o cercanas al mar. El limite legal de cloruros (Cl-) en Argentina es 0,60 g L,
expresado como cloruro de potasio (CIK). El contenido de cloruros de un vino puede ser
modificado por el agregado fraudulento de acido clorhidrico (CIH) para bajar el pH, o
bien de CINa para aumentar el sabor, brillantez o las cenizas (con el fin de intentar ocul-
tar un estiramiento). Algunas gelatinas de uso enolégico pueden aportar CINa.

La determinaciéon de Cloruros, se realiza por el Método por Toque, el cual se basa en la
reaccion de precipitacién de los cloruros con catién plata. A un volumen determinado
de vino se le afade un volumen exactamente medido de una solucién empirica de
NO;Ag, que precipita exactamente una cantidad de Cl- equivalente al limite admitido
por la ley. Se trata de averiguar si la cantidad de Cl- es superior o inferior a ese limite,
segun sea el resultado del toque. Se trabaja con una solucién empirica de NO;Ag, que
contiene 5,808 g L', de modo que 1 mL de la solucién empirica reacciona con 0,20 g
Cl- L.

Materiales:

Pipeta de doble aforo de 10 mL

Pipeta graduada de 5 mL

Mechero

Un tubo de ensayo de 50 mL

Dos tubos de ensayo de 25 mL

Propipeta de goma

Reactivos:
a) Soluciéon empirica de Nitrato de plata (NOs;Ag, 5,808 g L")
b) Acido nitrico concentrado (NO;H cc)
¢) Cloruro de sodio al 10% (CINa al 10%)
d) Nitrato de plata al 10% (NO;Ag al 10%)

Método:

En un tubo de ensayo grande, colocar 10 mL de vino, agregarle 3 mL de la solucién em-
pirica de NO;Ag y 3 mL de NO;H puro (NO PIPETEAR), usar propipeta debido a que el
acido es sumamente caustico. Calentar flameando el tubo sobre la Ilama del mechero
hasta ebullicion y luego dejar enfriar hasta que se deposite el cloruro de plata (CIAQ)
formado.

Extraer el sobrenadante y dividir en dos fracciones el liquido, colocando cada una de
ellas en un tubo de ensayo chico. Agregar al tubo A, 1 mL de solucién de CINa al 10%.
Agregar al tubo B, 1 mL de solucién NO;Ag al 10%. Observar en que tubo se forma un
precipitado e interpretar los resultados.

Interpretacion de los resultados:

Los resultados se obtienen interpretando la formacién de precipitado en los tubos A 'y
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B. Si se produce precipitado en el tubo A, significa que el contenido de Cl- se encuentra
por debajo del limite legal. En el tubo A se agregé CINa (anién Cl-); si se produce preci-
pitado se debe a que existian cationes plata (Ag+) libres. El Ag+reaccioné con el Cl-pre-
sente en la muestra, pero debido a que el contenido de ClI- era menor que el limite le-
gal, quedd Ag+ libre. Este catién plata reacciona con el CINa al 10%, formando el
precipitado.

Si se produce el precipitado en tubo B, significa que el contenido de Cl-esta por encima
del limite legal. En el tubo B se agregé NO,;Ag (cation Ag+) si se produce precipitado, se
debe a que existia Cl- libre. El Ag+reaccioné con el Cl-presente en la muestra, pero de-
bido a que el contenido de Cl-era mayor que el limite legal, quedé Cl- libre. Este anion
Cl-reacciona con el NO;Ag al 10% formando el precipitado.

Preparacion de soluciones:

Solucion empirica de de Nitrato de plata (NO;Ag), de 5,808 g L-':

Pesar en balanza analitica 5,808 g de NO;Ag. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso
de precipitacién y disolverlo con una pequefia cantidad de agua destilada agitando con
varilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 1000
mL (volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destila-
da.

Solucidn de cloruro de sodio (CINa) al 10%:

Pesar en balanza analitica 10 g de CINa. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de
precipitacion y disolverlo con una pequena cantidad de agua destilada agitando con va-
rilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100
mL (volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destila-
da.

Nitrato de plata (NO;Ag) al 10%:

Pesar en balanza analitica 10 g de NO;Ag. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de

precipitacion y disolverlo con una pequena cantidad de agua destilada agitando con va-
rilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100
mL (volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destila-
da.

Precauciones en la manipulacion:
Acido nitrico (NO;H): es corrosivo, produce quemaduras graves. No respirar los vapores.

De producirse contacto con los ojos enjuagar con abundante agua y acudir al médico.
Utilizar elementos de protecciéon y siempre usar propipeta.
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8. SULFATOS

Los vinos contienen normalmente 0,5 a 1,0 g L' de sulfatos (SO,2), expresados como sul-
fato de potasio (SO,K,), dependiendo del terreno en que ha sido cultivada la vid, sien-
do mayores en los suelos salinos. Estas cantidades aumentan progresivamente durante
el afejamiento debido a las sulfitaciones sucesivas y la oxidacion. Problemas derivados
de piletas de hormigén armado en mal estado, pueden provocar enriquecimiento en
sulfatos. También practicas fraudulentas, como el agregado de acido sulfurico (SO,H,),
pueden elevar el contenido de sulfatos. EI INV ha fijado como limite legal 1 g L' de sul-
fatos, expresado como SO,K, para vinos secos; 1,2 g L' para vinos edulcorados 'y 1,5 g
L' para vinos con mas de 2 afios de aflejamiento o elaboraciones especiales con denun-
cia previa.

El Método aproximado utilizado es el del Licor Gipsométrico, el cual se basa en la pre-
cipitacion del i6n sulfato con el ion bario, de acuerdo a la siguiente reaccion:

504 K2 + CIZ Ba = SO4 Ba + 2 CIK

El método determina si la cantidad de SO, expresada como sulfato de potasio es supe-
rior o inferior a 1 g L. El licor gipsométrico esta constituido por una solucién de 2,804
g L' de cloruro de bario (Cl,Ba) acidulada con acido clorhidrico. De modo que 1 mL del
licor equivale a 0,2 g L' de sulfatos.

Materiales:

e Pipeta doble aforo de 10 mL

e Pipeta graduada de 5 mL

e Un tubo de ensayo grande de 50 mL
e Dos tubos de ensayos de 25 mL

e Mechero

e Reactivos:

a) Licor Gipsométrico, solucién de 2,804 g L' de Cl,Ba, acidulada con &cido clor-
hidrico (25 mL L"). De modo que 1 mL del licor equivale a 0,20 g L' de sulfatos.
b) Cloruro de bario al 10% (Cl,Ba al 10%)

¢) Acido sulfurico al 10% (SO,H, al10%)

Método:

En un tubo de ensayo grande colocar 10 mL de vino, agregarle 5 mL de licor gipsomé-
trico. Calentar flameando el tubo sobre la llama del mechero hasta ebullicién. Dejar en-
friar hasta que se deposite el sulfato de bario formado (SO,Ba). Extraer el sobrenadan-
te y dividir en dos fracciones el liquido, colocando cada una de ellas en un tubo de
ensayo chico. Agregar al tubo A 1 mL de solucién de Cl,Ba al 10%. Agregar al tubo B 1
mL de soluciéon de SO H, al 10%. Observar en que tubo se forma un precipitado e inter-

pretar los resultados.
Interpretacion de los resultados:

Los resultados se obtienen interpretando la formacion de precipitado en los tubos A 'y
B. Si se produce precipitado en el tubo A, significa que el contenido de sulfatos se en-
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cuentra por encima del limite legal. Si se produce precipitado en el tubo B, significa que
el contenido de sulfatos esta por debajo del limite legal.

En el tubo A se agreg6 Cl,Ba, catiéon Ba*?; si se produce precipitado, se debe a que exis-
tia anion sulfato libre (SO,2). El contenido de Ba*?agregado por medio del licor gipso-
métrico era suficiente para reaccionar con una concentracion de SO, 2 equivalente al li-
mite legal. El Ba*2reaccioné con el SO, presente en la muestra, pero debido a que el
contenido de SO,2era mayor que el limite legal, quedo libre anién SO,2. Este anién sul-
fato reacciona con el Cl,Ba al 10% formando el precipitado de SO,Ba.

En el tubo B se agreg6 SO,H,, anién SO, si se produce precipitado, se debe a que exis-
tia cation Ba*2libre. El contenido de Ba*2 agregado por medio de la solucién empirica
era suficiente para reaccionar con una concentracion de anién SO,2 equivalente al limi-
te legal. El Ba*?reaccioné con el SO, 2 presente en la muestra, pero debido a que el con-
tenido de SO,2 era menor que el limite legal, quedé Ba*? libre. Este Ba*? reacciona con
el SO,H, al 10% formando el precipitado de SO,Ba.

Preparacion de soluciones:

Licor Gipsométrico:

Pesar en balanza analitica 2,804 g de Cl,Ba. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso
de precipitacién y disolverlo con una pequefia cantidad de agua destilada agitando con
varilla de vidrio. Luego trasvasar este en forma cuantitativa a un matraz de 1000 mL
(volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso). Acidular con 25 mL de acido clor-
hidrico p.a. y llevar a volumen el matraz con agua destilada.

Como 5 mL de licor gipsométrico reaccionan con 1 g de SO,K,, entonces 1 mL reaccio-
nara con 0,2 g de SO,K,.

Cloruro de bario (Cl,Ba) al 10%:

Pesar en balanza analitica 100 g de Cl,Ba. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de
precipitacion y disolverlo con una pequeina cantidad de agua destilada agitando con va-
rilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 1000 mL
(volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Acido sulfurico (SO,H,) al 10%:

En un matraz de 1000 mL, colocar 600 mL de agua destilada. Agregar lentamente y con
precaucién 100 mL de SO,H, p.a. al 98%, agitando bajo lluvia de agua debido a su reac-
cion fuertemente exotérmica y para evitar proyecciones. Dejar enfriar y llevar a volu-
men con agua destilada. Siempre agregar primero el agua y luego el acido sin alterar
este orden, para evitar proyecciones del liquido.

