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El presente Compendio de Métodos de Analisis de Vinos y Mostos, elaborado por el
Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV), constituye un documento técnico de referencia
gue reune metodologias fisicoquimicas validadas y adaptadas a las exigencias y

realidades de la industria vitivinicola argentina.

Su contenido se fundamenta en el compendio analitico de la Organizacién Internacional
de la Vifia y el Vino (OIV) y en desarrollos metodol6gicos del organismo. Asimismo, se
consolida en el marco de la normativa vigente, integrando tanto las determinaciones de
control de rutina como las técnicas requeridas para cumplir con las especificaciones de

los diversos mercados y paises de destino.

Alineado con los objetivos institucionales del INV, la actualizacién permanente de estas
metodologias, la incorporacién de innovaciones tecnoldgicas y la mejora continua de los
procesos resultan clave para consolidar una fiscalizacibn moderna, eficiente y basada en

criterios de riesgo.

En definitiva, este compendio pone a disposicion del sector un marco procedimental
unificado que armoniza los criterios analiticos para garantizar la inocuidad, aptitud y
calidad de los productos vitivinicolas. Con ello, el INV fortalece la transparencia de los
controles oficiales, promueve el cumplimiento normativo e impulsa la competitividad y el

prestigio del vino argentino en el mundo.

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC

Pagina 1 de 287
Pégina 2 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS

PROLOGO
indice
PROLOGO ..ottt et ettt et e et e et e et e et e et e et e eee e et et et e et e et et e et e e e e e e aaes 1
INDICE DE TABLAS Y FIGURAS ...ttt et ettt ettt ettt e e et e et e et e et et e et e et e st e neeeereeeeeeaees 5
ESTRUCTURA DE UN METODO DE ANALISIS .. .oeeoeteeee oottt ettt se e see e eee s 6
1. MASA VOLUMICA (MV = INV = 20001) ...ccoeiviieeieeee s et e e e e e e s e st e e e e e s st e e e e e e s e s nnnrnnneeee s 10
2. PH (PH = INV = 10002) ....eoveeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeeeeee e seseees e eeeeeeseeeseeeeeeeeseeeeseees e eeseees e 14
3. GRADO ALCOHOLICO POR VOLUMETRIA (ALC/VOL. = INV = 10003) ...cceeeviirrriierreennanns 18

4. GRADO ALCOHOLICO POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CERCANO (ALC/NIR —

INV — L0004) ..ccieeeeeeeiteee ettt ettt st s ket e s s e e s s et e e e e et e e et e e e e e e e e e e e nnne 25
5. ACIDEZ TOTAL (AT — INV = 10005).......ceeteiirreeeiirreeesirieeeesrreeessrneeessnneeessnneeessnnneeessnnneeeeans 34
6. ACIDEZ VOLATIL (AV — INV — 10006) .....ccrrrieeiirrieeiireieeesreeee e e e s e s sssnree e snneee s 39
7. EXTRACTO SECO TOTAL DENSIMETRICO (EST = INV - 10007) ..c.cvoveveeerirereerereeveeene 45
8. AZUCARES REDUCTORES (AZ — INV — 10008) ......ceovevevereeereeeeeeeseieeeeeseeeee e ene e, 53
9. DESVIACION POLARIMETRICA (DESV POLAR/POLARIMETRIA — INV — 10009)............... 59
10. ANHIDRIDO SULFUROSO LIBRE (SO, LIBRE — INV — 10010) ....c.ccooveviiiiereeeeievereeens 63
11. ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL (SO, TOTAL — INV — 10011) ..ovveviriiieiceieieveeees 67
12. SULFATOS - SEMICUANTITATIVO (SO,/SC — INV = 10012) ....ocerierrieieiieresieesieesieenes 71
13. SULFATOS POR GRAVIMETRIA (SO, /GR = INV = 10013) ......ceeveviveereerereeeereieeeenenenenns 76

14. CAL EXPRESADA COMO OXIDO DE CALCIO, CAO (CAL/GRAVIMETRIA — INV — 10014)

81

15.  FERROCIANURO (FERROCIANURO — INV = 10015) w......coverreeeeeseeseeeeseeeseeeseeeseeseee 86
16.  1ON FERRICO (ION FERRICO — INV = 100L6)........veeveeeireeeeeeeeeseeesseeseeeseeeeseeeseeeseeseee 90
17. METANOL (ME = INV = 100L17) coveroeoeeeeeeeseeeeeeer s seeeeseeeseseeeeee s eeseesseeseeeeeseees e eeseess e 93

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC

Péagina 2 de 287
Pégina 3 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
PROLOGO

18. MATERIA COLORANTE ARTIFICIAL ACIDA — METODO ARATA (MATERIA

COLORANTE/ARATA — INV = 10018) ......cuivviieececteteteieeeeee ettt es st 106
19.  CENIZAS (CE — INV = 10019) w..cvviviiiieieceeieteteseeseeeae ettt es s an s 110
20.  ALCALINIDAD EN CENIZAS (AC/TR — INV — 10020) .......cccrieerieeeeeeeieeereieiereereeeeeens 113
21.  INDICE DE COLOR (IC/IR = INV = 10021)......coceueurrerererereeceeseeeseeesesesesessseseseseseesese e 117
22.  ACIDO SORBICO (SORBICO — INV = 10022) ......ocoeveuierrerereeireieieeeeieieseessiesee s eeenenens 122
23.  CLORUROS POR ARGENTIMETRIA (CL/ARG — INV = 10023).......c.ccceevevererrrrererernnns 127
24.  CLORUROS (CL/POTENCIOMETRIA — INV = 10024).......cccoeueveeererereeieeeeeeeeeeie e 131
25.  FLUORUROS (F/POTENCIOMETRIA = INV = 10025)........ccoeuerererrrereeierereeeeseee e 136
26.  GLICERINA POR METODO ENZIMATICO (GL/EZ — INV — 10026) ..........cccerevererererenenn. 141
27.  GLICERINA POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (GL/IR — INV — 10027) ............... 148

28. METALES EN VINOS POR ABSORCION ATOMICA (METALES/AA — INV — 10028)...... 153

29. SODIO POR ABSORCION ATOMICA (NA/AA-LLAMA — INV = 10029) ........cccveererrnnnes 158
30. POTASIO POR ABSORCION ATOMICA (K/AA-LLAMA — INV — 10030).........cccocvrvevenee. 162
31. CALCIO POR ABSORCION ATOMICA (CA/AA-LLAMA — INV — 10031).....ccoeverererrnene 166
32. MAGNESIO POR ABSORCION ATOMICA (MG/AA-LLAMA — INV — 10032).........co.ov.... 169
33. HIERRO POR ABSORCION ATOMICA (FE/AA-LLAMA — INV — 10033) ....cooovviririnennnes 172
34. COBRE POR ABSORCION ATOMICA (CU/AA-LLAMA — INV — 10034) .......cccceererrrrrnen. 175
35. ZINC POR ABSORCION ATOMICA (ZN/AA-LLAMA — INV = 10035).......cccoovrrirererrerene. 178
36. METALES EN VINOS POR ICP-OES (METALES/ICP — INV — 10036) ........ccveevrvveeennnnn 182
37. PLOMO POR ABSORCION ATOMICA (PB/AA-LLAMA — INV — 10037) ......ccoevvvrerenne, 190
38. PLOMO POR AA CON HORNO DE GRAFITO (PB/AA-HG — INV —10038) ........cccvenunen. 193

30. ARSENICO POR ESPECTROMETRIA DE AA CON GENERACION DE HIDRUROS

(AS/AA- HG MANUAL — INV = 10039) ....etiiiitieeeeitriee ettt e st e et e e sbne e e sbreeeesnneeessnnneeeeans 197
IF-2026-107738308-APN-INVH#MEC

Péagina 3 de 287
Pégina 4 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
PROLOGO

40. ARSENICO POR ESPECTROMETRIA DE AA CON GENERACION DE HIDRUROS

(AS/AA-HG AUT — INV = 10040).....cuueeeiureerreeateeesreeesieeessreesneeessreesneessneeesneeessneessnessnnneesneesnnneens 202

41. CADMIO POR ESPECTROMETRIA DE AA EN HORNO DE GRAFITO (CD/AA-HG — INV —

10041) 208
42.  ACIDO CITRICO METODO ENZIMATICO (CITRICO/EZ — INV — 10042) .....vovverrereeenn. 213

43. DIGLUCOSIDO DE MALVIDINA POR FLUORESCENCIA VISUAL BAJO LAMPARA UV

(MALVIDINA/UV — INV — 10043) — METODO CUALITATIVO .....cociviiiiieeicieeees e 221

44, DIGLUCOSIDO DE MALVIDINA POR FLUOROMETRIA (MALVIDINA/FLUORIMETRIA —

INV' = L0044) ...ttt ettt e e e e et e e e st e e e e e et e e e e et e e e n e e e e e e e e e e e e e e 226
45, SACAROSA (SAC — INV = 10045)....cceiiiiieeiiiiie ettt 230

46. PERFIL DE ANTOCIANOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

CON DETECCION UV-VIS (ANTOCIANOS/HPLC — INV = 10046) .......ccceevererereeerereenerereennans 236

47. ACIDO SHIKIMICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

(SHIKIMICO/HPLC — INV = L0047) ...ttt 245
48.  RELACION ISOTOPICA *®0/*®*0 DEL AGUA EN VINOS (**0/*°0-IRMS — INV — 10048) 255

49.  RELACION ISOTOPICA *C/*C DEL ALCOHOL EN VINOS (**C/**C-IRMS — INV — 10049)

260

50.  DETERMINACION DE NATAMICINA EN VINOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ULTRA ALTA RESOLUCION — ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM

(NATAMICINA/UHPLC-MS/MS — INV — 10050) ....eetiiiiiieeeiriieeeirieeeesiieeeesineeessnreeeesnneeessnnneee s 269

51. DETERMINACION DE GLUTEN EN VINOS POR TECNICAS DE ENZIMO-INMUNO-

ENSAYO (ELISA) (GLU/ELISA — INV = 1O05L)........oveeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeee e 279

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC

Péagina 4 de 287
Pégina 5 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
Indice de Tablas y Figuras

indice de Tablas y Figuras

Tabla 7.1 - Masa volimica aparente de mezclas hidroalcohélicas a 20°C (parte 1: Alcohol 0

al0% (V/V)yparte 2: 11 a 21 Alcohol % (V/V) 20°C......ccooiiiiiiii 50
Tabla 7.2 — Célculo del contenido de extracto seco total...................c.ccoviiiiiiiiininnn 51
TabIa 7.3 = INtEICAIAK ... e 52
Figura 27.1 — Procedimiento de ensayo para la determinacion semicuantitativa de Sulfatos
(BOGUE) . e e 73
Tabla 17.1 — Tabla de diluciones para ajuste @ 9,0 % (V/V)....ooeneiieiiiiiiiiiiiin 96
Tabla 17.2 — Preparacion de escala patron de metanol....................c.ccceeveiiviiinnn.. 100
Tabla 17.3 — Concentraciones presentes en los patrones (tipo) de metanol............... 102

Tabla 21.1 — Valores de referencia para la verificacion del equipo con solucién de CoCI2 *

Figura 44.1. Esquema del sistema de generacién de hidruros (HVG) utilizado para la
determinacion de arsénico por espectrometria de absorcion atomica...................... 204

Tabla 28. Resumen de especificaciones operativas para la determinacion de
macroelementos, microelementos y elementos traza, mediante espectrometria de

@DSOICION @IOIMICA . ........c.ee e 212

Tabla N° 42.1 - Preparacion de cubetas: Blanco y Muestra..................c.c.ceeiinininn. 217
Tabla 46.1 Condiciones del @QUIPO............c.cue it 241
Tabla 46.2 Gradiente de elUCION..... ... 241

Figura 46.1. Separacion cromatografica de los nueve (9) antocianos en un vino tinto..242

Tabla 46.3. Identificacion de antocianinas y asignacién de picos cromatograficos........ 242
Figura 50.1 Estructura Quimica de la NATAMICINA (Sinonimia piramicina)............... 271
Tabla N° 50.1. Descripcion de dilUCiONesS................oie i, 275
Tabla N° 50.2. Gradiente de eIUCION..................cciiiiiiiii i 276
Tabla N° 50.3. Pardmetros de deteCCiON...............coouveieiiiiiiiiiiiieiiieeeee e 276

Figura 50.2. Cromatograma de vino con 25 ppb de Natamicina.............................. 277
Figura N° 50.3. 16n molecular de natamicina (m/z 666,3).............ccoveveiiiiiiininninnnnn. 278

Figura N° 50.4. lones de transicién (hijos) de Natamicina (productos 485,2 y 503,2)..278

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC

Péagina 5 de 287
Pégina 6 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
ESTRUCTURA DE UN METODO DE ANALISIS

ESTRUCTURA DE UN METODO DE ANALISIS

Con el fin de garantizar la reproducibilidad, trazabilidad, comparabilidad de los resultados
y la claridad en su aplicacion, todos los métodos analiticos incluidos en el presente
compendio se presentan de forma sistemética, precisa y estandarizada, permitiendo su

correcta implementacién en los distintos laboratorios.

1. Titulo
Incluye:
e Titulo del método

e Cadigo unico asignado por el INV

El titulo identifica de manera inequivoca el analito o parametro a determinar, la matriz

(cuando corresponda) y, si resulta pertinente, la técnica analitica empleada.

2. Introduccion

Podré incluir informacion general sobre el método, su contexto de aplicacion, importancia

analitica o consideraciones técnicas relevantes.

3. Alcance

Establece de forma concisa el método de analisis y especifica el producto o matriz a la

gue se aplica.

Es aplicable a métodos destinados al control de productos vitivinicolas, materias primas,

insumos y subproductos, incluyendo ensayos fisico-quimicos, quimicos e instrumentales.

4. Definiciones
Describe el analito o pardmetro determinado, incluyendo su significado técnico y, cuando

corresponde, las unidades en que se expresa.

Podran incorporarse definiciones de términos necesarios para la correcta interpretacion

del método.

5. Principio
Describe de forma sintética los fundamentos fisico-quimicos o instrumentales del método,

indicando sus etapas esenciales, tales como:
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e Preparacion de la muestra
e Desarrollo de la reaccién o mediciéon
e Deteccion o cuantificacion

e Tratamiento de datos

6. Reactivos y materiales®
Se enumeran todos los reactivos, soluciones y materiales utilizados, indicando sus

caracteristicas esenciales, tales como:

e Grado de pureza
e Concentracion

o Condiciones de conservacion
Se incluirdn, cuando corresponda:

e Productos comerciales

e Soluciones de concentracion definida

e Soluciones tituladas

e Soluciones estandar

o Materiales de referencia (preferentemente trazables)

e Soluciones de control
7. Aparatos

Se enumeran los equipos, instrumentos y materiales necesarios, indicando sus

caracteristicas relevantes, tales como:

e Rango de trabajo
e Sensibilidad o limite de deteccién
e Precisién

e Requisitos de calibracion o verificacion

Cuando corresponda, podran indicarse modelos, fabricantes o especificaciones

equivalentes.

! Nota: Cada reactivo se identificara mediante un nmero correlativo y se describira en un
parrafo independiente, incluyendo su preparacion cuando corresponda.
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8. Muestreo (Preparaciéon de la muestra)

Se debe indicar:
e Procedimiento de muestreo o referencia normativa

e Preparacion de la muestra para el analisis

Podran incluirse condiciones de conservacién cuando sean necesarias para preservar la
integridad de la muestra.

9. Procedimiento

El procedimiento constituye la seccion central del método y debe describirse de manera
inequivoca y concisa.

9.1. Porcién de prueba

Se especifica la cantidad de muestra a analizar y el procedimiento para su obtencién a

partir de la muestra de laboratorio, incluyendo condiciones de pesaje o medicion.

9.2. Determinacion(es)

Se describe detalladamente la secuencia operativa del analisis, incluyendo:

e Volimenes y concentraciones
e Tiempos de reaccion

e Temperaturas

e Condiciones instrumentales

e Secuencia de operaciones

e Criterios de finalizacion

9.3. Calibracion (cuando corresponda)

Se describe el procedimiento de calibracion, incluyendo:

e Tipo de calibracion
e NUmero de puntos
e Rango de trabajo
e Frecuencia

o Criterios de aceptacion

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC
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10. Célculo (Resultados)

Se indica la forma de célculo de los resultados, incluyendo:

e Ecuaciones utilizadas
e Definicion de variables y simbolos
e Unidades
¢ Numero de cifras decimales
Cuando corresponda, se consideraran:
e Correcciones (blanco, diluciones, recuperacion)
e Estimacion de la incertidumbre

11. Precision (cuando exista validacién interlaboratorio)

Se debera indicar:

e NuUmero de laboratorios participantes

e Valor medio de concentracion

o Repetibilidad y reproducibilidad

e Desviaciones estandar correspondientes

e Referencia al estudio interlaboratorio

12. Anexo (cuando corresponda)

Podra incluir:

e Datos estadisticos

e Informacién complementaria derivada de ensayos interlaboratorio

13. Bibliografia

Se citan normas, métodos oficiales, resoluciones y publicaciones técnicas que respaldan

el método, indicando su version vigente.
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1. MASA VOLUMICA (MV —INV - 10001)

1.1. Titulo

Determinacion de masa volumica en vinos y mostos mediante densimetro digital
Cdédigo: MV — INV - 10001

1.2.  Introduccién

La masa volumica constituye un pardmetro fisico fundamental para la caracterizacion de

productos vitivinicolas, relacionado con su composicién y utilizado en el control analitico.

1.3. Alcance

Este método establece la determinacion de la masa volimica en vinos, mostos y otros

productos vitivinicolas mediante densimetria digital a temperatura controlada.

1.4. Definiciones

La masa volumica (p), también denominada densidad, es la relacién entre la masa de una
muestra y el volumen que ocupa, expresada en gramos por centimetro cubico (g/cm3) o

kilogramos por litro (kg/L), a una temperatura determinada.

La masa volumica es una magnitud intensiva que depende Unicamente de la composicién

del producto y no de la cantidad de materia considerada.

1.5. Principio

La masa volimica se determina mediante un densimetro digital basado en la medicién de
la frecuencia de oscilacion de una celda, la cual varia en funcién de la masa del liquido

contenido.
El método comprende las siguientes etapas:

o Verificacion del equipo con fluido de referencia
e Introduccién de la muestra

o Estabilizaciéon térmica

e Medicion de la sefial

e Obtencion de la masa volumica por lectura directa

1.6. Reactivos y materiales

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC
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R1 — Agua destilada o desionizada

Utilizada como fluido de referencia y para la limpieza del equipo.

Debe cumplir con las siguientes especificaciones:

e Conductividad: 0,5 a 6 uS/cm. (umhos/cm equivalentes)
e pH:50a7,0

e Libre de particulas visibles

e Temperatura de uso: (20 a 25) °C

No se requieren otros reactivos.

1.7. Aparatos / Equipos
« Densimetro digital con control de temperatura
e Sistema de inyeccién (jeringa descartable o equivalente)

El equipo debe:

e Poseer resolucion minima de 0,0001 g/cm3

e Permitir medicién a 20 °C o temperatura controlada

o Estar calibrado y verificado segun procedimientos vigentes
1.8. Preparacién de la muestra
Se debera indicar:

1.8.1. Muestreo: realizado conforme a normativa vigente o procedimientos del INV.

1.8.2. Preparacion de la muestra:

En vinos con diéxido de carbono (CO,), realizar desgasificacion previa.
En muestras turbias o con particulas en suspension, filtrar mediante filtro de 0,45 pum.

La muestra debera alcanzar la temperatura de medicién antes del analisis.

1.9. Procedimiento

1.9.1. Porcion de prueba

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC
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Introducir una cantidad suficiente de muestra para llenar completamente la celda de

medicion, asegurando la ausencia de burbujas de aire.

1.9.2. Determinacion

Verificacién del equipo:

Verificar el equipo utilizando agua destilada como fluido de referencia.

Valor de referencia:

p=0,9982 + 0,0002 g/mL a 20°C

El valor medido deber& encontrarse dentro del rango especificado. En caso contrario, se
deberé calibrar el equipo.

Medicion

e Introducir la muestra lentamente en la celda.

o Evitar la formacion de burbujas.

e Esperar la estabilizacion térmica (minimo 1 minuto o segun especificacion del
equipo).

e Iniciar la medicion.

e Registrar el valor indicado por el equipo.

Limpieza

e Enjuagar la celda al menos dos o tres veces con agua destilada.

o Verificar la eliminacion completa de restos de muestra.

e Mantener la celda llena con agua destilada hasta su préximo uso.

e Cuando se interrumpa la secuencia de analisis por cualquier intervalo de tiempo,

la celda debera enjuagarse y mantenerse llena con agua destilada.
1.9.3.  Calibracion (cuando corresponda)

La calibraciébn se realizara de acuerdo con las instrucciones del fabricante y los

procedimientos internos del laboratorio, utilizando materiales de referencia adecuados.

1.10. Célculo (Resultados)

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC

Pagina 12 de 287
Pégina 13 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
MASA VOLUMICA (MV — INV - 10001)

El resultado se obtiene por lectura directa del equipo. El equipo realiza autométicamente

la determinacion de la masa volUimica.

Se expresard como masa volumica a la temperatura de medicién, en g/cm3 o kg/L, con

cuatro cifras decimales.

Se debera indicar la temperatura de medicion.

Cuando corresponda, se aplicaran correcciones por temperatura segun normativa

vigente.

1.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2012). Resolution OIV-OENO 437-2012:
Update of the method for determining the density of wine (Method OIV-MA-AS2-
01A). OIV Compendium of International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/public/medias/1467/0iv-oeno-437-2012-es.pdf

International Organisation of Vine and Wine. (2012). Method OIV-MA-AS2-01A:
Density and specific gravity at 20 °C. OIV Compendium of International Methods of
Wine and Must Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/2467/oiv-ma-as2-

Ola.pdf
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2. pH (pH = INV - 10002)
2.1. Titulo

Determinacion de pH en vinos por potenciometria.
Cadigo: pH — INV — 10002

2.2. Introducciéon

El pH constituye un pardmetro analitico fundamental en el control de productos
vitivinicolas, ya que influye directamente en la estabilidad quimica, microbiolégica y
sensorial del producto. Su determinacion permite evaluar condiciones de conservacion,

evolucion y calidad tecnolégica de vinos y mostos.

2.3. Alcance

El presente método establece la determinacién del pH en vinos y otras matrices liquidas
vitivinicolas mediante medicion potenciométrica. Es aplicable al control de calidad de
productos terminados, productos intermedios del proceso enolégico materias primas e

insumos enolégico.

2.4. Definiciones

El pH es una magnitud que expresa la concentracion de los iones hidrogeno (H+)
presentes en una solucién. Se define como el logaritmo negativo de la actividad de dichos

iones y se expresa en unidades de pH (adimensional) con una cifra significativa.

2.5.  Principio

El método se basa en la medicion potenciométrica de la diferencia de potencial entre un
electrodo indicador sensible a la actividad de los iones hidrégeno y un electrodo de

referencia, ambos sumergidos en la muestra.
El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Preparacion de la muestra

e Calibracion del equipo con soluciones buffer
e Medicion del potencial

e Lectura directa del pH

e Control de temperatura
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2.6. Reactivos y materiales
R1 — Solucion buffer pH 7,00

Certificada, utilizada para calibracion.

R2 — Solucion buffer pH 4,00
Certificada, utilizada para calibracion.

R3 — Agua destilada
Utilizada para el lavado del electrodo. Debe estar libre de impurezas y para la eliminacion

de CO, se filtra 0 se agita

2.7. Aparato

o Peachimetro con escala en unidades de pH
o  Sensibilidad: £ 0,01 unidades de pH
o  Equipado con compensaciéon automatica o manual de temperatura
o Electrodo combinado (vidrio/referencia) adecuado para matrices liquidas.
Peachimetro con escala calibrada en pH +0,01, sensor de temperatura que
corrige la lectura.
o Vaso de precipitados de capacidad adecuada
Los equipos deberan estar calibrados y verificados conforme a procedimientos vigentes.

2.8. Muestreo

2.8.1. Muestra:

La muestra se tomara directamente del envase original, evitando modificaciones en su

composicion.

2.8.2. Conservacion:

La muestra debera conservarse en condiciones que eviten contaminacion o pérdidas de
CO..

2.8.3. Preparacion para el andlisis:

e En vinos con contenido de anhidrido carbonico, eliminar el gas mediante
filtracion o agitacion suave.
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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e Colocar una alicuota de muestra en un vaso de precipitados adecuado para la
inmersion del electrodo.

e Ajustar la temperatura de la muestra a aproximadamente 20°C.

2.9. Procedimiento
2.9.1. Porcion de prueba

Se emplea una cantidad suficiente de muestra para permitir la correcta inmersion del
electrodo (aproximadamente 50 a 100 mL). Se coloca la muestra en vaso de precipitados
adecuado y se filtra si contiene CO,

2.9.2. Determinacion/es

Preparacion del equipo

Verificar el estado del electrodo (limpio, sin incrustaciones ni dafos). Calibrar el equipo

con soluciones buffer certificadas (pH 7,00 y pH 4,00) previo a la medicién.
Medicion:

e Lavar el electrodo con agua destilada y secar suavemente.
e Sumergir el electrodo en la muestra.

e Realizar una leve agitacion para homogeneizar.

o Esperar la estabilizacién de la lectura.

e Registrar el valor de pH.

Entre determinaciones: Lavar el electrodo con agua destilada y secar antes de cada

medicion.
2.9.3. Calibracion

La calibracion del peachimetro se realizara utilizando al menos dos puntos (buffer pH
7,00 y pH 4,00 segun manual del equipo), cubriendo el rango de trabajo esperado. Se
deberé verificar:

o Pendiente del electrodo

o Estabilidad de la sefial

e Aceptacion segun criterios del fabricante o del laboratorio

La calibracion se efectuara diariamente o antes de cada serie de mediciones.

2.10. Calculo |F-2026-107738308-APN-INVAMEC
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El valor de pH se obtiene por lectura directa del equipo.
El resultado se expresa en unidades de pH, redondeados a una cifra decimal:

e Sila segunda cifra decimal es = 5, se redondea a la décima superior

e Sila segunda cifra decimal es < 5, se redondea a la décima inferior

Ejempilos:
e 475548
o 47447

2.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2011). Resolution OIV-OENO 438-2011:
Method OIV-MA-AS313-15. pH. OIV Compendium of International Methods of
Wine and Must Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/2363/oiv-ma-as313-

15.pdf
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3. GRADO ALCOHOLICO POR VOLUMETRIA (ALC/Vol. = INV = 10003)

3.1. Titulo

Determinacion de grado alcohdlico volumétrico en vinos por areometria
Cddigo: ALC/Vol. = INV - 10003

3.2.  Introduccion

La determinacién del grado alcohdlico volumétrico constituye uno de los parametros
fundamentales para la caracterizacion y control de productos Vvitivinicolas. Su
determinacion permite verificar la autenticidad, clasificacion y cumplimiento de

especificaciones reglamentarias de vinos y otros productos derivados.

El método por areometria se basa en la determinacion de la densidad del destilado

alcohélico mediante areémetros calibrados a 20 °C.

La determinacion de grado alcohdlico por areometria se clasifica principalmente como un
método fisico o, mas precisamente, fisico-quimico, debido a que la cuantificacién se

realiza a partir de una propiedad fisica del destilado hidroalcohdlico (densidad).

3.3. Alcance

El presente método establece la determinacion del grado alcohdlico volumétrico en vinos
mediante destilaciéon y medicion barométrica. Es aplicable al control de vinos, vinos
nuevos, vinos espumantes, vinos parcialmente acetificados y otros productos vitivinicolas

en analisis de rutina (andlisis sumario) y controles oficiales.

3.4. Definiciones
Grado alcohdlico volumétrico: Numero de litros de etanol (alcohol etilico) contenidos en

100 litros de vino, medidos a 20 °C. La unidad de expresion es: % Vol.; % vol/vol 6 °GL

Aerometria; Método fisico de determinacién de densidad basado en la flotacion de un

areGmetro en un liquido.

Alcohometro: Aredmetro calibrado especificamente para medir el contenido alcohdlico

volumétrico de mezclas hidroalcohodlicas.
3.5.  Principio

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC
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El método se basa en la separacién del alcohol etilico contenido en la muestra mediante
destilacion y en la determinacién de la densidad del destilado alcohdlico utilizando
ared6metros graduados (alcohémetros) en porcentaje alcohdlico volumétrico a 20 °C. La

determinacion se realiza sobre el destilado alcohélico obtenido de la muestra.

El contenido alcohdlico se obtiene mediante lectura directa sobre el alcohdmetro,
aplicando las correcciones correspondientes por temperatura y por calibracion del

instrumento cuando corresponda. Temperatura ambiente 20 a 25 °C.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Preparacion de la muestra

e Neutralizacion

o Destilacién del vino

e Ajuste de volumen del destilado
e Acondicionamiento térmico

e Determinacion aerométrica

e Correccion de temperatura

o Expresion de resultados

3.6. Reactivos y materiales

3.6.1. Reactivos

R1 — Hidréxido de sodio al 20 %. Utilizado para neutralizacion de muestras acidas o
acetificadas.

R2 — Solucion de silicona al 5 %. Antiespumante soluble en agua.

R3 — Agua destilada (Conductividad: 0,5 a 3 pmhos/cm; pH 5-7; libre de cloruros y
sulfatos)

R4 — Azul de bromotimol al 0,4 %

3.6.2. Materiales

o Papel de filtro Whatman N° 40 o equivalente
e Probetas graduadas
e Matraz aforado de 200 mL
e Pipetas volumétricas
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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e Recipientes para destilacion
e Mangueras y tapones resistentes al calor

e Gradillas para alcohémetros
3.7. Aparatos

e Equipo de destilaciébn compuesto por:
o Planchas calefactoras o mecheros
o Erlenmeyer de 1000 mL 6
o Balén Kjeldahl de 800 mL con cuello de 20 cm de longitud y 15 mm de
didmetro interior como méaximo.
o Refrigerante tipo Graham de 40 cm colocado en forma vertical.
e Aredmetros (alcohdmetros graduados 10-20 % V/V) Clase Il, conforme OIML
R44
o Graduacioén en grados y décimas de grado
o Separacion minima de escala: 1,05 mm
o Vastago cilindrico de seccidn circular 2 3 mm
e TermoOmetro calibrado
o Rango; 0-30°C
o Division: 0,1 °C
e Probeta cilindrica para lectura aerométrica
o Altura aproximada: 320 mm
o Diadmetro aproximado: 40 mm
o Diadmetro interno al menos 6 mm mayor que el diametro del
alcohémetro
e Bafo de agua fria o bafio de hielo

e Balanza (cuando corresponda)

Los alcoh6metros deberdn mantenerse limpios, secos, contrastados y verificados

periédicamente.

3.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
3.8.1. Muestra

Tomar la muestra directamente del envase original, asegurando su homogeneizacion
previa. La muestra debe conservarse en recipiente herméticamente cerrado hasta el

momento del analisis.
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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3.8.2. Preparacion de la muestra
En general, la muestra no requiere preparacion particular.

Vinos nuevos o espumosos: Eliminar previamente la mayor cantidad posible de anhidrido

carbonico mediante filtracion sobre papel de filtro.

Vinos con elevado contenido de anhidrido sulfuroso o acetificado: Realizar una primera

destilacion sin neutralizacién. Posteriormente:

. Neutralizar el destilado utilizando hidréxido de sodio al 20 %
. Agregar 2 gotas de azul de bromotimol al 0,4 %
. Continuar la neutralizacidon hasta obtener color celeste estable

. Realizar una segunda destilacion sobre el destilado neutralizado

Prevencion de espuma durante la destilacion: Cuando sea necesario, agregar 5 gotas de
solucién de silicona al 5 %.

3.9. Procedimiento

3.9.1. Porcion de prueba

Medir exactamente 200 mL de muestra utilizando matraz aforado de 200 mL
Transferir cuantitativamente al balén o Erlenmeyer de destilacion.
Realizar dos enjuagues del matraz con agua destilada para arrastrar restos de muestra.
El volumen total de muestra y enjuagues depende del material que se use para la
destilacion:

e No debera superar 500 mL en Erlenmeyer

e No debera sobrepasar el ecuador del balon Kjeldahl

3.9.2. Determinacion

Neutralizaciéon

e Neutralizar gota a gota con solucion de hidroxido de sodio al 20 % hasta
alcanzar neutralidad. La materia colorante propia del vino permitir4 evidenciar
el cambio de medio acido a neutro. El cambio de color de la muestra o del
indicador permitira evidenciar el pasaje de medio acido a neutro.

e Agregar 5 gotas de solucién de silicona al 5 %.
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Destilacion

o Verificar el correcto estado de mangueras, tapones y conexiones.

o Ajustar herméticamente el sistema de destilacion. Verificar que no existan
restos de antiespumante o alcali en las zonas de ajuste de tapones y
conexiones.

o Destilar la muestra recolectando el destilado en el mismo matraz utilizado para
medir la muestra.

e Recoger al menos 160 mL de destilado (3/4 partes del volumen del matraz).

e Llevar a volumen con agua destilada a temperatura ambiente.

e Homogeneizar cuidadosamente.

Acondicionamiento térmico

o Enfriar el destilado hasta aproximadamente 18 °C utilizando bafio de hielo o
agua fria.

e Transferir el destilado a una probeta previamente enjuagada con el mismo
destilado.

e Determinar la temperatura del liquido. Si la temperatura es inferior a 20 °C,
llevar gradualmente hasta dicha temperatura evitando calentamientos bruscos

que provoquen pérdida de alcohol.