Precauciones en la manipulacion:

Hidréxido de sodio (NaOH): es corrosivo, produce quemaduras severas. Manejar con
guantes y proteger los ojos.

Acido sulfdrico (SO,H,): es corrosivo, produce quemaduras severas. De producirse con-
tacto lavar inmediatamente con agua. En caso de salpicaduras, quitese lo antes posible
la ropa manchada y acuda a un médico. Ante un derrame no usar agua.
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9. EXTRACTO SECO

El extracto seco del vino es el peso del residuo fijo obtenido después de la evaporacion
de las sustancias volatiles, a presién atmosférica y a temperatura de ebulliciéon del agua.
El vino estd compuesto por agua, acidos fijos y volatiles, polifenoles, sustancias nitroge-
nadas, sustancias aromaticas, azucares, enzimas, minerales, sustancias pépticas, gomas,
mucilagos y alcoholes. El extracto esta constituido por las sustancias no volatiles: azuca-
res, glicerina, acidos fijos, polifenoles, minerales, sustancias nitrogenadas. Algunas de
estas sustancias sufren transformaciones durante la determinacién del extracto seco por
la accién del calor:

a) Los azucares se caramelizan dando compuestos menos pesados

b) El acido lactico, la glicerina y el 2-3- butanodiol se volatilizan parcialmente
) El &cido tartarico y el malico es esterifican internamente.

El método utilizado es el Método Oficial Argentino- El valor normal de extracto seco li-
bre de azucares reductores es diferente en los distintos tipos de vinos (Tabla 4)

Tabla 4: Valores normales de extracto seco libre de azuUcares reductores

Tipo de vino Extracto seco (g L)
Vino blanco 15a 18
Vino rosado 18 a 22
Vino tinto 22 a 25

El valor del extracto seco puede alterarse por el agregado ilicito de alcohol o agua al
vino, asi también como por otras practicas licitas, tales como el proceso de afiejamien-
to. Algunos procesos como la oxidacion de la materia colorante o polifenoles, la fer-
mentacién de azlcares residuales y ciertas enfermedades, modifican también los valo-
res de extracto seco.

Cuando se quiere comparar los extractos de diferentes vinos, se trabaja con el extracto
seco libre de azucares reductores: para ello se determina el extracto seco, y en la mis-
ma muestra se determina el contenido de azucares reductores, también en g L-'. Luego
por diferencia se obtiene el valor de extracto seco libre de azucares reductores.

Materiales:

e Pipeta doble aforo de 10 mL

Cristalizador de vidrio modelo oficial: fondo perfectamente plano, 6,2 a 6,5 cm de
didmetro, 1,8 a2 cm de altoy 1 a 1,5 mm de espesor

Balanza analitica

Bano maria

Estufa de agua hirviente o estufa Moslinger-Borgman (figura 7)

Desecador
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Figura 7: Estufa de agua hirviente o estufa Moslinger-Borgman

Método:

Colocar 10 mL de vino, medidos con pipeta de doble aforo en un cristalizador de vidrio
modelo oficial, previamente tarado (P1: tara del cristalizador). Anotar el niumero del
cristalizador y llevarlo al Baio Maria (BM) en ebullicién, durante 80 minutos. Debe cui-
darse que el BM esté bien nivelado. Llevar luego a la estufa de agua hirviente o estufa
Moslinger-Borgman, durante 30 minutos si el extracto es inferior a 60 g L-'. Cuando el
extracto es superior a 60 g L', debera estar en estufa durante 60 minutos, como es en
el caso de un mosto o un vino dulce.

Llevar a desecador hasta que se enfrie y luego pesar colocando el cristalizador inverti-
do, para que los compuestos higroscépicos (tales como la glicerina y los azucares) incor-
poren la menor cantidad de agua posible. Registrar el peso del cristalizador con el ex-
tracto seco, identificado como P2.

Calculo de los resultados:

Extracto seco (g L-") = (P2 - P1) x 100

P1: tara del cristalizador
P2: peso de cristalizador con el extracto seco

Extracto seco libre de azUcares reductores (g L") = Extracto seco (g L") - AzUcares reductores (g L)
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10. CENIZAS

La uva contiene una gran cantidad de sustancias minerales provenientes del suelo, pu-
diendo citarse P, S, K, Na, Mg, Si, Fe, Mn. En menor proporcién estan F, Cl, Br, I, Al, B, Ti,
Rb y Mo. Las sustancias minerales se localizan principalmente en las partes sélidas de la
uva: pelicula, pepitas y las paredes celulésico-pécticas de las células de la pulpa. El con-
tenido mineral del mosto puede variar durante el proceso de vinificacion. Alguna de las
sustancias disminuyen por formacién de sales insolubles, otras aumentan su contenido
por disoluciéon durante la maceracion. Debido a tratamientos durante la elaboracién y
conservacion pueden aumentar la concentracién de elementos particulares y aun incor-
porarse elementos extrafos.

Se llama cenizas del vino al residuo de calcinaciéon a 500-550° C del extracto seco, libre
de todo residuo carbonoso. Los constituyentes minerales primarios son: cloruros, sulfa-
tos y fosfatos de potasio, sodio, magnesio y calcio. Durante la calcinacion, las sales de los
acidos organicos son transformadas en carbonatos y los iones se agrupan de maneras di-
versas, dando sales que no existian antes en el vino. El peso de las cenizas varia general-
mente entre 1,5y 3,0 g L. Existe una relacién bastante constante de aproximadamente
1/10, entre el peso de las cenizas y el del extracto seco libre de azlcares reductores.

Para esta determinacién se utiliza el Método Oficial Argentino, el cual se lleva a cabo
por calcinaciéon de la materia organica. La muestra se coloca en una capsula de porce-
lana y se calienta en Bafio Maria. De esta forma, se evita la descomposicién brusca de
la materia organica, que provocaria proyecciones y como consecuencia pérdidas. Esta
precaucion debe tenerse especialmente en cuenta cuando se trabaja con vinos dulces.
Luego la muestra es llevada a mechero y posteriormente a una mufla a una tempera-
tura entre 500 y 550° C. Se recuerda que la temperatura no debe superar los 550° C pues
habria pérdidas de cloruros y carbonatos, que se convierten en éxidos. Ademas, un ca-
lentamiento mayor provoca la fusion de las cenizas y los carbonatos alcalinos fundidos
atacarian las capsulas, inutilizandolas. El calentamiento es preciso realizarlo en un am-
biente oxidante para prevenir la volatilizacién de los cloruros, reduccién de los sulfatos
y fusion de los carbonatos alcalinos alrededor de las particulas de carbén. Normalmen-
te las cenizas son blancas o grisaceas. Si son verdes y viran al rojo con los acidos indica
gran cantidad de magnesio. Si son amarillas, el contenido de hierro es elevado.

Materiales:

e Pipeta doble aforo de 20 mL

e (Capsula de porcelana

e Bafo maria

e Mechero, con tela de amianto y tridngulo de pipa
e Mufla (figura 8)

e Desecador

e Balanza de precisién
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Figura 8: Mufla

Método:

Colocar 20 mL de vino, medidos con pipeta de doble aforo, en una capsula de porcela-
na previamente tarada (P1).

Llevar al Baino Maria hasta obtener una consistencia siruposa (de jarabe). Llevar al me-
chero con tela de amianto y luego con triangulo de pipa, hasta lograr la carbonizacion.
Pasar a mufla a una temperatura de 525° C (rojo sombra) para su calcinacién. Una vez
desaparecido completamente el carbén, retirar la capsula de la mufla. La temperatura
de la mufla, debe ser controlada para que la misma no supere los 550° C.

Llevar la capsula a desecador, para su enfriamiento. Pesar en balanza de precisiéon y re-
gistrar peso de capsula con cenizas (P2).

Calculo de resultados:

Cenizas del vino (g L) =. (P2 - P1) x 1000 / 20

P1: Tara de capsula (g)
P2: Peso de la capsula con ceniza (g)
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11. ANHIDRO SULFUROSO, LIBRE, TOTAL Y MOLECULAR (S02)

El anhidrido sulfuroso (SO,) se ha usado en enologia desde hace mucho tiempo, por su
poder antiséptico y antioxidante. Adicionado a los mostos y vinos, una fraccién se com-
bina parcialmente con el acetaldehido, los azucares, los polifenoles y otras sustancias.
Esta fraccion se considera como combinada o fijada, la cual no tiene efecto inhibidor
sobre la mayoria de las levaduras y bacterias del acido acético. La relacién de equilibrio
entre el anhidrido sulfuroso combinado y el libre, es de caracter dinamico, siendo afec-
tada por la acidez y la temperatura. A menor pH (mayor acidez), hay mayor contenido
de SO, libre, debido a que la adicién con otros compuestos es menor. Lo mismo ocurre
con la temperatura que afecta al equilibrio de manera similar. Dentro de la fraccién que
queda libre, la forma molecular no disociada (SO;H,) es el agente microbiano mas im-
portante

La legislaciéon argentina fija limites maximos para el contenido de anhidrido sulfuroso
total, para la libre circulacion del vino (tabla 5).

Tabla 5: Limites legales para el contenido de anhidrido sulfuroso total

Tipos de vinos SO, total permitido*
Vinos tintos secos 130 mg L
Vinos tintos abocados y dulces 180 mg L
Vinos blancos secos 180 mg L
Vinos blancos abocados y dulces 210 mg L

*Existe una tolerancia para estos valores de 35 mg L' en mdas o en menos,
debido a la precisién de los métodos de analisis.

El anhidrido sulfuroso denominado molecular o libre activo, es la fraccion del SO, libre
que presenta accion antiséptica. El contenido de SO, molecular varia considerablemente
con el pH del vino como se observa en la figura 9 (Zoecklein et al., 2001). Si se desea rea-
lizar fermentacion malolactica, se mantendrd el mosto con una concentracién de 0,5
ppm (mg L") de SO, molecular. Este contenido permite el desarrollo de bacterias lacticas.
En la conservacion del vino, el contenido de SO, molecular deseado sera de 0,8 ppm.

Figura 9: Cantidades de SO, libre necesaria§ para obtener 0,5 - 0,8 mg L' de H,SO;,
segun el pH (Zoecklein et al., 2001)
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Con el valor de SO, libre determinado analiticamente, y el pH medido, se puede calcu-
lar el valor de SO, molecular utilizando la siguiente férmula:

SO, molecular (mg L") = SO, libre (mg L-1) x [10 (1.77-pH)]

Esta formula también nos permite calcular los valores de SO, libre que necesita una
muestra para obtener valores fijados de SO, molecular. No obstante para corregir el
SO,, debe tenerse en cuenta que en el vino, se combina aproximadamente un 50% en
cada agregado. Es decir si se necesitan 20 mg L' de SO, libre, sera necesario agregar
aproximadamente 40 mg L' de SO,.

Los distintos métodos de dosaje estan basados en la oxidacion del SO, libre, por acciéon
del iodo (l,) en medio &cido mineral, donde la reaccién es cuantitativa.

SO, +2H,0 +1, = SOH, + 2IH
Materiales:
e Pipeta doble aforo de 50 mL
e Pipeta doble aforo de 25 mL
e Pipeta graduada de 5 mL
e Erlenmeyer 250 mL
e Bureta 25 mL, color caramelo
e Luz filtrada por una soluciéon de cromato de potasio (solucién saturada)
e Peachimetro
e Reactivos:

a) Acido sulfurico 1:3

b) Solucién de iodo N/50

) Solucién de hidréxido de potasio (HOK), 1 N
d) Engrudo de almidén 1 -2%

Métodos:
Método Rippert para vinos blancos (Rippert, 1892):
Anhidrido sulfuroso libre:

Medir 50 mL de vino con pipeta de doble aforo y colocarlos en un erlenmeyer de 250
mL. El extremo de la pipeta debe encontrarse muy cerca del fondo, para evitar pérdi-
das del gas. Agregar 5 mL de SO, H, 1:3 y 3 mL de engrudo de almidén al 2%. Titular
con iodo N/50. El punto final de la titulaciéon se verifica cuando el liquido tiene color
azul persistente. Registrar los mL utilizados de solucién N/50 de iodo (V1).

Anhidrido Sulfuroso Total:

Colocar en un erlenmeyer, 25 mL de solucién de KOH aproximadamente normal, y a
continuacién 50 mL de vino, cuidando que el extremo de la pipeta esté pescando en la
solucién alcalina. Dejar actuar el KOH sobre el vino durante 15 minutos, tiempo en el
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cual el SO, combinado sera liberado de sus combinaciones. Agregar 10 mL de SO,H, 1:3
y 3 mL de engrudo de almidoén al 2%. Titular con iodo N/50. El punto final de la titula-
cion se verifica cuando el liquido tiene color azul persistente. Registrar los mL utiliza-
dos de solucion N/50 de iodo (V2).

Método Benvegnin y Capt para vinos tintos:

La coloracién propia de los vinos tintos dificulta la observacién del viraje al azul del al-
midoén. Por eso Benvegnin y Capt (Benvegnin y Capt, 1931), introdujeron una variante
al método de Rippert, utilizando un haz de luz filtrada por una solucién de cromato de
potasio de color amarillo, para observar el punto final. En estas condiciones, el color ro-
jo brillante inicial, cambia a un rojo opaco ceniciento, que impide el paso de la luz.
Otra posibilidad para ver mejor el punto final de la titulacién en vinos tintos es traba-
jar con 25 mL 6 5 mL de vino y las mismas cantidades de acido sulfurico y almidén. Co-
mo también puede reducirse a la mitad la concentracién de iodo con que se titula.
Calculo de los resultados:

Teniendo en cuenta que 1 mL de solucién de iodo N/50 reacciona con 0,64 mg de SO,

a) Anhidrido sulfuroso libre:

SO, Libre (mg L") = V1 (mL) x 0,64 x 1000/50
SO, Libre (mg L) = V1 (mL) x 12,8

V1: mL de iodo N/50, gastados en titulacion
b) Anhidrido sulfuroso total:
SO, Total (mg L") = V2 (mL) x 12,8

V2: mL de iodo N/50, gastados en titulacién previo agregado de HOK

Preparacion de soluciones:
Solucién de &cido sulfurico (SO,H,) 1:3 :

En un matraz de 1000 mL, colocar 400 mL de agua. Agregar con precauciény lentamen-
te 300 mL de acido sulfurico p.a. al 98%, agitando bajo lluvia de agua debido a su reac-
cion fuertemente exotérmica y para evitar proyecciones. Dejar enfriar y llevar a 1000
mL con agua destilada. Siempre agregar primero el agua y luego el acido sin alterar es-
te orden, para evitar proyecciones del liquido.
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Solucion de iodo (1) N/50:

Pesar 7 g de ioduro de potasio (IK). Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de preci-
pitacion y disolverlo con una pequefia cantidad de agua destilada con ayuda de una va-
rilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100 mL
(volcando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Pesar en balanza analitica 2,538 g de iodo (peso equivalente, 126,92 g), que equivalen
a 1/50 equivalentes 6 0,02 N. Trasvasar en forma cuantitativa rdpidamente a matraz afo-
rado de 1000 mL, con los 100 mL de la solucién de ioduro de potasio (IK) preparada an-
teriormente. Llevar a volumen el matraz de 1000 mL con agua destilada.

Advertencia: esta soluciéon debe conservarse en envases de vidrio color caramelo con ta-
pa de vidrio. La normalidad de esta solucién debe controlarse frecuentemente, median-
te la titulacién con una solucion de trioxido de arsénico (As,0,).

Solucion de hidrdxido de potasio (HOK), 1 N

Pesar 56,10 g de HOK en balanza analitica (peso equivalente del HOK). Trasvasar esta
droga en forma cuantitativa a un vaso de precipitacién y disolverlo con una pequefa
cantidad de agua destilada agitando con varilla de vidrio. Luego trasvasar este liquido
en forma cuantitativa a un matraz de 1000 mL (volcando al matraz los dos o tres enjua-
gues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Esta solucion debe valorarse de la siguiente manera: colocar en erlenmeyer 25 mL de
acido clorhidrico 1N (CIH 1N), medidos en pipeta de doble aforo. Agregar 50 mL de
agua destilada libre de diéxido de carbono y dos gotas de fenoftaleina. Titular con la
solucion de HOK anteriormente preparada, hasta produccién de color rosado perma-
nente. Calcular la normalidad de esta solucion y el factor de correccién de la misma.

Precauciones en la manipulacion:
Acido sulfurico (SO, H,): es corrosivo, produce quemaduras severas. De producirse con-

tacto lavar inmediatamente con agua. En caso de salpicaduras, quitese lo antes posible
la ropa manchada y acuda a un médico. Ante un derrame no usar agua.
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12. ACIDOS ORGANICOS POR CROMATOGRAFIA DE PAPEL

Las propiedades acidas de los vinos son el resultado de los acidos organicos que contie-
nen. Estos son elementos constitutivos esenciales de los vinos e influyen en su calidad,
y eventualmente en sus defectos. De su naturaleza y concentracién dependen los equi-
librios acido/base de los vinos, y por consiguiente su gusto acido.

Los acidos organicos que se han identificado en la uva son: tartarico, malico, citrico, glu-
curoénico, ascoérbico, oxalico, glucdlico, fumarico, shiquimico. En uvas alteradas por po-
dredumbres pueden aparecer ademas los acidos mucico, glucénico, ceto-2-glucénico y
diceto-2-5-glucénico. No todos estos acidos se encuentran presentes en el vino, algunos
desaparecen durante la vinificacion y otros aparecen procedentes de la fermentacion,
como succinico, lactico, citramalico y dimetil-glicérico.

El acido tartarico (figura 10) es el mas abundante en la uva y el vino; se encuentra siem-
pre como isémero D. A excepcion de la vid, es poco frecuente en la naturaleza. En el vi-
no es el acido mas fuerte y mas disociado, es decir el que aumenta mas la concentracion
de iones hidrégeno. El pH del vino depende entonces, en gran parte, de su contenido
en acido tartarico. De los tres acidos principales (tartarico, malico y citrico) es el mas re-
sistente a la descomposicién bacteriana. Su concentracion disminuye por la precipita-
cion de bitartrato de potasio al aumentar el alcohol en la fermentacién, y también por
la accién del frio. También precipita como tartrato neutro de calcio, aunque este pro-
ceso es mas lento. Su agregado a la vendimia y al mosto esta permitido y resulta util
cuando la acidez de la uva es demasiado débil. En concentraciones demasiado elevadas
le confiere al vino dureza, ademas de cierta astringencia.

El 4cido malico (figura 10) natural es el isémero de la serie L, es un acido organico que
abunda en el reino vegetal y es el principal en muchas frutas. Durante la maduracién
de la uva su concentracién disminuye por respiracién celular. Por esto su determinacion
puede ser importante para establecer el grado de madurez. Su concentracién es mas al-
ta en uvas de zonas frias. Su contenido influye en la calidad del vino y cuando esta pre-
sente en alta concentracion contribuye al sabor herbaceo. La fermentacién malolactica
hace disminuir progresivamente el tenor de acido malico, llevandolo hasta casi cero en
los vinos tintos. La desacidificacidon resultante de la fermentacion malolactica, torna a
los vinos jovenes mas suaves.

ACIDD TARTARICO ACIDD MALICO ACIDG LACTICO
COOH COOH CO0H

'::HEH :.SHz HO ':JH

o e o,

oo oo

Peso molteculer; 150,08 g Peso molecular; 134,08 g Foeso molacular; 90,06 g
Pasc meq: 75,04 mg Pess meg: 67.04 mg Paao mag: 80,08 mg

Figura 10: Formulas, peso moleculares y miliequivalentes quimicos de los acidos tartari-
co, malico y lactico
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La cromatografia sobre papel, es un método de evaluacién cualitativa de estos acidos.
Es de mucha utilidad cuando se trata de reconocer si la fermentacién malolactica de un
vino esta terminada o no. El procedimiento es simple y permite varias determinaciones
en serie. Se fundamenta en la capacidad que tiene un solvente determinado en separar
los acidos, de una muestra de vino, sobre un papel especial. Se pueden separar tres gru-
pos de acidos: a) tartarico, b) malico y ¢) lactico mas succinico. Usando soluciones testi-
gos es posible identificar a cada uno de estos acidos en funcion de la posicion de la
mancha sobre el papel.