Medicion aerométrica

e Tomar el alcohdmetro por el extremo superior del vastago.
e Transferir lentamente el liquido limpio y homogéneo a la probeta.
o Evitar formacién de burbujas
o Realizar pequefios movimientos verticales (aproximadamente medio grado en
ambos sentidos) para:
o Humedecer uniformemente el vastago
o Favorecer estabilizacion térmica
o Estabilizar el menisco
o Efectuar tres mediciones progresivas.
e La lectura valida sera aquella coincidente con temperatura de 20 °C.
e Lalectura debe realizarse:
o Tangencialmente
o Anivel del menisco

o Sobre la parte inferior del mismo
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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Registrar:

e Lectura del grado alcohdlico y de la temperatura
e Aplicar la correccion instrumental cuando corresponda
e Fecha del andlisis

¢ Identificacion del analista

3.9.3. Calibracioén

Verificar periédicamente:

o Estado fisico y calibracion de los areémetros
e Limpieza del alcohdmetro, cuerpo y vastago
o Exactitud del termometro

e Volumen de matraces y probetas

e Hermeticidad del sistema de destilacion

Los alcohémetros deberan:

o Estar contrastados
o Poseer registro de verificacion vigente

e Contar con correccion instrumental identificada

La calibracion debera realizarse utilizando materiales trazables o patrones certificados

cuando corresponda.

3.10. Caélculo (Resultados)
El grado alcohdlico volumétrico se expresa como: % (V/V) a 20°C con una cifra

decimal. El resultado corresponde a la lectura del alcohémetro corregida por:

e Temperatura
IF-2026-107738308-APN-INV#MEC
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e Correccion instrumental del alcohémetro

Cuando la lectura se efectie a temperatura distinta de 20°C, debera aplicarse la
correccion correspondiente utilizando tablas oficiales. La correccion instrumental aplicable

a cada alcohometro deberé obtenerse del registro vigente de verificacion del instrumento.

3.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:
Method OIV-MA-AS312-01A. Alcoholic strength by volume. OIV Compendium of
International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/node/1987/download/pdf

International Organisation of Vine and Wine. (2013). Method OIV-MA-AS312-01A:
Alcoholic strength by volume. En OIV Compendium of International Methods of
Wine and Must Analysis (Vol. 1, Sec. 3.1.2, pp. 1-16). OIV.
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4. GRADO ALCOHOLICO POR ESPECTROSCOPIA IR CERCANO (ALC/NIR
— INV = 10004)

4.1. Titulo

Determinacién de grado alcohdlico volumétrico en vinos por Espectroscopia de infrarrojo

cercano (NIR)
Cddigo: ALC/NIR = INV = 10004
4.2. Introduccién

La determinacién del grado alcohdlico volumétrico mediante espectroscopia de infrarrojo
cercano constituye un método instrumental de rapida ejecucion utilizado para el control

analitico de vinos y productos vitivinicolas.

El método permite determinar el contenido de etanol mediante la medicién de bandas de
absorcion caracteristicas del infrarrojo cercano asociadas a enlaces moleculares

presentes en el alcohol etilico.
La técnica presenta como principales ventajas:

e Rapidez analitica

e Ausencia de destilacion

e Minima preparacion de muestra
o Alta repetibilidad

o Elevada capacidad de procesamiento de muestras

La determinacion por espectroscopia infrarroja se clasifica como un método instrumental

fisico-quimico.
4.3. Alcance

El presente método establece la determinacion del grado alcohdlico volumétrico en vinos

mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR).

Es aplicable al andlisis de vinos y productos vitivinicolas compatibles con las

calibraciones validadas del equipo.
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El método resulta particularmente adecuado para andlisis de rutina y elevado numero de

muestras.

4.4, Definiciones

Grado alcohdlico volumétrico: Litros de etanol (alcohol etilico) contenidos en 100 litros de

vino, medidos a 20 °C.
La unidad de expresion es:

. % (VIV)
. °GL

Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR): Técnica instrumental basada en la absorcién
selectiva de radiacion infrarroja cercana por determinados grupos moleculares presentes

en la muestra.

Calibracion multivariable: Modelo matematico obtenido a partir de muestras patron de
composicion conocida, utilizado para correlacionar la respuesta espectral con la

concentracion del analito.

4.5. Principio

El método se basa en la absorcién de radiaciéon infrarroja cercana (NIR) por el etanol

presente en la muestra.

La muestra es sometida a radiacion infrarroja en longitudes de onda especificas Dénde el
etanol presenta bandas caracteristicas de absorcién. La sefial espectral obtenida es
comparada con modelos de calibracion desarrollados a partir de vinos patron de

referencia.

La concentracion de alcohol se determina automaticamente mediante regresion

multivariable incorporada en el software del equipo.

El método es aplicable principalmente a macrocomponentes del vino, principalmente

etanol.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Preparacion de la muestra
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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o Estabilizacion del equipo

e Verificaciéon del cero instrumental

e Verificacion con solucion patron

e Medicién de la muestra

e Procesamiento automatico de datos

e Expresién de resultados

Ventajas: rapida, sin destilacion, minima preparacion de la muestra.

4.6. Reactivos y materiales
4.6.1. Reactivos

R1 — Agua destilada

Utilizada para:

e Limpieza del sistema
e Ajuste de cero

e Enjuague de celda

R2 — Solucién hidroalcohdlica patrén

Caracteristicas:

e Concentracion entre 16,0 % (V/V)y 20,0 % (V/V)
e Valor determinado por densimetria digital

e Trazable a materiales de referencia cuando corresponda

4.6.2. Materiales

e Jeringas descartables de 3a 10 mL
e Filtros de membrana de 0,45 pm
e Vasos de precipitado

e Material volumétrico auxiliar

4.7. Equipo

Equipo NIR de Espectroscopia Infrarroja.

IF-2026-107738308-APN-INV#MEC
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Caracteristicas minimas:

e Lectura directa de alcohol en % (V/V)

e Sistema de compensacién térmica

e Modelos de calibracién para vinos

e Sistema automatico de procesamiento espectral
o Sistema de filtracion con membrana de 0,45 pm
e TermoOmetro calibrado (cuando corresponda)

e Computadora o sistema de adquisicion de datos asociado al equipo

El equipo deberd mantenerse calibrado y verificado de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

4.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
4.8.1. Muestra

Tomar la muestra directamente del envase original, evitando pérdidas de alcohol por

evaporacion.

La muestra debera abrirse inmediatamente antes de efectuar la determinacion.

4.8.2. Preparacion de la muestra

En general, la muestra no requiere preparacion particular previa.

e Vinos con gas carbdnico: Cuando la muestra presente gas carboénico
(vinos espumantes o parcialmente fermentados), debera eliminarse

previamente mediante:

o Descarbonatacion suave, o

o Filtracién utilizando membrana de 0,45 pm

= Muestras veladas o turbias: Filtrar utilizando membrana de 0,45 um
colocada entre la jeringa y el equipo.

4.8.3. Precauciones
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Cuando sea necesario trasvasar la muestra a un recipiente auxiliar®:

o Evitar exposiciones prolongadas al aire
e Inyectar inmediatamente luego del trasvase

e Descartar el remanente utilizado

En caso de repetir la medicién, utilizar huevamente muestra proveniente del envase

original.

4.9. Procedimiento
4.9.1. Porcioén de prueba

Tomar una cantidad suficiente de muestra para realizar:

e Enjuague del sistema
e Medicion analitica
e Repeticiones cuando correspondan

La muestra debera encontrarse homogénea y libre de burbujas.

4.9.2. Determinacion

Puesta en funcionamiento del equipo

e Encender el equipo.

e Permitir estabilizacién térmica durante al menos 40 minutos antes de iniciar las
mediciones.

e Se recomienda mantener el equipo encendido durante la semana operativa

para asegurar estabilidad instrumental.

Verificacion del cero instrumental

e Seleccionar en el menu el método “Vino”.

? Nota: Cuando hay que trasvasar una muestra o solucién hidroalcohélica a un vaso de precipitado para
efectuar una medicién, se debe tener en cuenta que el alcohol se evapora rapidamente produciendo lecturas
erroneas por defecto. Por lo tanto, hay que tener la precauciéon de que una vez que se ha trasvasado la
muestra debe inyectarse inmediatamente y descartar el remanente del liquido del vaso. En caso de que sea
necesario repetir la lectura, se debe sacar nuevamente la muestra del envase original y repetir esta
operacion.

Una vez finalizadas las lecturas de las muestras, enjuagar con agua destilada varias veces
IF-2026-107738308-APN-INVH#MEC
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e Inyectar agua destilada en la celda entre tres y cuatro veces para limpieza del

sistema.

e En la dltima inyeccion dejar la celda completamente llena evitando formacion
de burbujas.

e Presionar “Start”.

e Esperar indicacién de “Vino valido”.

El valor esperado debera ser: 0,00 % (V/V) +0,03 % (VIV)

Si el resultado se encuentra fuera del rango:

e Limpiar la celda
e Reemplazar el agua destilada

e Repetir el procedimiento
Si la desviacion persiste, realizar ajuste de cero.

Verificacion con solucion patron

e Inyectar la solucién hidroalcohdlica patron luego de verificar el cero
instrumental.

e Realizar la medicion.

e Comparar el valor obtenido con el valor asignado de la solucién patrén.

La diferencia maxima admitida sera: + 0,03 % (V/V)

Si el valor excede la tolerancia:

e Limpiar la celda
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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e Repetir la medicion
e Realizar ajuste de concentracion conocida cuando corresponda

El ajuste debera efectuarse exclusivamente con solucion hidroalcohdlica patron superior
a 16,0 % vol. No deberd utilizarse vino para ajustes instrumentales.

Medicion de muestras

e Inyectar la muestra lentamente evitando formacion de burbujas.
e Cuando el volumen disponible lo permita, realizar uno o dos enjuagues previos
del sistema con la misma muestra.

o Registrar la lectura correspondiente a la dltima inyeccién.

Muestras con alto contenido de azUcar

Las muestras con concentraciones superiores a 50 g/L de azlcares deberan analizarse

utilizando el método instrumental: “Vino ext”

e dl | UIND EXT.
método : NGNS midiendo

Bz .82.2817 12

118
[etodo [ pri ]| Bomba ] uestia H_Start |

Registrar el resultado obtenido.
Finalizacion
Una vez concluidas las determinaciones:

o Enjuagar varias veces el sistema con agua destilada.
o Verificar limpieza de la celda.

o Dejar el sistema acondicionado para futuras mediciones.
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4.9.3. Calibracion

El equipo debera verificarse periédicamente mediante los siguientes ajustes

instrumentales:

e Ajuste de cero con agua destilada
e Verificacion con solucion hidroalcohdlica patrén
o Controles internos de calidad

o Verificacion de estabilidad instrumental

La calibracion analitica se basa en modelos multivariables desarrollados por el fabricante

utilizando vinos patrén de referencia.

Los ajustes instrumentales deberan:

o Registrarse
e Ser trazables

e Cumplir los criterios internos de aceptacion

4.10. Célculo (Resultados)

El resultado del grado alcohdlico volumétrico se obtiene mediante lectura directa del
equipo y se expresa como: % (V/V) a 20 °C. El equipo entrega resultados con dos cifras

decimales.

El valor_informado debera expresarse con una cifra decimal mediante redondeo

convencional.

Ejempilos:

e 12,05% vol — 12,1 % vol

e 12,04% vol— 12,0% vol
Cuando corresponda, debera considerarse:

e Repeticiones analiticas

e Controles internos

e Resultados fuera de rango de calibracion
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4.11. Anexo®
No aplica.

4.12. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (2017, 6 de septiembre). Resolucion E 193/2017:
Apruébase el método “Determinacion del Grado Alcohdlico por Espectroscopia
Infrarroja”. Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-279181/texto

International Organisation of Vine and Wine. (2014). Resolution OIV-OENO 518-2014:
Method OIV-MA-AS312-03. Determination of alcoholic strength by volume of wine
by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) [Resolucién OIV-OENO 518-
2014: Método OIV-MA-AS312-03. Determinacion del grado alcohdlico volumétrico
del vino por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)]. OIV
Compendium of International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/node/2967/download/pdf

8 Ajuste del cero
Presionar Método (tecla izquierda)
Menu: Método VINO
Ajuste (tecla derecha <)

—  Cero (tecla derecha <)

Ajuste: Limpiar y secar, llenar célula Realmente desea ajustar?
NO Sl (se selecciona)

Start

Ajuste 0,00 % (V/V). Esperando estabilizacion Atemperando. Ajuste
Ajuste memorizado (Continuar)
Ajuste de concentracion conocida
Se realiza con solucion hidroalcohdlica Presionar Método (tecla izquierda)
Menu: Método VINO
—  Ajuste (tecla derecha << )
Concentracion conocida (tecla derecha <<= )
Ajuste concentracion conocida
Alcohol = % (VIV)
Ajuste % (V/V). Esperando estabilizacion
Atemperando. Ajuste
Ajuste memorizado (Continuar)
El ajuste del equipo se realiza solo con solucion hidroalcohdlica, preparada y controlada y cuyo valor sea
superior a 16 % V. sin excepcion; nunca realizar dicho ajuste con vino ni con otras soluciones.
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5. ACIDEZ TOTAL (AT = INV - 10005)

5.1. Titulo

Determinacion de acidez total
Cddigo: AT — INV = 10005

5.2. Introduccién

La acidez total constituye uno de los pardmetros analiticos fundamentales en el control de
calidad de vinos y productos vitivinicolas, debido a su influencia sobre las caracteristicas
organolépticas, estabilidad microbioldgica y equilibrio quimico del producto.

Su determinacion se basa en la valoracién de las funciones acidas presentes en el vino

mediante titulacion con una solucién alcalina valorada hasta alcanzar pH 7.

5.3. Alcance

Este método establece la determinacién de la acidez total en vinos mediante titulacion
acido-base con solucion de hidroxido de sodio valorada. Es aplicable a vinos, mostos y

productos vitivinicolas.

5.4. Definiciéon

Acidez total: La acidez total del vino corresponde a la suma de las funciones acidas
valorables presentes en la muestra cuando ésta es llevada a pH 7 mediante adicion de
una solucién alcalina valorada.

La acidez total se expresa generalmente en gramos por litro (g/L) de &cido tartarico.
5.5.  Principio

El método se basa en la neutralizacion de las funciones acidas libres presentes en la

muestra mediante titulacion con una solucion de hidroxido de sodio 0,05 N (0,05 M).

El punto final de la valoracion corresponde a pH = 7,0 y se detecta visualmente utilizando

azul de bromotimol como indicador acido-base.
El método comprende las siguientes etapas:

» Descarbonatacion de la muestra cuando corresponda
* Adicion de indicador

« Titulacién con solucién alcalina valorada
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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+ Identificacion del punto final
+ Calculo de la acidez total

5.6. Reactivos y materiales

5.6.1. Reactivos

R1 — Hidréxido de sodio 0,05 N (0,05 M)

Solucién valorada utilizada para la titulacion.

R2 — Indicador azul de bromotimol al 4 %o

Utilizado para la visualizacion del punto final de la titulacion.
R3 — Solucion buffer pH 7

Utilizada como referencia visual del punto final.

R4 - Agua destilada

5.6.2. Materiales

* Pipeta de doble aforo de 10 mL

* Bureta graduada incolora de 25 mL

+ Erlenmeyer de 250 mL

» Papel de filtro técnico Whatman N° 40 o equivalente.

El material volumétrico debera encontrarse calibrado/verificado y en condiciones

adecuadas de uso.

5.7. Aparatos

No aplica.

5.8. Preparacion de la muestra

5.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos
establecidos por el INV.
5.8.2. Preparacion de la muestra

Cuando la muestra contenga anhidrido carboénico, éste debera eliminarse previamente.
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Para ello:
o Filtrar la muestra utilizando papel de filtro técnico.
e Agitar posteriormente hasta completar la descarbonatacion.

o Utilizar la muestra descarbonatada para la determinacion analitica.

5.9. Procedimiento
5.9.1. Porcion de prueba

Medir 10 mL de muestra mediante pipeta de doble aforo y transferir a un Erlenmeyer de

250 mL para su titulacion.

5.9.2. Determinacion(es)

Preparacion del sistema

. Colocar aproximadamente 10 gotas (0,5 mL) de indicador azul de bromotimol
en el Erlenmeyer.

. El indicador debera anadirse previamente para verificar el estado de
neutralidad del recipiente.

Adicion de agua

. Afnadir aproximadamente 30 mL de agua destilada.

Incorporacion de la muestra

. Agregar los 10 mL de muestra utilizando pipeta de doble aforo.

Titulacion

. Titular con solucién de hidréxido de sodio 0,05 N (0,05 M) utilizando bureta
graduada.
. Agregar el titulante gota a gota hasta alcanzar el punto final.
El punto final corresponde a una coloracién verde azulada estable.

Referencia del punto final
Preparar una solucién de referencia agregando:

. 10 mL de buffer pH 7

. 0,5 mL de indicador azul de bromotimol

La coloracion obtenida se utilizard como referencia visual para la determinacion.

Consideraciones para vinos tintos
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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En vinos tintos de elevada intensidad colorante, Dénde resulte dificultosa la visualizacion

del punto final, podra procederse de la siguiente manera:

. Afadir hasta 50 mL de agua destilada.
. Utilizar aproximadamente 15 gotas (0,75 mL) de indicador.

Si persiste la dificultad:

. Tomar 5 mL de muestra.

. Afadir 30 mL de agua destilada.

. Incorporar 10 gotas (0,5 mL) de indicador.
. Realizar la titulacion y ajustar posteriormente el célculo al volumen de muestra
utilizado.
Registro

Registrar el volumen de hidréxido de sodio consumido y consignar el resultado en el

sistema correspondiente.

5.9.3. Valoracion

La solucion de hidroxido de sodio deberd encontrarse previamente valorada y

estandarizada conforme a procedimientos vigentes del laboratorio.

Se debera verificar periddicamente:

. Normalidad de la solucién
. Estado del indicador
. Correcto funcionamiento del material volumétrico

5.10. Célculo y expresion de los resultados

La acidez total se calcula a partir del volumen de hidréxido de sodio consumido durante la
titulacion.

El resultado se expresa en gramos por litro (g/L) de acido tartarico:

AT (% acido tartérico) =n- factor

Dénde:

. n = mL de NaOH 0,05 N (0,05 M) consumidos I%jégztg-%gyji%QSOS-APN-lNV#M EC
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. factor = factor de conversion correspondiente = 0,375

Cuando se utilicen volimenes de muestra distintos de 10 mL, el calculo debera ajustarse

proporcionalmente.

También se puede expresar en meg/L de &cido tartarico:

Acidez Total (? de acido tartérico) =n-5

5.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:
Method OIV-MA-AS313-01. Total acidity [Resolucion OIV/OENO 377/2009:
Método OIV-MA-AS313-01. Acidez total]. OIV Compendium of International
Methods of Wine and Must Analysis. https://www.oiv.int/node/1995/download/pdf

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1996, 22 de abril). Resolucion C. 11/1996:
Reglamento General de Andlisis - Anexo |, Cap. Il: Métodos analiticos oficiales
para vinos y mostos (Determinacion de la acidez total). Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-37704/texto
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6. ACIDEZ VOLATIL (AV = INV - 10006)

6.1. Titulo

Determinacion de acidez volatil en vinos
Cdédigo: AV — INV - 10006

6.2. Introduccién

La acidez volatil constituye un parametro de control fundamental en vinos, ya que refleja
principalmente el contenido de acidos volatiles de la serie acética formados durante

procesos fermentativos o alteraciones microbiolégicas.

Su determinacion permite evaluar el estado de conservacion y calidad del producto, asi

como detectar desviaciones asociadas a procesos de deterioro.

6.3. Alcance

Este método establece la determinacion de la acidez volatil en vinos mediante destilacion
por arrastre de vapor y posterior valoracion acido-base. Es aplicable a vinos y productos

vitivinicolas compatibles con el método.

6.4. Definiciones

Acidez volatil: La acidez volatil estd constituida por los &cidos pertenecientes
principalmente a la serie acética presente en el vino, tanto en estado libre como

salificado.
La acidez volatil se expresa en gramos por litro (g/L) de acido acético.

Blanco del equipo: Valor correspondiente al consumo de solucién alcalina originado por el
propio sistema de destilacion, determinado mediante destilacion de agua destilada

acidificada.

Rendimiento del equipo: Relaciébn porcentual entre la cantidad de &cido acético

recuperado por destilacion y la cantidad tedrica presente en una solucién patrén.

6.5. Principio

El método consiste en la separacion de los acidos volatiles de la muestra mediante

destilacion rapida por arrastre de vapor.
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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El &cido acético presente en el destilado se determina posteriormente por titulacion con

solucién estandar de hidréoxido de sodio utilizando fenolftaleina como indicador.

El método contempla ademas la correccion correspondiente al diéxido de azufre libre y

combinado, determinados por valoracion con yodo.
El procedimiento comprende las siguientes etapas:

. Eliminacion de anhidrido carboénico
. Determinacion del blanco del equipo
. Destilacién por arrastre de vapor

. Titulacion &cido-base del destilado

. Determinacion de SO2 libre

. Determinacion de SO2 combinado

. Correccion y célculo de resultados

6.6. Reactivos y materiales

6.6.1. Reactivos

R1 — Agua destilada

R2 — Solucién de iodo 0,02 N

R3 — Solucion saturada de borax

R4 — Acido sulfurico al 20 %

R5 — Solucién de hidréxido de sodio 0,05 N

R6 — Acido tartarico al 25 %

R7 — Solucion de acido acético 1 g/L

R8 — Solucion alcohdlica de fenolftaleina al 1 %
R9 — Solucion de almidén

Con concentracion comprendida entre 2 % y 4 %

6.6.2. Materiales:

. Pipetas doble aforo certificadas de 10 mL

. Pipetas graduadas de 10 mL

. Erlenmeyer de 250 mL
. Bureta certificada de 25 mL color caramelo para solucién de iodo 0,02 N
. Bureta certificada de 25 mL para solucién de hidroxido de sodio 0,05 N

. Propipeta
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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6.7. Equipos

. Equipo de destilacion por arrastre de vapor

El sistema de destilacién debera estar compuesto por:

. Generador de vapor
. Ampolla de destilacion
. Columna rectificadora

. Refrigerante
El equipo debera cumplir las siguientes condiciones:

. Presentar un valor maximo de anhidrido carbénico tal que, al titular el vapor
generado, no se supere un consumo de 0,3 mL de hidréxido de sodio 0,05 N.

. Permitir una recuperacion minima del 97 % del &cido acético.

6.8. Preparacion de la muestra

6.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos

establecidos por el INV.

6.8.2. Muestra

La muestra debera encontrarse exenta de anhidrido carbonico.

Cuando la muestra contenga CO.:

. Filtrar utilizando material adecuado.

. Agitar hasta asegurar la completa eliminacién del gas.

Utilizar posteriormente la muestra descarbonatada para el andlisis.

6.9. Procedimiento

6.9.1.  Porcion de prueba

Medir 10 mL de muestra descarbonatada mediante pipeta doble aforo.

6.9.2.  Determinacién(es)

Obtencion del blanco del equipo
|F-2026-107738308-APN-INV#MEC
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. Colocar en la ampolla del equipo 10 mL de agua destilada.
. Afadir 1 mL de acido tartérico al 25 %

. Destilar hasta obtener al menos 150 mL de destilado.

Titular el destilado con hidroxido de sodio 0,05 N agregando 3 gotas de fenolftaleina al 1
% como indicador, hasta obtener color rosa tenue persistente durante al menos 15

segundos.

El valor obtenido corresponde al blanco del equipo y debera descontarse posteriormente

del volumen N empleado en la determinacion de acidez volatil.

Verificacion del rendimiento del equipo

En condiciones normales de trabajo debera recuperarse por destilacion al menos el 97 %
del &cido acético. El rendimiento se controla destilando una solucién patron de acido

acético de concentracion conocida, por ejemplo:

. 10 mL de solucién de acido acético 1 g/L.

El rendimiento porcentual se calcula mediante la relacién entre:

. El volumen de hidréxido de sodio consumido en la titulacion del destilado
corregido por el blanco.

. El volumen consumido en la titulacién directa de la solucién patrén.

En todas las titulaciones el punto final corresponde a una coloracion rosa tenue

persistente durante al menos 15 segundos.

Gasto de NaOH en destilado — Gasto del blanco
Rendimiento = ( - — - ) -1000
Gasto de NaOH en titulacion directa

Destilaciéon de la muestra
. Colocar en la ampolla del equipo:

o 10 mL de muestra descarbonatada.
1 mL de &cido tartarico al 25 %

. Realizar la destilacién por arrastre de vapor.
. Recoger aproximadamente 150 mL de destilado.
|F-2026-107738308-APN-INVA#MEC
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De acuerdo con el rendimiento determinado del equipo, el volumen recogido podra

aumentarse para alcanzar la recuperacion requerida.

6.9.3. Titulacion de la acidez del destilado

. Titular el destilado con solucién de hidréxido de sodio 0,05 N.
. Agregar 3 gotas de fenolftaleina al 1 % como indicador.

El punto final corresponde a una coloracion rosa tenue persistente durante al menos 15
segundos.

Registrar el volumen consumido de hidréxido de sodio, identificado como n.

A este valor deberé descontarse el blanco del equipo.

6.9.4. Determinacion de SO?2 libre

. Acidificar el destilado agregando Unicamente una gota de acido sulfdrico al 20

. Afadir entre 2 mL y 4 mL de solucién de almidon.

Titular con soluciéon de iodo 0,02 N hasta obtener coloraciéon azul tenue persistente

durante al menos 15 segundos.

Registrar el volumen consumido como n1.

6.9.5. Determinacion de SO, combinado

. Alcalinizar posteriormente agregando solucidon saturada de bdrax hasta
alcanzar color rosa tenue.
. Titular rApidamente con solucion de iodo 0,02 N hasta obtener coloracion azul

intensa persistente durante 5 segundos.

Registrar el volumen consumido como n2.

6.9.6. Calibracion

Las soluciones de hidroxido de sodio y de iodo deberan encontrarse previamente

valoradas y estandarizadas conforme a procedimientos vigentes del laboratorio.

Se debera verificar periédicamente:
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. Concentracion de las soluciones valoradas
. Funcionamiento del equipo de destilacion

. Rendimiento de recuperacion

. Estado del material volumétrico

6.10. Célculo (Resultados)
La acidez volatil se expresa en gramos por litro (g/L) de &cido acético.
El calculo se realiza utilizando los valores:

n = volumen de hidréxido de sodio 0,05 N consumido
nl = volumen de iodo 0,02 N correspondiente a SO, libre
n2 = volumen de iodo 0,02 N correspondiente a SO, combinado

El resultado final debera corregirse considerando:

. Blanco del equipo

. Correccion por diéxido de azufre libre y combinado

, o ¢ . e (9 nl n2
Acidez Volatil en Acido Acético (Z) =l n-— (ﬁ + ?> -0,3
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7. EXTRACTO SECO TOTAL DENSIMETRICO (EST = INV - 10007)
7.1. Titulo

Determinacion de extracto seco total (método densimétrico) en vinos y mostos
Cddigo: EST — INV — 10007

7.2. Introduccién

El extracto seco total constituye un parametro fundamental en el control analitico de
productos vitivinicolas, ya que refleja el contenido de sustancias no volatiles presentes en

el vino o mosto, aportando informacion relevante sobre su composicion y calidad.

7.3. Alcance

El presente método establece la determinacion del extracto seco total en vinos, mostos y
otros productos vitivinicolas mediante método densimétrico mediante método

densimétrico aplicado al control oficial de productos vitivinicolas.

7.4. Definiciones

Extracto seco total: Conjunto de sustancias presentes en el vino 0 mosto que, bajo
condiciones fisicas determinadas, no se volatilizan. Dichas condiciones deben
establecerse de modo que las sustancias que componen el extracto sufran la minima

alteracion posible.
Extracto seco reducido: Corresponde al extracto seco total menos:

e Los azucares totales que excedan 1 g/L
o El sulfato de potasio que exceda 1 g/L
o El manitol, si estuviera presente

e Otras sustancias eventualmente adicionadas al producto
El extracto seco total se expresa en gramos por litro (g/L).

7.5. Principio

El método se basa en la comparacion entre la densidad de la muestra y la de una mezcla
hidroalcohdlica de igual graduacion alcohdlica. La diferencia entre ambas densidades

permite calcular el contenido de sustancias no volatiles (extracto seco).
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Esta forma de medir por densimetria la cantidad de sustancias disueltas en el vino y en el
mosto refleja que la naturaleza y cantidad de estas sustancias pueden variar, por lo que
para su calculo se utilizan férmulas estandarizadas.

La densidad del residuo sin alcohol se determina a partir de:

e La masa volumica del vino a 20 °C, corregida por el efecto de la acidez volatil.

e La masa volumica de la mezcla hidroalcohdlica correspondiente.

El extracto seco total se expresa como la cantidad de sacarosa que, disuelta en agua

hasta completar un litro, presenta la misma densidad que el residuo sin alcohol.

El método comprende las siguientes etapas:

o Determinacion del grado alcohdlico.

e Determinacion de la masa volumica.

e Determinacion de la acidez volatil (cuando corresponda).
e Calculo de la densidad del residuo sin alcohol.

e Conversiodn a extracto seco mediante tablas.

7.6. Reactivos y materiales

No se requieren reactivos especificos para la determinacion del extracto seco total por

método densimétrico.

Los reactivos empleados en las determinaciones previas (grado alcohdlico, masa
volimica y acidez volatil) deberan cumplir con los requisitos establecidos en los métodos

correspondientes.

7.7. Aparatos / Equipos

e Alcohdmetro o equipo para determinacion de grado alcohdlico

e Probetas

e Termometro

e Aredmetro con resolucion de cuatro cifras decimales o densimetro digital
equivalente

o Bateria de destilacion

o Destilador por arrastre de vapor

Los equipos deberan estar calibrados y verificados Confor?ﬁ?z%%ﬁ%%%ﬁf\iﬁﬁmfﬁm EC
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7.8. Preparaciéon de la muestra

7.8.1. Extracciéon de la muestra:

La muestra se tomara directamente del envase original, el cual deberd permanecer

cerrado hasta el momento del ensayo, evitando cualquier alteracion de su composicion.

7.8.2. Conservacion:

La muestra deberd conservarse en condiciones que eviten modificaciones de su

composicion, especialmente pérdidas de compuestos volatiles.

7.8.3. Preparacion para el analisis:

e En muestras con dioxido de carbono (vinos gasificados, frizzantes, espumosos o
mostos en fermentacion), eliminar el CO, mediante agitacién, vacio o ultrasonido.

e En muestras con materia en suspension, filtrar utilizando papel de filtro de
porosidad gruesa (tipo grado 3 o equivalente).

e Dejar constancia del tratamiento aplicado.

7.9. Procedimiento

7.9.1. Porcion de prueba

Se utilizaran las muestras obtenidas para las determinaciones previas, asegurando su

representatividad.

7.9.2. Determinaciones previas

Se deberan realizar previamente:

e Grado alcohdlico
e Masa volimica a 20 °C
e Acidez volatil (cuando corresponda)
Correccion de la masa volumica del vino
pv = p20 — 0,0000086 - a
Dénde:

PV: masa volumica corregida
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P20: masa volumica a 20 °C
a: acidez volatil expresada en meq/L

Determinacion de la masa volUimica de la mezcla hidroalcoholica

La masa volumica (pa) se obtiene a partir del grado alcohdlico utilizando la Tabla N° 2.1.

Calculo de la densidad del residuo sin alcohol

dr= 1,0018 - (pv—pa)+1

Dénde:

1,0018: inversa de la masa volumica del agua a 20 °C

pv: masa volimica del vino corregida

pa: masa volumica o densidad relativa de la mezcla hidroalcohdlica a 20°C (20/20 °C)

El valor de dr se expresara con cuatro cifras decimales.

Determinacion del extracto seco total: A partir del valor de dr:

e Se obtiene un valor base utilizando la Tabla N° 2.2 (primeras tres cifras
decimales)
e Se obtiene un valor de correccién utilizando la Tabla N° 2.3 (cuarta cifra decimal)

e Lasuma de ambos valores corresponde al extracto seco total (g/L)

7.9.3. Consideraciones particulares

e Sidr>1,3509, se debera realizar una dilucion 1:2 y corregir el resultado final.
e En mostos, arrope, caramelo de uva y mistela, no se aplica la correccién por
acidez volatil.
e En mostos sulfitados la determinacion del grado alcohdlico debera realizarse
mediante doble destilacion.
e En muestras con CO, o sdélidos, realizar desgasificacion y/o filtracién previa,

dejando constancia del procedimiento.

7.9.4. Calibracion

Los equipos utilizados deberan calibrarse conforme a los procedimientos especificos de

cada técnica involucrada.
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7.10. Calculo (Resultados)

El extracto seco total se expresa en gramos por litro (g/L), con dos decimales.

Los valores intermedios (pv y dr) se expresaran con cuatro cifras decimales conforme a
las reglas generales de redondeo vigentes.

El resultado final se obtiene a partir del valor de dr, utilizando:

e Elnimero entero y las tres primeras cifras decimales para la Tabla N° 2.2
e La cuarta cifra decimal para la Tabla N° 2.3

La suma de ambos valores corresponde al contenido de extracto seco total expresado en
g/L.
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Tabla 7.1 - Masa volumica aparente de mezclas hidroalcohdlicas a 20°C (parte 1: Alcohol 0 a 10 % (V/V) y parte 2: 11 a 21 Alcohol % (V/V) 20 °C

Alcohol %

(VIV) 20 °C 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.0 0.9982 0.9967 0.9952 0.9938 0.9924 0.9911 0.9897 0.9884 0.9872 0.9859 0.9847
0.1 0.9981 0.9966 0.9951 0.9937 0.9923 0.9909 0.9896 0.9883 0.9871 0.9858 0.9846
0.2 0.9979 0.9964 0.9950 0.9935 0.9922 0.9908 0.9895 0.9882 0.9869 0.9857 0.9845
0.3 0.9978 0.9963 0.9948 0.9934 0.9920 0.9907 0.9893 0.9881 0.9868 0.9856 0.9844
0.4 0.9976 0.9961 0.9947 0.9933 0.9919 0.9905 0.9892 0.9880 0.9867 0.9854 0.9843
0.5 0.9975 0.9960 0.9945 0.9931 0.9917 0.9904 0.9891 0.9879 0.9866 0.9853 0.9842
0.6 0.9973 0.9958 0.9944 0.9930 0.9916 0.9903 0.9890 0.9878 0.9864 0.9852 0.9841
0.7 0.9972 0.9957 0.9942 0.9928 0.9915 0.9901 0.9888 0.9877 0.9863 0.9851 0.9840
0.8 0.9970 0.9955 0.9941 0.9927 0.9913 0.9900 0.9887 0.9876 0.9862 0.9850 0.9839
0.9 0.9969 0.9954 0.9940 0.9926 0.9912 0.9899 0.9886 0.9875 0.9861 0.9848 0.9838

Alcohol %

(VIV) 20 °C 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0.0 0.9835 0.9824 0.9812 0.9801 0.9790 0.9779 0.9768 0.9757 0.9746 0.9736 0.9725
0.1 0.9834 0.9823 0.9811 0.9800 0.9789 0.9778 0.9767 0.9756 0.9745 0.9735 0.9724
0.2 0.9833 0.9821 0.9810 0.9799 0.9788 0.9777 0.9766 0.9755 0.9744 0.9733 0.9723
0.3 0.9832 0.9820 0.9809 0.9798 0.9786 0.9776 0.9765 0.9754 0.9743 0.9732 0.9722
0.4 0.9831 0.9819 0.9808 0.9796 0.9785 0.9774 0.9764 0.9753 0.9742 0.9731 0.9721
0.5 0.9830 0.9818 0.9807 0.9795 0.9784 0.9773 0.9763 0.9752 0.9741 0.9730 0.9719
0.6 0.9829 0.9817 0.9805 0.9794 0.9783 0.9772 0.9761 0.9751 0.9740 0.9729 0.9718
0.7 0.9828 0.9816 0.9804 0.9793 0.9782 0.9771 0.9760 0.9750 0.9739 0.9728 0.9717
0.8 0.9827 0.9814 0.9803 0.9792 0.9781 0.9770 0.9759 0.9749 0.9738 0.9727 0.9716
0.9 0.9826 0.9813 0.9802 0.9791 0.9780 0.9769 0.9758 0.9747 0.9737 0.9726 0.9715
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Tabla 7.2 — Célculo del contenido de extracto seco total

Densidad Tercer decimal de la densidad relativa
relativa
con dos 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
decimales Gramos por litro de extracto
1,00 0 2,6 5,1 7,7 10,3 12,9 15,4 18 20,6 23,2
1,01 25,8 28,4 31 33,6 36,2 38,8 41,3 43,9 46,5 49,1
1,02 51,7 54,3 56,9 59,5 62,1 64,7 67,3 69,9 72,5 75,1
1,03 77,7 80,3 82,9 85,5 88,1 90,7 93,3 95,9 98,5 1011
1,04 103,7 106,3 109 111,6 114,2 116,8 119,4 122 124,6 127,2
1,05 129,8 132,4 135 137,6 140,3 1429 145,5 148,1 150,7 153,3
1,06 155,9 158,6 161,2 163,8 166,4 169 171,7 174,3 176,9 179,5
1,07 182,1 184,8 187,4 190 192,6 195,2 197,8 200,5 203,1 205,8
1,08 208,4 211 213,6 216,2 218,9 221,5 224,1 226,8 229,4 232
1,09 234,7 237,3 239,9 2425 245,2 247,8 250,4 253,1 2557 258,4
1,10 261 263,6 266,3 268,9 271,5 274,2 276,8 279,5 282,1 284,8
1,11 287,4 290 292,7 295,3 298 300,6 303,3 305,9 308,6 311,2
1,12 313,9 316,5 319,2 321,8 324,5 327,1 329,8 332,4 335,1 337,8
1,13 340,4 343 345,7 348,3 351 353,7 356,3 359 361,6 364,3
1,14 366,9 369,6 372,3 375 377,6 380,3 382,9 385,6 388,3 390,9
1,15 393,6 396,2 398,9 401,6 404,3 406,9 409,6 412,3 415 417,6
1,16 420,3 423 425,7 428,3 431 433,7 436,4 439 4417 444.4
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Tabla 7.3 — Intercalar

o . o . o .
4° decimal Gramos de dadecimal Gramos de adecimal Gramos de
de la extracto/litro de la extracto/litro de la extracto/litro
densidad densidad densidad
1 0,3 4 1 7 1,8
2 0,5 5 1,3 8 2,1
3 0,8 6 1,6 9 2,3
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8. AZUCARES REDUCTORES (AZ - INV — 10008)

8.1. Titulo

Determinacién de azlcares reductores en vinos y mostos por titulacion con licor de Fehling

(Causse Bonnans)
Cdédigo: AZ — INV - 10008
8.2. Introduccioén

La determinacion de azlcares reductores constituye un pardmetro fundamental para la
caracterizacion de vinos y mostos, permitiendo evaluar su composicion, calidad y estado de
fermentacion. Este analisis resulta de especial importancia en el control enoldgico y en la

verificacién del cumplimiento de especificaciones reglamentarias.
8.3. Alcance

El presente método establece la determinacion de azucares reductores en vinos y mostos

mediante titulacion con solucién cuproalcalina (licor de Fehling Causse Bonnans).

Es aplicable al control de vinos, mostos y productos vitivinicolas, tanto en analisis de rutina

como en controles oficiales.
8.4. Definiciones

Azlcares reductores: conjunto de azucares que poseen funcién aldehidica o cetdnica libre,

capaces de reducir soluciones cuproalcalinas.
8.5.  Principio

El método se basa en la oxidacién de los azlcares reductores en medio alcalino a
temperatura de ebullicion, mediante el cobre presente en el complejo cuprotartrato alcalino
(licor de Fehling). La determinacion comprende dos operaciones sucesivas: defecacion y

dosaje.

| F-2026-107738308-REBIDANRA 47 287

Pégina 54 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
AZUCARES REDUCTORES (AZ — INV — 10008)

Durante la reaccion, los azucares reductores reducen el cobre (1) a cobre (l), provocando un

cambio observable mediante un indicador redox (azul de metileno).
El procedimiento comprende las siguientes etapas:

* Preparacion de la muestra (defecacioén - decoloracion)
* Preparacién y estandarizacion del reactivo

+ Titulacion de la muestra

» Determinacion del punto final

« Célculo de resultados

8.6. Reactivos y materiales
8.6.1. Reactivos

R1 — Acetato de plomo al 25 %

R2 — Carbon activado

R3 — Solucion de azicar invertido 5 g/L

Preparacion: Disolver 4,750 g de sacarosa p.a. en aproximadamente 100 mL de agua
destilada, agregar 5 mL de acido clorhidrico (6 = 1,19 g/mL) y mantener a 60 °C durante 1
hora. Enfriar, neutralizar exactamente con hidréxido de sodio, agregar 2 g de fenol y
completar a 1.000 mL con agua destilada.

R4 — Azul de metileno al 1 %

R5 — Reactivo de Fehling Causse Bonnans

R6 — Acido clorhidrico (5 = 1,19 g/mL)

R7 — Hidréxido de sodio

R8 — Fenol

R9 — Agua destilada

8.6.2. Materiales y Equipos

* Probeta de 100 mL /vaso de precipitado de 100 mL
* Pipetade 5 mL

* Gradilla porta embudo.

* Embudo y papel de filtro.

* Vaso de 100 mL, o tubo de 25 x 250
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8.7.

8.7.1.

Papel de filtro.

Bureta acodada de 25 mL graduada 1/10, incolora.
Erlenmeyer de 250 mL

Pipeta de doble aforo de 15 mL

Fuente de calentamiento (anafe o placa calefactora)

Muestreo (Preparacion de la muestra)

Muestra:

Tomar la muestra directamente del envase original previamente homogeneizado. Conservar

en recipiente cerrado hasta el momento del analisis.

8.7.2. Preparacion (defecacion):

8.7.3.

8.8.

8.8.1.

Colocar 90 mL de muestra, agregar 10 mL de acetato de plomo al 25 % y hasta
1 g de carbon activado.

Agitar y dejar reposar al menos 10 minutos.

Filtrar y recoger el filtrado en recipiente seco (vaso precipitado o tubo), descartar.

Si el filtrado presenta turbidez o color, repetir con mayor cantidad de carbén

activado.

Preparacion alternativa (sin acetato de plomo):

Colocar 100 mL de vino o mosto diluido y entre 0,5 g y no mas de 1 g de carbén
activado (dependiendo si es vino blanco o tinto).

Agitar y dejar decolorar al menos 10 minutos.

Filtrar sobre papel doble y recibir el filtrado sobre un vaso de precipitado o tubo

seco, descartando las dos o tres primeras gotas de filtrado.

Procedimiento

Porcion de prueba

Se emplea un volumen de muestra defecada o decolorada ajustado a una concentracién

aproximada de 5 g/L de azUcares reductores.
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8.8.2. Determinaciones

Preparacion del reactivo Fehling Causse Bonnans:

* Tartrato doble de sodio y potasio (Sal de Seignette): 130 g
* Hidréxido de sodio: 110 g

+ Sulfato de cobre cristalizado: 24 g

* Ferrocianuro de potasio: 16,8 g

* Agua destilada c.s.p. 1.000 mL

Disolver cada reactivo por separado, mezclar en el orden indicado y completar a 1.000 mL

con agua destilada.

Estandarizacion del reactivo:

* Colocar 15 mL de licor de Fehling y 50 mL de agua en un Erlenmeyer.

* Llevar a ebullicion y mantener una ebullicién franca durante toda la titulacion.

» Titular con solucion de azucar invertido desde bureta.

« Proximo al punto final, agregar 2 gotas de azul de metileno.

* Continuar la titulacion hasta desaparicion del color azul (solucién amarilla

limpida).

Condiciones:

+ Tiempo total de titulacion: 2,5—-3 minutos.
* Volumen esperado: 8,2 mL de solucién patron.

* Realizar al menos dos determinaciones y promediar

Titulacidn de la muestra:

* Colocar en la bureta el vino o mosto previamente defecado de acuerdo a la
técnica descripta anteriormente, y realizar la titulacion en forma idéntica a la
titulacion del reactivo "FCB".

* Repetir el procedimiento de titulacion en idénticas condiciones.

* Mantener las mismas condiciones de ebullicién y velocidad de goteo utilizadas

durante la estandarizaciéon del reactivo.
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« El liquido filtrado debe tener una concentracion proxima a 5 g/L, caso contrario

diluir para obtener dicha concentracion.

8.8.3. Calibracion

La calibracion del método se realiza mediante la estandarizacion del reactivo de Fehling

utilizando solucién de azucar invertido de concentracion conocida.
8.9. Célculo y Expresion de los resultados
Los azUcares reductores se expresan en g/L y se calculan mediante la siguiente expresion:

45.1
n

&l =

Azucar reductor (%) =

Dénde:

n = mL de muestra (vino o mosto decolorado o defecado) gastados en la titulacién.
d = factor de dilucion aplicado si la concentracién de azucar en el vino lo requiere.
45,1 = constante del método obtenida a partir del Reactivo de Fehling Causse Bonnans.

Para muestras sin acetato de plomo, se aplica la misma expresién considerando el volumen

de muestra decolorada utilizado.

41

1
Azucar reductor (%) = o

Dénde:

n =mL de muestra (vino o mosto decolorado o defecado) gastados en la titulacion.

41= constante del método, relacionada con la cantidad de azlUcar que reacciona con el

reactivo utilizado (normalmente Fehling).
d = dilucién aplicada al vino 0 mosto decolorado si la concentracion de azucar lo requiere.

Para la determinacion polarimétrica sin acetato de plomo:
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e No se realizara la determinacién polarimétrica en los analisis por “control” para vinos

Secos.

e Se debe realizar la determinacion de desviacion polarimétrica en todas las muestras
de vinos dulces naturales, edulcorados y mostos, sin acetato de plomo

e Cuando los resultados obtenidos de la desviacién polarimétrica arrojen resultados
fuera de los valores normales para el producto analizado, se deberd repetir la determinacion

por el método oficial con acetato de plomo.
8.10. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1985, 12 de noviembre). Resolucién C. 113/1985:
Se adoptan como métodos oficiales de andlisis para la determinacion de azlUcares
reductores en vinos y mostos por el método Fehling-Causse-Bonnans.
Argentina.gob.ar.

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1996, 22 de abril). Resolucion C. 11/1996:
Reglamento General de Andlisis - Anexo |, Cap. Il: Métodos analiticos oficiales para
vinos y mostos (Determinacion de azucares reductores por Fehling-Causse-
Bonnans). Argentina.gob.ar. *

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:
Method OIV-MA-AS311-01A. Reducing substances [Resolucion OIV/OENO
377/2009: Método OIV-MA-AS311-01A. Sustancias reductoras]. OIV Compendium of
International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/public/medias/2481/oiv-ma-as311-0la.pdf

* Para la determinacion de azticares reductores se tomé como marco normativo nacional el Reglamento General
de Andlisis del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV, Res. C. 11/1996; Res. C. 113/1985) mediante el método
cuprimétrico de Fehling-Causse-Bonnans. Asimismo, se adoptd como homdlogo y referencia internacional el
Método OIV-MA-AS311-01A (Resolucion OIV/OENO 377/2009) de la Organizacion Internacional de la Vifia y el
Vino (OIV, 2009), el cual comparte la misma base de reduccion cuproalcalina pero efectda la cuantificacion
mediante titulacion yodomeétrica.
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9. DESVIACION POLARIMETRICA (Desv Polar/Polarimetria — INV — 10009)

9.1. Titulo

Determinacién de la desviacién polarimétrica en vinos.
Cddigo: Desv Polar/Polarimetria — INV — 10009

9.2. Introducciéon

La observacion polarimétrica constituye una determinacion utilizada para evaluar la rotacion
Optica producida por sustancias Opticamente activas presentes en soluciones. En productos
vitivinicolas, la medicién se realiza sobre el liquido previamente decolorado y defecado y

permite expresar la desviacion del plano de la luz polarizada bajo condiciones normalizadas.
9.3. Alcance

Este método establece la determinacion de la observacion polarimétrica en vinos mediante
medicion del angulo de rotacién del plano de luz polarizada. Es aplicable a vinos
previamente preparados mediante decoloracion y defecacion segun la técnica

correspondiente.
9.4. Definiciones

Polarimetria: técnica analitica que mide la rotacién del plano de la luz polarizada producida

por sustancias épticamente activas presentes en una muestra.

Rotacion optica (a): angulo de desviacion del plano de la luz polarizada al atravesar una
muestra que contiene sustancias Opticamente activas, medido bajo condiciones definidas de

longitud de onda, temperatura y longitud del trayecto éptico.

Poder rotatorio especifico (0 rotacion especifica (a)): propiedad caracteristica de una
sustancia Opticamente activa, definida como la rotacién éptica observada bajo condiciones
especificadas de longitud de onda y temperatura, referida a una longitud de trayecto 6ptico

de 1 dmy a una concentracion determinada.
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Observacién polarimétrica: valor de la rotacion 6ptica medida mediante polarimetro en una
muestra preparada segun el método, expresado en grados polarimétricos bajo condiciones
definidas de longitud de onda, temperatura y longitud del trayecto Optico.

9.5. Principio

La observacion polarimétrica expresa la desviacion que experimenta el plano de luz
polarizada al atravesar un espesor de dos (2) decimetros del liquido obtenido luego de

decolorar y defecar el vino.

La determinacién debe realizarse utilizando luz monocromética amarilla correspondiente a la

raya D del sodio (longitud de onda aproximada de 589 nm).

9.6. Reactivos y materiales
9.6.1. Reactivos

Acetato de plomo al 25 % en agua destilada.
Carbon activado.
Sulfato de sodio en solucion saturada.

9.6.2. Materiales

Probeta de 50 mL.
Papel de filtro.

9.7. Aparatos

Polarimetro capaz de apreciar 0,1 (un décimo) de grado, provisto de iluminacion con luz de

sodio y tubo de observacion de 2 dm de longitud.

Termémetro de 0 °C a 30 °C graduado en décimos de grado (0,1 °C).

9.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
9.8.1. Procedimiento de muestreo

Conforme a la normativa vigente del INV para productos vitivinicolas.
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9.8.2.  Preparacion de la muestra

La muestra deberd encontrarse previamente decolorada, defecada y filtrada segun la técnica

descripta para la determinacién de azUcares reductores.

9.9. Procedimiento
9.9.1. Porcién de prueba

Utilizar el liquido obtenido luego de la decoloracién, defecacion y filtracion de la muestra.

9.9.2. Determinacion

Puesta a cero del aparato

La puesta a cero depende de las caracteristicas del equipo utilizado. Para ello deberan
seguirse las instrucciones establecidas por el fabricante en el manual de operacién
correspondiente.

Lectura de la muestra

Con el liquido defecado vy filtrado, enjuagar previamente el tubo del polarimetro.

Llenar el tubo lentamente evitando la formacion de burbujas de aire y colocarlo en el

polarimetro.

Efectuar la lectura en grados y fracciones de grado, registrando el signo correspondiente.

Cuando el equipo no disponga de correccion automatica de temperatura, medir previamente

la temperatura de la muestra.

9.9.3. Calibracion

La verificacion y ajuste del polarimetro deberan realizarse conforme a las instrucciones

establecidas por el fabricante del equipo.

9.10. Calculo

La observacién polarimétrica a 15 °C se calcula mediante la expresion:
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d
0,9

ap =

Donde:
ap = observacion polarimétrica corregida a 15 °C
d = lectura expresada en grados y décimos de grado polarimétrico.
0,9 = factor de correccién correspondiente a la dilucién introducida por el agregado de
acetato de plomo durante la preparacion de la muestra.
Los grados sacarimétricos se calculan mediante la expresion:

a = ap - 4,615
Donde:
o = grados sacarimétricos.
ap = observacién polarimétrica corregida a 15 °C
Si la lectura no se realiza a 15 °C, debera efectuarse la correccién de temperatura conforme
a la técnica de determinacién de p/aa.

9.11. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia'y el Vino. Compendio internacional de métodos de
andlisis de vinos y mostos. OIV. https://www.oiv.int/es/standards/compendium-of-
international-methods-of-wine-and-must-analysis®

® Nota: En el interior de este compendio digital de acceso publico, la OIV clasifica los ensayos en
diferentes volimenes y fichas técnicas segun los parametros opticos, fisicos y quimicos
correspondientes.
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10. ANHIDRIDO SULFUROSO LIBRE (SO, libre — INV — 10010)

10.1. Titulo

Determinacion de anhidrido sulfuroso libre en vinos por titulacion con yodo en medio acido.
Cddigo: SO, libre — INV —= 10010

10.2. Introduccion

El anhidrido sulfuroso libre constituye la fraccién del diéxido de azufre presente en el vino
que se encuentra disponible para ejercer accidon antioxidante y antimicrobiana. Su
determinacion resulta fundamental para evaluar la estabilidad microbiolégica y oxidativa del

producto y verificar el cumplimiento de los requisitos de calidad enoldgicos.
10.3. Alcance

Este método establece la determinacién del anhidrido sulfuroso libre en vinos mediante
titulacion quimica con solucion de yodo en medio acido. Se aplica a vinos blancos, rosados y

tintos, asi como a otros productos vitivinicolas que contengan diéxido de azufre libre.
10.4. Definiciones

Anhidrido sulfuroso libre (SO libre): fraccion del diéxido de azufre presente en el vino en
forma disuelta, principalmente como bisulfito (HSOs™) y en menor proporcion, como diéxido
de azufre molecular (SO,), que no ha reaccionado con otros componentes del vino y que

actla directamente en la proteccion frente a la oxidacion y el crecimiento microbiano.
Se expresa en mg-L™ de SO,.
10.5. Principio

El método se basa en la oxidacion del anhidrido sulfuroso libre presente en la muestra

mediante una solucion de yodo de concentracion conocida, en medio acido.

La titulacion se realiza utilizando engrudo de almidén como indicador, determinandose el

punto final por la aparicion de una coloracion azul persistente.
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10.6.

10.6.1.

10.8.

10.8.1.

Reactivos y materiales
Reactivos

Solucién de acido sulfurico al 10 % (V/V)
Solucién de yodo 0,02 N.

Engrudo de almidén al 2-4 %

Materiales

Erlenmeyer de 250 mL.
Pipeta de doble aforo de 50 mL.
Bureta graduada de 25 mL, division 0,1 mL, color caramelo.

Aparatos

Balanza analitica (cuando corresponda para preparacion de soluciones)
Agitador manual o mecanico

Fuente de luz potente (opcional para vinos tintos muy coloreados)

Muestreo (Preparaciéon de la muestra)

Procedimiento de muestreo

Conforme a la normativa vigente del INV para productos vitivinicolas.

10.8.2.

Preparacion de la muestra

Homogeneizar la muestra antes del analisis evitando pérdidas de diéxido de azufre por

agitacion excesiva.

10.9.

10.9.1.

Procedimiento

Porcion de prueba

Medir exactamente 50 mL de vino utilizando una pipeta de doble aforo y transferirlos a un

Erlenmeyer de 250 mL.
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10.9.2. Determinacioén

e Agregar 3 mL de solucion de &cido sulftrico al 10 %

e Incorporar 2 mL de engrudo de almidén al 2—-4 %

e Titular con solucién de yodo 0,02 N.

e Continuar la titulacion hasta que la coloracion azul, inicialmente fugaz, persista
claramente durante 10 a 15 segundos.

e Registrar el volumen de solucion de yodo consumido, expresado en mL
Siendo:
n = mL de solucién de yodo 0,02 N gastados en la titulacion.

Nota: En vinos tintos de color intenso, para facilitar la observacion del punto final de la
titulacion, puede utilizarse un haz de luz potente dirigido perpendicularmente al Erlenmeyer.

De esta manera el vino se visualiza opaco en el momento del viraje del almidén.

Alternativamente, puede realizarse una dilucién 1:2 de la muestra. En tal caso, debera

considerarse el correspondiente factor de dilucién en el calculo del resultado.

10.9.3. Calibracion

No aplica calibracién instrumental.

La determinacién se basa en el empleo de solucién titulada de yodo 0,02 N.
10.10. Calculo y expresion de los resultados

El anhidrido sulfuroso libre se calcula mediante la expresion:

S02 libre (g) =256-n

Doénde:
N = mL de solucion de yodo 0,02 N consumidos en la titulacién.

Se expresa en mg-L™.
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Si en la determinacion se utiliza la mitad del volumen de vino, 25 mL en lugar de 50 mL

dividir por 2 el factor para obtener el resultado.

$02 libre (#) -12,8n

El resultado se expresa en mg-L™ de SO,.

10.11. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino [OIV]. (2009). Compendio de los métodos
internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-AS323-04B:R2009.
Determinacion de anhidrido sulfuroso libre. OIV. https://www.oiv.int/
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11. ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL (SO, total — INV — 10011)

11.1. Titulo

Determinacién de anhidrido sulfuroso total en vinos por titulacion con yodo en medio 4cido
Cddigo: SO, total — INV — 10011

11.2. Introduccioén

El anhidrido sulfuroso total es un parametro esencial en la caracterizacion de vinos, ya que
incluye tanto el dioxido de azufre libre como el combinado. Su control es fundamental para
garantizar la estabilidad microbiol6gica y la calidad sensorial del producto.

11.3. Alcance

Este método establece la determinacién del anhidrido sulfuroso total en vinos mediante
titulacién quimica. Se aplica a vinos blancos, rosados y tintos, asi como a otros productos

vitivinicolas que contengan diéxido de azufre total.
11.4. Definiciones

Anhidrido sulfuroso total (SO, total): cantidad total de diéxido de azufre expresada en

mg-L™* presente en la muestra de vino, incluyendo la fraccién libre y la fraccion combinada.
11.5. Principio

El método consiste en liberar el anhidrido sulfuroso combinado mediante alcalinizacién con
hidréxido de potasio. Posteriormente, se dosifica junto con el SO, libre mediante oxidacion
con una solucion de yodo en medio &cido, utilizando engrudo de almidon como indicador del

punto final de titulacion.

11.6. Reactivos y materiales
11.6.1. Reactivos:

e Acido sulfarico 20 %
e Solucion de yodo 0,02 N

e Engrudo de almidon 2-4 %
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e Hidréxido de potasio 1 N

11.6.2. Materiales y equipos:

e Erlenmeyer de 250 mL con tapon

e Pipeta de doble aforo de 50 mL

e Bureta graduada de 25 mL 1/10, color caramelo
e Pipeta graduada de 25 mL y pro pipeta

e Pipetas graduadas de 10 mL

11.7. Aparatos

e Balanza analitica (cuando corresponda para preparacion de soluciones)
e Agitador manual o mecéanico

o Fuente de luz potente (opcional para vinos tintos muy coloreados)

11.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

e Procedimiento de muestreo: conforme a normativa vigente del INV.
e Preparacién de la muestra: la muestra de vino se agita suavemente antes de la
titulacion. En vinos turbios o muy coloreados se puede diluir o utilizar un haz de luz

potente para facilitar la observacion del punto final.

11.9. Procedimiento
11.9.1. Porcién de prueba

Colocar 25 mL de solucién de hidréxido de potasio 1 N en un Erlenmeyer de 250 mL.

Agregar 50 mL de vino utilizando pipeta de doble aforo, colocando el extremo de ésta lo méas
proximo posible a la solucién alcalina, y dejar escurrir el vino lentamente por las paredes del

Erlenmeyer. Dejar en reposo minimo 15 minutos.

11.9.2. Determinacion(es)

1. Agregar 5 mL de &cido sulfarico 20 % y 2 mL de engrudo de almidon 2—4 %
2. Titular inmediatamente con solucion de yodo 0,02 N gota a gota sobre fondo blanco,

agitando suavemente.
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3. El punto final se alcanza cuando la solucion vira a color azul persistente, indicando el
agotamiento del SO, libre y combinado. La coloracion final dependera de la matriz

original del vino.
Nota:

En vinos tintos de color intenso, se recomienda utilizar un haz de luz potente perpendicular
al Erlenmeyer. De esta manera el vino se visualiza opaco en el momento del viraje del

almidon.

Se puede recurrir a diluciones del vino al medio; en tal caso, considerar la diluciéon en el

calculo final.

11.9.3. Calibracion

No aplica calibracién instrumental; la titulacion se basa en soluciones tituladas de yodo 0,02
N.

11.10. Calculo y expresion de los resultados

El anhidrido sulfuroso total se calcula mediante la expresion:

S02 total (#) —256-n

Donde:
n = mL de solucién de yodo gastados
Se expresa en mg-L™.

Si en la determinacion se utiliza la mitad del volumen, 25 mL en lugar de 50 mL dividir por 2

el factor para obtener el resultado.

S02 total (#) -12,8-n
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11.11. Bibliografia
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12.  SULFATOS - SEMICUANTITATIVO (SO4/SC - INV - 10012)

12.1. Titulo
Determinacion semicuantitativa de sulfatos en vinos.
Cadigo: SO, /SC - INV — 10012

12.2. Introduccién

Los sulfatos presentes en los vinos provienen tanto de la composicion natural de la uva
como de la incorporacion de sales sulfatadas durante los procesos de elaboracion y
tratamiento. Debido a que concentraciones elevadas pueden afectar la calidad del producto
y exceder los limites establecidos por la legislacién vigente, resulta necesario controlar su

contenido.

12.3. Alcance

Este método establece la determinacién semicuantitativa de sulfatos en vinos mediante
precipitacién con cloruro de bario. Es aplicable a vinos destinados al control oficial de

composicion y cumplimiento de los limites reglamentarios de sulfatos.

12.4. Definiciones

Los sulfatos son sales o ésteres derivados del acido sulfarico presente naturalmente en el
vino o incorporado durante los procesos de vinificacion. La adicion de sales sulfatadas
puede incrementar su concentracion, por lo que resulta necesario controlar su contenido
debido a su incidencia negativa sobre la calidad del producto y por los limites establecidos

por la normativa vigente.

A los efectos de este método, el resultado permite establecer si la concentracion de sulfatos
se encuentra por encima o por debajo del limite de referencia establecido por la normativa

vigente.

12.5. Principio

El método se basa en la precipitacion del ion sulfato mediante una solucion de cloruro de

bario de concentracion conocida (licor gipsométrico), formando sulfato de bario insoluble.
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La cantidad de reactivo agregada permite establecer, mediante una prueba comparativa de
turbidez sobre el sobrenadante, si el contenido de sulfatos de la muestra es superior o
inferior al limite fijado por la legislacion.

12.6. Reactivos y materiales
12.6.1. Reactivos

Solucién A (Licor gipsométrico).

Preparacion:

* Pesar 2,804 g de cloruro de bario dihidratado (BaCl,-2H,0), grado analitico.
» Agregar 6 mL de acido clorhidrico (densidad 1,19 g/mL).
* Llevar a1 litro con agua bidestilada.

Solucién B: cloruro de bario al 10 % (p/V).

.« H,S0,al20% (V/V)

12.6.2. Materiales

* Tubos de ensayo de 20 mL.

* Pipeta doble aforo de 10 mL.
12.7. Aparatos
Mechero o sistema de calentamiento equivalente.
12.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

La muestra deberd encontrarse homogénea y ser representativa. Si presenta turbidez, filtrar

previamente mediante papel de filtro comin antes de realizar el ensayo.

12.9. Procedimiento

12.9.1. Porcion de prueba

Tomar 10 mL de vino previamente homogeneizado.
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12.9.2. Determinacioén

1.

o s~ 0N

o

8.
9.

Colocar 10 mL de vino en un tubo de ensayo.

Agregar 5 mL de Solucidn A (licor gipsométrico).

Homogeneizar cuidadosamente.

Calentar directamente sobre llama evitando pérdidas por proyeccién.

Dejar reposar hasta la sedimentacién completa del precipitado de sulfato de bario
(BaSO,).

Recuperar cuidadosamente el sobrenadante sin alterar el precipitado formado.

Dividir el sobrenadante en dos fracciones aproximadamente iguales utilizando dos
tubos de ensayo limpios.

Identificar los tubos como Tubo 1y Tubo 2.

Agregar al Tubo 1: 1 mL de &cido sulftirico al 20 %

10. Agregar al Tubo 2: 1 mL de Solucion B (cloruro de bario al 10 %).

11. Observar la aparicion de turbidez en ambos tubos.

Figura 27.1 — Procedimiento de ensayo para la determinaciébn semicuantitativa de
Sulfatos (Toque)

AN

Calemtamiento de muestra de vino
con Licor Gipsométrico

/\

Desdoblamiento del so brenadante

\

Tubo 1 Tubo 2

1 ml SOH:20% Solucién B
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En la imagen superior se muestra la precipitacién de sulfatos mediante calentamiento de la
muestra con licor gipsométrico. En la imagen inferior se representa la division del

sobrenadante en dos fracciones equivalentes para la prueba comparativa de turbidez.

12.9.3. Criterio de interpretacion

* Si se observa enturbiamiento en el Tubo 1 y el Tubo 2 permanece limpido, la
muestra no supera el limite de sulfatos establecido.
* Si el enturbiamiento aparece en el Tubo 2, la muestra contiene sulfatos en

concentracién superior al limite establecido.
12.10. Célculo y expresion de los resultados
12.10.1. Calculo

El método es de caracter semicuantitativo y permite establecer si el contenido de sulfatos de
la muestra se encuentra por encima o por debajo del valor de referencia equivalente a 1,00

g/L de sulfato de potasio (K,SO,).

La cantidad de sulfatos precipitable puede expresarse como sulfato de potasio (K,SO,),
considerando que cada 1 mL de Solucion A (licor gipsométrico) agregado a 10 mL de vino

precipita el equivalente a 0,20 g/L de K,SO,.

Dado que en el ensayo se agregan 5 mL de Soluciéon A, la cantidad total de reactivo
empleada corresponde aproximadamente a un contenido de 1,00 g/L de sulfato de potasio

(K2S0,), que constituye el limite de referencia del método.
12.10.2. Expresion de los resultados
Los resultados se expresan como:

+ S04 <al limite reglamentario 6

« SOy > al limite reglamentario.

Cuando corresponda, el contenido podra expresarse como equivalente a sulfato de potasio

(K2S0,), utilizando la relacién indicada en el apartado 27.10.1.
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12.10.3. Informe de ensayo

Sulfatos: Cumple / No cumple con el limite reglamentario vigente.

12.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1972). Manual de técnicas analiticas (pp. 61-62)
INV.
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13. SULFATOS POR GRAVIMETRIA (SO47/GR — INV — 10013)

13.1. Titulo

Determinacién de sulfatos en vinos por gravimetria.
Cédigo: SO4 /GR - INV - 10013

13.2. Introduccién

Los sulfatos presentes en los vinos provienen tanto de la composicion natural de la uva
como de la incorporacién de sales sulfatadas durante los procesos de elaboracion. Dado
gue concentraciones elevadas pueden afectar la calidad del producto y exceder los limites

establecidos por la legislacion vigente, resulta necesario controlar su contenido.
13.3. Alcance

Este método establece la determinacion cuantitativa de sulfatos en vinos mediante

precipitacion gravimétrica como sulfato de bario.

Es aplicable a vinos destinados al control oficial de composicion y cumplimiento de los

limites reglamentarios de sulfatos.
13.4. Definiciones

Los sulfatos son sales o ésteres derivados del acido sulflrico presente naturalmente en el

vino o incorporado durante los procesos de vinificacion.

A los efectos de este método, el contenido de sulfatos se expresa como gramos por litro de

sulfato de potasio (K,SO,).
13.5. Principio

El método se basa en la precipitacion cuantitativa del ion sulfato mediante cloruro de bario

en medio acido, formando sulfato de bario (BaSO,), compuesto practicamente insoluble.
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El precipitado obtenido se separa por filtracion, se calcina hasta masa constante y se

determina gravimétricamente. A partir de la masa de sulfato de bario obtenida se calcula el

contenido de sulfatos expresado como sulfato de potasio.

13.6.

13.6.1.

13.8.