Materiales:

Papel para cromatografia Whatman N1 (figura 12)
Pipeta de 0,1 mL de punta curva (figura 11)
Cubeta cromatografica herméticamente cerrada (figura 12)
Secador de cabellos
Reactivos:
a) Solvente revelador para cromatografia en papel
¢) Solucioén testigo de acido tartarico
d) Solucién testigo de acido malico

e A i s
L A ————

Figura 11: pipetas de 0,1 mL de punta curva para la siembra

Figura 12: Papel de cromatografia y cubeta cromatografica con solvente

Método:

Cortar el papel para cromatografia Whatman N° 1 en forma de rectangulo (18 x 20 cm).
El ancho del papel cortado debe ser inferior a la altura de la cdmara cromatografica, y
la longitud 10 cm inferior aproximadamente a la circunferencia de la misma. Marcar
una linea con lapiz de grafito (no usar tinta) a 4 - 5 cm del borde inferior del papel. Es-
ta linea servira para depositar las gotas de vino y las de las soluciones testigo, separa-
das aproximadamente entre si unos 3 cm. Depositar en cada punto el mismo volumen
de liquido de vino, como también de cada soluciéon testigo (0,01-0,03 mL), con pipeta
de punta curva. Secar rapidamente esta mancha con aire frio, proveniente de un seca-
dor de cabello (figura 13).

36

IMIANUAL DE TECNICAS ANALITICAS PARA MOSTOS Y VINOS

Figura 13: Papel de cromatografia con siembras de vino y testigos, secandose con aire frio

Colocar solvente revelador en el recipiente o cubeta cromatografica, tal que permita
humedecer el borde inferior del papel. Enrollar el papel en forma de cilindro, abrochar
y colocar en la cubeta pescando sobre el solvente, con la precauciéon que los bordes del
papel no estén en contacto entre si. Cerrar la cubeta para que el liquido ascienda por
capilaridad. Esperar 3 6 4 horas, hasta que el solvente haya llegado a 2 - 3 cm del bor-
de superior (figura 14).

Figura 14: Cubeta cromatografica cerrada,
con solvente y papel

Retirar el papel de la cubeta y secar el papel en ambiente aireado y seco, al abrigo de va-
pores acidos (una campana de vidrio con extractor de aire puede ser de gran utilidad). Es-
perar tres o cuatro horas, hasta que el papel pase del amarillo al verde; después al azul,
apareciendo manchas amarillas sobre el fondo azul. Estas manchas corresponden a los aci-
dos organicos. Una vez seco, se interpretan los resultados observando la posicion de las
manchas amarillas sobre el fondo azul (figura 15y 16). La identificacion de los acidos se
hace por comparacién con las manchas de los testigos de los acidos tartarico, malico, lac-
tico. La sensibilidad del método para el acido malico es aproximadamente 100 mg L.

Figura 15: Foto de papel de cromatografia
en vinos y soluciones testigo de acido tarta-
rico (T), lactico (L), malico (M), succinico (S).
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Acido lactico y succinico | | |

Figura 16: Esquema de separacién de los
acidos del vino por cromatografia de papel.
A la izquierda se observa un vino sin fer-
mentacién malolactica y a la derecha con

Acido tartarico | |_ | i'j | fermentacién malolactica.
Mancha de vino | @ ‘o

Acido malico

Interpretacion de los resultados:

En el papel para cromatografia los acidos se separan netamente en el siguiente orden:
en la parte inferior el acido tartarico (cerca de la mancha inicial), luego aproximada-
mente en la parte media el acido malico y en la parte superior el acido lactico y succi-
nico unidos (figura 15y 16). Esta técnica es cualitativa y muy util para hacer seguimien-
to de la fermentacion malolactica.

Preparacion de soluciones:

Solvente revelador:

Preparar butanol al azul de bromofenol. Para esto disolver 0,5 g de azul de bromofe-
nol p.a. en 500 mL de alcohol butilico normal.

Preparar acido acético al 50%, para lo cual se mezcla 250 mL de acido acético para ana-
lisis con 250 mL de agua destilada.

Mezclar en la cuba cromatografica 40 mL de butanol al azul de bromofenol y 20 mL de
acido acético al 50%.

Solucion testigo de acido tartarico:

Pesar 300 mg de acido tartarico. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipi-
tacion y disolverlo con una pequefia cantidad de agua destilada agitando con varilla de
vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 250 mL (vol-
cando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Solucion testigo de dcido madlico:

Pesar 300 mg de acido malico. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipita-
cion y agregar 38 mL de alcohol 95% v/v. Agitar con varilla de vidrio para permitir la di-
solucién. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 250 mL (vol-
cando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Solucion testigo de acido lactico:
Medir 2 mL de acido lactico. Agregarlo a un matraz aforado de 100 mL. Llevar a volu-
men y enrasar el matraz con agua destilada.

Precauciones en la manipulacion:

Acido acético: es corrosivo e inflamable. No respirar el vapor, provoca quemaduras gra-
ves. En caso de producirse contacto con los ojos, enjuagar con abundante agua.
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13. TANINOS CONDENSADOS O PROANTOCIANIDINAS

Para la determinacién de proantocianidinas o taninos condensados, se somete el vino a
una hidrdlisis acida en caliente, en presencia de butanol y de una sal de hierro (Fe) co-
mo catalizador. El método es el propuesto por Porter (1986) basado en la reaccién de
Bate-Smith (1954). La hidrdlisis transforma las proantocianidinas en antocianidinas (cia-
nidina y delfinidina). Estas antocianidinas desarrolladas se miden por espectrofotome-
tria de luz visible, previa deduccién de las que ya poseia la muestra antes de la hidroli-
sis acida. La medicién de absorbancia 6ptica se realiza a una longitud de onda de 550
nm. A partir de esta lectura, mediante calculos, se determina cantidad de taninos o
proantocianidinas en mg L' vino. La escala patrén se realiza con una solucion de distin-
tas concentraciones de cianidina (Ojeda, 1999).

Materiales:
e Bafo maria a ebullicién
e Micropipetas automaticas de 100 pyL a 1000 pL y 1000 a 5000 pL
e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda 550 nm)
e Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
e Microtubos plasticos con tapa de 2 mL (tipo eppendorf)
e Tubos de vidrio con tapa a rosca
e Reactivos:
a) Solucién de sulfato de hierro y amonio, en butanol acidificado con acido clorhi
drico

b) Butanol p.a.

Método:
Blanco:

En un tubo se agrega 400 pL de butanol y 3,6 mL de solucién de sulfato de hierroy amo-
nio, se tapa y agita. Con este blanco asignamos el cero al espectrofotémetro para este
método.

Muestra:

Hacer una dilucién del vino 1:10, con butanol, en un microtubo plastico con tapa (2 mL).
Para hacer esta dilucion se debe medir en micropipetas 100 yL de vino y 900 pL de bu-
tanol, luego tapar y agitar el tubo.

En dos tubos de vidrio con tapa a rosca, se colocan 400 pL de esta dilucion con butanol y
3,6 mL solucién de sulfato de hierro y amonio acidificada, se tapan y agitan. Uno de los
tubos se lleva a baio maria en ebullicion (95 + 0.2° C) por 30 o 40 minutos para transfor-
mar las proantocianidinas, enfridndolo antes de la lectura en espectrofotémetro. Se saca
el tubo y se enfria un instante en agua con hielo. Se realiza la lectura en espectrofotéme-
tro inmediatamente. Es importante que la lectura no se prolongue mas alla de unos po-
cos minutos después de haber sacado el microtubo del bafo hirviendo ya que las antocia-
nidinas generadas son muy inestables y se oxidan rapidamente. Luego de enfriados y
mientras se realizan las lecturas, los tubos que estan a la espera, cuando se hacen una tan-
da de varias muestras, deben cubrirse con papel aluminio para evitar la foto-oxidacién.
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El otro tubo no se lleva a ebullicién sino se lee directamente con espectrofotémetro.

Cada tubo (el que ha sido sometido a hidrélisis caliente y el que no) se vuelca en una
cubeta del espectrofotometro VIS (1 cm de paso 6ptico). Se hace la lectura y registro de
la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm llevando a cero con el blanco prepa-
rado anteriormente.

Nota: Cuando se analiza mas de una muestra, se realiza primero una tanda de lecturas
con los tubos que no van a ebulliciéon. Cuando los tubos que van a ebullicién han ter-
minado se leen en una segunda tanda.

Calculo de los resultados:

Lectura DO 54;= L2 - L1

L1: lectura inicial DO 547 nm con vino sin bano maria
L2: lectura final DO 547 nm con vino con bafio maria

La concentracion de taninos se calcula en mg L' de la solucién evaluada en cubeta a
partir de la ultima curva de calibracién. La misma se realiza registrando las distintas DO
a 547 nm obtenidas por diferentes concentraciones de cianidina (Ojeda,1999). En la ul-
tima curva de calibracion realizada en el Laboratorio de Viticultura, se determiné la si-
guiente ecuacion:

Taninos (mg L' vino) = [Lectura DO ,, x 441] x Dilucion (10)
Preparacion de soluciones:
Solucion de sulfato de hierro y amonio acidificada con CIH:

Pesar 181 mg de Sulfato de hierro y amonio dodecahidratado (50,),NH, Fe + 12 H,0,
conservado en heladera. Trasvasar en forma cuantitativa la droga pesada a un matraz
de 200 mL. Agregar a matraz un pequeno volumen de butanol p.a., para disolucion del
soélido. Agregar 20 mL de acido clorhidrico 37%. Llevar a volumen y enrasar el matraz
con butanol p.a. En caso de preparar otro volumen de soluciéon, utilizar tabla 6.