Reactivos y materiales

Reactivos

Acido clorhidrico (HCI), densidad (8) = 1,19 g/mL dispuesto en gotero.
Solucién de cloruro de bario al 10 % (p/V).
Agua destilada libre de sulfatos.

Acido nitrico concentrado.
Materiales

Vasos precipitados de 250 mL.

Varillas de vidrio.

Pipeta graduada de 10 mL.

Vidrio de reloj de diametro superior al vaso de precipitados.
Matraz aforado de 100 mL.

Embudo de vidrio de vastago largo.

Pinza para mufla.

Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Piseta.

Céapsula de platino.

Papel de filtro libre para cenizas, banda azul.

Desecador con cloruro de calcio.
Aparatos

Horno mufla con capacidad de alcanzar 800 °C.

Balanza analitica con resolucion minima de 0,0001 g.

Muestreo (Preparacion de la muestra)

La muestra debera encontrarse homogénea y ser representativa.
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Si presenta turbidez, filtrar previamente mediante papel de filtro adecuado hasta obtener una

muestra limpida.

13.9.

13.9.1.

Procedimiento

Porcién de prueba

Medir exactamente 100 mL de vino utilizando un matraz aforado.

13.9.2.

© © N o

11.
12.
13.

14.
15.

16.

17.

Determinacion

Transferir cuantitativamente 100 mL de vino a un vaso de precipitados de 250 mL.
Enjuagar el matraz aforado con pequefias porciones de agua destilada libre de
sulfatos, transfiriendo los lavados al vaso de precipitados. Asegurar que no queden
restos de muestra adheridos al matraz aforado.

Ajustar el volumen total a un méaximo de 150 mL.

Calentar hasta ebullicion moderada evitando pérdidas por proyeccion.

Agitar suavemente con una varilla de vidrio cuando sea necesario. Enjuagar la varilla
sobre el vaso de precipitados para evitar pérdidas de muestra.

Concentrar la muestra hasta un volumen aproximado de 50 mL.

Realizar esta operacion bajo campana de extraccion.

Agregar lentamente 0,3 mL de acido clorhidrico (aproximadamente 7 gotas).

Mantener la ebullicidon durante 2 minutos.

.Agregar gota a gota 8 mL de solucibn de cloruro de bario al 10 % (p/V),

distribuyendo el reactivo sobre toda la superficie de la muestra.

Mantener el calentamiento durante 1 minuto adicional.

Cubrir el vaso con un vidrio de reloj.

Dejar enfriar y reposar hasta el dia siguiente para permitir la sedimentacion completa
del sulfato de bario formado.

Filtrar utilizando papel de filtro libre de cenizas, banda azul.

Lavar el precipitado con agua destilada libre de sulfatos hasta eliminar
completamente el exceso de ion bario.

Verificar la ausencia de ion bario en el filtrado agregando una gota de acido sulfarico
al 20 %

La ausencia de enturbiamiento indica que el lavado es completo.
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18.
19.
20.

21.
22.
23.
24.

25.
26.
27.
28.
29.

Repetir la comprobacién durante los sucesivos lavados hasta alcanzar el punto final.
Tarar previamente una capsula de platino limpia y seca.

Transferir cuidadosamente el papel de filtro con el precipitado a la capsula, evitando
pérdidas de material.

Carbonizar el papel lentamente sobre llama moderada.

Completar la combustién favoreciendo un adecuado acceso de aire.

Calcinar en mufla a 800 °C durante 15 minutos.

Si el residuo presenta particulas negras o indicios de carbén sin quemar, dejar
enfriar.

Agregar dos gotas de 4cido nitrico concentrado.

Evaporar cuidadosamente bajo campana.

Calcinar nuevamente a 800 °C hasta obtener un residuo completamente blanco.
Enfriar en desecador hasta temperatura ambiente.

Pesar la capsula con el residuo de sulfato de bario.

13.9.3. Observaciones

Lavado del precipitado

Durante la filtracién y el lavado deberan observarse las siguientes condiciones:

13.10.

Utilizar pequefas porciones de agua de lavado.

Permitir el escurrimiento completo entre cada lavado.

Evitar que el nivel del liquido alcance una distancia menor de 5 mm respecto del
borde superior del papel de filtro.

El precipitado no debera ocupar mas de un tercio a la mitad de la superficie Gtil del
papel de filtro.

Célculo y expresion de resultados

13.10.1. Calculo

El contenido de sulfatos se expresa como gramos por litro de sulfato de potasio (K,SO,) y se

calcula mediante la expresion:

K»504(g/L) = p - 7,465

| F-2026-107738308-REBIDANRP 4@ 287

Pégina 80 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
SULFATOS POR GRAVIMETRIA (SO4=/GR - INV — 10013)

Donde:
p = masa de sulfato de bario (BaSO,) obtenida, expresada en gramos.
7,465 = factor derivado de la relacién entre los pesos moleculares del sulfato de bario y del

sulfato de potasio.

13.10.2. Expresion de resultados

Los resultados se expresan en g/L de sulfato de potasio: (K,SO,), Informar el resultado con

dos cifras decimales, salvo disposicion normativa especifica.

13.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (2017, 13 de noviembre). Resolucion 275-E/2017:
Fijanse para los vinos, los limites méaximos de contenido de cloruros y de sulfatos.
Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-287281/texto

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Method OIV-MA-AS321-05A:
Sulfates (gravimetry) [Método OIV-MA-AS321-05A: Sulfatos (gravimetria)]. OIV
Compendium of International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/public/medias/2408/oiv-ma-as321-05a.pdf
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14. CAL expresada como oOxido de calcio, CaO (Cal/Gravimetria — INV —
10014)

14.1. Titulo

Determinacion de calcio expresado como o6xido de calcio (CaO) en vinos por método
gravimeétrico.
Cddigo: Cal/Gravimetria — INV — 10014

14.2. Introduccioén

La cal, expresada como 6xido de calcio (CaO), puede emplearse en practicas enoldgicas
destinadas a la correccion de la acidez de mostos y vinos. Su determinacion permite
verificar el cumplimiento de los limites establecidos y controlar los tratamientos realizados
durante la elaboracion. La cal, en forma de 6xido de calcio (CaO), es una sustancia alcalina
gue puede utilizarse en procesos de correccion de la acidez de los mostos y vinos.

14.3. Alcance

Este método establece la determinacién de calcio expresado como éxido de calcio (CaO) en

vinos mediante precipitacién con oxalato de amonio y determinacién gravimétrica.

Es aplicable a vinos y otros productos vitivinicolas en los que se requiera cuantificar el

contenido de calcio.
14.4. Definiciones

Cal: sustancia alcalina utilizada en procesos enoldgicos de correccion de la acidez de
mostos y vinos, cuya determinacion se expresa convencionalmente como 6xido de calcio
(Ca0). Su contenido se expresa convencionalmente como miligramos de 6xido de calcio por
litro (mg-L™t de CaO).

14.5. Principio

El método se basa en la precipitacién del calcio presente en la muestra como oxalato de

calcio mediante adicion de oxalato de amonio en medio adecuadamente ajustado.
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El precipitado obtenido se filtra, calcina y transforma a sulfato de calcio mediante tratamiento
con &cido sulfurico. Finalmente, el sulfato de calcio se determina gravimétricamente y el
resultado se expresa como 6xido de calcio mediante la aplicacién del correspondiente factor

gravimeétrico.

14.6. Reactivos y materiales
14.6.1. Reactivos

e Solucion saturada de oxalato de amonio (o0 solucién de oxalato de amonio al 4 %)
e Soluciéon de amoniaco, densidad 0,910.

« Acido acético glacial.

« Acido sulfarico al 20 %

e Solucion diluida de oxalato de amonio (1:100).

e Agua destilada.

14.6.2. Materiales

o Papel de filtro libre de cenizas, banda negra.
e Céapsula de platino.
e Varilla de vidrio.

e Vidrio de reloj.
14.7. Aparatos

e Balanza analitica con resolucion de 0,0001 g

e Mufla eléctrica con temperatura regulable hasta 800 °C

e Desecador con cloruro de calcio u otro agente desecante adecuado.
e Vaso de precipitados de 250 mL

e Erlenmeyer de 250 mL

e Matraz aforado de 100 mL

e Embudo de vidrio de vastago largo.

e Pipeta graduada de 10 mL

o Piseta.

e Pinzas para mufla.

e Campana de extraccion.
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14.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
14.8.1. Procedimiento de muestreo

Conforme a la normativa vigente del INV para productos vitivinicolas.

14.8.2. Preparacion de la muestra

La muestra debera encontrarse limpida, caso contrario, debera filtrarse previamente.
Homogeneizar antes del andlisis.

14.9. Procedimiento

14.9.1. Porcion de prueba

Medir exactamente 100 mL de muestra y transferirlos a un vaso de precipitados de 250 mL.

Enjuagar cuantitativamente el matraz aforado con agua destilada y reunir los lavados en el

vaso de precipitados, sin superar un volumen aproximado de 150 mL.

14.9.2. Determinacioén

Calentar la muestra hasta ebullicibn moderada evitando pérdidas por proyeccién. Durante el
calentamiento puede agitarse suavemente con una varilla de vidrio, realizando
posteriormente el enjuague de la varilla sobre el vaso de precipitados para evitar pérdidas

de muestra.

Mantener la ebullicién y concentrar la muestra hasta un volumen aproximado de 50 mL. La

operacion deberd realizarse bajo campana de extraccion.

Agregar solucion de amoniaco hasta alcanzar la neutralizacion de la muestra, evidenciada

por el cambio de color caracteristico de la matriz.

Adicionar posteriormente acido acético glacial hasta restablecer un medio ligeramente acido,

observado por el retorno al color original de la muestra. Evitar excesos de &cido.

Sin interrumpir la ebullicion, agregar 10 mL de solucion de oxalato de amonio al 4 %
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Finalizada la adicion, retirar la fuente de calor y dejar reposar la muestra tapada con vidrio

de reloj durante un minimo de 12 horas, preferentemente de un dia para otro.

Filtrar cuantitativamente el precipitado mediante papel de filtro libre de cenizas, banda

negra.

Lavar el precipitado con solucion diluida de oxalato de amonio (1:100) y posteriormente con
agua destilada hasta eliminacion completa de los reactivos solubles. La ausencia de oxalato
soluble en el filtrado puede verificarse mediante ensayo con cloruro de bario en un tubo de
ensayo.

Proceder a la tara de una capsula de platino limpia y seca.

Transferir cuidadosamente el papel de filtro con el precipitado a la cipsula de platino tarada.
Secar a temperatura moderada y posteriormente carbonizar el papel de filtro.

Introducir la capsula en una mufla a 800 °C y calcinar hasta obtener cenizas blancas

exentas de residuos carbonosos, durante aproximadamente 15 minutos.

Si permanecieran residuos carbonosos, dejar enfriar, agregar aproximadamente 5 mL de

agua destilada, evaporar nuevamente y repetir la calcinacion.

Una vez fria la capsula, agregar cantidad suficiente de acido sulfdrico al 20 % para

transformar el oxalato de calcio en sulfato de calcio.

Evaporar cuidadosamente bajo campana de extraccion hasta la eliminacion total del exceso

de acido sulfarico, evidenciada por la desaparicién de los humos blancos.

Calcinar nuevamente a 800°C durante 15 minutos.

Transferir la capsula al desecador, dejar enfriar a temperatura ambiente y pesar con una

aproximacion de 0,0001 g (cuatro decimales).

Nota: lavado del precipitado

Realizar los lavados utilizando pequefias porciones de liquido, permitiendo el escurrimiento

completo entre cada adicion.
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Evitar que el nivel del liquido alcance una distancia menor de 5 mm respecto del borde

superior del papel de filtro.

El precipitado no deberd ocupar mas de un tercio a la mitad de la superficie Gtil del papel de
filtro.

14.9.3. Calibracion

Verificar periédicamente la calibracion de la balanza analitica y el control de temperatura de

la mufla conforme a los procedimientos vigentes del laboratorio.
14.10. Calculo y expresion de los resultados

El contenido de calcio expresado como Oxido de calcio se calcula mediante la siguiente

expresion:

mg,
Ca0 (—L ) =(p-—-t)- 4118
Doénde:

p = peso de la capsula mas el sulfato de calcio obtenido, en gramos.
t = peso de la capsula tarada, en gramos.
411,8 = factor gravimétrico para convertir sulfato de calcio (CaS0O,) a 6xido de calcio (CaO),

referido a la porcion de ensayo utilizada.

El resultado se expresa en mg-L 1 de CaO.

14.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Viticultura. (29 de septiembre de 1992). Resolucién C.103/1992.
Limite superior de calcio en Vvinos. Mendoza, Argentina.
https://consultas.inv.gob.ar/index.php?r=resoluciones/verpdf&server name=Resoluci
onesC/1992/ResolucionC103-1992.pdf

Manual de Técnicas Analiticas. Mendoza: INV, 1972, p. 67—68.
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15. FERROCIANURO (Ferrocianuro — INV — 10015)

15.1. Titulo

Deteccion de ferrocianuro en vinos mediante reaccion con sales férricas.
Cddigo: Ferrocianuro — INV — 10015

15.2. Introduccidén

El ferrocianuro ha sido utilizado en enologia como agente estabilizante para la eliminacion
de metales, principalmente hierro y cobre, responsables de alteraciones de estabilidad y
defectos visuales en los vinos (quiebras metalicas). Debido a que su presencia residual en el
producto terminado no esta permitida, resulta necesario verificar la ausencia de ferrocianuro

soluble o precipitado mediante métodos analiticos especificos.
15.3. Alcance

Este método establece la deteccion cualitativa de ferrocianuro en vinos. Es aplicable a vinos
blancos, rosados y tintos, asi como a otros productos vitivinicolas cuando se requiera

verificar la ausencia de residuos de tratamientos con ferrocianuro.
15.4. Definiciones

Ferrocianuro: compuesto complejo del hierro que puede utilizarse como agente clarificante
para la eliminacién de metales pesados, principalmente hierro y cobre. Su funcién principal
es eliminar metales pesados (especialmente hierro y cobre) que pueden causar turbidez,

oxidacion o sabores desagradables en el vino.

Ferrocianuro férrico: precipitado azul caracteristico que se forma por reaccion entre el ion
ferrocianuro y las sales férricas en medio acido, utilizado como evidencia de la presencia de

ferrocianuro.
15.5. Principio

El método se basa en la verificacion de la ausencia de precipitado de ferrocianuro férrico
presente en suspensién o en el sedimento de la muestra y en la deteccion del ion

ferrocianuro mediante la adicidon de una sal férrica a la muestra acidificada.
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La observacion se realiza sobre el residuo obtenido por filtracion sobre membrana o, cuando

la naturaleza de la muestra dificulte la filtracién, mediante centrifugacion. La metodologia de

uso general sera la filtracion por membrana, cuyo resultado sera valido. En caso de que por

presencia de gomas, mucilagos u otras sustancias coloidales la filtracion resulte dificultosa,

se empleard la centrifugacion como procedimiento alternativo.

La aparicién de coloracién o precipitado azul indica presencia de ferrocianuro.

15.6.

15.6.1.

15.6.2.

15.7.

15.8.

Reactivos y materiales
Reactivos

Solucion de acido clorhidrico exento de hierro (1+1)
Solucién de sulfato férrico ((SO4)sFe,) amonico al 15 % (p/V)
Solucién lavadora compuesta por:
o Etanol 45 % (V/V)
o Agua destilada 45 % (V/V)
o Acido clorhidrico 10 % (V/V)
Agua oxigenada de 10 volimenes.

Materiales

Membranas de nitrato de celulosa blancas de 0,45 pm de porosidad y 47 mm de
diametro.

Tubos cénicos para centrifugacién de 50 mL.
Aparatos

Equipo de filtracion apto para membranas de 47 mm de didmetro.
Centrifuga capaz de trabajar a una velocidad minima de 3.500 rpm
Pipetas volumétricas de 25 mL o 50 mL

Pipeta graduada de 5 mL

Material de laboratorio de uso corriente.

Muestreo (Preparacién de la muestra)
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15.8.1. Procedimiento de muestreo

Conforme a la normativa vigente del INV para productos vitivinicolas.

15.8.2. Preparacion de la muestra

La muestra deberd encontrarse homogénea antes del analisis.

La preparacién se realizard mediante filtracion por membrana. Cuando la presencia de
gomas, mucilagos u otras sustancias coloidales dificulte la filtracion, podr4 emplearse

centrifugacion como procedimiento alternativo.

15.9. Procedimiento
15.9.1. Porcidn de prueba

Tomar 50 mL de muestra de vino previamente filtrada o centrifugada.
15.9.2. Determinacion

e Deteccién de ferrocianuro en suspensiéon o sedimento

Filtrar la muestra mediante membrana de nitrato de celulosa de 0,45 um o, alternativamente,

centrifugarla a una velocidad minima de 3.500 rpm.

Examinar el residuo retenido sobre la membrana o el sedimento obtenido por centrifugacion

para verificar la ausencia de precipitado azul caracteristico de ferrocianuro férrico.

e Deteccion del ion ferrocianuro

Tomar los 50 mL de vino filtrado o centrifugado proveniente del procedimiento de

preparacion de muestra.

Agregar 2,5 mL de solucion de &cido clorhidrico (1+1) y 2 gotas de solucién de sulfato férrico

amoniacal al 15 %

Agitar y dejar en reposo durante 24 horas.

Transcurrido dicho periodo, repetir el procedimiento de filtracion o centrifugacion utilizado

inicialmente y examinar nuevamente el residuo o sedimento obtenido.
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La aparicion de coloracion azul o de un precipitado azul indica presencia de ferrocianuro. La

ausencia de coloracién o precipitado azul indica resultado negativo para ferrocianuro.

Nota: Cuando no se disponga de tubos de centrifuga de 50 mL, podran realizarse dos
ensayos independientes de 25 mL. Finalizada la centrifugacion, los sedimentos obtenidos

deberan reunirse para su observacion.

Los tubos de centrifugacion deberan ser de fondo cénico. En caso necesario, se recuperara

cuidadosamente cualquier precipitado adherido a las paredes del tubo.
15.10. Expresion de resultados

El método es cualitativo.

e Ausencia de ferrocianuro: no se observa coloracibn ni precipitado azul
caracteristico.
e Presencia de ferrocianuro: se observa coloracion o precipitado azul caracteristico

de ferrocianuro férrico.
15.11. Bibliografia

Hidalgo Togores, J. (2003). Tratado de enologia (Vol. 2). Mundi-Prensa.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Donéche, B., & Lonvaud, A. (2006). Traité
d'oenologie (Tratado de Enologia), Tomo Il: Chimie du vin. Stabilisation et
traitements. (2.2 ed., Vol. 2). Dunod. Manual de Técnicas Analiticas. Mendoza: INV.
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16. ION FERRICO (16n férrico — INV — 10016)

16.1. Titulo

Deteccion de ferrocianuro férrico en vinos.
Cadigo: 16n férrico — INV — 10016

16.2. Introduccidén

La presencia de particulas de ferrocianuro férrico en vinos constituye un indicador de
residuos proveniente de tratamientos con ferrocianuro (clarificacion azul). La deteccién
visual de estas particulas permite verificar la correcta eliminacion de los compuestos

formados durante el proceso de clarificacion.
16.3. Alcance

Este método establece la deteccion cualitativa de particulas de ferrocianuro férrico

presentes en suspension o sedimento en vinos.

Es aplicable a vinos blancos, rosados y tintos sometidos a evaluacién de residuos derivados

de tratamientos con ferrocianuro.
16.4. Definiciones

Ferrocianuro férrico: compuesto insoluble de color azul intenso (Azul de Prusia) formado por
la reaccion entre iones férricos y ferrocianuro. Su presencia en la muestra se evidencia por

la aparicion de particulas o depdsitos de color azul caracteristico.
16.5. Principio

El método se basa en la separacion de las particulas sdélidas presentes en la muestra

mediante filtracién por membrana o centrifugacion.

Posteriormente, el residuo retenido se lava con una solucion hidroalcohdlica acidificada y
agua oxigenada para eliminar sustancias colorantes interferentes y oxidar el ferrocianuro
ferroso que pudiera estar presente. La deteccion se realiza mediante observacién visual del

residuo obtenido.
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La presencia de coloracion azul caracteristica indica la existencia de particulas de

ferrocianuro férrico.

16.6. Reactivos y materiales
16.6.1. Reactivos

e Solucion hidroalcohélica acidificada.
e Agua oxigenada.

16.6.2. Materiales

e Membrana filtrante de 0,45 um de porosidad.

e Tubos conicos para centrifugacion.

16.7. Aparatos

e Equipo de filtracién apto para membranas de 0,45 pm
e Centrifuga capaz de operar a una velocidad minima de 3.500 rpm

e Material de laboratorio de uso corriente.

16.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
16.8.1. Procedimiento de muestreo

Conforme a la normativa vigente del INV para productos vitivinicolas.

16.8.2. Preparacion de la muestra

Homogeneizar la muestra mediante agitacion suave antes del analisis.

16.9. Procedimiento
16.9.1. Porcion de prueba

Tomar 50 mL de muestra de vino previamente homogeneizada.

16.9.2. Determinacion

Agitar la muestra antes de realizar la separacion por filtracién o centrifugacion. Filtrar los 50

mL de muestra a través de una membrana filtrante de 0,45 pm o, alternativamente,
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centrifugar durante 15 minutos a una velocidad no inferior a 3.500 rpm. Lavar la membrana o
el precipitado obtenido con solucién hidroalcohdlica acidificada y agua oxigenada hasta
eliminar completamente las materias colorantes que puedan dificultar la apreciacion visual y
oxidar el eventual ferrocianuro ferroso presente. Realizar la observacion visual
inmediatamente después de finalizado el lavado. Examinar la membrana filtrante o el fondo
del tubo de centrifugacion verificando la presencia o ausencia de coloracién azul

caracteristica.

16.10. Expresion de los resultados

El método es cualitativo.
¢ Resultado negativo:

La membrana filtrante o el fondo del tubo de centrifugacion se encuentran completamente
exentos de coloraciébn azul caracteristica proveniente de las particulas de ferrocianuro

férrico.

¢ Resultado positivo:

Se observa coloracién azul caracteristica atribuible a particulas de ferrocianuro férrico. La
intensidad de la coloracion podra variar desde azul intenso hasta celeste débil, siempre que

resulte claramente perceptible.

16.11. Bibliografia

Hidalgo Togores, J. (2003). Tratado de enologia (Vol. 2). Mundi-Prensa. (Nota: Contiene
los apartados dedicados al analisis quimico de los componentes minerales del vino,
el control de metales pesados como el hierro y el cobre, y las metodologias analiticas
aplicadas en el laboratorio enolégico).

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Donéche, B., & Lonvaud, A. (2020). Traité
d'oenologie: Chimie du vin, stabilisation et traitements (7.2 ed., Vol. 2). Dunod. (Nota:
En su seccion de materias minerales y estabilidad fisico-quimica, profundiza en el
estado de oxidacion del hierro, la diferenciacion entre hierro ferroso y férrico, y los
métodos analiticos de determinacion para prevenir alteraciones como la quiebra
férrica).
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17. METANOL (ME - INV - 10017)

17.1. Titulo

Determinacion de metanol en vinos por reaccion colorimétrica de Denigés—Villavecchia
Cadigo: ME — INV — 10017

17.2. Introduccion
La determinacion de metanol constituye un andlisis fundamental para la seguridad e
inocuidad de los productos vitivinicolas, debido a la toxicidad de este compuesto cuando se

encuentra en concentraciones elevadas.

El método colorimétrico de Denigés—Villavecchia permite identificar y cuantificar metanol
mediante el desarrollo de una coloracién violeta producida por reaccién del formaldehido

con el reactivo de Schiff.

La intensidad de la coloracion desarrollada es proporcional a la concentracion de metanol
presente en la muestra y se evalla mediante comparaciéon visual con soluciones patron

preparadas en condiciones idénticas.

La determinacion se clasifica como un método quimico colorimétrico.

17.3. Alcance

El presente método establece la determinacion de metanol en vinos y destilados vinicos

mediante reaccion colorimétrica de Denigés—Villavecchia.

Es aplicable al control de vinos y productos vitivinicolas en andlisis de rutina y controles

oficiales.

17.4. Definiciones
Metanol: Alcohol monohidroxilado de formula CH;OH presente naturalmente en productos
fermentados en pequefias cantidades. Su concentracién se determina en la muestra y se

expresa en mL/L o mg/L.

Reaccion colorimétrica: Reaccion quimica que produce una coloracién cuya intensidad es

proporcional a la concentracion del analito.
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Escala patron: Serie de soluciones estandar de concentracion conocida utilizadas para la
comparacion visual de la intensidad de color.

17.5. Principio

El metanol presente en la muestra es oxidado mediante permanganato de potasio en medio

acido, formando formaldehido.

El formaldehido reacciona posteriormente con el reactivo de Schiff produciendo una

coloracién violeta cuya intensidad es proporcional a la concentracién de metanol presente.

La cuantificacion se realiza mediante comparacion visual con una escala de soluciones

patrén preparadas en condiciones idénticas.

La oxidacion del metanol genera formaldehido (aldehido férmico), mientras que otros
compuestos presentes en el destilado, particularmente el acetaldehido, pueden originar
coloraciones transitorias. Por ello la lectura debe efectuarse Unicamente dentro del intervalo

de tiempo establecido para asegurar la correcta interpretacién de los resultados.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Destilacion de la muestra

e Ajuste de graduacion alcohélica a 9,0 % vol
e Preparacion de soluciones patrén

e Oxidacion del metanol

o Desarrollo de color

e Comparacion colorimétrica

e Expresion de resultados

17.6. Reactivos y materiales

17.6.1. Reactivos

R1 — Reactivo de Schiff
R2 — Acido sulfurico al 20 %
R3 — Permanganato de potasio al 1 %
R4 — Acido oxalico al 13 % a 20 °C
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R5 — Metanol absoluto p.a.
R6 — Etanol absoluto p.a.
R7 — Etanol al 9,0 % vol
R8 — Agua destilada

Caracteristicas del etanol al 9,0 % vol:

e Preparado con etanol libre de metanol

e Verificado alcohométricamente

17.6.2. Materiales

e Matraces aforados de 100 mL, 200 mLy 1L

e Tubos de ensayo para colorimetria visual de 16 x 150 mm
e Pipetas de doble aforo de 1 mL

e Pipetas graduadas de 1 a 25 mL

e Frascos color caramelo con tapa a rosca

e Gradillas porta tubos

e Vasos de precipitado

17.7. Aparatos

e Equipo de destilacion

o Alcohémetro o densimetro para verificacion alcohdlica
e TermoOmetro calibrado

e Heladera o sistema de refrigeracion

e Agitador manual o vortex (cuando corresponda)

e Crondémetro

17.8. Preparacion de la muestra

17.8.1. Muestra

Tomar la muestra directamente del envase original asegurando homogeneizacion previa.

Conservar en recipiente herméticamente cerrado hasta el momento del andlisis.
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17.8.2. Preparacion de etanol al 9,0 % vol

Previo a la determinacion de metanol debera realizarse la destilacion de la muestra.
Posteriormente se determinara el grado alcohélico del destilado y se ajustara a: 9,0 % (V/V)
de etanol a 20 °C. El ajuste a 9,0 % (V/V) constituye una condicion indispensable para
asegurar la comparabilidad de la muestra con la escala patron utilizada para la
determinacion colorimétrica.
El ajuste podra realizarse mediante:

e Dilucion

e Enriguecimiento
Dilucién
Aplicable cuando el destilado presente una graduacién alcohdlica superior a 9,0 % (V/V)
Donde:
n = grado alcohdlico del destilado % (V/V)

V = volumen de destilado a tomar (mL)

El volumen de destilado que contiene 9 mL de alcohol etilico absoluto se calcula mediante la

formula;
100-9
n

Medir el volumen V calculado, transferirlo a un matraz aforado de 100 mL y completar a
volumen con agua destilada. Homogeneizar la soluciéon. Preparar soluciones patron
mediante diluciones de la solucién madre.

Tabla 17.1 — Tabla de diluciones para ajuste a 9,0 % (V/V)

Grados Mililitros Grados Mililitros Grados Mililitros
(A) (A) (B) (B) (©) (®
9,00 1,00 11,10 0,81 13,20 0,68
9,10 0,99 11,20 0,80 13,30 0,68
9,20 0,98 11,30 0,80 13,40 0,67
9,30 0,97 11,40 0,79 13,50 0,67
9,40 0,96 11,50 0,78 13,60 0,66
9,50 0,95 11,60 0,78 13,70 0,66
9,60 0,94 11,70 0,77 13,80 0,65
9,70 0,93 11,80 0,76 13,90 0,65
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9,80 0,92 11,90 0,76 14,00 0,64
9,90 0,91 12,00 0,75 14,10 0,64
10,00 0,90 12,10 0,74 14,20 0,63
10,10 0,89 12,20 0,74 14,30 0,63
10,20 0,88 12,30 0,73 14,40 0,63
10,30 0,87 12,40 0,73 14,50 0,62
10,40 0,87 12,50 0,72 14,60 0,62
10,50 0,86 12,60 0,71 14,70 0,61
10,60 0,85 12,70 0,71 14,80 0,61
10,70 0,84 12,80 0,70 14,90 0,60
10,80 0,83 12,90 0,70 15,00 0,60
10,90 0,83 13,00 0,69 15,10 0,60
11,00 0,82 13,10 0,69 15,20 0,59

Nota: Relacién de mililitros por grado alcohdlico.
Enriquecimiento

Este procedimiento es aplicable cuando el destilado presenta una graduacién alcohdlica
inferior a 9,0 % (V/V). En ese caso, la muestra debera ajustarse a 9,0 % (V/V) mediante el
agregado de etanol de 100 % (V/V), considerado libre de metanol para los fines del célculo.

El calculo se realiza mediante balance alcohdlico, segun la ecuacion:
Cl1-V1i=C2-V2
Ejemplo: muestra con graduacion inferior a 9,0 % (V/V)

Se desea ajustar a 9,0 % (V/V) una muestra de 100 mL con una graduacién alcohdlica de
5,0 % (V/V), manteniendo 100 mL como volumen final.

Importante: los calculos que se presentan a continuacion corresponden especificamente a
una muestra con una graduacion alcohdlica inicial de % (V/V). En caso de que la muestra
presente una graduacion alcohdlica inferior a 9,0 % (V/V), pero diferente de 5,0 % (V/V), se
debera aplicar el mismo procedimiento, recalculando los valores en funciéon de la graduacién

alcohdlica real de la muestra.
Procedimiento:

1. Célculo del volumen de muestra que se retira y se reemplaza etanol 100 % (V/V).

Se denomina x al volumen, en mL, de muestra de 5,0 % (V/V) que se retira y reemplaza, en

el calculo, por el mismo volumen de etanol de 100 % (V/V) Se aplica la formula:
|F-2026-107738308-RESNAR/ 4R 287

Pégina 98 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
METANOL (ME - INV - 10017)

(Gf — Gi)
(Ga - Gi)

x=Vf
Donde:
Vf = volumen final = 100 mL
Gi = graduacién inicial = 5,0 % (V/V)
Gf = graduacion final deseada = 9,0 % (V/V)
Ga = graduacion de alcohol agregado = 100 % (V/V)

Reemplazando:

_ 100 OO =501 _400 _ 005
x= (100—-5,0) 95  &r°m

Resultado:

Se deben retirar 4,21 mL de la muestra y reemplazarlos por 4,21 mL de alcohol absoluto de

100 % (VIV). Posteriormente, se debera ajustar el volumen final a 100 mL.

Nota: Dado que las mezclas etanol-agua pueden presentar contraccion de volumen, el
volumen final debera establecerse aforando a 100 mL. Por este motivo, se recomienda
verificar experimentalmente la graduacién alcohdlica final, dado que el célculo se basa en un
balance volumétrico ideal y no contempla la contraccion de volumen de la mezcla etanol-
agua.

2. Efecto sobre el metanol:

Al retirar 4,21 mL de la muestra original, se retira también la misma fraccion del metanol
presente en ella. El alcohol absoluto agregado se considera, para este calculo, libre de

metanol.
De los 100 mL iniciales de muestra original, quedan:
100 — 4,21 = 95,79 mL

El metanol presente en la solucion enriquecida proviene Unicamente de esos 95,79 mL de

muestra original, ya que el alcohol absoluto agregado se considera libre de metanol.
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Como el volumen final se ajusta nuevamente a 100 mL, el metanol originalmente presente

en 95,79 mL de muestra queda ahora distribuido en un volumen final de 100 mL.

Esto provoca que la concentracion de metanol en la solucion enriquecida sea menor que la

concentracion de metanol que presentaba la muestra original.
El factor de correccion para una muestra de 5,0 % vol se obtiene a partir de:

Fe=—20 _ . 04396
©=9579 =7

3. Célculo de la concentracion original de metanol:

Si después del enriquecimiento y de la determinacion colorimétrica, se obtiene una
concentracion medida (C medida) expresada en mL/L, la concentracidn correspondiente a la

muestra original se calcula como:

100 )
95,79

Coriginal = Cmedida - (
Por lo tanto:
Coriginal = Cmedida -1,04396

Es decir, para una muestra que inicialmente tenia 5,0 % (V/V) la concentracién de metanol
obtenida en la muestra enriquecida debe multiplicarse por 1,04396 para obtener la

concentracion estimada de metanol correspondiente a la muestra original.

Nota: En caso que la muestra presente una graduacion alcohdlica inferior a 9,0
% (VIV), tener en cuenta que se deberan hacer los calculos anteriormente descriptos
para las diferentes graduaciones, ya que las obtenidas son a modo de ejemplo

para una graduacion alcohdlica de 5,0 % (V/V) y un alcohol absoluto de 100 % (V/V).
17.8.3. Porcién de prueba

Utilizar:

e 1 mL de muestra ajustada a 9,0 % (V/IV)

e 1 mL de cada solucién patrén
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Las determinaciones deberan realizarse en tubos de ensayos limpios e idénticos. Los tubos
utilizados para muestras y patrones deberan ser de iguales dimensiones y caracteristicas

Opticas dado que esto afecta directamente la comparacién visual.