Tabla 6: Cantidades a agregar para preparacion de solucién de
sulfato de hierro y amonio acidificada

Volumen matraz (SO,),NH, Fe + 12 H,O ClH 37%
(mL) (9) (mL)
50 0,0453 5
100 0,0905 10
250 0,2262 25
500 0,4530 50

Precauciones en la manipulacion:

Butanol: trabajar con cuidado bajo campana, es nocivo para la salud.
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14. CATEQUINAS O FLAVAN-3-OLES

La determinaciéon de catequinas se basa en la utilizacién del método colorimétrico rapi-
do utilizando p-dimetilamino cinamaldehido (DMCA) en condiciones de fuerte acidez
(Murrough and Dowell, 1978; Ojeda, 1999). Es importante tener en cuenta que este mé-
todo no se ve interfererido por el contenido de azucar (Zironi et al., 1992). Los resulta-
dos obtenidos con este método con respecto al de sulphuric vanillin son muy similares,
siendo las diferencias no significativas, segun el trabajo citado anteriormente. La reac-
cién no es especifica para las catequinas, pues otros fenoles como los 3-flavanoles oligé-
meros y los antocianos pueden interferir en la reaccién. El método, sobre todo en vinos
tintos, no puede ser considerado como especifico de catequinas sino tan s6lo como un
indice de control de su contenido. La reaccién obtenida con este reactivo es muy rapida
desarrollando una coloracién azulada, la cual es cuantificada mediante el uso de un es-
pectrofotometro de luz visible a una longitud de onda de 640 nm. Este aparato debe ser
calibrado con una solucién patrén de (+)-catequina a distintas concentraciones.

Materiales:

Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda 640 nm)
Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
Tubos de ensayo de 5 mL
Micropipeta de 10 a 100 pL
Micropipeta de 100 a 1000 pL
Micropipeta de 1000 a 5000 pL
Reactivos:
a) DMCA, Dimetilamino cinamaldehido
b) Metanol absoluto p.a.
d) CIH concentrado (37% 6 12N).

Método:
Blanco:

En un tubo se agrega 600 yL de metanol y 3 mL de la solucién de DMCA. Con este blan-
co asignamos el cero al espectrofotémetro para este método.

Muestra:

Se diluye el vino a una dilucién 1:50 con metanol en un tubo plastico con tapa a rosca
para poder homogeneizar. Dicha dilucién se realiza con el uso de micropipetas automa-
ticas para medir los 50 pL de vino y 2450 pL de metanol.

Posteriormente en otro tubo, se debe agregar 600 pL de vino diluido con metanol, lue-
go 3 mL de DMCA, tapar y homogeneizar. A partir del momento del agregado de la so-
lucién de DMCA, se deja reposar 10 minutos para desarrollo del color de la reaccién.

Leer en espectrofotémetro de luz visible a 640 nm, llevando el aparato a cero con el
blanco.
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Calculo de resultados:

La concentracion de catequinas, se calcula en mg L' de la solucién evaluada en cubeta
(vino+metanol), a partir de una curva de calibracién. La misma se obtiene registrando
las distintas DO a 640 nm producidas por concentraciones crecientes de (+)-catequina
en una solucion de 10% metanol.

Obtencion de curva calibracion:

Se preparan soluciones estandares de (+)-catequinas, de 1T mg L'; 5mg L’'; 10 mg L'; 15
mg L; 20 mg L'; 25 mg L'; 30 mg L'; en 10% v/v de etanol.

En un tubo de ensayo se agrega 600 uL de cada estandar preparado, luego 3 mL de DM-
CA, tapar y homogeneizar. A partir del momento del agregado de la solucién de DM-
CA, se deja reposar 5 minutos para desarrollo del color de la reaccion.

Leer en espectrofotémetro de luz visible a 640 nm, llevando el aparato a cero con el
blanco de reactivo preparado a partir de 600 pL de metanol y 3 mL de la solucién DM-
CA. La lectura en cada concentracion de (+)-catequinas debe ser registrada como figu-
ra en tabla 7 y graficada (figura 17) para la obtencién de la curva de calibracién en el
rango de las concentraciones a cuantificar.

Tabla 7: Ejemplo de lecturas de DOg,, a distintas concentracio-
nes de catequinas para la obtencion de una curva de calibracién
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Si la ecuaciéon es DO ¢, = a + [ b x (catequina mg L")]

DO ¢4 = 0,074 + [ 0,0388 x (catequina mg L)]

a: 0,074
b: 0,0388
Entonces Catequinas mg L' = (DO 640 — a)
b
Catequinas mg L' (sol. vino + metanol) = (DO 640 — a)

b

Teniendo en cuenta las diluciones, podemos determinar las catequinas en mg L-' vino,
mediante la siguiente férmula:

Catequinas (mg L' vino) =M x Dilucién (50)
b

Preparacion de soluciones:

Solucion de DMCA (dimetilamino cinamaldehido)

Pesar 0,1 g de DMCA en balanza de precisién. Transvasar esta droga pesada a un ma-
traz de 100 mL en forma cuantitativa. Agregar 10 mL de CIH concentrado (12N o al

37%). Llevar a volumen y enrasar con metanol absoluto p.a. Para preparar otros volu-
menes, usar valores de tabla 8.

Tabla 8: Cantidades a agregar para preparacion de solucion de DMCA

Volumen a preparar DMCA Volumen CIH 37%
(mL) (9) (mL)
25 0,025 2,5
50 0,050 5,0
250 0,250 25,0

Concentracién (+)-catequina Lectura
mg L1 de DOg¢,g
1 0,11
5 0,27
10 0,46
15 0,66
20 0,85
25 1,04
30 1,24
140 -
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1 -
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Figura 17: Gréafico de curva calibracién con soluciones de (+)- catequinas
42

Precauciones en la manipulacion:

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tension de va-
por y evitar contacto con la piel ya que es sumamente corrosivo.

Dimetilamino cinamaldehido (DMCA): es irritante para piel y ojos, por lo tanto debe
trabajarse con cuidado.

Metanol: es toxico tanto su inhalacién como su ingestién y muy inflamable. Debe tra-
bajarse bajo campana, con guantes y barbijo.
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15. ANTOCIANOS TOTALES

Para la determinacién de antocianas totales se utiliza el método de blanqueo con bisul-
fito de sodio (SO;HNa) por accién del didxido de azufre (Ribéreau-Gayon y Stonestreet,
1965).

Los cambios de pH producen grandes cambios en el color de los pigmentos antociani-
cos. De modo similar, las adiciones de diéxido de azufre (SO,) producen decoloracién de
los pigmentos monoméricos, mientras que los pigmentos poliméricos son resistentes a
la decoloracién por accién del SO,. Al pH del vino, la diferencia entre los valores de ab-
sorbancia correspondientes al vino no tratado con SO, y al vino decolorado por SO,,
provee una medida del contenido de antocianos coloreados (forma flavilium). Cuanto
mayor es la diferencia de color, mayor es la concentraciéon de antocianos. En esta deter-
minacion, el vino se lleva a un medio fuertemente acido para que los antocianos se ma-
nifiesten en su forma coloreada. Con el agregado del bisulfito de sodio se blanquean
los antocianos no polimerizados, los que luego son estimados, deduciéndolos de la me-
dicion de color rojo de una la muestra no sometida a blanqueo.

Materiales:

e Portafiltro plastico con membrana de porosidad 0,45 pm (diametro 2,5 cm)
e Micropipetas automaticas ( 200 pL, 1000 pL y 5000 yL de volumen maximo)
e Tubos de ensayo con tapa de 5 mL

® Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para espectrofotémetro

e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda para lectura: 520 nm)
e Reactivos:

a) Solucién de CIH 0,1% en etanol
b) Solucién de CIH 2% en agua
0) Sulfito acido de sodio o bisulfito de sodio 15% (SO;HNa)

Método:

Blanco:

Asignamos el cero del espectrofotémetro con agua destilada para este método.
Muestra:

Filtrar 1 6 2 mL de vino, con filtro plastico con membrana de porosidad 0,45 pm. Tomar
200 pL de vino filtrado y colocarlo en un tubo de ensayo. Agregar 200 pL de CIH 0,1%
en etanol y 4 mL de CIH 2% en agua. Tapar y homogeneizar el contenido. A partir de
esta dilucién se realizan dos reacciones distintas: una con blanqueo con bisulfito de so-
dio (SO3;HNa) y otra sin la presencia de este reactivo, con el niUmero de repeticiones de-

finido por cada laboratorio de anlisis.

Tomar dos tubos de ensayo de 5 mL. En uno de ellos (tubo A) agregar 2 mL de la dilu-
cion anterior del vino, agregar 800 pL de solucién de bisulfito de sodio al 15%, homo-
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geneizar y dejar reposar 20 minutos. Leer en espectrofotémetro a 520 nm de longitud
de onda. En el otro tubo (tubo B), agregar 2 mL de la dilucién y 800 pL de agua desti-
lada (remplazando el bisulfito de sodio), homogeneizar y leer en espectrofotémetro a
la misma longitud de onda. El aparato se lleva a cero con el blanco de este método.

Calculo de resultado:

Antocianos (mg L vino) = [Lectura TuboA — Lectura TuboB] x 875
Preparacion de soluciones:
Solucién de CIH 0,1% en etanol:
Medir 0,057 mL de CLH comercial 37% con micropipeta automatica, agregarlo en un
matraz aforado de 25 mL. Enrasar el matraz con etanol absoluto p.a., tapar y homoge-
neizar.
Nota: Para preparar esta solucién, se debe tener en cuenta la densidad del acido CIH
(1,18 g mL-") y la pureza del mismo (37%). Es decir para preparar 25 mL de esta solucién
al 0,1% (en un matraz), se debe agregar 0,025 g de acido clorhidrico puro, teniendo en
cuenta su pureza y densidad esto corresponde a 0,057 mL de CIH comercial 37% (6
0,0675 g).

Para preparar otros volUmenes de esta solucion utilizar tabla 9.