17.8.4. Determinacion

Preparacion de etanol al 9,0 % (V/V)

Preparar aproximadamente 2 L utilizando etanol absoluto libre de metanaol.

Para etanol de 99,5 % (V/V):

Cl1-V1=C2-V2

Ejemplo:

2000-9,0 =99,5-V2

V2 =180,9 mL

Colocar 180,9 mL de etanol de 99,5 % (V/V) en matraz de 2 L

Completar a volumen con agua destilada

Homogeneizar

Nota:
La solucion puede presentar contraccién volumétrica por formacién de puentes hidrégeno
entre agua y etanol, por lo que deberé verificarse y corregirse la graduacion final cuando

corresponda.

Preparacion de solucion madre de metanol

En matraz aforado de 1 L:

e Colocar 2,52 mL de metanol absoluto

e Completar a volumen con etanol al 9 % (V/V)

Homogeneizar y conservar refrigerado.

Preparacion de escala patron
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Preparar soluciones patrén mediante diluciones de la solucion madre utilizando etanol al 9,0
% (VIV). Trabajar preferentemente con matraces de 200 mL para mejorar la precision. Los
patrones se preparan de acuerdo a la tabla 14.3.

Tabla 17.2 — Preparacion de escala patrén de metanol

Tipo de patrones ric;lc?rcei%r; Comp:jetar con solucidn de etanol
metanol €9,0% (VIV)a20°C
TIPO O 0 mL Llevar a 200 mL
TIPO 7 5mL Llevar a 200 mL
TIPO 14 10 mL Llevar a 200 mL
TIPO 21 15mL Llevar a 200 mL
TIPO 28 20 mL Llevar a 200 mL
TIPO 35 25 mL Llevar a 200 mL
TIPO 42 30 mL Llevar a 200 mL
TIPO 49 35 mL Llevar a 200 mL
TIPO 56 40 mL Llevar a 200 mL
TIPO 63 45 mL Llevar a 200 mL

Nota: Dilucién final en volumen total de 200 mL.

Conservar la escala patrén en frascos color caramelo y conservarlos en la heladera.
La escala de comparacion debera prepararse en tubos de ensayo idénticos a los utilizados
para las muestras y procesarse simultdneamente siguiendo exactamente la misma

secuencia analitica.

Para realizar los calculos de contenido de Metanol presente en una muestra vinica, se utiliza
la tabla 14.4:
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Tabla 17.3 — Concentraciones presentes en los patrones (tipo) de metanol

NC Tipo ric;léjrceic'ér; Concentracion real de Concentracion elegida de
metanol Metanol a 9° Metanol a 10° (*)

0 0 mL/L 0 mL/L 0

7 5 mL/L 0,053 mL/L 0,07
14 10 mL/L 0,126 mL/L 0,14
21 15 mL/L 0,189 mL/L 0,21
28 20 mL/L 0,252 mL/L 0,28
35 25 mL/L 0,315 mL/L 0,35
42 30 mL/L 0,376 mL/L 0,42
49 35 mL/L 0,441 mL/L 0,49
56 40 mL/L 0,504 mL/L 0,56
63 45 mL/L 0,567 mL/L 0,63

( * ) Solo a efectos de facilitar los calculos finales se consideran las concentraciones de
Metanol a 10 % (V/V) de Etanol a 20 2C

Verificacién de aptitud de la escala patron

La aptitud de la escala patron se verifica visualmente comprobando el desarrollo de un color
uniforme y una progresion creciente de la intensidad colorimétrica. Si uno 0 mas patrones
presentan una coloracién anormal, se debe descartar completamente la escala y preparar
todos los patrones nuevamente. La vida Util aproximada de estas soluciones es de 3 meses

si se mantienen refrigeradas.

Desarrollo de la reaccion

Para iniciar el andlisis, se seleccionan tubos de ensayo limpios y se identifican
adecuadamente para muestras y soluciones patrén. El procedimiento se ejecuta de manera

secuencial segun el siguiente orden critico:
1. Oxidacion inicial: (Paso 1).

Colocar 1 mL de muestra o solucibn patron en el tubo correspondiente. Agregar

sucesivamente 5 mL de permanganato de potasio al 1 % y 1 mL de &cido sulfarico al 20 %
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Agitar la mezcla y dejar reposar durante 15 minutos, observando la formacion del "espejo”

(aparicién de una coloracién caracteristica producida durante la oxidacién).
2. Decoloracion: (Paso 2)

Afadir 1 mL de acido oxalico al 13 % Yy agitar continuamente hasta la completa decoloracién

de la solucion.

3. Acidificacién: (Paso 3).

Agregar 1 mL de &cido sulfarico al 20 % y homogenizar mediante agitacion manual.
4, Desarrollo del color: (Paso 4).

Finalmente, adicionar 5 mL de reactivo de Schiff. Homogenizar el tubo y transferir

inmediatamente a reposo, manteniéndolo refrigerado y protegido de la luz.

Lectura colorimétrica

La comparacién analitica debe realizarse a partir de las 3:00 horas contadas desde el inicio
de la reaccion. La evaluacion debe efectuarse bajo las mismas condiciones para muestras y
patrones, verificando que el patrén cero correspondiente al blanco permanezca totalmente

incoloro.

La evaluacion se efectla colocando los tubos sobre un fondo blanco y observando en
direccién axial al tubo, intercalando la muestra entre los dos patrones mas préximos. Una
vez determinada la posicion, se registra el patron inferior, el patron superior y la

concentracion interpolada.

En caso de muestras fuera de escala (cuando la intensidad de color de la muestra supere
al patrén de maxima concentracion), se debe realizar una dilucién adecuada utilizando
etanol al 9,0 % (V/V), repetir la determinacién completa y aplicar el factor de dilucion

correspondiente en el calculo final.
Realizar la comparacion:

. Sobre fondo blanco
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. Observando en direccion axial al tubo

. Intercalando la muestra entre los patrones mas préximos
Registrar:

. Patron inferior

. Patrén superior

. Concentracién interpolada

17.8.5. Calibracion

La calibracion del método se realiza mediante:

. Preparacion de soluciones patrén de metanol
. Verificacion periddica de la escala colorimétrica

. Control de estabilidad de los reactivos

Las soluciones patron deberan:

. Identificarse correctamente
. Mantenerse refrigeradas
. Registrarse con fecha de preparacion y vencimiento

La aptitud de la escala patron debera verificarse mediante el desarrollo completo de la
reacciéon colorimétrica, comprobando que los patrones presenten una progresion uniforme y
creciente de intensidad de color desde la menor hasta la mayor concentracién. Si uno o0 mas
patrones presentan una intensidad de color anormal o fuera de secuencia, debera
descartarse la totalidad de la escala y prepararse nuevamente. Los patrones deberan
conservarse en frascos color caramelo identificados con concentracion, fecha de
preparacion y fecha de vencimiento, manteniéndose refrigerados durante todo su periodo de

uso.

17.9. Célculo y expresion de los resultados

La concentraciéon de metanol se calcula mediante:

Met lml—C ?
etanol ——=C- -4

Doénde:
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a = grado alcohdlico del destilado % (V/V)

C = concentracion correspondiente al patron o valor interpolado que presenta igual
intensidad de color que la muestra (mL/L)

10 = dilucién de trabajo

Ejemplo: si

. C=0,23mL/L
. a=125% (VIV)
Entonces:

Metanol (=*) = 0.23 - ==° = 0,2875 mL/L

Expresién de los resultados en mg/L

Para expresar el resultado en mg/L, el valor obtenido en mL/L se multiplica por 792,8,
correspondiente a la densidad del metanol.

Muestras fuera de escala

Cuando la intensidad de color de la muestra supere el patrén de mayor concentracion:

e Realizar dilucion adecuada con etanol al 9 % (V/V)
e Repetir la determinacion
e Considerar el factor de diluciéon en el calculo final

17.10. Bibliografia

Norma IRAM ISO/IEC 17025 — Requisito 5.4

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:
Method OIV-MA-AS312-03A. Methanol [Resolucion OIV/OENO 377/2009: Método
OIV-MA-AS312-03A. Metanol]. OIV Compendium of International Methods of Wine
and Must Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/2334/oiv-ma-as311-05.pdf http®

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1996, 22 de abril). Resolucion C. 11/1996:
Reglamento General de Andlisis - Anexo |, Cap. II: Métodos analiticos oficiales para
vinos y mostos (Determinacion de metanol por el método colorimétrico de Deniges-
Villavecchia). Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-37704/texto

® Nota de actualizacién técnica: Aunque la OIV conserva este método colorimétrico en su compendio como
método alternativo/clasico, el método de referencia (Type /) actual de la OIV para metanol es la cromatografia
de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID) bajo la norma OIV-MA-AS312-03B (Resolucién OIV-
OENO 391-2010).
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18. MATERIA COLORANTE ARTIFICIAL ACIDA — METODO ARATA (Materia
colorante/Arata — INV — 10018)

18.1. Titulo
Determinacion cualitativa de materia colorante artificial acida en vinos - Método Arata.
Cdbdigo: Materia colorante/Arata — INV — 10018

18.2. Introduccién

La adicién de materias colorantes artificiales en vinos constituye una practica no autorizada,
debido a que modifica artificialmente las caracteristicas cromaticas propias del producto. El
presente método permite detectar cualitativamente la presencia de colorantes artificiales

acidos mediante su fijacion selectiva sobre fibras de lana en medio acido.

18.3. Alcance
Este método establece la determinacién cualitativa de materia colorante artificial acida en
vinos mediante fijacion sobre lana en medio acido. Es aplicable a vinos tintos y rosados

destinados al control oficial de autenticidad y composicion.

18.4. Definiciones
La Materia colorante artificial &cida es el conjunto de sustancias colorantes sintéticas, de
naturaleza acida, afiadidas intencionalmente al vino para modificar, intensificar o corregir su

color, y que no provienen de la uva ni del proceso natural de vinificacion.
18.5. Principio

El método se basa en la capacidad de los colorantes artificiales acidos presentes en el vino
de fijarse sobre fibras de lana en medio &cido. Posteriormente, dichos colorantes son de
sorbidos en medio alcalino y nuevamente fijados sobre lana limpia para evidenciar su

presencia.

18.6. Reactivos y materiales
18.6.1. Reactivos

« Eter etilico o éter sulfurico, grado analitico.
« Acido clorhidrico al 10 % (V/V)
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e Amoniaco concentrado.

e Agua destilada.

18.6.2. Materiales

e Lana pura blanca desengrasada con éter.
e Perlas de vidrio.
e Vasos de precipitacién de 250 mL.

e Varilla de vidrio.

18.7. Aparatos

e Plancha calefactora o mechero.
o Campana de extraccion de gases.

18.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

La muestra de vino no requiere preparacion previa especifica. Conservar la muestra en

recipiente hermético, protegida de la luz y a temperatura ambiente.

18.9. Procedimiento
18.9.1. Porcién de prueba

Tomar 100 mL de vino. Para incrementar la sensibilidad del ensayo podran emplearse hasta
200 mL.

18.9.2. Determinacion

1. Reducir la muestra a aproximadamente dos tercios de su volumen mediante
ebullicion.

2. Agregar 4 mL de acido clorhidrico al 10 % (V/V), 0,5 g de lana desengrasada y
algunas perlas de vidrio.
Hervir durante 5 minutos bajo campana de extraccion.
Escurrir el liquido y lavar la lana varias veces con agua corriente.
Agregar 100 mL de agua destilada acidulada con 2 mL de acido clorhidrico al 10 %

(VIV) y hervir durante 5 minutos.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

18.9.3.

18.10.

Eliminar el liquido y repetir la operacion indicada en el paso 5 tantas veces como sea
necesario hasta obtener agua completamente incolora, para eliminar la materia
colorante natural del vino.

Lavar la lana con agua corriente para eliminar restos de acidez.

Agregar sobre la lana 50 mL de agua destilada y 10 gotas de amoniaco concentrado.
Hervir suavemente durante 10 minutos utilizando perlas de vidrio.

Transferir el liquido a otro vaso de precipitacién de 250 mL.

Agregar 50 mL de agua destilada y hervir suavemente hasta eliminar los vapores de
amoniaco (aproximadamente 5 minutos).

Dejar enfriar y agregar 2 mL de &cido clorhidrico al 10 % (V/V)

Verificar que el medio presente reaccién 4cida mediante papel tornasol.

Introducir una fibra de lana de aproximadamente 10 a 15 cm de longitud y hervir
durante 5 minutos.

Lavar cuidadosamente la lana con agua corriente y observar la coloracion obtenida.
Si la coloracion resultara dudosa, repetir el procedimiento desde el paso 8 utilizando
una lana de 6 a 8 cm de longitud. Si la coloraciéon obtenida fuera tenue pero
claramente perceptible, el resultado debera considerarse positivo.

Si fuera necesario incrementar la nitidez de la coloracién, repetir nuevamente el
procedimiento utilizando una lana de 3 a 4 cm de longitud.

Si existieran interferencias o dudas en la interpretacion, la operacion podra repetirse

tantas veces como sea necesario hasta obtener una coloracion neta.

Criterio de interpretacion

En vinos tintos, la presencia de materia colorante artificial acida se evidencia por una
coloracién roja o rosada neta sobre la lana, aun cuando sea tenue. Este criterio se
establece especificamente para vinos tintos, dado que la metodologia también puede
emplearse para la determinacion de otros colorantes artificiales en distintas matrices,
incluyendo colorantes amarillos en vinos blancos.

En ausencia de colorantes artificiales acidos, la lana permanece blanca luego de las

sucesivas fijaciones.

Célculo (Resultados)

El método es de caracter cualitativo.
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18.10.1. Expresion de resultados

e Resultado positivo: presencia de coloracion neta o claramente perceptible sobre la
lana, aun cuando sea tenue.

o Resultado negativo: ausencia de coloracién.

18.10.2. Informe de ensayo

*  Materia colorante artificial &cida: Contiene/No contiene.

18.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2008). Method OIV-MA-AS315-08:
Examination of artificial colorants [Método OIV-MA-AS315-08: Examen de colorantes
artificiales]. OV Compendium of International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/es/standards/annex-a-methods-of-analysis-of-wines-and-
musts/section-3-chemical-analysis/section-3-1-organic-compounds/section-3-1-5-
other-organic-compounds/examination-of-artificial-colorants-%28type-iv%29

Instituto Argentino de Racionalizacién de Materiales. (1960). Vinos: Método cualitativo
de determinacion de los colorantes orgénicos &cidos artificiales (Norma IRAM
14508). IRAM.
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19. CENIZAS (CE — INV - 10019)

19.1. Titulo

Determinacién de cenizas en vinos y mostos
Cédigo: CE —INV - 10019

19.2. Introduccion

El contenido de cenizas constituye un parametro analitico que permite evaluar la fraccion
mineral de los productos vitivinicolas, aporta informacién relevante sobre su composicion y

posibles tratamientos tecnolégicos.

19.3. Alcance

El presente método establece la determinacion del contenido de cenizas en vinos, mostos y
otros productos vitivinicolas mediante incineracion del extracto seco, aplicable al control de

productos vitivinicolas y materias primas.

19.4. Definicion

Las cenizas son el residuo mineral resultante de la incineracion completa de la materia
organica presente en el vino o0 mosto, bajo condiciones controladas de temperatura. Este
residuo contiene la totalidad de los cationes (excepto amonio) en forma de carbonatos vy

otras sales minerales anhidras.
El contenido de cenizas se expresa en gramos por litro (g/L).

19.5. Principio

El método se basa en la incineracion del extracto seco del vino a una temperatura
comprendida entre 500 °C y 550 °C, hasta lograr la combustion completa de la materia

organica, obteniéndose un residuo mineral constituido por las cenizas.
El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Preparacion de la muestra
e Evaporacion hasta sequedad
e Carbonizacion del residuo
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¢ Incineraciéon en mufla
e Enfriamiento en desecador

e Pesada del residuo mineral

19.6. Reactivos y materiales
19.6.1. Reactivos

R1 — Agua destilada

Utilizada para facilitar la eliminacién de particulas carbonosas durante el proceso de

incineracién. Debe estar libre de impurezas visibles.

19.6.2. Materiales y equipos

e Capsula de platino de fondo plano

o Bafio de arena

e Horno mufla eléctrica con temperatura regulable (500 °C a 550 °C)
e Balanza analitica (sensibilidad: 0,1 mg)

o Desecador con agente desecante (cloruro de calcio o equivalente)
e Pinza metdlica con punta de platino

e Pipeta de doble aforo de 20 mL

Los equipos deberan estar calibrados y verificados conforme a procedimientos vigentes.

19.7. Preparacion de la muestra

19.7.1. Muestreo: tomar directamente del envase original, evitando alteraciones en su

composicion.
19.7.2. Conservacion: mantener condiciones que eviten evaporacion o contaminacion.

19.8. Procedimiento

19.8.1. Porcion de prueba

Medir 20 mL de muestra utilizando pipeta de doble aforo.

| F-2026-107738308PASKR| Ah80 287

Pégina 112 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
CENIZAS (CE - INV - 10019)

19.8.2. Determinaciones

e Colocar 20 mL de muestra en una capsula de platino previamente tarada.

e Calentar el residuo sobre bafio de arena hasta sequedad.

e Introducir la capsula en horno mufla regulado a 525 °C + 25 °C durante 15 minutos,
hasta alcanzar la incineracion total.

e Evaluacion del residuo: Si las cenizas son blancas: retirar, enfriar en desecador y
pesar.

e Si hay particulas carbonosas: agregar unas gotas de agua destilada, evaporar
nuevamente a bafio Maria y re incinerar a 525°C; repetir hasta obtener cenizas
blancas.

o Enfriar en desecador y pesar el residuo mineral.
19.8.3. Calibracion

La balanza analitica debera calibrarse conforme a los procedimientos vigentes del

laboratorio.

19.9. Calculo (Resultados)

El contenido de cenizas se expresa en gramos por litro (g/L) y se calcula mediante la
siguiente expresion:
Cenizas (%) =(p-—-1t)-50
Donde:
p = masa de la capsula con cenizas (g)
t = masa de la capsula vacia (Q)
V = volumen de muestra (mL) - Para este método: V = 20 mL
Nota:

En muestras con alto contenido de azucares (vinos dulces o mostos), se recomienda tomar

menor volumen de muestra para evitar proyecciones (desborde) durante la evaporacion.

19.10. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:
Method OIV-MA-AS2-04. Ash. OIV Compendium of International Methods of Wine
and Must Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/1476/oiv-ma-as2-04.pdf
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20. ALCALINIDAD EN CENIZAS (AC/TR = INV = 10020)

20.1. Titulo

Determinacién de alcalinidad en cenizas de vinos mediante titulacion por retorno
Cdédigo: AC/TR = INV - 10020.

20.2. Introduccién

La alcalinidad de las cenizas constituye un parametro quimico relevante en el analisis de
vinos, asociado al contenido de sales minerales combinadas con &cidos organicos. Su
determinacion permite evaluar la composicién mineral y contribuye al control de calidad de

los productos vitivinicolas.

20.3. Alcance

Este método establece la determinacién de la alcalinidad de las cenizas en vinos y otros

productos vitivinicolas mediante titulacién acido-base por retorno.

20.4. Definiciones

La alcalinidad de las cenizas se define como la suma de los cationes, excluyendo el amonio,

combinados con los acidos organicos del vino.
Se expresa como gramos de carbonato de potasio (K,COs3) por litro de muestra.

20.5. Principio

El método se basa en la titulacion por retorno de la alcalinidad de las cenizas.
Etapas principales:

» Obtencion de cenizas a partir de la muestra

+ Tratamiento con un volumen conocido de acido sulfarico 0,10 N
+ Disoluciéon completa de las cenizas

+ Titulacion del exceso de acido con hidréxido de sodio 0,10 N

+ Calculo de la alcalinidad en funcién del acido consumido

20.6. Reactivos y materiales
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20.6.1. Reactivos

R1 — Acido sulftrico 0,10 N

Solucion titulada.

R2 — Hidréxido de sodio 0,10 N

Solucion titulada.

R3 — Indicador anaranjado de metilo al 1%
R4 — Agua destilada libre de CO,

Utilizada para reponer el volumen evaporado durante la ebullicion.

Los reactivos deberdn ser de grado analitico y las soluciones tituladas deberan estar

estandarizadas.

20.6.2. Materiales y Equipos

e Bafio de Maria

e Bafio de arena

e Cépsula de platino o material inerte equivalente
e Erlenmeyer de 250 mL

e Bureta graduada

e Varilla de vidrio con extremo de goma

El material volumétrico debera estar calibrado conforme a procedimientos vigentes.

20.7. Muestreo (Preparacion de la muestra)

20.7.1. Muestreo:
Realizado conforme a normativa vigente o procedimientos del INV.
20.7.2. Preparacion de la muestra:

e Las cenizas se obtienen a partir de un volumen conocido de muestra segin método
oficial.
e Las cenizas deben estar completamente libres de materia organica antes del

analisis.

20.8. Procedimiento
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20.8.1. Porcion de prueba
Se utilizan las cenizas obtenidas a partir de 20 mL de vino, preparadas segun método oficial.

20.8.2. Determinacion(es)

Tratamiento de las cenizas

o Agregar 10 mL de acido sulfarico 0,10 N a las cenizas en la capsula.
e Llevar a bafio de Maria hirviente hasta disolucion completa.

e Favorecer la disolucion completa frotando el fondo y las paredes de la capsula
con el extremo de goma de una varilla de vidrio.

Adicion de indicador

e Incorporar 2 gotas de anaranjado de metilo al 1%

¢ Verificar viraje a color rojo; caso contrario, agregar mas acido.

Transferencia y ebullicion

e Transferir cuantitativamente a un Erlenmeyer de 250 mL.
e Llevar a ebullicion durante 1 minuto.

¢ Reponer el volumen evaporado con agua destilada libre de CO,.
Titulacién

e Enfriar la solucién.
e Titular el exceso de acido con hidréxido de sodio 0,10 N hasta color salmén.

e Registrar el volumen consumido de hidroxido de sodio.

20.8.3. Calibracién (cuando corresponda)

Las soluciones de acido sulfarico y de hidroxido de sodio deberan ser estandarizadas

previamente frente a materiales de referencia adecuados.
Se deberan cumplir los criterios internos del laboratorio para aceptacion de la concentracion.

20.9. Calculo (Resultados)
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me
Alcalinidad total (Tq) =(N-m)-5

Doénde:
N = mL de acido sulfarico 0,10 N utilizados
m = mL de hidréxido de sodio 0,10 N consumidos en la titulacion

Para expresar la alcalinidad de las cenizas en gramos de K,CO; por litro se aplica la

ecuacion en funcién de la diferencia (N — m).

Alcalinidad como K2C03 (%) — 0,345 - (N —m)
El resultado se expresard& en g/L de K,CO; con dos cifras decimales.

Cuando corresponda, se aplicara correccion por blanco.
20.10. Bibliografia
International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:

Method OIV-MA-AS2-05. Alkalinity of ash. OIV Compendium of International Methods
of Wine and Must Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/2322/oiv-ma-as2-05.pdf
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21. INDICE DE COLOR (IC/IR = INV — 10021)

21.1. Titulo

Determinacién del indice de color en vinos por espectrofotometria
Caddigo: IC/IR — INV - 10021.

21.2. Introduccién

El indice de color constituye un parametro analitico utilizado para evaluar la intensidad
cromatica de los vinos, especialmente en vinos tintos. Su determinacion permite caracterizar
propiedades vinculadas a la composicion fendlica y a la evolucién del producto durante su

elaboracion y envejecimiento.
21.3. Alcance

El presente método establece la determinacion del indice de color en vinos mediante

medicion espectrofotométrica en la region visible.

Es aplicable principalmente a vinos tintos, aunque puede utilizarse en otras matrices liquidas

vitivinicolas que presenten color.
21.4. Definiciones

El indice de color (IC) es un pardmetro que expresa la intensidad cromatica de una muestra,
determinado a partir de la absorbancia medida a longitudes de onda especificas en la region

visible.
Convencionalmente, las caracteristicas cromaticas de los vinos se describen mediante:

e |ntensidad colorante, asociada a la suma de absorbancias

e Tonalidad, asociada a la relacidon entre absorbancias
Las mediciones se realizan tipicamente a:

e 420 nm (tonos amarillos)

e 520 nm (tonos rojos)
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e 620 nm (tonos azules)

Las sustancias responsables del color del vino son los compuestos fendlicos (polifenoles),
entre los cuales se destacan los taninos y los antocianos, que influyen en el color, la

astringencia y la evolucion del vino.
21.5. Principio

El método se basa en la medicion de la absorbancia del vino a longitudes de onda
especificas en la regién visible mediante espectrofotometria. Convencionalmente, las
caracteristicas cromaticas de los vinos tintos se definen a partir de la medicién de
absorbancias a 420 nm y 520 nm, utilizando cubetas de 1 mm de paso Optico. El

procedimiento comprende las siguientes etapas:

» Verificacion del equipo mediante solucién de control
e Ajuste del cero del instrumento
e Medicion de absorbancias de la muestra

e Calculo del indice de color

Las caracteristicas cromaticas de los vinos se expresan mediante la intensidad colorante y

la tonalidad, determinadas a partir de las absorbancias medidas en la region visible.
21.6. Reactivos y materiales

R1 — Solucién de cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl,-6H,0) (100 g/L)

Utilizado para la verificacion del desempefio del equipo.
21.7. Aparatos

o Espectrofotébmetro UV-visible

e Cubetas de vidrio o cuarzo de 1 mm de paso Optico
Los equipos deberan estar calibrados y verificados conforme a procedimientos vigentes.

21.8. Muestreo (Preparaciéon de la muestra)
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21.8.1. Muestra:

La muestra se tomara directamente del envase original, evitando modificaciones en su

composicion.

21.8.2. Conservacion:

La muestra debera conservarse en condiciones que eviten alteraciones.

21.8.3. Preparacion para el analisis:

. En general, la muestra no requiere preparacion previa.

. Los vinos deberan estar completamente limpidos.

. Se consideran limpidos aquellos que transmiten uniformemente la luz al ser
observados a contraluz en un recipiente limpio e incoloro.

. En caso de turbidez, filtrar la muestra mediante membrana de 0,45 pum.

21.9. Procedimiento
21.9.1. Porcion de prueba

Se emplea un volumen suficiente de muestra para llenar la cubeta de mediciéon (1 mm de

paso 6ptico).

21.9.2. Determinaciones

Verificacion de lecturas:

Transferir la muestra a la cubeta mediante pipeta, realizando entre tres y cinco enjuagues
previos con la propia muestra para asegurar el total desalojo del fluido anterior. Cargar la

muestra evitando la formacién de burbujas.

Previo a la medicién de las muestras, se ensaya la solucion de cloruro de cobalto (R1),
registrando las absorbancias a 420 nm y 520 nm

Los valores obtenidos deberdn cumplir con los siguientes criterios de aceptacion:
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Tabla 21.1 — Valores de referencia para la verificacion del equipo con solucion de CoCI2 *
6H,0

Parametro 420 nm 520 nm IC
Media 0,033 0,222 1698
Desviacion estandar 0,004 0,009 101
CV (%) 11,533 4,059 6
Incertidumbre 0,004 0,010 111 (7%)

De cumplirse estos criterios, se procede a la medicion de las muestras.

En caso contrario:

e Realizar la limpieza del equipo y de las cubetas
o Verificar la correcta posicion de las cubetas
e Repetir la medicién hasta cumplir los criterios

Las acciones realizadas deberan registrarse en la planilla correspondiente.

Lectura:

e Ajustar el cero del espectrofotdmetro con agua destilada.

e Enjuagar la cubeta entre tres y cinco veces con la muestra a analizar.

e Cargar la muestra evitando la formacion de burbujas.

e Verificar la limpidez y ausencia de manchas en las paredes externas de la cubeta.

e Medir la absorbancia a 420 nm y 520 nm

Limpieza de la cubeta:

e Luego de su uso, enjuagar varias veces con agua destilada.
e Mantener la cubeta en agua limpia hasta su proximo uso.
e Si fuera necesario, lavar con detergente no i6nico y enjuagar repetidamente para

eliminar residuos.
21.9.3. Calibracion

El espectrofotometro debera calibrarse y verificarse conforme a los procedimientos vigentes

del laboratorio.
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21.10. Calculo (Resultados)

El indice de color se determina a partir de los valores de absorbancia medidos a las

longitudes de onda especificadas, conforme a la siguiente expresion:

_ [ A420+ A 520
C= 1420 -1000

A520

El resultado se expresa como indice de color (IC), con el nimero de cifras significativas
definido por el laboratorio.

21.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2022). Resolution OIV-OENO 667-2022:
Method OIV-MA-AS2-07B. Chromatic characteristics. OIV Compendium of
International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/node/2912/download/pdf

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (2009). Resolucién C. 31/2009: indice de color para
identificacion de vinos tintos nacionales. Informacién Legislativa (InfoLEG).
https://servicios.infoleg.gob.ar/infoleginternet/verNorma.do?id=157137
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22. ACIDO SORBICO (Sorbico — INV —10022)
22.1. Titulo

Determinacion de acido soérbico en vinos

Cédigo: Sérbico — INV — 10022

22.2. Introduccién

El &cido sorbico y su sal de potasio son utilizados como conservantes en vinos,
particularmente en vinos dulces, para prevenir fermentaciones posteriores causadas por
levaduras y limitar el desarrollo de microorganismos indeseados. La determinacion
espectrofotométrica del acido soérbico permite cuantificar su concentracion mediante

medicion de absorcion en la region ultravioleta del espectro.
22.3. Alcance

Este método establece la determinacion de &cido sérbico en vinos mediante destilacion por
arrastre de vapor y determinacion espectrofotométrica UV. Es aplicable a Vinos y productos

vitivinicolas compatibles con el método.

22.4. Definiciones

Acido sorbico: Acido organico utilizado como conservante antimicrobiano en vinos y otros

alimentos.

Absorbancia: Magnitud espectrofotométrica proporcional a la concentracion del analito
presente en solucién. La concentracion de acido sorbico se expresa en miligramos por litro
(mg/L).

22.5. Principio

El acido sorbico presente en la muestra es separado mediante destilacién por arrastre de
vapor de agua. Posteriormente, el destilado es analizado espectrofotométricamente

mediante medicion de absorbancia en la region ultravioleta a 256 nm

La concentracion de acido sorbico se determina mediante comparaciéon con una curva de

calibracion construida a partir de soluciones patron de concentracién conocida.
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El método comprende las siguientes etapas:

. Destilacién por arrastre de vapor

. Preparacion del destilado

. Medicion espectrofotométrica

. Construccion de curva de calibracion
. Célculo de concentracion

22.6. Reactivos y materiales

22.6.1. Reactivos

R1 — Solucion A: Utilizada para catalizar la oxidacion del &cido sulfuroso por el aire.
Composicion:

. Carbonato 4cido de sodio: 0,5 g
. Sulfato de cobre cristalizado: 0,001 g

. Agua c.s.p.: 1.000 mL

R2 — Solucion patron de acido sérbico 20 mg/L

La soluciéon patron de acido soérbico podra prepararse utilizando sorbato de potasio de
pureza conocida.

R3 — Solucion de acido tartarico al 25 % (p/V)

22.6.2. Materiales

. Matraces aforados de 20 mL
. Matraces aforados de 200 mL
. Pipetas doble aforo de 5 mL
. Material auxiliar de laboratorio

22.7. Equipos

. Espectrofotometro UV-visible

. Equipo de destilacién por arrastre de vapor tipo Jaulmes o equivalente
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El espectrofotdmetro deberd encontrarse calibrado y verificado conforme a procedimientos

vigentes del laboratorio.

22.8. Preparacion de la muestra

22.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos

por el INV.

22.8.2. Muestra

La muestra no requiere preparacion previa.

22.9. Procedimiento

22.9.1. Porcion de prueba

Utilizar:
. 10 mL de muestra de vino

. 1 mL de solucién de &cido tartarico al 25 % (p/V)

22.9.2. Determinacion(es)

Obtencion del destilado
Obtener el destilado conforme al procedimiento indicado para acidez volatil.

Procedimiento:

. Colocar 10 mL de vino y 1 mL de &cido tartarico al 25 % (p/V) en el equipo de
destilacion.

. Realizar destilacién por arrastre de vapor.

. Recoger aproximadamente 200 mL de destilado en matraz aforado.

Preparacion de la muestra para lectura

. Tomar 5 mg/L del destilado.
. Transferir a un matraz aforado de 20 mL

. Llevar a volumen con solucién A.
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Medicién espectrofotométrica

. Colocar la solucion en cubeta de 1 cm de trayecto Optico.
. Dejar la cubeta expuesta al aire durante algunos minutos.

. Medir la absorbancia a 256 nm

La medicién debera realizarse comparando contra una solucién de referencia preparada de

igual forma, reemplazando:

. 5 mg/L de destilado por
. 5 mg/L de agua destilada.

22.9.3. Curva de calibracion

Preparar soluciones estandar de &cido sorbico de:

. 0,5 mg/L
. 1,0 mg/L
. 3,0 mg/L
. 5,0 mg/L

Las soluciones deberan prepararse a partir de la solucién patron de 20 mg/L. Utilizar agua

destilada como referencia. Preparacion de soluciones patrén:

Testo (mg/L) Vol (mL) de solucién Volumen final de
9 patrén 20 mg/L aforo
0,5 2,5
1,0 1,0 llevar a 100 mg/L
3,0 3,0
5,0 5,0

Construir la curva de calibracion representando absorbancia en funcion de la concentracion

de &cido sérbico de las soluciones patrén.
22.9.4. Calibracion

El espectrofotometro debera verificarse periédicamente conforme a procedimientos internos

del laboratorio.
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Se debera controlar:

. Exactitud de longitud de onda

. Linealidad de respuesta

. Estado y limpieza de las cubetas

. Correcta preparacion de las soluciones patrén

. Validez de la curva de calibracion

22.10. Célculo (Resultados)

La concentracion de acido sorbico se expresa en miligramos por litro (mg/L).