Tabla 9: Cantidades a agregar para preparar otros volimenes de CIH 0,1%

Volumen a preparar (matraz) Volumen a agregar de CIH 37%
(mL) (mL)
25 0,057
50 0,115
200 0,458

Solucién de CIH 2% en agua:

Medir 1,145 mL de CLH comercial 37% con micropipeta automatica, agregarlo en un
matraz aforado de 25 mL. Enrasar el matraz con agua destilada, tapar y homogeneizar.
Para preparar otros voliUmenes de esta solucién utilizar tabla 10.

Tabla 10: Cantidades a agregar para preparar otros volumenes de CIH 2%

Volumen a preparar (matraz) Volumen a agregar de CIH 37%
(mL) (mL)
25 1,145
50 2,290
200 9,162
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Solucidn de Bisulfito de sodio 15% (SO;HNa)

Pesar 15 g de bisulfito de sodio. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipita-
cion y disolverlo con una pequena cantidad de agua destilada agitando con varilla de
vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100 mL (vol-
cando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada. Para
preparar otros volUmenes de esta solucion utilizar tabla 11.

Tabla 11: Cantidades a agregar para preparar otros volumenes de SO;HNa al 15%

Volumen a preparar ( matraz) Bisulfito de sodio a agregar
(mL) (9)
25 3,75
50 7,50
200 30,00

Precauciones en la manipulacion:

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tension de va-
por y evitar contacto con la piel ya que es sumamente corrosivo.

Bisulfito de sodio (SO;HNa): es irritante para piel y ojos. Debe conservarse en lugares
frios. Desprende gases toxicos, sobre todo en contacto con acidos.
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16. iINDICE DE POLIFENOLES TOTALES O INDICE FENOLICO

La técnica se basa en la actividad 6ptica especifica del anillo fendlico, en el sector ultra-
violeta del espectro, en extracto de los hollejos. Los polifenoles totales se estiman co-
mo indice de polifenoles totales (IPT) a través de la mediciéon espectrofotométrica a una
longitud de onda de 280 nm (Zoecklein et al., 1995; Ribéreau-Gayon et al., 2002).

Se considera que los vinos jévenes con valores de este indice o IPT, menores a 30
unidades de absorbancia (u.a.) tienen poca capacidad de envejecimiento (Zoecklein et
al., 1995). Los vinos tintos con suficiente concentracién fenélica para permitir su enveje-
cimiento, suelen tener valores mayores de 40 u.a. y los vinos tintos Premium jévenes en-
tre 45 y 65 u.a. (Zoecklein et al., 1995). Durante el primer afio, la disminucién normal
de la absorbancia a 280 nm es del 10 al 20%.

Materiales:

Micropipetas automaticas (de 10 - 100 pL)

Matraz 5 mL (puede ser remplazado con el uso de micropipeta)

Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
Portafiltro plastico con membrana de porosidad 0,45 pm (didmetro 2,5 cm)
Espectrofotémetro que opere en luz UV, las lecturas se realizardn a 280 nm de lon-
gitud de onda

Método:

Encender el espectrofotometro UV-VIS, a 280 nm, 30 minutos antes de la lectura para
estabilizar la lampara de deuterio (D2).

Blanco:

Asignamos el cero del espectrofotémetro con agua destilada para este método.
Muestra:

Filtrar 1 6 2 mL de vino, con filtro plastico con membrana de celulosa de porosidad 0,45
pm. Diluir 1:100, para lo cual se deben medir 50 pL de vino filtrado en micropipeta au-
tomatica y colocarlo en un matraz de 5 mL, enrasar el mismo con agua destilada. Colo-
car el vino diluido en cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico y leer en espectrofoto-
metro a una longitud de onda de 280 nm. Utilizar para el blanco lectura de otra cubeta

con agua destilada.

El aparato se lleva a cero con el blanco de este método.

Calculo de resultado:

IPT = {Dthm—4 )} Dilucidn {00}
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17. POLIFENOLES TOTALES POR FOLIN-CIOCALTEU

Los compuestos fendlicos del vino son oxidados por el reactivo de Folin- Ciocalteu. Este
reactivo contiene una mezcla de acido fosfo-tingstico (H;PW,,0,,) y el acido fosfomo-
libdico (H;PMo,,0,,) que se reduce por oxidaciéon de los fenoles del vino, originando
oxidos de tungsteno (W 0,;) y de molibdeno (Moz0,;) de color azul (Ough y Amerine,
1988; OIV, 1990). La coloracion azul producida es proporcional a la concentracién de
compuestos fendlicos presentes en el vino, y posee una absorcion maxima a 765 nm. Es
importante tener en cuenta que este método tiene interferencia por el contenido de
azucar en mostos o vinos.

Los valores mas habituales del indice Folin-Ciocalteu para vino blanco son 3 a 5, para
rosados 5 a 10 y para tintos de 20 a 50. Para expresar los fenoles totales en mg L' de
acido galico debe construirse una curva de calibracién empleando concentraciones cre-
cientes de acido galico. A partir de la ecuacién de regresion obtenida se calcula la con-
centracion a partir de la densidad 6ptica a 765 nm.

Materiales:

e Matraz 100 mL

e Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
e Pipetas aforadas de 1 mL, 5 mL, 20 mLy 50 mL

e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda para lectura: 765 nm)

e Reactivos:

a) Reactivo Folin Ciocalteu
b) Solucién de carbonato de sodio al 20%

Método:

Blanco:

Asignamos el cero del espectrofotémetro con agua destilada para este método.
Muestra:

Vino blanco:

En un matraz aforado de 100 mL, se introducen respetando el siguiente orden: 1 mL de
vino, 50 mL de agua destilada, 5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 20 mL de la solucién
de carbonato de sodio (20%), todos medidos con pipetas aforadas. Luego se enrasa el
matraz a 100 mL con agua destilada. Se agita para homogeneizar y se espera 30 minu-
tos para estabilizar la reaccién. Transcurrido el tiempo indicado, colocar esta solucién
en una cubeta de vidrio de 1 cm de paso 6ptico. Realizar lectura a 765 nm de longitud
de onda, frente al blanco con agua destilada.

Vino tinto:

El vino tinto se diluye 1:5 en forma previa a la marcha. Con la dilucién se procede de
igual modo que en vino blanco.
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Calculo de resultado:

indice de Folin-Ciocalteu = [DO, 4, x 20]
para vino blanco

indice de Folin-Ciocalteu = [DO,4; x 100]
para vino tinto

Preparacion de soluciones:
Reactivo de Folin-Ciocalteu:

Pesar 100 g de tugstato de sodio y 25 g de molibdato de sodio. Disolverlos en 700 mL
de agua destilada, agregar 50 mL de acido fosférico (85%, densidad = 1,71 g mL"), 100
mL de acido CIH concentrado (densidad = 1,19 g mL"). Poner a ebullicién sobre reflujo
durante 10 horas, agregar 150 g de sulfato de litio, algunas gotas de bromo y poner
nuevamente en ebullicién durante 15 minutos. Dejar enfriar y completar a 1 litro con
agua destilada.

Esta solucion, debida a la complejidad de su preparacion, puede ser adquirida en los co-
mercios del ramo.

Advertencia: esta solucion sufre degradaciones por oxidacién, por lo que es importan-
te preparar o comprar cantidades que sean usadas durante periodos de tiempo relati-
vamente cortos.

Solucion de Carbonato de sodio (Na,CO;) 20%:

Pesar 20 g de Na,CO; anhidro. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipita-

cion y disolverlo con una pequena cantidad de agua destilada agitando con varilla de
vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100 mL (vol-
cando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.
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18. COMPONENTES DEL COLOR ROJO (POLIMERICO, COPIGMENTADO Y
TOTAL)

En este método propuesto por Boulton (1996), se lleva el vino a pH 3,6 y se trata con
acetaldehido para liberar antocianos unidos a anhidrido sulfuroso, con metabisulfito de
sodio para decolorar los antocianos monoméricos y se diluye 1:20 con agua destilada
para romper la copigmentacion. Luego se determina las fracciones de color.

Materiales:
e Portafiltro plastico con membrana de porosidad 0,45 pm

Micropipetas automaticas (de 20 pL a 200 pL; de 100 pyL a 1000 pL; de 1000 pL a 5000
pL)

e Tubos plasticos (5 mL)
e Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
e Cubetas de vidrio de 1 mm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda 520 nm)
e Reactivos:
¢) Acetaldehido al 10%
b) Solucién e SO, al 5%, preparada con metabisulfito de sodio
e) Etanol absoluto
f) CIH, y NaOH, segun necesidad para regular pH
g) Solucién buffer 3,6
Método:
Blanco:

Asignamos el cero del espectrofotémetro utilizando agua destilada en remplazo de vi-
no.

Muestra:

Filtrar 15 mL de vino, con filtro plastico con membrana de 0,45 pm de poro. Posterior-
mente ajustar el pH del vino a 3,6; mediante el uso de CIH o NaOH, segun corresponda.
A partir del vino regulado a pH 3,6, se realizan tres reacciones distintas en tres tubos di-
ferentes, para determinar las distintas fracciones de color, las cuales se exponen a con-
tinuacion:

a) Colocar 2000 pL de vino pH 3,6. Agregar 20 pL de soluciéon de acetaldehido al 10%.
Agitar y dejar reposar 45 minutos. Luego de este tiempo leer a 520 nm en espectrofo-
tdmetro con cubeta de 1 mm de paso 6ptico. Esta lectura la identificamos como A acet,
esta reaccioén se realiza el numero de repeticiones establecidas por el laboratorio.

b) Colocar 100 pL de vino pH 3,6. Agregar 1900 uL de solucién buffer 3,6. Agitar y des-
pués de unos minutos leer a 520 nm en espectrofotémetro, con cubeta de 1 cm de pa-
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so Optico. Esta lectura la identificamos como A 29, esta reaccion se realiza el nimero de
repeticiones establecidas por el laboratorio.

¢) Colocar 2000 pL de vino pH 3,6. Agregar 160 pL de solucién de anhidrido sulfuroso al
5% (SO, 5%). Agitar y leer a 520 nm en espectrofotémetro con cubeta de 1 mm de pa-

so optico. Esta lectura la identificamos como A 502, esta reaccion se realiza el numero
de repeticiones establecidas por el laboratorio.

Calculo de resultados:

Las lecturas de las tres reacciones citadas en el punto anterior, deben ser corregidas por
la dilucién efectuada y el factor de la cubeta utilizada, identificado en tabla 12.

Tabla 12: Correcciones realizadas a cada lectura en espectrofotémetro

Lectura corregida

Ac acet Absorbancia a 520 nm de Aacetx 1,01 (dilucion) X 10 (factor cubeta)
Ac 20 Absorbancia a 520 nm de A20x 20 (dilucién)
Ac 502 Absorbancia a 520 nm de A 502x 1,08 (dilucion) X 10 (factor cubeta)

El color total y las distintas fracciones de color, se determinan usando las lecturas corre-
gidas de las tres reacciones realizadas y las férmulas expuestas a continuacién:

Color rojo total: Ac acet (lectura corregida)

% Color copigmentado (debido a antocianos copigmentados)= (Ac acet - Ac 20) / Ac acet

% Color libre (debido a antocianos libres)= (Ac 20 - Ac $02) / Ac acet

% Color polimérico= Ac 502 / Ac acet

Preparacion de soluciones:

Acetaldehido al 10%:

Medir con micropipeta 500 yL de acetaldehido y agregar a un matraz de 5 mL. Llevar a
volumen con agua destilada, tapar y mezclar suavemente. Para preparar otros volume-

nes de esta solucién utilizar tabla 13.

Tabla 13: Cantidades a agregar para preparar otros volUmenes de acetaldehido al 10%

Volumen a preparar (matraz) Volumen a agregar de Acetaldehido
(mL) (mL)
10 1,0
25 2,5
50 5,0
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Solucion de SO, al 5%, preparada con metabisulfito de sodio (5,0;Na)):

Pesar 10 g de metabisulfito de sodio, el cual se transfiere cuantitativamente a un ma-
traz de 100 mL. Llevar a volumen con agua destilada, tapar y homogeneizar esta solu-
cion. Para preparar otros volumenes de esta solucién utilizar tabla 14.

Tabla 14: Cantidades a agregar para preparar otros volumenes de SO, al 5%
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19. INTENSIDAD COLORANTE Y MATIZ

Desde el punto de vista fisico, el color de los vinos resulta de la absorcién selectiva de
ciertas radiaciones elementales que constituyen el espectro solar. La tabla 16, propor-
ciona una correspondencia aproximada entre la longitud de onda de las radiaciones ab-
sorbidas y el color aparente.

Tabla 16: Correspondencia entre longitud de onda absorbida, color absorbido y color
aparente

Volumen a preparar (matraz) metabisulfito de sodio
(mL) (9)
25 2,5
50 5,0
200 20,0
250 25,0

Solucion Buffer 3,6:

Pesar 0,25 g de bitartrato de potasio. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de pre-
cipitaciéon y disolverlo con una pequena cantidad de agua destilada tibia, agitando con
varilla de vidrio o agitador magnético. Una vez disuelto agregar 12 mL de etanol p.a.
Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100 mL (volcando al
matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada. Medir el pH y
corregirlo a 3,6 con agregado de CIH o NaOH.

Tabla 15: Cantidades a agregar para preparar otros volumenes de buffer 3,6

Longitud de onda Color absorbido Color aparente
400-435 Violeta Amarillo verdoso
435-480 Azul Amarillo
480-490 Verde azulado Naranja
490-500 Azul verdoso Rojo
500-560 Verde Parpura
560-580 Amarillo verdoso Violeta
580-595 Amarillo Azul
595-605 Naranja Verde azulado
605-750 Rojo Azul verdoso

Volumen a preparar Volumen de Bitartrato de
(matraz) etanol p.a. potasio
(mL) (mL) (9)
50 6 0,125
200 24 0,500
250 36 0,750

Precauciones en la manipulacion:

Acetaldehido: Trabajar bajo campana y mascara debido a vapores nocivos para la salud.
Debe ser guardado a temperaturas inferiores de 15° C.

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tensién de va-
por y evitar contacto con la piel ya que es sumamente corrosivo.

Metabisulfito de sodio (5,0sNa,): es irritante para piel y ojos. Debe conservarse en lu-
gares frios. Desprende gases toxicos, sobre todo en contacto con acidos.
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Los vinos tintos jovenes presentan un maximo de absorcion a 520 nm responsables del
color rojo definido, debido a los antocianos de la uva. Cuando el vino envejece, el ma-
ximo de 520 nm tiende a desaparecer. Esto se corresponde con un aumento de color
amarillo (absorbancia a 420 nm) en relacién con el rojo (absorbancia a 520 nm) que ex-
plica la evolucion del color rojo definido, hacia un tinte rojo anaranjado. En los vinos
blancos, la medida del color puede dar indicios sobre el estado de oxidacién, un vino
mas oxidado presenta una lectura mayor a 420 nm.

No se puede diluir el vino si se quiere medir su color, porque no hay proporcionalidad
entre el coeficiente de dilucion y la medicién de la densidad éptica. En consecuencia las
mediciones deben practicarse bajo un espesor suficientemente reducido; en el caso de
los vinos tintos se ocupan cubetas de 1 mm de espesor o de paso éptico. En blancos pue-
den utilizarse cubetas de 1 cm de paso 6ptico. El vino a medir debe estar limpido, de ser
necesario se centrifugara o mejor aun se filtrard con membrana de porosidad 0,45 pm.

El color del vino se debe a los pigmentos que contiene, pero no hay una proporcionali-
dad directa entre la cantidad de pigmentos y el color, intervienen otros factores fisicos
quimicos como el pH, el potencial oxido reduccién, el SO, libre y la presencia de copig-
mentos entre otros.

Las medidas mas difundidas en el comercio de vinos son las originadas por Sudraud (Su-
draud, 1958) quien definié los conceptos de intensidad y tinte (matiz o tonalidad) del
color del vino.

Intensidad (I) = Absorbancia a 420 nm + Absorbancia a 520 nm
Matiz o Tinte (T) = Absorbancia a 420 nm / Absorbancia a 520 nm
Vulgarmente, cuando se dice: Color = Intensidad x 1000

Glories considera en sus indices la lectura a 620 nm, para evaluar los tonos azules. En
este caso la intensidad colorante se expresa como:
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Intensidad colorante = Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm (Glories, |, 1984)
Segun el INV, de acuerdo a la resoluciéon C29/09, sélo seran considerados vinos tintos en
el mercado interno aquellos que tengan un indice de color igual o superior a 360 con
una tolerancia de hasta el 10% en menos. El indice de color es el cociente entre la in-
tensidad y el tinte multiplicado por 1000.

indice de color (IC) = (I/T) x 1000

Algunos ejemplos de IC de diferentes tipos de vinos del mercado local se presentan en
tabla 17.

Tabla 17: Ejemplos de valores de IC, medidos en vinos del mercado local

Tipo de vino Color =1x 1000
Rosado < 200
Clarete 200-300
Tinto de precio inferior (caja o damajuana) 300-320
Tinto “Seleccion” 400-450
Malbec joven origen Maipu p/corte 900-1000
Malbec joven origen Vistalba p/corte 1200-1300
Materiales:

e Micropipetas automaticas

e Cubetas de vidrio de 1 mm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro

e Espectrofotometro de luz visible, realizando lecturas a 420 nm, 520 nm y 620 nm de
longitud de onda

Método:

Blanco:

Asignamos el cero del espectrofotémetro utilizando agua destilada.

Muestra:

Colocar el vino en una cubeta de vidrio de 1 mm de paso 6ptico. Realizar lectura a 420
nm, 520 nm y 620 nm de longitud de onda.

Calculo de resultados:
Intensidad (I) = Absorbancia a 420 nm + Absorbancia a 520 nm
Tinte (T) o Matiz = Absorbancia a 420 nm / Absorbancia a 520 nm
indice de color (IC) = (I/T) x 1000

Intensidad colorante (IC) = Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm
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20. iNDICE DE GELATINA

Este indice mide el porcentaje de taninos astringentes en el vino; cuanto mas elevado
es el indice, mas astringente es el vino. El fundamento de este analisis expresa la astrin-
gencia de los taninos de acuerdo a su afinidad por las proteinas del tipo globulinas. Se
realiza la precipitacion de los taninos astringentes por tratamiento de la muestra con
solucién de gelatina (Glories, 1999) y luego se dosa en el sobrenadante la concentraciéon
de proantocianidinas (taninos no astringentes) utilizando el protocolo correspondiente
a proantocianidinas en vino.

Materiales:

e Micropipetas automaticas (de 20 yL a 200 pL; de 100 pL a 1000 pL ; de 1000 pL a
5000 pL)

e Tubos de ensayo con tapa de 15 mL
e Tubos de ensayo de vidrio con tapa a rosca, de 10 mL
e Microtubos plasticos con tapa de 2 mL (tipo eppendorf)
® Cubetas de vidrio de 1cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda 547 nm)
e Balanza analitica
e Centrifuga
e Reactivos:
a) Solucion de Gelatina 90 g L
b) Sulfato de hierro y amonio, en butanol acidificado con acido clorhidrico
¢) Butanol p.a.
Método:
Blanco:

En un tubo se agrega 400 pL de butanol y 3,6 mL de solucién de sulfato de hierroy amo-
nio, se tapa y agita. Con este blanco asignamos el cero al espectrofotémetro para este
método.

Muestra:

Colocar 10 mL de vino en tubo de ensayo, agregar 2 mL de gelatina, para obtener 18 g
de gelatina por litro de vino. Mezclar y dejar reposar 72 hs en lugar oscuro y fresco. Lue-
go de transcurrido el tiempo de reposo, separar el sobrenadante en microtubos plasti-
cos y centrifugar a 10.000 rpm (equivalente a 7,2 g de aceleracion) durante 10 minutos.
Realizar una dilucién 1:6 con butanol, mediante el agregado de 200 pL del sobrenadan-
te con 1000 pL de butanol, para la determinacién de proantocianidinas.