El resultado se obtiene a partir de la curva de calibracién absorbancia-concentracion.:

‘o . . mg\ )
Acido Sorbico (T) =80 -e
Dénde:

e = concentracion obtenida mediante lectura de la curva de calibracién
80 = factor que surge de las dos diluciones sucesivas efectuadas durante el procedimiento
analitico:

. 1:20 Primera dilucion

. 1:4 Segunda dilucién

La solucién patron de acido so6rbico se prepara a partir de sorbato de potasio.

22.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1996, 22 de abril). Resolucion C. 11/1996:
Reglamento General de Andlisis - Anexo |, Cap. II: Métodos analiticos oficiales para
vinos y mostos (Determinacion de acido soérbico). Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-37704/texto

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 377/2009:
Method OIV-MA-AS313-14A. Sorbic acid (spectrophotometry) [Resolucion
OIV/IOENO 377/2009: Método OIV-MA-AS313-14A. Acido soérbico
(espectrofotometria)]. OIV Compendium of International Methods of Wine and Must
Analysis. https://www.oiv.int/standards/annex-a-methods-of-analysis-of-wines-and-
musts/section-3-chemical-analysis/section-3-1-organic-compounds/section-3-1-3-
acids/sorbic-acid-%28spectrofluorimetry%29-%28type-iv%29
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23. CLORUROS POR ARGENTIMETRIA (CI7ARG - INV — 10023)

23.1. Titulo

Determinacién de cloruros en vinos por argentimetria.
Cddigo: CI'J/ARG - INV - 10023

23.2. Introduccién

La determinacién de cloruros en vinos constituye un ensayo quimico cuantitativo utilizado
para evaluar el contenido de sales cloradas presentes en el producto. Su control resulta de

interés para la caracterizacion analitica y la verificacién de la composicion del vino.
23.3. Alcance

Este método establece la determinaciéon cuantitativa de cloruros en vinos mediante

valoracién argentimétrica por retorno, previa mineralizacion de la muestra.
Es aplicable a vinos destinados al control oficial de su composicion.
23.4. Definiciones

El método volumétrico para la determinacion de cloruros es una técnica analitica
cuantitativa. Los cloruros corresponden a las sales derivadas del acido clorhidrico presentes

en el vino.

A los efectos de este método, el contenido de cloruros se expresa en gramos por litro de

cloruro de sodio (NacCl).
23.5. Principio

El método se basa en la precipitacién de los cloruros presentes en la muestra mediante la
adicién de un exceso conocido de solucién de nitrato de plata. Previamente, la muestra es
sometida a una mineralizacion oxidativa para eliminar la materia organica que pudiera

interferir en la determinacion.
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El exceso de nitrato de plata no consumido en la precipitacion de los cloruros se determina
por valoracion de retorno con solucion de tiocianato de potasio, utilizando alumbre férrico-

amonico como indicador.

23.6. Reactivos y materiales

23.6.1. Reactivos

* Solucion de permanganato de potasio al 6,5 % (p/V)
+ Acido nitrico puro.

* Solucion de nitrato de plata 0,05 N.

» Solucion de tiocianato de potasio 0,05 N.

* Solucion de alumbre férrico-aménico al 15 % (p/V)

» Agua oxigenada de 100 volimenes.

* Agua bidestilada.
23.6.2. Materiales

* Matraz Erlenmeyer de 500 mL.
* Pipeta de doble aforo de 20 mL.
* Pipeta de doble aforo de 50 mL.
* Pipeta graduada de 5 mL.

* Bureta de 25 mL.

23.7. Aparatos
Equipo de calentamiento adecuado para llevar la muestra a ebullicion.
23.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

La muestra se toma directamente de la botella original, la cual debera permanecer cerrada

hasta el momento del andlisis.

23.9. Procedimiento

23.9.1. Porcién de prueba
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Tomar 10 mL de vino.

23.9.2.

1.

10.
11.

23.9.3.

Determinacion

Colocar en un matraz Erlenmeyer de 500 mL:

o 10 mL de vino.

o 10 mL de agua bidestilada.

o 2,5 mL de &cido nitrico puro.

o 10 mL de solucién de nitrato de plata 0,05 N.

Llevar la mezcla a ebullicion.

Agregar lentamente solucibn de permanganato de potasio al 6,5 % (p/V) en
porciones decrecientes, finalizando gota a gota.

Durante la oxidacion, observar el cambio de color del permanganato desde violeta
hacia un precipitado pardo, el cual posteriormente se redisuelve.

Continuar la adicion hasta obtener una solucién incolora.

Si la solucion presenta coloracion amarilla residual, agregar unas gotas de agua
oxigenada de 100 voliumenes hasta lograr la decoloracién completa.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Agregar 5 mL de solucién de alumbre férrico-amonico al 15 % (p/V).

Agregar 20 mL de éter etilico o nitrobenceno.

Valorar el exceso de nitrato de plata con solucién de tiocianato de potasio 0,05 N.

El punto final de la valoracién corresponde a la aparicion de una coloracion rosa

palida persistente.

Observaciones

La adicién de la solucion de permanganato de potasio debe realizarse lentamente,
permitiendo la redisolucion completa del precipitado formado antes de efectuar una
nueva adicion.

Utilizar exclusivamente agua bidestilada para la preparacion de reactivos y para la
ejecucion del ensayo.

Se define como sodio excedentario a la diferencia entre los miliequivalentes por litro

de sodio y los miliequivalentes por litro de cloruros presentes en la muestra.
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23.10. Calculo y expresion de los resultados

23.10.1. Célculo

El contenido de cloruros se expresa como gramos por litro de cloruro de sodio (NaCl) y se

calcula mediante la expresion:
g _
Cloruros (Z NaCl) =(10—-n)- 0,292

Dénde:

n = volumen de solucién de tiocianato de potasio 0,05 N consumido en la valoracion,

expresado en mL.
23.10.2. Expresion de resultados

Los resultados se expresan en g/L de NaCl con dos cifras decimales, salvo disposiciéon

normativa especifica.
23.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (2017, 13 de noviembre). Resoluciéon 275-E/2017:
Fijanse para los vinos, los limites maximos de contenido de cloruros y de sulfatos.
Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-287281/texto

Skoog, D. A., West, D. M., Holler, F. J., & Crouch, S. R. (2015). Fundamentos de quimica
analitica (92 ed.). Cengage Learning. (Especificamente el capitulo sobre métodos de
titulacion de precipitacion / volumetria de precipitacion argentimétrica).
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24. CLORUROS (CI/Potenciometria — INV — 10024)
24.1. Titulo

Determinacién de cloruros en vinos por potenciometria
Cddigo: Cl/Potenciometria — INV — 10024

24.2. Introduccién

El contenido de cloruros en productos vitivinicolas constituye un parametro de interés para el
control de calidad, ya que niveles elevados pueden indicar adiciones indebidas o
alteraciones en la composicion del producto. Su determinacion resulta relevante para

verificar la conformidad con los limites establecidos y asegurar la autenticidad del vino.

24.3. Alcance

El presente método establece la determinacion de cloruros en vinos y otras matrices liquidas

vitivinicolas mediante medicion potenciométrica con electrodo selectivo de iones.

Es aplicable al control de productos terminados, productos intermedios del proceso

enolégico, materias primas e insumos.

24.4. Definiciones

El método potenciométrico para la determinacion de cloruros es una técnica analitica

cuantitativa basada en la medicién del potencial eléctrico (voltaje).

Los cloruros corresponden al conjunto de compuestos que contienen el ion cloruro (CI)

presente en solucion.
El contenido de cloruros se expresa en miligramos por litro (mg/L) de CI.

24.5. Principio

Los cloruros se determinan directamente en el vino por potenciometria utilizando un
electrodo de ion selectivo, basdndose en la medicion del potencial eléctrico generado por la

actividad de dichos iones en solucion.
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El método se basa en la determinacion potenciométrica directa de los iones cloruro
mediante un electrodo selectivo especifico, el cual responde al potencial generado por la

actividad de dichos iones en solucion, en relacion con un electrodo de referencia.

La cuantificacion se realiza mediante la técnica de doble adicion estdndar, que permite
determinar simultdneamente la concentracion del analito y la pendiente del electrodo,

minimizando los efectos de matriz.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Preparacion de la muestra

e Adicion de solucién reguladora de fuerza iénica
e Medicién del potencial

e Adiciones estandar sucesivas

e Célculo automatico de la concentracion

24.6. Reactivos y materiales

R1 — Solucion patron de cloruros (100 mg/L como CI)
Preparada a partir de cloruro de sodio de grado analitico o certificada.

R2 — Solucion ajustadora de fuerza i6nica (ISA)

Disolver 425 g de nitrato de sodio (NaNO3) en agua bidestilada y enrasar a 1 L.

R3 — Agua bidestilada

Libre de impurezas, utilizada para preparacion de soluciones y limpieza de materiales.

24.7. Aparatos

e Potenciémetro con capacidad de medicion en mV

o Electrodo selectivo de ion cloruro

o Electrodo de referencia (cuando no esté integrado)

e Agitador magnético con placa aislante para evitar el calentamiento de la muestra
por efecto del motor, equipado con barra agitadora recubierta.

e Vaso de precipitados de 250 mL

e Pipetas volumétricas (1 mLy 10 mL)

e Pipeta graduada de 15 mL
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Los equipos deberan estar calibrados y verificados conforme a procedimientos vigentes.

24.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
24.8.1. Muestra:

La muestra se tomara directamente del envase original, evitando modificaciones en su

composicion.

24.8.2. Conservacion:

La muestra debera conservarse en condiciones que eviten contaminacién o alteraciones.

24.8.3. Preparacion para el andlisis:

e Transferir 100 mL de muestra a un vaso de precipitados.
e Agregar 15 mL de solucion ajustadora de fuerza i6nica (R2).

e Homogeneizar la mezcla previo a la medicion.

24.9. Procedimiento
24.9.1. Porcién de prueba

Se emplean 100 mL de muestra, a los que se adicionan 15 mL de solucién ajustadora de

fuerza iénica.

24.9.2. Determinacion(es)

Preparacion del equipo:

o Verificar el estado del electrodo selectivo (limpio y en condiciones operativas).

e Acondicionar el electrodo segun indicaciones del fabricante.

Medicién (técnica de doble adicion estandar):

e Introducir el electrodo en la muestra bajo agitacién constante.
e Registrar el potencial inicial.
e Agregar 1 mL de solucion patrén de cloruros (R1) y registrar el potencial.

e Agregar 10 mL adicionales de solucién patrdn y registrar el nuevo potencial.
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« Realizar las mediciones manteniendo condiciones constantes de agitacion y

temperatura.

Consideraciones:

e La técnica de doble adicion permite compensar efectos de matriz. La técnica
permite ademas determinar simultaneamente la concentracion de la muestra y la
pendiente del electrodo, eliminando la necesidad de realizar una calibracion o

verificaciéon previa de la pendiente antes de la medicién.

e La relacidon entre concentracion de estandar y muestra deberd ser adecuada

(aproximadamente 100 veces mayor).

e Segquir las instrucciones especificas del equipo para el ingreso de datos,

realizacion de las adiciones estandar, confirmaciones en pantalla y célculo

automatico de resultados.

24.9.3. Calibracion

La determinacion se realiza mediante técnica de adicidn estandar, por lo que no requiere

una curva de calibracién externa previa.
No obstante, se debera verificar peribdicamente:

e La pendiente del electrodo
e Larespuesta del sistema

e La estabilidad de la sefial
De acuerdo con los criterios establecidos por el laboratorio o el fabricante.
24.10. Calculo y expresion de los resultados

La concentracion de cloruros es calculada automaticamente por el equipo a partir de los

potenciales medidos durante el procedimiento de doble adicion estandar.

Cuando corresponda, el resultado debera corregirse por el factor de dilucion aplicado

durante la preparacion de la muestra.
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El resultado se expresa en miligramos por litro (mg/L) de CI7, con el numero de cifras
significativas definido por el laboratorio.

24.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Method OIV-MA-AS321-02:
Chlorides [Método OIV-MA-AS321-02: Cloruros]. OIV Compendium of International
Methods of Wine and Must Analysis. https://share.qoogle/gPNFr199ZSCtFVTMA’

Instituto Nacional de Vitivinicultura [INV]. (2017). Resolucién 275-E/2017: Fijanse para
los vinos, los limites maximos de contenido de cloruros y de sulfatos.
Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-287281/texto

’ Nota: Este método especifica la determinacion directa por potenciometria utilizando un electrodo
de Ag/AgCly valoracion con nitrato de plata).
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25. FLUORUROS (F/Potenciometria — INV — 10025)

25.1. Titulo

Determinacién de fluoruros en vinos por potenciometria
Cddigo: F/Potenciometria — INV — 10025

25.2. Introduccién

El contenido de fluoruros en productos vitivinicolas constituye un pardmetro de interés
analitico para el control de calidad y la verificaciébn de la composicion del producto. Su
determinacion permite evaluar la presencia de este ion en el vino y su conformidad con los

niveles esperados.
25.3. Alcance

El presente método establece la determinacion de fluoruros en vinos y otras matrices

liguidas vitivinicolas mediante medicién potenciométrica con electrodo selectivo de iones.

Es aplicable al control de productos terminados, productos intermedios del proceso

enolégico, materias primas e insumos.
25.4. Definiciones

Los fluoruros corresponden a las especies quimicas que contienen el ion fluoruro (F7) en

solucion.

El contenido de fluoruros se expresa en miligramos por litro (mg/L) de F~.
25.5. Principio

El método se basa en la determinacion potenciométrica de los iones fluoruro mediante un

electrodo selectivo con membrana sélida especifica.

El potencial medido es proporcional al logaritmo de la actividad de los iones fluoruro
presentes en la muestra, en relacion con un electrodo de referencia, en un medio con fuerza

i6nica y pH controlados mediante la adiciébn de una solucion tampon.
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La cuantificacion se realiza mediante la técnica de doble adicion estandar, adecuada para

matrices complejas.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Preparacion de la muestra

e Adicion de solucién tampon

e Medicion del potencial

e Adiciones estandar sucesivas

e Calculo de la concentracion

25.6. Reactivos y materiales

R1 — Solucion madre de fluoruro (1 g/L)

Utilizar una solucion estandar comercial o prepararla disolviendo 2,210 g de fluoruro de
sodio (NaF), previamente desecado a 105 °C durante 3 a 4 horas, en agua destilada y

enrasando a 1 L. Conservar en envase plastico.

R2 — Soluciones patron de fluoruro

Preparadas por dilucion de la solucion madre con agua destilada. Las soluciones con

concentraciones del orden de mg/L deberan prepararse inmediatamente antes de su uso.

R3 — Solucion tamp6én pH 5,5

Disolver 10 g de &cido ciclohexano-1,2-diaminotetraacético (CDTA) en 50 mL de agua.
Agregar una solucién que contenga 58 g de cloruro de sodio (NaCl) y 29,4 g de citrato

trisédico en 700 mL de agua destilada.

El CDTA se disuelve mediante la adicion de aproximadamente 6 mL de solucion de
hidréxido de sodio al 32 % (m/V)

Agregar 57 mL de acido acético (p20 = 1,05 g/mL) y ajustar el pH a 5,5 con solucién de

hidréxido de sodio al 32 % (aproximadamente 45 mL).

Dejar enfriar y enrasar a 1 L con agua destilada.
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25.7. Aparatos

e Potencibmetro con capacidad de medicion en mV

o Electrodo selectivo de ion fluoruro con membrana cristalina

o Agitador magnético con placa aislante para proteger la solucion del calor del
motor.

e Barra agitadora (iman agitador) recubierto de material plastico.

e Vaso de precipitados de 250 mL

e Pipetas volumétricas (1 mL y 10 mL)

e Pipeta graduada de 15 mL

Los equipos deberan estar calibrados y verificados conforme a procedimientos vigentes.

25.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

25.8.1. Muestreo:

La muestra se tomara directamente del envase original, evitando modificaciones en su

composicion.

25.8.2. Conservacion:

La muestra debera conservarse en condiciones que eviten contaminacién o alteraciones.
25.8.3. Preparacion para el analisis:

e Transferir 100 mL de muestra a un vaso de precipitados.
e Agregar 10 mL de solucion tampoén (R3).

¢ Homogeneizar la mezcla antes de la medicion.

25.9. Procedimiento

25.9.1. Porcion de prueba

Se emplean 100 mL de muestra, a los que se adicionan 10 mL de solucién tampon.
25.9.2. Determinacion(es)

Consideraciones generales:
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La técnica de doble adicion estandar permite determinar simultdneamente la
concentracion de la muestra y la pendiente del electrodo, eliminando la
necesidad de calibracién previa.

Resulta especialmente adecuada para matrices de composicion compleja.

Condiciones recomendadas:

Medicion:

Volumen de muestra: 100 mL

Concentracién del estandar: aproximadamente 100 veces la concentracion
esperada en la muestra

Primera adicion: 1 mL

Segunda adicion: 10 mL

Introducir el electrodo en la muestra bajo agitacién constante.
Realizar las adiciones estandar segun lo indicado.

Registrar los potenciales correspondientes en cada etapa.

La técnica de doble adicién debera realizarse siguiendo el procedimiento especifico del

equipo, respetando la secuencia de ingreso de datos, adiciones estandar y confirmaciones

en pantalla.

25.9.3. Calibracion

La determinacion se realiza mediante técnica de adicion estandar, por lo que no requiere

calibracion externa previa.

No obstante, se debera verificar periédicamente:

La pendiente del electrodo
La estabilidad de la sefial

El correcto funcionamiento del sistema

25.10. Calculo y expresion de los resultados

| F-2026-107738308PASRR| ARPa 287

Pégina 140 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
FLUORUROS (F-/Potenciometria — INV — 10025)

La concentracion de fluoruros se obtiene a partir de los potenciales medidos durante el

procedimiento de doble adicion estdndar, mediante el calculo automatico del equipo.

Cuando la muestra haya sido diluida durante su preparacion, el resultado debera corregirse
aplicando el factor de dilucién correspondiente, a fin de expresar la concentracion en la

muestra original.

El resultado se expresa en miligramos por litro (mg/L) de F~, con el nimero de cifras

significativas definido por el laboratorio.

25.11. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV] (2004). Compendio de los métodos
internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-AS321-03.
Determinacion del contenido de fluoruros en el vino utilizando un electrodo selectivo
de iones fluoruro y un método de adicion de patrén. OIV.
https://www.oiv.int/public/medias/2557/oiv-ma-as321-03.pdf

| F-2026-107738308PASRR| AP0 287

Pégina 141 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
GLICERINA POR METODO ENZIMATICO (GL/EZ — INV — 10026)

26. GLICERINA POR METODO ENZIMATICO (GL/EZ - INV — 10026)

26.1. Titulo

Determinacién de glicerina en vinos por método enzimatico
Cdbdigo: GL/EZ — INV — 10026

26.2. Introduccioén

La glicerina o glicerol es uno de los principales subproductos de la fermentacién alcohdlica y
constituye un componente natural de los vinos. Su determinacion resulta de interés analitico
debido a su contribucion a las caracteristicas organolépticas y al control de autenticidad y

calidad de productos vitivinicolas.
26.3. Alcance

Este método establece la determinacion cuantitativa de la glicerina en vinos mediante
método enzimatico con deteccion espectrofotométrica. Es aplicable a vinos y otros
productos vitivinicolas que contengan glicerol en concentraciones comprendidas dentro del

rango de trabajo del método.
26.4. Definiciones

Glicerina (glicerol): alcohol trihidroxilico formado durante la fermentacién alcohélica y cuya
concentracion se determina mediante el presente método. La concentracion de glicerina se

expresa en gramos por litro (g/L).
26.5. Principio

La determinacion se basa en una secuencia de reacciones enzimaticas acopladas. La
glicerolquinasa (GK) cataliza la fosforilacion del glicerol a glicerol-3-fosfato en presencia de
adenosina-5'-trifosfato (ATP). El adenosin-5’-difosfato (ADP) formado es reconvertido en
ATP mediante fosfoenolpiruvato (PEP) y piruvato-quinasa (PK), produciendo piruvato.
Posteriormente, el piruvato es reducido a lactato por accion del lactato-deshidrogenasa
(LDH), utilizando dinucleétido reducido de nicotinamida-adenina (NADH), el cual se oxida a
NAD.
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Secuencia de reacciones:

GK

1) Glicerol + ATP _— glicerol-3-fosfato + ADP
PK

2) ADP + PEP  —— ATP + piruvato

LDH
3) Piruvato + NADH + H+ ——> lactato + NAD+

La disminucion de absorbancia del NADH se mide espectrofotométricamente a 340 nm, 334
nm o 365 nm y es proporcional a la concentracion de glicerol presente en la muestra. La
cantidad de NAD* formada durante la reaccién es proporcional a la cantidad de glicerol

presente.
El método comprende las siguientes etapas:

e Preparacion y dilucién de la muestra

e Preparacion de reactivos y mezcla de reaccién
o Desarrollo de la reaccion enzimatica

e Medicion espectrofotométrica

e Calculo de la concentracidn de glicerina

26.6. Reactivos y materiales®

R1 — Solucion buffer (Solucién de glicilglicina 0,75 M con Mg2* 1073 M, pH 7,4).

Preparacion: Disolver 10.0 g de glicilglicina y 0.25 g de sulfato de magnesio (MgS04.7 H20)
en aproximadamente 80 mL de agua bidestilada, adicionar 2.4 mL de solucién de hidréxido
de sodio 5 M para obtener pH de 7.4 y enrasar a 100 mL con agua bidestilada. Esta solucion

buffer puede ser conservada por 3 meses a + 4 °C.

R2 — Solucion de coenzimas y sustratos (NADH 8,2.10-3 M, ATP 33.10-3 M, PEP 46.10-3
M)

® Nota: Todos los reactivos estdn disponibles comercialmente.
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Preparacion: Disolver en 6 mL de agua bidestilada:
e 42 mg de nicotinamida-adenina-dinucle6tido reducido disédico (NADH-Na,)
e 120 mg de adenosina-5'-trifosfato disddico (ATP-Na,H,)
e 60 mg de fosfoenolpiruvato sédico
e 300 mg de bicarbonato de sodio (NaHCO3)

Esta solucion buffer puede ser conservada 2 a 3 dias a 4 °C.

R3 — Suspension de piruvato-quinasa/lactato-deshidrogenasa (PK/LDH)

Concentracion:

e PK: 3 mg/mL

e LDH: 1 mg/mL
Utilizar la suspension sin diluir.
Condiciones de conservacion:

e Hastalafioa4°C.

R4 — Suspensién de glicerolquinasa (GK)

Concentracion:
e GK:1mg/mL
Condiciones de conservacion:

e Hastalanoa4°C.

Materiales adicionales

e Agua bidestilada
e Cubetas de vidrio o descartables de 1 cm de paso 6ptico
Nota:

Todos los reactivos se encuentran disponibles comercialmente.

26.7. Aparatos

o Espectrofotometro con capacidad de medicion a 340 nm
o Alternativamente, fotometro de espectro discontinuo apto para mediciones a 334 nm
0 365 nm

| F-2026-107738308PASRR| Af\3180 287

Pégina 144 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
GLICERINA POR METODO ENZIMATICO (GL/EZ — INV — 10026)

e Cubetas de 1 cm de trayecto éptico
e Micropipetas con capacidad entre 0,02 mLy 2 mL
e Material volumétrico de laboratorio

El espectrofotometro debera encontrarse calibrado y verificado segun los procedimientos

vigentes del laboratorio.

26.8. Preparacion de la muestra

26.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos
por el INV.

26.8.2. Preparacién de la muestra

La determinacion se realiza generalmente sobre el vino, previa dilucion con agua
bidestilada.

La dilucion debera realizarse de manera que la concentracion final de glicerol se encuentre

comprendida entre 30 mg/L y 500 mg/L.

Como orientacion general, una dilucion 2:100 suele resultar adecuada.

26.9. Procedimiento

26.9.1. Porcion de prueba

Tomar 0,10 mL de muestra diluida para el analisis.

26.9.2. Determinacion(es)

Las mediciones se realizaran a 340 nm utilizando cubetas de 1 cm de paso O6ptico,

empleando aire como referencia.

| F-2026-107738308PASRR| Afid8a 287

Pégina 145 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
GLICERINA POR METODO ENZIMATICO (GL/EZ — INV — 10026)

26.9.3. Preparacion de cubetas

Reactivo Cubeta de referencia Cubeta de muestra
Solucion R1 1,00 mL 1,00 mL
Solucion R2 0,10 mL 0,10 mL
Muestra — 0,10 mL
Agua bidestilada 2,00 mL 1,90 mL
Suspension R3 0,01 mL 0,01 mL

Mezclar y dejar reposar 5 minutos — Leer las absorbancias iniciales Al
Suspension R4 0,01 mL 0,01 mL

Mezclar y esperar hasta finalizacion de la reaccion (5 a 10 minutos).

Leer las absorbancias finales A2.

Verificar la estabilizaciéon de la absorbancia mediante lecturas sucesivas cada 2 minutos

hasta obtener valores constantes durante al menos 2 minutos.

26.9.4. Calculo de absorbancia
Calcular:

AA referencia= A, — A
AA muestra=A, - A,

La diferencia de absorbancia se obtiene mediante:

AA = AA muestra — AA referencia

26.9.5. Calibracién (cuando corresponda)

El espectrofotometro deberd calibrarse y verificarse de acuerdo con los procedimientos

internos del laboratorio y las recomendaciones del fabricante.

Cuando corresponda, podran utilizarse materiales de referencia certificados o soluciones de

control.
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26.10. Célculo y expresién de los resultados
La concentracién de glicerina se calcula mediante:

V-PM

C=td v 1000

AA

Doénde:

C: concentracién de glicerina (g/L)

V: volumen total del ensayo (3,12 mL)

v: volumen de muestra (0,10 mL)

PM: peso molecular del glicerol (92,1 g/mol)

d: longitud de paso 6ptico de la cubeta (1 cm)

&: coeficiente de absorcion molar del NADH s 340 nm
AA: diferencia de absorbancia

Para mediciones a 340 nm: € = 6,3 L - mmol-1-cm-1 — La ecuacién se simplifica a:
C=0,456-4A-F

F = factor de dilucién

Para mediciones a 334 nm =6,2L-mmol-1x-xcm-1
C=0,463-A-F

Para mediciones a 365nm =3,4L - mmol-1 x-xcm-1

C=0845-A-F
El resultado se expresara en g/L de glicerina con dos cifras decimales.

Nota:
Cuando se utilice autoanalizador, la muestra podrd analizarse sin dilucion previa. Los

reactivos y ecuaciones de célculo permanecen sin modificaciones.
26.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (1996, 22 de abril). Resolucion C. 11/1996:
Reglamento General de Andlisis - Anexo |, Cap. Il: Métodos analiticos oficiales para
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(Requisito 7.2: Seleccién, verificacién y validaciéon de métodos). IRAM.°

° En cumplimiento del requisito 7.2 sobre Seleccién, verificacion y validacion de métodos de la norma
IRAM-ISO/IEC 17025 (IRAM, 2018), la determinacion de glicerol se fundamenta en la metodologia
descrita en las guias técnicas de Boehringer Mannheim (1989) y R-Biopharm AG (2020), alineada con
los protocolos oficiales del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV, 1996) y de la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (OIV, 2009).
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27. GLICERINA POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (GL/IR — INV — 10027)

27.1. Titulo

Determinacién de glicerina en vinos por espectroscopia infrarroja.
Cddigo: GL/IR = INV - 10027

27.2. Introduccion

La glicerina o glicerol es uno de los alcoholes superiores (principales subproductos de la
fermentacion alcohdlica), constituye un componente natural de los vinos. Su determinacion
mediante espectroscopia infrarroja permite realizar andlisis rapidos y simultaneos
utilizando técnicas instrumentales automatizadas ampliamente aplicadas en laboratorios

enolégicos.
27.3. Alcance

Este método establece la determinacion cuantitativa de glicerina en vinos mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) o espectroscopia en el

infrarrojo cercano (NIR), utilizando modelos de calibracién quimiométricos.

Es aplicable a vinos y otros productos vitivinicolas compatibles con los rangos y condiciones

de calibracion del equipo utilizado.
27.4. Definiciones

La glicerina o glicerol es un alcohol trihidroxilico formado naturalmente durante la

fermentacion alcohdlica por accién de las levaduras sobre los azlcares.
La concentracion de glicerina se expresa en gramos por litro (g/L).

La espectroscopia infrarroja es una técnica instrumental basada en la absorcién de radiacion
infrarroja por las moléculas, permitiendo identificar y cuantificar compuestos mediante el

andlisis de sus espectros caracteristicos.

27.5. Principio
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La glicerina presenta bandas de absorcion caracteristicas en la region infrarroja del espectro
electromagnético.

La determinacion se realiza mediante espectroscopia FT-IR o NIR, combinada con modelos
de calibracion quimiométricos previamente desarrollados a partir de muestras de referencia.
La espectroscopia NIR permite cuantificar la glicerina combinando espectroscopia con
quimiometria.

El método comprende las siguientes etapas:

o Verificacion del desempefio instrumental

e Medicién del espectro de referencia (background)
e Medicién de muestras patrén

e Medicion del espectro de la muestra

e Procesamiento quimiométrico de datos

e Obtencion de la concentracion de glicerina

27.6. Reactivos y materiales

R1 — Agua destilada

Utilizada para limpieza y enjuague de la celda o accesorio de medicion.
Debe encontrarse libre de particulas visibles.

R2 — Patrones de glicerol en matriz vino modelo

Utilizados para calibracion, verificacion y control del desempefio analitico.

Los materiales de referencia deberan poseer valores conocidos y trazables cuando
corresponda.

27.7. Aparatos

e Espectrometro FT-IR con accesorio ATR o célula de transmisién
e Alternativamente, analizadores especificos NIR/FTIR para vinos

o Software de adquisicion y procesamiento de datos integrado al analizador
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e Jeringas para carga de muestra
e Vasos de precipitados
e Material auxiliar de limpieza

El equipo deberé:

e Encontrarse calibrado y verificado segun procedimientos vigentes
e Poseer modelos quimiométricos validados para determinacion de glicerina

e Cumplir las condiciones de estabilidad térmica especificadas por el fabricante

27.8. Preparacion de la muestra

27.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos

por el INV.

27.8.2. Preparacion de la muestra

En general, la muestra no requiere preparacion previa.

Cuando la muestra presente particulas en suspensién o turbidez excesiva, podra realizarse

filtracion previa.

La muestra debera alcanzar la temperatura de trabajo recomendada por el fabricante del

equipo antes de la medicion.

27.9. Procedimiento

27.9.1. Porcion de prueba

Tomar una cantidad suficiente de muestra para completar adecuadamente la celda o

accesorio de medicién del equipo.

27.9.2. Determinacion(es)
Verificacién del equipo

e Encender el equipo y el software de adquisicion.
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o Verificar el estado operativo y los ensayos de performance del instrumento.

e Asegurar la estabilizacién térmica del sistema antes de iniciar las mediciones.

Limpieza del sistema

e Limpiar la celda o cristal ATR utilizando pafio suave no abrasivo.
e Enjuagar con agua destilada al menos dos o tres veces.

e Introducir los liquidos lentamente para evitar formacion de burbujas.

Medicién de Background

e Realizar la medicion del espectro de referencia (Background).
e Repetir la operacion 3 — 4 veces hasta obtener estabilidad instrumental, segun

criterios internos del laboratorio o especificaciones del fabricante.

Verificacién con muestra patron

e Analizar una muestra patron o material de control antes de procesar las muestras
analiticas.

o Verificar que los resultados obtenidos se encuentren dentro de los criterios de
aceptacion establecidos.

o Determinaciones preferentemente por duplicado.

Medicion de muestras

e Introducir la muestra en el sistema de medicion.

o Realizar las determinaciones preferentemente por duplicado.

e Entre muestras, enjuagar adecuadamente la celda con agua destilada y, cuando
corresponda, con una pequefa alicuota de la muestra siguiente para minimizar

efectos de arrastre.

Registro de datos

e Guardar espectros y resultados en la base de datos correspondiente.
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27.9.3. Calibracién (cuando corresponda)

La calibracion se realizard utilizando patrones de glicerol en matriz vino modelo y modelos

quimiométricos validados.

Se debera indicar:

e Tipo de modelo de calibracion empleado

¢ Rango de trabajo

¢ Numero de muestras utilizadas en la calibracion
e Frecuencia de verificacion

e Criterios de aceptacion y desempefio

Los modelos deberan verificarse periodicamente conforme a los procedimientos internos del
laboratorio.
27.10. Célculo (Resultados)

La concentracién de glicerina es obtenida automaticamente por el software del equipo
mediante procesamiento quimiométrico de los espectros infrarrojos registrados. El resultado

se expresa en gramos por litro (g/L), con dos cifras decimales.

Cuando corresponda, se aplicaran correcciones o verificaciones mediante materiales de

control.

27.11. Bibliografia

Métodos oficiales OIV aplicables a espectroscopia infrarroja en vinos

Norma IRAM ISO/IEC 17025, requisito 7.2

Manuales técnicos de espectroscopia FT-IR y NIR aplicados a analisis enolégico
Documentacién técnica del fabricante del equipo utilizado

International Organisation of Vine and Wine. (2014). Resolution OIV-OENO 518-2014:
Method OIV-MA-AS312-03. Determination of alcoholic strength by volume of wine, total dry
matter, glycerol and major organic acids using mid-infrared spectroscopy (FTIR) [Resolucién
OIV-OENO 518-2014: Método OIV-MA-AS312-03. Determinacion del grado alcohdlico
volumétrico del vino, extracto seco total, glicerol y principales acidos organicos por
espectroscopia infrarroja media (FTIR)]. OIV Compendium of International Methods of Wine
and Must Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/2463/oiv-ma-as312-03.pdf
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28.  METALES EN VINOS POR ABSORCION ATOMICA (Metales/AA — INV —
10028)

28.1. Titulo

Determinacion de metales en vinos (mayoritarios y minoritarios) por espectrometria de

absorcion atbmica.
Cdédigo: Metales/AA — INV - 10028
28.2. Introduccién

La espectrometria de absorcion atdbmica (AA) es una técnica instrumental utilizada para
cuantificar metales en matrices liquidas mediante la medicién de la absorcién de radiacion
electromagnética por &tomos en estado gaseoso. Esta técnica permite la determinacién de

elementos macro y micro presentes en el vino, con elevada sensibilidad y especificidad.
28.3. Alcance

Este método establece la determinacion de elementos minerales en vinos mediante
espectrometria de absorcién atomica. La determinacion de metales se realiza por
atomizacion de la muestra en llama aire-acetileno (u 6xido nitroso para Ca) a sus longitudes

de onda caracteristicas.