En dos tubos de vidrio con tapa a rosca, se colocan 400 uL de esta diluciéon con butanol
y 3,6 mL solucion de sulfato de hierro y amonio (en butanol acidificado con acido clor-
hidrico), se tapan y agitan. Uno de los tubos se lleva a bafio maria en ebullicién por 20
minutos y el otro no se somete a altas temperaturas, para no cuantificar los antocianos
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presentes en el vino. El tubo que se llevé a baio maria, debe ser enfriado durante 10
minutos en agua.

Posteriormente a esto, cada tubo de vidrio se vuelca en cubeta del espectrofotémetro

de luz visible y se hace la lectura y registro de densidad 6ptica a una longitud de onda
de 547 nm, llevando a cero con el blanco citado anteriormente.

Calculos de resultados:

Lectura DOg,y; = L2 - L1

L1: Lectura inicial a DOs,4y, con vino sin bafo maria.
L2: Lectura final a DO 5,5, con vino con baio maria.

La concentracion de taninos en mg L' vino, se calcula a través de la siguiente féormula,
teniendo en cuenta que la dilucién.

Proantocianidinas (mg L' vino) = [Lectura DO s,; x 441] x Dilucion
Diluciéon: 6

Para calcular el indice de gelatina o proporcién de taninos astringentes en un vino, se
debe conocer la concentraciéon de taninos totales (proantocianidinas) en el vino y la
concentracién de taninos no astringentes dosados luego del tratamiento del vino con
gelatina.

indice de gelatina= [Taninos totales — Taninos no astringentesl , 100

Taninos totales
Preparacion de soluciones:
Solucion de Gelatina 90 g L' :

Pesar 9 g gelatina. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipitaciéon y disol-
verlo con una pequeia cantidad de agua destilada tibia, agitando con varilla de vidrio.
Si es necesario calentar para completa disolucion de la gelatina. Luego trasvasar este li-
quido en forma cuantitativa a un matraz de 100 mL (volcando al matraz los dos o tres
enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada.

Sulfato de hierro y amonio, en butanol acidificado con acido clorhidrico:

Pesar 181 mg de Sulfato de hierro y amonio dodecahidratado (SO,),NH, Fe + 12 H,0O,
conservado en heladera. Trasvasar en forma cuantitativa la droga pesada a un matraz
de 200 mL. Agregar a matraz un pequefio volumen de butanol p.a., para disolucién del
solido. Agregar 20 mL de acido clorhidrico 37%. Llevar a volumen y enrasar el matraz
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con butanol p.a. En caso de preparar otro volumen de solucién, utilizar tabla 18.

Tabla 18: Cantidades a agregar para preparacién de solucién de sulfato de hierro y
amonio acidificada

Volumen matraz (5O4),NH, Fe + 12 H,0 CIH 37%
(mL) (9) (mL)
50 0,0453 5
100 0,0905 10
250 0,2262 25
500 0,4530 50

Precauciones en la manipulacion:
Butanol: trabajar con cuidado, es nocivo para la salud.

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tension de va-
por y evitar contacto con la piel ya que es sumamente corrosivo.

57



JORGE J. B. NAZRALA / SiLvIA C. PALADINO / HERNAN F. ViLA / CLauDIA C. LUCERO

21. LIMITES Y TOLERANCIAS
Reglamentacién vigente al 30-09-2008, emanada por el INV

IMIANUAL DE TECNICAS ANALITICAS PARA MOSTOS Y VINOS

PARAMETRO

LiMITE

TOLERANCIA

OFICIALIZACION
TECNICA ANALITICA

Alcohol % v/iv

Se fija anualmente por
el I.LN.V. para cada zona

0,3 en mas o0 en menos.
Resolucién N° C-41/91

Resolucién I.N.V.
N°123/85

Extracto Seco g L'

Azucares reductores (AR)
de hasta20g L' 1,5¢g
L-1 en mas o en menos

AR més de20g L™
7,5% en mas o en
menos
Resolucién N° C-41/91.
Mosto: 7% en mas o en
menos
Resolucién N° 1165/83

Decreto N°1287/32

PARAMETRO LiMITE TOLERANCIA OFICIALIZACION
TECNICA ANALITICA
Anhidrido Sufuroso libre - 5mgL"'enmasoen Resolucién I.N.V. N° C-
mg L menos. 227/91.
Decreto N° 1469/71.
Materia colorante Ausencia. Resolucién N° 7/61 -

AzUcares FEd uctores
gL?

Menos de 20 g L'": 2 g L™
en mas o en menos.
Mas de 20 g L'": 10% en
mas 0 en menos.
Resolucién N° C-41/91.
Mostos: 7% en mas o en
menos.
Resolucién N° 1165/83

Resolucién mayo de
1938 — Direccién
Nacional de Quimica.

artificial Ley N° 14878. - Direccion Nacional de
Quimica.
Reaccion de Negativa. Resolucién I.N.V. N° C-
ferrocianuro Resolucién I.N.V. N° C- - 106/92.
106/92.
Ferrocianuro Ausencia.
férrico Resolucién LLN.V. N° C- - Resolucién ILN.V. N° C-
106/92. 106/92.

Sodio excedentario

230mg L' 0 10 meq L.

mg L' Resolucion I.N.V. N° - Resolucion I.N.V. N°
582/81. 582/81.
Sorbitol mg L' 120 mg L.

Decreto N° 5607/67.

Acidez total en acido
tartarico g L

0,20 g L'" en mas o en
menos.
Decreto N°1469/71.

Resolucion N°12 9/8/65 —
Direccién Nacional de
Quimica.

Acido sérbico mg L™

250 mg L.
Decreto N° 2462/64.

Acidez volatil
en acido acético
gL'

1,0 g L'! Todos los vinos
para libre circulacién.
Resolucion N° C-08/06.

0,20gL"enmasoen
menos.
Resolucion N° C-14/03

Resolucién [.N.V.
N°633/81

Cenizas g L-

0,25g L' en més o en
menos. Decreto
N°1469/71.

Resolucién 22/12/39 -
Direccién Nacional de
Quimica

Alcalinidad de cenizas
mg L'

Resolucién 22/12/39 -
Direccién Nacional de
Quimica.
Resolucién 22/04/65 —
Direccion Nacional de
Quimica.

Sacarosa Ausencia.
Resolucion I.N.V. N° - Resolucion I.N.V. N°
1445/72. 1445/72.
Resolucion I.N.V. N°
Edulcorantes sintéticos Ausencia. - 70/68.
Resolucién N° 5y 6 /62 —
Derivados Ausencia. - Direccién Nacional de

monohalogenados

Quimica.

Cloruros, en cloruro de
sodio g L

0,60 g L.
Res. €.35/2000.

Resolucién I.N.V. N°
582/81.

Calcio en 6xido de calcio
gL'

0,25 g L' para libre
circulacion.
Resoluciéon I.N.V. N° C-
143/94

5% en mas o en menos
Resolucién I.N.V. C-
143/94

Resolucién I.N.V. C-
103/82

Metanol mL L™

0,35 mL L™ para libre
circulacion
Resolucion I.N.V. N°74/85.

0,10 mL L' en méas o en
menos
Resolucion I.N.V N° 74/85

Resolucién 20/07/34 —
Direccion Nacional de
Quimica.

Anhidrido Sulfuroso
total mg L'

130 mg L en vino tinto

seco.
180 mg L en vino blanco y
rosado seco.
180 mg L™ en vino tinto
abocado dulce.

210 mg L™ en vino blanco y
rosado abocado dulce.
Todos estos valores para
libre circulacién.
Resolucién I.N.V, N° C-
143/94.

35mg L' en més o en
menos.

Resolucién I.N.V. N° C-
143/94.

Resoluciéon I.N.V. N° C-
227/91.

Sulfatos en sulfato de

1,00 g L Vinos secos -
1,20 g L'" Vinos
Edulcorados - 1,50 g L
Vinos con mas de 2 afios
de afiejamiento y
elaboraciones especiales
con denuncia previa

Tolerancia 10% - Res.
C.14/03

Resolucién enero
N°17/39 - Direcciéon
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potasio g L' ante el INV - Res. C.14/03 Nacional de Quimica.
1,50 g L™ vino licoroso
y/o generoso por Res.
C.35/2000.
Cobre mg L™ 1mg L™ - Resolucién I.N.V. N° C-
143/94.
Plomo mg L™ 0,20 mg L. - Resolucién I.N.V. N° C-
18/97.
Cadmio mg L™ 0,01 mg L. - Resolucién I.N.V. N° C-

143/94.
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22. ABREVIATURAS O SIiMBOLOS UTILIZADOS
Unidades:

cm: centimetros

g: gramos

g L-1: gramos por litro.

gotas s1: gotas por segundo.

kg: kilogramos

L: litros

M: solucion 1 molar o un mol por litro.

mg: miligramos

mg L-1: miligramos por litro

mg kg1: miligramos por kilogramo

m?2 kg1: metros cuadrados por kilogramo

mL: mililitros

mm: milimetros

m: metros

N: solucion 1 normal o 1 equivalente por litro
nm: nanémetros (medida de longitud de onda)
N/50: solucion 1/50 normal o 1/50 equivalentes por litro
p.a. = droga para analisis

ppm: parte por millén equivalente a miligramos por litro o miligramos por kilogramo
qq: quintales métricos (100 kg)

HPm: micrometros

HL: microlitros

Elementos minerales que aparecen en las formulas de sustancias quimicas:

Al: aluminio
Ag: plata

As: arsénico
B: boro

Ba: bario

Br: bromo

Cl: cloro

Cu: cobre

F: flaor

Fe: hierro

H: hidrégeno
I: iodo

K: potasio
Mg: magnesio
Mn: manganeso
Mo: molibdeno
N: nitrégeno
Na: sodio

O: oxigeno

P: fésforo

Rb: rubidio

S: azufre

Si: silicio

Ti: titanio

W: volframio

[=)]
o
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