Es aplicable a la determinacion de macroelementos (Na, K, Ca y Mg), microelementos (Fe,
Cuy Zn) y elementos traza o contaminantes (Pb, Cd y As) en vinos tranquilos y espumosos,

asi como en insumos vitivinicolas liquidos.
28.4. Definiciones

Elemento mayoritario (macroelemento): Metal presente en concentraciones relativamente

altas en el vino.

Elemento minoritario (microelemento): Metal presente en concentraciones bajas,

habitualmente en trazas.
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Blanco analitico: Solucién utilizada para poner a cero el instrumento y corregir absorbancia

de la matriz.
Patron o estandar: Solucion de concentracion conocida utilizada para la calibracion.

Elemento traza: Elemento presente en concentraciones muy bajas, generalmente inferiores
a 1 mg/L, cuya determinacion puede requerir técnicas de mayor sensibilidad, como la

atomizacién electrotérmica en horno de grafito.

Atomizacion electrotérmica: Técnica de absorcion atomica que utiliza un horno de grafito

para generar atomos libres mediante calentamiento programado.

Horno de grafito: sistema de atomizacion electrotérmica utilizado en espectrometria de

absorcion atdmica para la determinacién de elementos en niveles de trazas.
28.5. Principio

La muestra diluida se atomiza mediante llama de acetileno-aire u horno de grafito (segun el
elemento a determinar). Los atomos libres absorben radiacion a longitudes de onda
caracteristicas del elemento. La intensidad de absorcion se mide y se relaciona con la
concentracion del metal mediante una curva de calibracion. Se puede incorporar un tampén
de ionizacién (como cloruro de cesio) para estabilizar elementos susceptibles a ionizacién
(ej. Na, K).

En la determinacién por absorcién atbmica se hace pasar un haz de luz de longitud de onda
especifica, correspondiente a una transicion electronica caracteristica del elemento de
interés, a través de la muestra atomizada. Los atomos del elemento en estado fundamental
absorben parte de esa radiacion y la disminucion de intensidad es medida por el detector. La
absorbancia obtenida es directamente proporcional a la concentracion del elemento

presente en la muestra, de acuerdo con la Ley de Beer-Lambert.

La atomizacién puede realizarse mediante llama, horno de grafito o sistemas de generacion

de hidruros, segun el elemento a determinar y el nivel de concentracion esperado.

28.6. Reactivos y materiales
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Reactivos

Agua bidestilada o desionizada con resistividad 218 MQ-cm.
Soluciones patrén de los elementos a determinar, de calidad analitica o certificada.
Acido nitrico concentrado >65 % (p/p) para estabilizacion y digestion.

Cloruro de cesio para tampdn de ionizacion (cuando corresponda).

Materiales

28.7.

28.8.

Matraz aforado Clase A (10-1000 mL).
Pipetas y micropipetas calibradas (200 yL — 10 mL).
Material de vidrio y plastico resistente a acidos, acondicionado con HNO; al 10 %

(VIV) y enjuagado con agua desmineralizada.

Aparatos

Espectrofotometro de absorcion atémica (flama u horno de grafito).
Fuentes de luz especifica para cada metal (lamparas de catodo hueco).
Balanzas analiticas (precision + 0,1 mg).

Sistema de aspiracidn nebulizador o inyeccion en horno de grafito.

Muestreo (Preparaciéon de la muestra)

28.8.1. Determinacion por llama

Tomar la alicuota correspondiente y efectuar la diluciéon indicada en el procedimiento

especifico de cada elemento o analito.

28.8.2. Determinacion por horno de grafito

Preparar la muestra segun el procedimiento especifico del elemento, pudiendo requerirse

dilucién, digestion &cida o mineralizacién previa.

Aclaracién técnica

Macro: AA llama directo

Micro: AA llama con o sin mineralizacion previa de la muestra (cenizas)
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Trazas: GFAAS o HG/HVG (HG-AAS = estadndar internacional (OIV) - HVG =

variante operativa simplificada)

28.9. Procedimiento
28.9.1. Porcién de prueba
e Utilizar las soluciones preparadas segun 33.8. Los metales traza pueden
determinarse por digestion humeda o calcinacion Unicamente cuando se requiera
reduccion de interferencias matriciales
28.9.2. Determinacion
e Encender el espectrofotbmetro y calibrar con blanco de agua desmineralizada.
e Preparar la curva de calibraciéon utilizando soluciones patron con concentraciones
conocidas.
e Ajustar condiciones instrumentales (longitud de onda, corriente de lampara, flujo de
gas, potencia de llama o programa de horno) segun el metal.
e Medir absorbancia o absorbancia integrada de cada muestra, segun el sistema de
atomizacién empleado.
28.9.3. Calibracion
e Realizar curva de calibraciéon con 4-5 puntos, abarcando el rango esperado en la
muestra.
e Incorporar tampon de ionizacion si se analiza Na o K.
o Verificar la linealidad y exactitud con material de referencia certificado.
28.10. Calculo y expresion de los resultados
28.10.1. Célculo
c Cm-V
 Vm
Donde:

C = concentracion del analito en la muestra (mg/L)
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e Cm = concentracion determinada en la solucion diluida (mg/L)
e V =volumen final de dilucién (mL)

e Vm =volumen de muestra utilizado para la dilucion (mL)
28.10.2. Expresion de resultados
Expresar en mg/L para cada metal determinado.
28.11. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura [INV]. (2018). Resolucién de fiscalizacion de limites
analiticos y metales pesados en vinos y mostos en el marco de la Ley General de
Vinos N° 14.878. Ministerio de Produccion y Trabajo, Argentina.
https://consultas.inv.gob.ar/resoluciones/RESOL-2018-2-APN-INV-MPYT.pdf

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacién actual). Compendio
de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-03A. Sodio. OIV. https://www.oiv.int/

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio
de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Métodos de la Seccién
3.2.2 (Cationes y metales por Espectrometria de Absorcion Atémica). OIV.
https://www.oiv.int/es/standards/annex-a-methods-of-analysis-of-wines-and-
musts/section-3-chemical-analysis/section-3-2-non-organic-compounds/section-3-2-2-
cations

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (3. @ ed.). Wiley-VCH.
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29. SODIO POR ABSORCION ATOMICA (Na/AA-LLAMA — INV — 10029)

29.1. Titulo

Determinacién de sodio en vinos por espectrometria de absorcién atémica con llama.
Cddigo: Na/AA-llama — INV — 10029

29.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinaciéon de sodio en vinos mediante espectrometria
de absorcién atémica con atomizacion en llama aire-acetileno. Los resultados se expresan

en mg/L de sodio.
29.3. Principio

La determinacién se basa en la absorcién de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de sodio por los &tomos de sodio presentes en la muestra, previamente atomizados
en una llama aire-acetileno. La absorbancia medida a 589 nm es proporcional a la
concentracion de sodio presente en la muestra. Para minimizar los efectos de ionizacién se

recomienda utilizar cloruro o nitrato de cesio como tampén de ionizacion.

29.4. Reactivos y materiales especificos

29.4.1. Reactivos

Solucién patrén de sodio 1000 mg/L certificada.

Alternativamente, preparar una solucién madre de 1000 mg/L de sodio disolviendo 2,5423 g

de cloruro de sodio previamente secado y completando a 1000 mL con agua desionizada.

Solucién de cloruro de cesio 0 nitrato de cesio como tampdn de ionizacion.

29.4.2. Soluciones de calibracion

Preparar soluciones patron de sodio de:

0,25 mg/L
0,50 mg/L
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+ 1,00 mg/L
2,00 mg/L

Las soluciones deberan contener la misma concentracion del tampdn de ionizacion que las

muestras.°

29.4.3. Parametros instrumentales

e Longitud de onda: 589,0 nm
e Tipo de llama: aire-acetileno
e Corrector de fondo: segin equipo

e Tampon de ionizacion: CsCl o CsNO;

29.5. Procedimiento

29.5.1. Porcion de prueba

Se recomienda una dilucién inicial 1:100 con agua desionizada.

29.5.2. Determinacion

1. Encender el espectrofotdmetro de absorcion atomica y estabilizar las condiciones
operativas.
Instalar la lampara de catodo hueco de sodio.
Ajustar la longitud de onda a 589,0 nm
Optimizar las condiciones de la llama aire-acetileno para obtener la maxima
sensibilidad.
Aspirar el blanco analitico y ajustar el cero instrumental.
Medir las soluciones de calibracion y construir la curva absorbancia-concentracion.

7. Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

19 Nota: Debido a que la concentracidn de potasio en vino es normalmente superior a la de sodio
(aproximadamente 10 veces), puede producirse interferencia de matriz. Para minimizar este efecto,
se recomienda adicionar potasio a los patrones de calibracidon en concentraciones equivalentes a las
presentes en las muestras, utilizando para ello una solucién patrén de potasio adecuado.
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8. Verificar periddicamente la estabilidad de la calibracion mediante una solucion de

control.
29.5.3. Calibracion

La curva de calibracion debera prepararse con un minimo de cuatro niveles de

concentracion.

El coeficiente de determinacion (R2) debera ser igual o superior a 0,995.

29.6. Calculo y expresién de resultados

La concentracion de sodio en la muestra se calcula mediante:
C=Cm-Fd

Donde:

C = concentracion de sodio en la muestra (mg/L)

Cm = concentracién obtenida de la curva de calibracion (mg/L)
Fd = factor de dilucion aplicado

Expresar el resultado en mg/L de sodio.

Sodio excedente

Cuando corresponda, el sodio excedente se calcula mediante:
A=B-C

Donde:
A = sodio excedente (meqg/L)
B = sodio total (meqg/L)

C = cloruros (meg/L)
Para expresar el resultado en mg/L, se considerara que el meq del Na’ es de 23 mg.
1 meg/L de Na* = 23 mg/L
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29.7. Observaciones

o Utilizar material previamente descontaminado con &cido nitrico al 10 % (V/V) o &cido
clorhidrico diluido y enjuagado abundantemente con agua desionizada.

e Emplear agua desionizada o bidestilada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacién de soluciones patrén y todas las diluciones requeridas
durante el procedimiento.

o Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

o Verificar periddicamente la ausencia de interferencias de ionizacion y de matriz.

29.8. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura [INV]. (2018). Resolucion de fiscalizacion de limites
analiticos y metales pesados en vinos y mostos en el marco de la Ley General de
Vinos N° 14.878. Ministerio de Produccion y Trabajo, Argentina.
https://consultas.inv.gob.ar/resoluciones/RESOL-2018-2-APN-INV-MPYT.pdf

Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino [OIV]. (2021). Compendio de los métodos
internacionales de andlisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-AS322-03A. Sodio
(AAS). OIV https://www.oiv.int/public/medias/8530/eng-compendiumvoll.pdf

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio
de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Métodos de la Seccion
3.2.2 (Cationes y metales por Espectrometria de Absorcion Atémica). OIV.
https://www.oiv.int/es/standards/annex-a-methods-of-analysis-of-wines-and-
musts/section-3-chemical-analysis/section-3-2-non-organic-compounds/section-3-2-2-
cations

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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30. POTASIO POR ABSORCION ATOMICA (K/AA-LLAMA — INV — 10030)

30.1. Titulo

Determinacién de potasio en vinos por espectrometria de absorcién atébmica con llama.
Cadigo: K/AA-llama — INV - 10030

30.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacién de potasio en vinos mediante espectrometria
de absorcién atomica con atomizacién en llama aire-acetileno. Es aplicable a vinos

tranquilos y espumosos. Los resultados se expresan en mg/L de potasio.
30.3. Principio

La determinacién se basa en la absorcidn de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de potasio por atomos de potasio presentes en la muestra, previamente atomizados
en una llama aire-acetileno. La absorbancia se mide a 769,9 nm, longitud de onda
caracteristica del potasio, y es proporcional a su concentracion en la muestra, segun la ley
de Beer-Lambert. Para reducir interferencias por ionizacién, se recomienda el uso de un

tampdn espectral a base de cloruro de cesio.
30.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos™*

Solucion patrén certificada de potasio 1000 ma/L. Alternativamente, preparar soluciéon madre

disolviendo:

* 11,9066 g de cloruro de potasio (KCI), o

+ 4,813 g de tartrato acido de potasio y aforar a 1000 mL con agua desionizada.

11 Nota de reactivos

El material de vidrio debe lavarse previamente con solucién de acido clorhidrico diluido y enjuagarse
exhaustivamente con agua bidestilada. Toda preparacion de soluciones y diluciones debe realizarse
exclusivamente con agua bidestilada o desionizada.
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Soluciones de calibracién de potasio:

« 5mg/L

« 10mg/L
« 15mg/L
« 20 mg/L

Agua bidestilada o desionizada (218 MQ-cm).

Tampdn de ionizacion: cloruro de cesio o equivalente.

Parametros instrumentales

* Longitud de onda: 769,9 nm
» Tipo de llama: aire-acetileno
» Corrector de fondo: segun equipo

» Tampoén de ionizacion: CsCl o equivalente
30.5. Procedimiento

Porcién de prueba

Realizar una dilucién apropiada de la muestra de forma que la concentracién de potasio

guede comprendida dentro del rango de calibracion.

Determinacion

Encender el espectrofotdmetro de absorcion atémica y estabilizar el sistema.
Instalar la lampara de catodo hueco de potasio.

Ajustar la longitud de onda a 769,9 nm

Optimizar la llama aire-acetileno para méaxima sensibilidad.

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada como blanco.

o a0k~ w NP

Medir las soluciones patrén y construir la curva de calibracion concentracion vs.
absorbancia.
Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

Verificar periédicamente la estabilidad del sistema mediante solucion de control.
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Calibracion

e Preparar al menos cuatro puntos de calibracion en el rango 5-20 mg/L.
o Verificar linealidad de la curva con coeficiente de determinacion aceptable (R* 2
0,995).

e Incorporar tampon de ionizacion en estandares y muestras cuando corresponda.
30.6. Calculoy expresion de resultados
La concentracion de potasio en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd
Donde:
C = concentracién de potasio en la muestra (mg/L)
Cm = concentracion obtenida de la curva de calibracién (mg/L)
Fd = factor de dilucién aplicado (Se debe indicar explicitamente el factor de dilucién

utilizado).

Los resultados se expresan en mg/L de potasio.

30.7. Observaciones

e Ajustar las condiciones de la llama para optimizar la sensibilidad del potasio.

o Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

e Controlar interferencias por ionizacion mediante el uso de cesio cuando corresponda.

e Mantener condiciones constantes de aspiracion y estabilidad de llama durante toda
la secuencia analitica.

e Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacion de soluciones patron y todas las diluciones efectuadas

durante el procedimiento.
30.8. Bibliografia

Instituto Nacional de Vitivinicultura [INV]. (1981, 12 de agosto). Resolucion N° 582/81:
Normas analiticas para la determinacion de potasio y sodio mediante
Espectrofotometria de Absorcion Atémica y métodos fotométricos (Anexo
correspondiente a Cationes). Boletin Oficial de la Republica Argentina.
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https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/resoluci%C3%B3n-582-1981 -
314326/texto

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacién actual). Compendio
de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-02A. (Determinacion de potasio y otros cationes por Espectrometria de
Absorcion  Atémica). OIV. https://www.oiv.int/es/standards/annex-a-methods-of-
analysis-of-wines-and-musts/section-3-chemical-analysis/section-3-2-non-organic-
compounds/section-3-2-2-cations - https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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31. CALCIO POR ABSORCION ATOMICA (Ca/AA-LLAMA — INV - 10031)

31.1. Titulo

Determinacién de calcio en vinos por absorcién atémica con llama.
Cddigo: Ca/AA-llama - INV — 10031

31.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacién de calcio en vinos mediante espectrometria
de absorcion atdmica con atomizacion en llama. Es aplicable a vinos tranquilos y

espumosos. Los resultados se expresan en mg/L de calcio.
31.3. Principio

La determinacién se basa en la absorcién de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de calcio previamente atomizado en una llama.

La absorbancia se mide a 422,7 nm, longitud de onda caracteristica del calcio, y es
proporcional a su concentracion en la muestra, segun la ley de Beer-Lambert.

La atomizaciébn se realiza preferentemente mediante llama Oxido nitroso-acetileno.
Alternativamente, puede utilizarse llama aire-acetileno, incorporando una sal de lantano para

minimizar interferencias quimicas.
31.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos

Solucién patrén certificada de calcio 1000 mg/L.

Alternativamente, preparar una soluciéon madre disolviendo 2,5 g de carbonato de calcio en
una cantidad suficiente de &cido clorhidrico al 10 % y aforar a 1000 mL con agua bidestilada

0 desionizada.

Soluciones de calibracién de calcio:

« 1,0mg/L
« 2,0mg/L
« 3,0mg/L
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Agua bidestilada o desionizada (218 MQ-cm).

Solucién de lantano, cuando se utilice llama aire-acetileno.

Parametros instrumentales

31.5.

Longitud de onda: 422,7 nm
Tipo de llama: 6xido nitroso-acetileno (preferente)
Llama alternativa: aire-acetileno con adicién de lantano

Corrector de fondo: segun equipo

Procedimiento

Porcién de prueba

Realizar una dilucién inicial 1:100 desionizada o las diluciones adicionales necesarias para

gue la concentracion de calcio se encuentre dentro del rango de calibracion.

Determinacion

Encender el espectrofotdmetro de absorcion atémica y estabilizar el sistema.

Instalar la lampara de catodo hueco de calcio.

Ajustar la longitud de onda a 422,7 nm

Optimizar las condiciones de la llama para obtener la maxima sensibilidad.

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada o desionizada como blanco.
Medir las soluciones patron y construir la curva de calibracion concentracion-
absorbancia.

Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

Verificar periédicamente la estabilidad del sistema mediante una solucién de control.

Calibracion

31.6.

Preparar al menos tres puntos de calibracién en el rango de 1,0 a 3,0 mg/L.

Verificar la linealidad de la curva mediante un coeficiente de determinacion aceptable
(R*=0,995).

Cuando se utilice lantano como modificador quimico, incorporarlo tanto a las

soluciones patrén como a las muestras en igual concentracion.

Célculo y expresion de resultados
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La concentracion de calcio en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd
Doénde:
C = concentracion de calcio en la muestra (mg/L)
Cm = concentracion obtenida de la curva de calibracién (mg/L)
Fd = factor de dilucién aplicado (Se debe indicar explicitamente el factor de dilucion

utilizado).

Los resultados se expresan en mg/L de calcio.

31.7. Observaciones

+ Ajustar las condiciones de la llama para optimizar la sensibilidad del calcio.

» Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

+ Cuando se utilice llama aire-acetileno, adicionar una sal de lantano a muestras y
patrones para minimizar interferencias quimicas.

* Mantener condiciones constantes de aspiracion y estabilidad de llama durante toda
la secuencia analitica.

+ Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacion de soluciones patrén y todas las diluciones efectuadas

durante el procedimiento.
31.8. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio
de los métodos internacionales de andlisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-04. Calcio. OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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32. MAGNESIO POR ABSORCION ATOMICA (Mg/AA-LLAMA — INV - 10032)

32.1. Titulo

Determinacién de magnesio en vinos por espectrometria de absorcién atémica con llama.
Cddigo: Mg/AA-llama — INV - 10032

32.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacion de magnesio en vinos mediante

espectrometria de absorcién atbmica con atomizacion en llama aire-acetileno.

Es aplicable a vinos tranquilos y espumosos. Los resultados se expresan en mg/L de

magnesio.
32.3. Principio

La determinacién se basa en la absorcién de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de magnesio por a4tomos de magnesio presentes en la muestra, previamente

atomizados en una llama aire-acetileno.

La absorbancia se mide a 285 nm, longitud de onda caracteristica del magnesio, y es

proporcional a su concentracion en la muestra, segun la ley de Beer-Lambert.
32.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos

Solucién patrén certificada de magnesio 1000 mg/L

Alternativamente, preparar una solucion madre disolviendo 8,3646 g de cloruro de magnesio

hexahidratado (MgCl,-6H,0) y aforando a 1000 mL con agua bidestilada o desionizada.

Soluciones de calibracion de magnesio:

0,50 mg/L
1,00 mg/L
2,00 mg/L
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Agua bidestilada o desionizada (218 MQ-cm).

Parametros instrumentales

32.5.

Longitud de onda: 285 nm
Tipo de llama: aire-acetileno

Corrector de fondo: segun equipo

Procedimiento

Porcion de prueba

Realizar una dilucién inicial 1:100 o las diluciones adicionales necesarias para que la

concentracion de magnesio se encuentre dentro del rango de calibracion.

Determinacion

Encender el espectrofotdmetro de absorcion atémica y estabilizar el sistema.

Instalar la lampara de catodo hueco de magnesio.

Ajustar la longitud de onda a 285 nm

Optimizar la llama aire-acetileno para obtener la maxima sensibilidad.

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada o desionizada como
blanco.

Medir las soluciones patron y construir la curva de calibracion concentracion-
absorbancia.

Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

Verificar periédicamente la estabilidad del sistema mediante una solucién de control.

Calibracion

32.6.

Preparar al menos tres puntos de calibracién en el rango de 0,50 a 2,00 mg/L.
Verificar la linealidad de la curva mediante un coeficiente de determinacién aceptable
(R*=0,995).

Si una muestra presenta una concentracion superior al rango de calibracion, efectuar

una dilucién adicional y repetir la determinacion.

Célculo y expresion de resultados
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La concentracién de magnesio en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd

Donde:

C = concentracion de magnesio en la muestra (mg/L)

Cm = concentracion obtenida de la curva de calibracion (mg/L)

Fd = factor de dilucién aplicado (Se debe indicar explicitamente el factor de dilucion

utilizado).

Los resultados se expresan en mg/L de magnesio.

32.7. Observaciones

e Ajustar las condiciones de la llama para optimizar la sensibilidad del magnesio.

e Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

e Mantener condiciones constantes de aspiracion y estabilidad de llama durante toda
la secuencia analitica.

e Cuando la absorbancia de la muestra exceda el rango de calibracion, efectuar una
dilucién apropiada y repetir la determinacion.

e Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacion de soluciones patron y todas las diluciones efectuadas

durante el procedimiento.

32.8. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio
de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-07. Magnesio. OIV. https://www.0iv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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33. HIERRO POR ABSORCION ATOMICA (Fe/AA-LLAMA — INV — 10033)

33.1. Titulo

Determinacién de hierro en vinos por espectrometria de absorcién atémica con llama.
Cddigo: Fe/AA-llama — INV - 10033

33.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacién de hierro en vinos mediante espectrometria
de absorcién atomica con atomizacién en llama aire-acetileno. Es aplicable a vinos

tranquilos y espumosos. Los resultados se expresan en mg/L de hierro.
33.3. Principio

La determinacion se basa en la absorcidn de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de hierro por &tomos de hierro presentes en la muestra, previamente atomizados en
una llama aire-acetileno. La absorbancia se mide a 248,3 nm, longitud de onda
caracteristica del hierro, y es proporcional a su concentracion en la muestra, segun la ley de
Beer-Lambert. La determinacion puede realizarse sobre muestras previamente
mineralizadas o, cuando las caracteristicas de la muestra lo permitan, mediante dilucién

adecuada y eliminacion previa del alcohol.
33.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos

Solucién patrén certificada de hierro 1000 mg/L.

Alternativamente, preparar una solucibn madre disolviendo 8,6341 g de sulfato férrico

amoniacal dodecahidratado [FeNH4(SO,),-12H,0] en agua bidestilada ligeramente
acidificada con &cido clorhidrico 1 mol/L y aforar a 1000 mL con agua bidestilada o
desionizada.

Soluciones de calibracién de hierro:

« 0,5mg/L
+ 10mg/L
« 2,0mg/L
+ 3,0mg/L
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5,0 mg/L

Solucion de acido clorhidrico 1 mol/L. El acido clorhidrico utilizado debera ser de calidad

analitica reconocida (p.a. o equivalente).

Agua bidestilada o desionizada (218 MQ-cm).

Parametros instrumentales

33.5.

Longitud de onda: 248,3 nm
Tipo de llama: aire-acetileno

Corrector de fondo: segun equipo

Procedimiento

Porcién de prueba

Mineralizar una alicuota de 10 mL de muestra segun el método oficial de cenizas. Retomar

las cenizas obtenidas con 10 mL de &cido clorhidrico 1 mol/L y homogeneizar.

Alternativamente, cuando se demuestre la equivalencia analitica del procedimiento, podra

efectuarse una dilucion adecuada de la muestra con eliminacion previa del alcohol y

realizarse la determinacion directa.

Determinacion

Encender el espectrofotdmetro de absorcion atémica y estabilizar el sistema.

Instalar la lampara de catodo hueco de hierro.

Ajustar la longitud de onda a 248,3 nm

Optimizar la llama aire-acetileno para obtener la maxima sensibilidad.

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada o desionizada como blanco.
Medir las soluciones patron y construir la curva de calibracion concentracion-
absorbancia.

Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

Verificar periédicamente la estabilidad del sistema mediante una solucién de control.
Calibracion

Preparar al menos cinco puntos de calibracion en el rango de 0,5 a 5,0 mg/L.
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» Verificar la linealidad de la curva mediante un coeficiente de determinacion aceptable
(R%=0,995).

» Verificar periddicamente la exactitud mediante materiales de referencia o soluciones
de control independientes.

33.6. Calculoy expresion de resultados
La concentracion de hierro en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd
Donde:
C = concentracioén de hierro en la muestra (mg/L)
Cm = concentracion obtenida de la curva de calibracién (mg/L)
Fd = factor de dilucion aplicado cuando corresponda (Se debe indicar explicitamente el

factor de dilucion utilizado).

Los resultados se expresan en mg/L de hierro.

33.7. Observaciones

» Ajustar las condiciones de la llama para optimizar la sensibilidad del hierro.

» Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

* Todo el material empleado deberd descontaminarse previamente mediante lavado
acido y posterior enjuague con agua desionizada.

* Mantener condiciones constantes de aspiracion y estabilidad de llama durante toda
la secuencia analitica.

+ Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacion de soluciones patron y todas las diluciones efectuadas

durante el procedimiento.
33.8. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio
de los métodos internacionales de andlisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-05A. Iron. OIV. https://www.0iv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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34. COBRE POR ABSORCION ATOMICA (Cu/AA-LLAMA — INV — 10034)

34.1. Titulo

Determinacién de cobre en vinos por espectrometria de absorcion atdmica con llama.
Cddigo: Cu/AA-llama — INV — 10034

34.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacién de cobre en vinos mediante espectrometria
de absorciébn atomica con atomizacién en llama aire-acetileno. Es aplicable a vinos

tranquilos y espumosos. Los resultados se expresan en mg/L de cobre.
34.3. Principio

La determinacién se basa en la absorcién de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de cobre por atomos de cobre presentes en la muestra, previamente atomizados en
una llama aire-acetileno. La absorbancia se mide a 324,8 nm, longitud de onda
caracteristica del cobre, y es proporcional a su concentracién en la muestra seguin la ley de

Beer-Lambert.

Se puede realizar sobre muestras previamente mineralizadas (cenizas) o directamente

mediante dilucidén, segln las caracteristicas de la muestra y la exactitud requerida.

34.4. Reactivos y materiales especificos
Reactivos

* Solucion patrén certificada de cobre 1000 mg/L.

« Alternativamente, preparar una solucion madre disolviendo 1 g de cobre de calidad
certificada en 50 mL de &cido nitrico 6 N y aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

* Soluciones de calibracién de cobre: 0,5; 1,0; 1,5y 2,0 mg/L.

* Solucion de acido clorhidrico 1 N (1 M) de calidad reconocida.

* Agua bidestilada o desionizada (=18 MQ-cm).

Materiales y equipos
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Espectrofotometro de absorcion atémica.

Cépsula de platino de fondo plano (si se usa mineralizacion).

Bafio de Maria, horno - mufla, pinzas metalicas con punta de platino (para
mineralizacion).

Matraz aforado 100 mL.

Pipetas de 1, 2, 5y 10 mL doble aforo.

Parametros instrumentales

34.5.

Longitud de onda: 324,8 nm
Tipo de llama: aire-acetileno

Corrector de fondo: segun equipo

Procedimiento

Porcién de prueba

Cuando se emplea mineralizacién, retomar las cenizas correspondientes a 10 mL de
muestra con 5 mL de acido clorhidrico 1 N y homogeneizar.
Cuando se emplea determinacion directa, realizar la dilucién necesaria para que la

concentracion de cobre quede comprendido dentro del rango de calibracion.

Determinacion

Encender el espectrofotbmetro y estabilizar el sistema.

Instalar la lampara de catodo hueco de cobre.

Ajustar la longitud de onda a 324,8 nm

Optimizar la llama aire-acetileno para maxima sensibilidad.

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada como blanco.

Medir las soluciones patrén y construir la curva de calibracién concentracion vs.
absorbancia.

Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

Verificar periddicamente la estabilidad del sistema mediante una solucién de control.

Calibracion
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Preparar al menos cuatro puntos de calibracion en el rango 0,5-2,0 mg/L.

Verificar linealidad de la curva con coeficiente de determinacién R2 = 0,995.

34.6. Calculoy expresion de resultados

La concentracion de cobre en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd

Dénde:

C = concentracion de cobre en la muestra (mg/L)

Cm = concentracién obtenida de la curva de calibracion (mg/L)

Fd = factor de dilucion aplicado cuando corresponda (tener en cuenta concentraciones
dobles o ajustes por mineralizacién, cuando corresponda)

Los resultados se expresan en mg/L de cobre.

34.7.

34.8.

Observaciones

Adecuar las caracteristicas de la llama para lograr la maxima sensibilidad.

Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

Todo el material empleado debera descontaminarse previamente mediante lavado
acido y enjuague con agua desionizada.

Mantener condiciones constantes de aspiracion y estabilidad de llama durante toda
la secuencia analitica.

Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacion de soluciones patron y todas las diluciones efectuadas

durante el procedimiento.

Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio

de los métodos internacionales de andlisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-06A. Copper. OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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35. ZINC POR ABSORCION ATOMICA (Zn/AA-LLAMA — INV — 10035)

35.1. Titulo

Determinacién de zinc en vinos por espectrometria de absorcion atémica con llama.
Cddigo: Zn/AA-llama — INV — 10035

35.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacion de zinc en vinos mediante espectrometria de
absorcion atémica con atomizacion en llama aire-acetileno. Es aplicable a vinos tranquilos y

espumosos. Los resultados se expresan en mg/L de zinc.
35.3. Principio

La determinacion se basa en la absorcidn de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de zinc por &tomos de zinc presentes en la muestra, previamente atomizados en una
llama aire-acetileno. La absorbancia se mide a 213,9 nm, longitud de onda caracteristica del

zinc, y es proporcional a su concentracion en la muestra segun la ley de Beer-Lambert.

La determinacion puede realizarse sobre muestras previamente mineralizadas a cenizas o

directamente _mediante diluciéon, segun las caracteristicas de la muestra y la exactitud

requerida.

35.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos

Solucién patrén certificada de zinc 1000 mg/L.

Alternativamente, preparar una solucion madre disolviendo 4,3975 g de sulfato de zinc
heptahidratado (ZnSO,-7H,0) en agua bidestilada y aforando a 1000 mL.

Soluciones de calibracién de zinc:

« 0,5mg/L
+ 10mg/L
« 15mg/L
« 2,0mg/L
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Solucién de acido clorhidrico 1 mol/L de calidad analitica reconocida.

Agua bidestilada o des ionizada (218 MQ-cm).

Materiales y equipos

» Espectrofotémetro de absorcién atbmica.

+ Capsula de platino de fondo plano (si se emplea mineralizacion).
+ Bafio de Maria.

+ Bafio de arena.

* Horno a mufla.

* Pinza metdlica con punta de platino.

* Matraz aforado de 100 mL.

* Pipetas de 1, 2, 5y 10 mL de doble aforo.

Parametros instrumentales

* Longitud de onda: 213,9 nm
» Tipo de llama: aire-acetileno

+ Corrector de fondo: segun equipo

35.5. Procedimiento

Porcion de prueba

Cuando se emplea mineralizacion, retomar las cenizas correspondientes a 10 mL de
muestra, obtenidas segun el método oficial de cenizas, con 10 mL de &cido clorhidrico 1

mol/L y homogeneizar.

Alternativamente, cuando se demuestre la equivalencia analitica del procedimiento, podra

efectuarse una dilucion adecuada de la muestra y realizarse la determinacion directa.

Determinacion

» Encender el espectrofotémetro de absorcién atdmica y estabilizar el sistema.
» Instalar la ldmpara de catodo hueco de zinc.

* Ajustar la longitud de onda a 213,9 nm
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* Optimizar la llama aire-acetileno para obtener la maxima sensibilidad.

+ Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada o desionizada como blanco.

* Medir las soluciones patrén y construir la curva de calibracion concentracion-
absorbancia.

* Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

» Verificar periodicamente la estabilidad del sistema mediante una solucion de control.

Calibracion

* Preparar al menos cuatro puntos de calibracion en el rango de 0,5 a 2,0 mg/L.

» Verificar la linealidad de la curva mediante un coeficiente de determinacién aceptable
(R220,995).

» Verificar periddicamente la exactitud mediante materiales de referencia o soluciones
de control independientes.

35.6. Célculo y expresiéon de resultados

La concentracion de zinc en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd

Donde:

C = concentracion de zinc en la muestra (mg/L)

Cm = concentracién obtenida de la curva de calibracion (mg/L)
Fd = factor de dilucion aplicado, cuando corresponda.

Los resultados se expresan en mg/L de zinc.

35.7. Observaciones

* Ajustar las condiciones de la llama para optimizar la sensibilidad del zinc.

» Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

* Todo el material empleado debera descontaminarse previamente mediante lavado
acido y posterior enjuague con agua desionizada.

* Mantener condiciones constantes de aspiracion y estabilidad de llama durante toda

la secuencia analitica.
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* Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacion de soluciones patron y todas las diluciones efectuadas

durante el procedimiento.
35.8. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacién actual). Compendio
de los métodos internacionales de andlisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-08. Zinc. OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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36. METALES EN VINOS POR ICP-OES (Metales/ICP — INV — 10036)

36.1. Titulo

Determinacién de metales en vinos (mayoritarios y minoritarios) por espectrometria de
emisién optica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES). Excitacién en plasma de
argon acoplado inductivamente para cuantificacion multielemental simultdnea de macro y

microelementos con patron interno (Sc 335,372 nm o Cs 697,327 nm).
Cédigo: Metales/ICP - INV — 10036
36.2. Introduccion

La espectrometria de emisién éptica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) es
una técnica instrumental multielemental que permite la determinacion simultanea de

elementos minerales presentes en el vino en concentraciones mayoritarias y minoritarias.

El plasma utilizado esta constituido por argdn ionizado. Cuando los elementos presentes en
la muestra son introducidos en el plasma, sus &tomos e iones se excitan y posteriormente
emiten radiacién electromagnética a longitudes de onda caracteristicas de cada elemento.
La intensidad de la emision producida es proporcional a la concentracién del elemento

presente en la muestra.
36.3. Alcance

Este método establece la determinacion de elementos minerales en vinos mediante

espectrometria de emision atébmica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES).

Es aplicable a la determinacién de macroelementos, tales como sodio, potasio, calcio y

magnesio, asi como de microelementos, entre ellos hierro, cobre y zinc.

36.4. Definiciones
36.4.1. Plasma de acoplamiento inductivo

Gas ionizado de argén generado mediante un campo electromagnético de radiofrecuencia,

utilizado como fuente de excitacion y emision atémica.
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36.4.2. Macroelementos

Elementos minerales presentes en concentraciones relativamente elevadas en el vino, tales

como sodio, potasio, calcio y magnesio.

36.4.3. Microelementos

Elementos minerales presentes en concentraciones menores, tales como hierro, cobre y

zinc.

36.4.4. Patrén interno

Elemento afiadido en concentracibn conocida a patrones y muestras para corregir

variaciones instrumentales y minimizar interferencias no espectrales.
36.5. Principio

La muestra diluida es introducida en un plasma de argdén generado por acoplamiento
inductivo. En el plasma, los elementos presentes se atomizan y excitan. Al retornar a

estados energéticos inferiores, emiten radiacion a longitudes de onda caracteristicas.

La intensidad de emisibn medida para cada longitud de onda es proporcional a la
concentracion del elemento correspondiente y se cuantifica mediante comparacion con

curvas de calibracion obtenidas a partir de soluciones patrén.
Andlisis simultdneo de macro y microelementos
Para la determinacion simultdnea de macro y microelementos, las muestras se diluyen 1:5.

Las soluciones de calibracion contienen etanol al 2,5 % y &cido nitrico al 1 %, con el fin de
reproducir los efectos de matriz asociados al contenido alcohdlico y favorecer la estabilidad

de las soluciones.
Como patrones internos pueden emplearse:
Escandio (Sc) 335,372 nm a 5 mg/L.

Cesio (Cs) 697,327 nm al 1 % como nitrato de cesio (CsNO3).
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También pueden utilizarse otros patrones internos adecuadamente seleccionados, como

itrio: Y 371,029 NM, para optimizar el método.

El nitrato de cesio actla simultaneamente como patron interno y tampén de ionizacion,
estabilizando los equilibrios de ionizacién de otros elementos. El cloruro de cesio (CsCl)

también puede utilizarse con esta finalidad.

Los patrones internos y el tampoén de ionizacién se preparan conjuntamente y se incorporan
a la muestra mediante una tercera via de la bomba peristaltica, obteniéndose una mezcla

homogénea antes de la nebulizacion.
Andlisis exclusivo de macroelementos
Cuando se analizan Unicamente macroelementos, las muestras pueden diluirse 1:50.

En este caso se adiciona &acido nitrico al 1 % a muestras y patrones para estabilizar las

soluciones.

Debido al elevado factor de dilucién, los efectos de matriz se consideran despreciables, por
lo que no resulta necesario utilizar patrones internos ni adicionar etanol a las soluciones de

calibracion.

36.6. Reactivos y materiales
36.6.1. Reactivos

Salvo indicacién contraria, utilizar reactivos de calidad analitica reconocida.

* Agua desmineralizada ultrapura con resistividad superior a 18 MQ, conforme a la
Norma 1SO 3696.

* Soluciones patron certificadas monoelementales de los elementos a determinar, con
concentraciones de 1 000 mg/L o 10 000 mg/L.

* Solucion patron certificada del patron interno seleccionado.

* Material de referencia certificado (vino) o muestra procedente de programas de
intercomparacion para control interno de calidad.

+ Acido nitrico para analisis de trazas, concentracion superior al 60 % (CAS 7697-37-
2).
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36.6.2.

Etanol para andlisis de trazas, concentracion superior al 95,0 % (V/V) (CAS 64-17-
5).

Solucién de acido nitrico al 1 %

Preparacion de la solucién de &cido nitrico al 1 %: Agregar 10 mL de acido nitrico
concentrado a un matraz aforado de 1000 mL y completar volumen con agua

desmineralizada.
Materiales

Micropipetas calibradas para volimenes comprendidos entre 200 ply 5 mL.
Pipetas graduadas Clase A para volumenes entre 1,5y 10 mL.
Matraces aforados Clase A.

Acondicionamiento del material

Todo el material que entre en contacto con las muestras debera permanecer al menos 12

horas en una solucién de acido nitrico al 10 % vy posteriormente enjuagarse varias veces

con agua desmineralizada.

36.7.

Notas:

Aparatos

Espectrémetro ICP-OES equipado con plasma de argon acoplado inductivamente y
sistema dispersivo apto para las longitudes de onda de analisis.
Sistema de observacion axial, radial o dual.

Detector secuencial o simultaneo tipo PM, CCD, CID o SCCD.

Se recomienda utilizar espectrometria multielemental simultanea cuando se empleen
patrones internos.

Podran utilizarse sistemas alternativos de introduccion de muestra que mejoren la
sensibilidad y robustez del método, tales como inyeccion de flujo continuo o
desolvatacion por microondas.

Para evaluar la robustez instrumental se recomienda calcular la relacion de
intensidades Mg 279,800 / Mg 285,213, siendo la primera una linea ionica y la

segunda una linea atémica.
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36.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
36.8.1. Determinaciéon simultdnea de macro y microelementos (dilucién 1:5)

1. Introducir 10 mL de muestra en un matraz aforado de 50 mL.
2. Agregar 0,5 mL de &cido nitrico concentrado.

3. Completar a volumen con agua desmineralizada.

4

Homogeneizar.

Las muestras de vino espumoso deberan desgasificarse previamente, por ejemplo mediante

bafio ultrasénico durante al menos 10 minutos.

En muestras con elevado contenido de azlUcares podra realizarse una digestion por
microondas en medio nitrico para eliminar la materia organica. Si fuera necesario aplicar
mayores diluciones, deberd ajustarse proporcionalmente el contenido de etanol en las

soluciones patron.

Nota: dependiendo de la robustez del equipo, podra emplearse una dilucién 1:2 para mejorar
la sensibilidad respecto de los elementos traza, ajustando adecuadamente la curva de

calibracion, el contenido de etanol y los parametros instrumentales.

36.8.2. Determinacién exclusiva de macroelementos (dilucion 1:50)

Introducir 1 mL de muestra en un matraz aforado de 50 mL.
Agregar 0,5 mL de acido nitrico concentrado.

Completar a volumen con agua desmineralizada.

P w0 DN PR

Homogeneizar.

36.9. Procedimiento
36.9.1. Porcion de prueba

Utilizar las muestras preparadas segun lo indicado en el apartado 32.8.
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36.9.2.

Determinacion

Pardmetros experimentales orientativos

Los siguientes pardmetros corresponden a condiciones instrumentales que permitieron

alcanzar las especificaciones de repetibilidad y reproducibilidad del método. Podran

ajustarse en funcién del equipo utilizado.

Potencia: 1,3 kW.

Flujo de gas de plasma: 15 L/min

Flujo de gas auxiliar: 1,5 L/min

Presion de nebulizacion: 200 kPa.

Tiempo de estabilizacion: 20 s

Tiempo de lectura por réplica: 5 s

Velocidad de bomba peristaltica: 15 rpm

Tiempo de aclarado: 30 s

Diametro interno del tubo de patrén interno: 0,51 mm

Diametro interno del tubo de muestra: 0,8 mm

Secuencia analitica

© ©® N o g bk 0 NPRE

10.

Poner en funcionamiento el equipo.

Mantener el plasma encendido y la bomba en funcionamiento.

Limpiar el sistema con acido nitrico al 1 % durante al menos 20 minutos.

Analizar un blanco analitico.

Analizar las soluciones patrén en orden creciente de concentracion.

Analizar una muestra de referencia para verificar la validez de la calibracion.

Analizar nuevamente un blanco para comprobar la ausencia de efecto memoria.
Analizar las muestras.

Incorporar un control de calidad cada 10 muestras y al final de la secuencia analitica.
Se recomienda establecer una carta de control o documento equivalente a partir de
los resultados obtenidos para la muestra de referencia, con el fin de definir criterios
de aceptacioén y las acciones correctivas a aplicar ante posibles derivas analiticas.
Registrar los resultados obtenidos para el seguimiento del desempefio analitico y la

deteccion de posibles derivas instrumentales.
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11. Realizar un minimo de tres lecturas independientes para cada elemento

determinado.

36.9.3. Calibracioén

Preparar curvas de calibracion utilizando soluciones patrén adecuadas al rango de
concentracion esperado para cada elemento.

Las curvas deberan prepararse en una matriz equivalente a la utilizada para las muestras,

incorporando &cido nitrico y etanol cuando corresponda.

36.10. Célculo y expresién de los resultados
36.10.1. Célculo

La concentracion del elemento en la muestra de vino se calcula mediante la siguiente

expresion:

cm-V
c.mv)
Vm

Donde:

C = concentracion del elemento en la muestra de vino (mg/L).

Cm = concentracion del elemento determinada en la solucién diluida (mg/L).
V = volumen final de dilucién (mL)

Vm = volumen de muestra utilizado para la dilucion (mL).

Para este método:

« V=50mL.
*  Vm =10 mL (dilucién 1:5) o 1 mL (dilucion 1:50).

36.10.2. Expresion de resultados

Los resultados se expresan en mg/L para cada analito analizado.
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36.11. Precision

Las caracteristicas de precision del método, incluyendo repetibilidad y reproducibilidad,
dependen de la configuracién instrumental empleada, las condiciones operativas del

laboratorio y los pardmetros establecidos durante la validacion interna del método.
36.12. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino [OIV]. (2013). Compendio de los métodos
internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-AS322-13.
Determinacion de elementos minerales en el vino mediante ICP-AES (Espectrometria
de emisibn atdbmica con plasma acoplado inductivamente). OIV.
https://www.oiv.int/public/medias/2575/oiv-ma-as322-13-en.pdf

Instituto Nacional de Vitivinicultura [INV]. (2018). Resolucion de fiscalizacién de limites
analiticos y metales pesados en vinos y mostos en el marco de la Ley General de
Vinos N° 14.878. Ministerio de Produccion y Trabajo, Argentina.
https://consultas.inv.gob.ar/resoluciones/RESOL-2018-2-APN-INV-MPYT.pdf
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37. PLOMO POR ABSORCION ATOMICA (Pb/AA-LLAMA — INV — 10037)

37.1. Titulo

Determinacién de plomo en vinos por espectrometria de absorcion atémica con llama.
Cdédigo: Pb/AA-llama - INV — 10037

37.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacion de plomo en vinos mediante espectrometria
de absorcién atomica con atomizacién en llama aire-acetileno. Es aplicable a vinos
tranquilos y espumosos previamente sometidos a mineralizacion. Los resultados se

expresan en mg/L de plomo.
37.3. Principio

La determinacion se basa en la absorcidn de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de plomo por los &tomos de plomo presentes en la muestra, previamente atomizados
en una llama aire-acetileno. La absorbancia se mide a 283,3 nm, longitud de onda
caracteristica del plomo, y es proporcional a su concentracion en la muestra, segun la ley de

Beer-Lambert.
37.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos

Solucién patrén certificada de plomo 1000 mg/L.

Alternativamente, preparar una solucion madre de 1000 mg/L disolviendo 1,600 g de nitrato

de plomo [Pb(NO3),] en solucion de &cido nitrico al 1 % (V/V) y aforando a 1000 mL con
agua des ionizada.

Soluciones de calibracién de plomo:

+ 10mg/L
« 2,0mg/L
+ 3,0mg/L
« 50mg/L
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Con las soluciones de calibracion se construird la curva de calibracién concentracion-

absorbancia para la cuantificacion del plomo.

Acido clorhidrico 1 N de calidad analitica.

Agua bidestilada o des ionizada (=18 MQ-cm).

Parametros instrumentales

37.5.

Longitud de onda: 283,3 nm
Tipo de llama: aire-acetileno

Corrector de fondo: segun equipo

Procedimiento

Porcién de prueba

Utilizar la solucién obtenida a partir de las cenizas correspondientes a 20 mL de muestra,

preparadas segun el método oficial de cenizas. Retomar las cenizas con 1 mL de &cido

clorhidrico 1 N y homogeneizar antes de la determinacion.

Determinacion

Encender el espectrofotometro de absorcion atémica y estabilizar el sistema.
Instalar la lampara de catodo hueco de plomo.

Ajustar la longitud de onda a 283,3 nm

Optimizar la llama aire-acetileno para maxima sensibilidad.

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada como blanco.

Medir las soluciones patrén y construir la curva de calibracién concentracion versus
absorbancia.

Medir las muestras realizando al menos tres lecturas independientes.

Verificar periédicamente la estabilidad del sistema mediante una solucién de control.

Calibracion

Preparar al menos cuatro puntos de calibracién en el rango 1,0-5,0 mg/L.
Verificar la linealidad de la curva con coeficiente de determinacion aceptable (R? 2
0,995).
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37.6.

Analizar periddicamente una solucion de control para verificar la estabilidad de la

calibracion.

Célculo y expresion de resultados

La concentracién de plomo en la muestra se calcula mediante:

Dénde:

C=Cm-Fd

C = concentracién de plomo en la muestra (mg/L)

Cm = concentracion obtenida de la curva de calibracién (mg/L)

Fd = factor de concentracién aplicado durante la preparacién de la muestra.
Para este procedimiento: Fc = 20

Los resultados se expresan en mg/L de plomo.

37.7.

37.8.

Observaciones

Utilizar material previamente descontaminado con acido nitrico diluido o detergente
no iénico y enjuagado abundantemente con agua desionizada.

Emplear reactivos de elevada pureza para minimizar contaminaciones.

Ajustar las condiciones de la llama para obtener la maxima sensibilidad.

Utilizar patrones certificados o materiales de referencia trazables.

Debido a las bajas concentraciones normalmente presentes en vinos, puede resultar

mas adecuado utilizar espectrometria de absorcién atbmica con horno de grafito

cuando se requieran limites de deteccion inferiores.
Emplear agua bidestilada o desionizada de calidad analitica para el enjuague del
material, la preparacién de soluciones patron y todas las diluciones realizadas

durante el procedimiento.

Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia 'y el Vino [OIV]. (Recopilacion actual). Compendio

de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-05A. Plomo. OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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38. PLOMO POR AA CON HORNO DE GRAFITO (Pb/AA-HG - INV - 10038)

38.1. Titulo

Determinacién de plomo en vinos por espectrometria de absorcién atdmica con horno de
grafito.
Cadigo: Pb/AA-HG - INV - 10038

38.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacion de plomo en vinos mediante espectrometria
de absorcién atémica con atomizacion electro térmica en horno de grafito. Es aplicable a
vinos tranquilos y espumosos, permitiendo la determinacion de plomo a niveles de trazas.

Los resultados se expresan en mg/L de plomo.
38.3. Principio

La determinacion se basa en la absorcién de la radiacion emitida por una lampara de catodo
hueco de plomo previamente atomizado en un horno de grafito. La muestra se diluye con
acido fosforico, que actia como modificador de matriz. La absorbancia se mide a 217 nm y
es proporcional a la concentracién de plomo presente en la muestra, segun la ley de Beer-

Lambert.
38.4. Reactivos y materiales especificos

Reactivos

Todos los reactivos deberan ser de calidad analitica reconocida y estar exentos de plomo.
Agua bidestilada o de pureza equivalente.

Acido fosforico al 85 %

Solucion de acido fosforico.

Preparar diluyendo 8 mL de &cido fosférico al 85 % y aforando a 100 mL con agua
bidestilada.

Acido nitrico concentrado.

Solucion patrén certificada de plomo 1000 mg/L.
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Alternativamente, preparar una solucion madre de 1000 mg/L disolviendo 1,600 g de nitrato
de plomo [Pb (NO3),] en &cido nitrico al 1 % (V/V) y aforando a 1000 mL con agua
bidestilada. Conservar la solucion madre en un matraz de vidrio borosilicatado con tapon
esmerilado.

Soluciones de calibraciéon de plomo:

0,025 mg/L
* 0,050 mg/L
* 0,100 mg/L
+ 0,150 mg/L

Parametros instrumentales

* Longitud de onda: 217 nm
» Caorrector de fondo: obligatorio
» Atomizacién: horno de grafito

+ Gas de proteccion: nitrégeno o gas especificado por el fabricante del equipo

38.5. Procedimiento

Porcién de prueba

Diluir la muestra de vino con solucion de acido fosférico en una proporcion de 1:2 o 1:3,

segun la concentracion esperada de plomo.

Registrar el factor de dilucion aplicado.

Determinacion

* Encender el espectrofotometro y estabilizar el sistema.

* Instalar la lampara de catodo hueco de plomo.

» Ajustar la longitud de onda a 217 nm

» Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada.

* Inyectar las soluciones patrén y las muestras utilizando micropipeta automatica.
Inyectar un volumen de 5 L de cada solucién patrén y de cada muestra en el horno

de grafito.
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* Realizar un minimo de tres determinaciones independientes para cada solucion
patrén y muestra.

* Registrar las absorbancias y calcular el valor medio.

Programa orientativo del horno

e Secado: 100 °C durante 30 s
* Mineralizacién: 900 °C durante 20 s
* Atomizaciéon: 2250 °C durante 2-3 s

* Flujo de gas: 6 L/min

Al finalizar la secuencia analitica se recomienda realizar una etapa de limpieza del tubo de
grafito a 2700 °C.

Calibracion

* Preparar al menos cuatro puntos de calibracién entre 0,025 y 0,150 mg/L.

« Construir la curva absorbancia-concentracion.

» Verificar la linealidad de la curva mediante un coeficiente de determinacién R? =
0,995.

* Analizar periédicamente una solucion de control para verificar la estabilidad de la

calibracion.

38.6. Célculo y expresiéon de resultados

La concentracion de plomo en la solucion analizada se obtiene a partir de la curva de
calibracion construida con las soluciones patrén, utilizando el valor medio de absorbancia

obtenido para la muestra. La concentracion de plomo en la muestra se calcula mediante:

C=Cm-Fd
Donde:
C = concentracion de plomo en la muestra (mg/L)
Cm = concentracién obtenida de la curva de calibracion (mg/L)

Fd = factor de dilucion aplicado a la muestra

Los resultados se expresan en mg/L de plomo.
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38.7. Observaciones

* Todo el material deberd descontaminarse previamente mediante lavado con acido
nitrico caliente (70-80 °C) y posterior enjuague con agua bidestilada.

» Utilizar material libre de plomo para evitar contaminaciones.

+ Emplear patrones certificados o materiales de referencia trazables.

» Verificar periédicamente la integridad del tubo de grafito y el correcto funcionamiento
del sistema de correccion de fondo.

» Este procedimiento presenta limites de deteccion significativamente inferiores a los
obtenidos mediante absorcién atémica con llama y constituye el método

recomendado para la determinacién de plomo a niveles de trazas.
38.8. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV]. (Recopilacién actual). Compendio
de los métodos internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-
AS322-12. Criterios para los métodos de cuantificacion de plomo en el vino
(Espectrometria de absorcion atémica con horno de grafito). OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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39. ARSENICO POR ESPECTROMETRIA DE AA CON GENERACION DE
HIDRUROS (As/AA- HG MANUAL - INV = 10039)

39.1. Titulo

Determinacion de arsénico en vinos por espectrometria de absorciébn atdémica con

generacion de hidruros.

Cdédigo: As/AA-HG manual — INV10039
39.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacibn de arsénico en vinos mediante
espectrometria de absorcion atoémica con generacidbn de hidruros, después de la

mineralizacién sulfo-nitrica de la muestra. Es aplicable a vinos tranquilos y espumosos. Los

resultados se expresan en mg/L de arsénico.
39.3. Principio

Después de la mineralizacién sulfo-nitrica, reduccién del arsénico V a arsénico Il con
yoduro de potasio en medio clorhidrico, el arsénico es transformado en arsina o0 arsenamina
(HsAs) por accion del borohidruro de sodio (NaBH,). La arsina formada es arrastrada por
una corriente de nitr6geno, disociada a alta temperatura y determinada cuantitativamente
por espectrometria de absorcion atdmica. La absorbancia medida a 193,7 nm es

proporcional a la concentracion de arsénico presente en la muestra.
39.4. Reactivos y materiales especificos
Reactivos

Todos los reactivos deben ser de pureza analitica reconocida y, en particular, estar exentos

de arsénico.

* Agua bidestilada obtenida en destilador de vidrio borosilicatado o agua de pureza
equivalente.
+ Acido sulfurico (520 = 1,84 g/mL), exento de arsénico.

+ Acido nitrico (520 = 1,38 g/mL), exento de arsénico.

| F-2026-107738308PASKR| AR/40 287

Pégina 198 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
ARSENICO POR ESPECTROMETRIA DE AA CON GENERACION DE HIDRUROS (As/AA- HG
MANUAL - INV — 10039)

« Acido clorhidrico (820 = 1,19 g/mL), exento de arsénico.

* Solucion de yoduro de potasio al 10 % (p/V)

* Solucion de borohidruro de sodio al 2,5 % (p/V), obtenida por disolucién de 2,5 g de
borohidruro de sodio en 100 mL de solucién de hidroxido de sodio al 4 % (p/V). Esta
solucion debe prepararse en el momento de su utilizacion.

» Solucion patrén certificada de arsénico 1000 mg/L.

+ Alternativamente, preparar una solucién madre de 1000 mg/L disolviendo 1,320 g de
tribxido de arsénico (As,03) en un volumen minimo de solucién de hidréxido de sodio
al 20 % (p/V), acidificando con acido clorhidrico diluido al medio (V/V) y aforando a
1000 mL con agua.

* Soluciones de calibraciéon de arsénico:

= 1mg/L
= 2mg/L
= 3mg/L
= 4 mg/L
= 5mg/L

Materiales y equipos

» Baldn tipo Kjeldahl de vidrio borosilicatado.

» Espectrofotémetro de absorcién atdmica equipado con lampara de catodo hueco de
arsénico.

* Generador de hidruros.

» Caorrector de absorcién no especifica.

* Registrador multipotenciométrico o sistema de adquisicion de datos.

» Frasco reactor para generacion de hidruros.

+ Agitador magnético.

» Célula de cuarzo calentada a 900 °C.

+ Sistema de suministro de nitrégeno.

« El generador de hidruros consta de un frasco reactor unido por un tubo a un sistema
de generacion de nitrdgeno (gas de barrido, caudal = 11 L/min) y por un segundo
tubo a una célula de cuarzo que puede ser llevada a una temperatura de 900 °C. El
frasco reactor dispone ademas de una abertura para la introduccion del reactivo

borohidruro.
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Parametros instrumentales

39.5.

Longitud de onda: 193,7 nm
Temperatura de atomizacién en célula de cuarzo: 900 °C.
Gas de barrido: nitrégeno.

Caudal de nitrégeno: 11 L/min.

Procedimiento

Porcion de prueba

Tomar 20 mL de vino para realizar la mineralizacién sulfo-nitrica.

Preparacion de la muestra

Mineralizacién; Colocar 20 mL de vino en el balén de Kjeldahl, llevar a ebullicién y
concentrar el volumen aproximadamente a la mitad para eliminar el alcohol.

Dejar enfriar.

Agregar 5 mL de &cido sulftrico y, lentamente, 5 mL de acido nitrico.

Llevar a ebullicion y, cuando el liquido tienda a tornarse marrén, agregar acido nitrico
gota a gota en cantidad suficiente para aclarar el medio manteniendo una ebullicién
suave.

Proseguir el calentamiento hasta la decoloracion del medio y la aparicion de humos
blancos de triéxido de azufre.

Dejar enfriar, agregar 10 mL de agua destilada, llevar nuevamente a ebullicion y
mantener hasta la eliminacién de vapores nitrosos y la condensacion de vapores de
trioxido de azufre.

Dejar enfriar y repetir una segunda vez la misma operacion.

Diluir el residuo sulfurico con algunos mililitros de agua destilada, transferir
cuantitativamente la solucién a un matraz aforado de 40 mL, agregar las aguas de

enjuague, dejar enfriar y completar a volumen con agua destilada.

Determinacion

Preparacion de la solucion a analizar
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Colocar 10 mL de la solucion de mineralizacién en el frasco reactor del generador de
hidruros.

Agregar 10 mL de &cido clorhidrico y 1,5 mL de solucién de yoduro de potasio.
Conectar el agitador magnético y la corriente de nitrégeno (11 L/min).

Después de 10 segundos de contacto agregar 5 mL de solucién de borohidruro de
sodio.

La arsina generada es arrastrada inmediatamente por la corriente de nitrégeno hacia
la célula de cuarzo mantenida a 900 °C, D6nde se produce la atomizacion del

arsénico.

Medicion

Seleccionar la longitud de onda de 193,7 nm

Ajustar el cero instrumental utilizando agua bidestilada.

Realizar las determinaciones por duplicado para muestras y patrones.

Registrar las absorbancias obtenidas y calcular el valor medio.

Registrar las absorbancias correspondientes a las soluciones patrén y a la solucion

de la muestra analizada.

Calibracion

39.6.

A partir de la solucién de referencia de arsénico preparar mediante diluciones
sucesivas soluciones patrén con concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5 mg/L de arsénico.
Colocar sucesivamente 10 mL de cada solucién patrén en el frasco reactor y tratarlas
de la misma forma que las muestras.

Construir la curva de calibracidn representando absorbancia en funcion de
concentracion.

Verificar la linealidad de la respuesta analitica.

Célculo y expresion de resultados

Trazar la curva de las variaciones de absorbancia en funcién de las concentraciones de

arsénico de las soluciones patrén.

La respuesta es lineal dentro del rango de trabajo.
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Llevar sobre la recta de calibracion el valor promedio de absorbancia de la muestra y

obtener la concentracion C de arsénico.

Los resultados se expresan en mg/L de arsénico.

Cuando corresponda, el resultado final deberd corregirse aplicando el factor de dilucion

utilizado durante la preparacion de la muestra.

39.7.

39.8.

Observaciones

Todos los reactivos utilizados deberan estar exentos de arsénico.

Preparar la solucion de borohidruro de sodio inmediatamente antes de su utilizacion.
Mantener constante el caudal de nitrdgeno durante toda la determinacion.

Utilizar material de vidrio cuidadosamente descontaminado para evitar
contaminaciones.

Verificar periddicamente el correcto funcionamiento del generador de hidruros y de la
célula de cuarzo.

Realizar las determinaciones por duplicado.

Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino [OIV]. (2009). Compendio de los métodos

internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-AS323-01B. Arsénico
(Espectrometria de absorcién atémica sin llama). OIV.
https://www.oiv.int/public/medias/2577/oiv-ma-as323-01b.pdf

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (3.2 ed.). Wiley-VCH.
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40. ARSENICO POR ESPECTROMETRIA DE AA CON GENERACION DE
HIDRUROS (As/AA-HG AUT — INV — 10040)

40.1. Titulo

Determinacion de arsénico en vinos por espectrometria de absorciébn atdémica con
generacion de hidruros automatizada.
Cdédigo: As/AA-HG aut — INV - 10032

40.2. Alcance

Este procedimiento establece la determinacion de arsénico total en vinos mediante
espectrofotometria de absorcién atémica con generacion de hidruros y sistema de inyeccién
automatizada. Es aplicable a vinos blancos, tintos, espumosos y vinos especiales, previa
eliminacion de alcohol y acondicionamiento de la muestra. Los resultados se expresan en

Hg/L de arsénico en vino.
40.3. Principio

Después de la evaporaciéon del alcohol etilico y la reduccion del arsénico pentavalente As
(V) a arsénico trivalente As (lll) mediante yoduro de potasio en medio acido clorhidrico, el
arsénico es transformado en arsina (AsH3) por reaccidon con borohidruro de sodio en un
sistema de generaciéon de hidruros. La arsina generada (gas) es transportada por un gas
inerte (argbn o nitrégeno) hacia una celda de cuarzo calentada, Dénde se produce su
disociacién y atomizacién. La célula de cuarzo se encuentra ubicada sobre el sistema de
calentamiento del atomizador, permitiendo la disociacion del hidruro y la atomizaciéon del
arsénico antes de la medicion de la absorcidn. La absorcion atdbmica se mide a 193,7 nmy

es proporcional a la concentracion de arsénico presente en la muestra.
40.4. Reactivos y materiales especificos
Reactivos

* Agua desmineralizada ultra pura
+ Acido nitrico 65 % ultra puro

« Acido clorhidrico concentrado.
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* Solucion de acido clorhidrico al 10 % (V/V)

* Yoduro de potasio (KI).

* Solucion Kl al 10 % (m/V)

* Borohidruro de sodio (NaBH,)

* Hidréxido de sodio (NaOH)

* Solucion reductora NaBH, 0,6 % en NaOH 0,5 % (m/V) (preparar al momento de su
uso)

* Cloruro de calcio (CacCl,) utilizado como desecante

* Solucion madre de arsénico 1 g/L (As,Os en medio adecuado) Puede prepararse
disolviendo 1,5339 g de pentdxido de arsénico en agua desmineralizada, ajustar a 1
L.

Alternativamente puede utilizarse una solucion patrén certificada. La solucibn madre puede
prepararse disolviendo 1,5339 g de pentdxido de arsénico (As,Os) y aforando a 1 L con

agua desmineralizada.

Soluciones de calibracion

Preparar una solucién intermedia de 10 mg/L transfiriendo 1 mL de la solucibn madre de
arsénico 1 g/L a un matraz aforado de 100 mL, agregando aproximadamente 1 % de acido
nitrico y completando a volumen con agua desmineralizada.

Preparar una solucién intermedia de 100 ug/L transfiriendo 1 mL de la solucién de 10 mg/L a
un matraz aforado de 100 mL y completar a volumen con agua desmineralizada.

A partir de la solucién de arsénico de 100 pg/L preparar soluciones de calibracién de 0, 5, 10
y 25 pg/L.

Para ello transferir respectivamente 0, 5, 10 y 25 mL de la solucién de 100 pg/L a matraces
aforados de 100 mL.

Agregar a cada matraz:
* 10 mL de solucion de Kl al 10 %
* 10 mL de &cido clorhidrico concentrado
Dejar en reposo durante 1 hora y completar a volumen con agua desmineralizada.
Las soluciones patréon deberan presentar la misma composicion quimica que las muestras

analizadas.

Materiales y equipos
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* Espectrofotémetro de absorcién atébmica

* Lampara de catodo hueco de arsénico

» Sistema de generacion de hidruros automético (HVG).

+ Separador gas-liquido o sistema equivalente para la generacion y transporte del
hidruro hacia la célula de absorcion.

* Celda de absorcion de hidruros de cuarzo calentada sobre quemador

» Sistema de suministro de gas inerte (argén)

» Caorrector de fondo por laAmpara de deuterio o equivalente

* Bomba peristaltica

* Matraces aforados Clase A (50 y 100 mL)

* Pipetas Clase A(1-5-10-y 25 mL)

* Bafo de agua a 100 °C

» Filtros sin cenizas

» Corrector de fondo (deuterio o equivalente)

Figura 44.1. Esquema del sistema de generaciéon de hidruros (HVG) utilizado para la
determinacion de arsénico por espectrometria de absorcion atomica.

Célula de cuarzo de absorcién
(colocada sobre el quemador aire-acetileno)

—_ S— < trajet  Trayecto optico de la lampara de catodo

<

hueco
Bucle de L
desecante reaccion Bomba peristaltica
<= Patron o muestra
Se,par'ador gas l < <~ Acido clorhidrico a 10%
- liquidos y | < Borohidruro de sodio

i

Haciael <
vertedero Contolador de flujo Gas inerte (argon)

~
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Parametros instrumentales orientativos

40.5.

40.6.

Longitud de onda: 193,7 nm

Ancho de rendija: 1,0 nm

Corriente de lampara: 7 mA.

Correccion de fondo: lampara de deuterio o equivalente.

Gas de arrastre: argon.

Preparacion de la muestra

1. Tomar 25 mL de vino.

2. Evaporar en bafio de agua a 100 °C hasta reducir volumen. La evaporaciéon
debera realizarse hasta la eliminacién del alcohol etilico presente en la muestra.

3. Transferir a matraz aforado de 50 mL.

4. Agregar 5 mL de KI 10 % y 5 mL de HCI concentrado.

5. Dejar en reposo 1 hora para asegurar reduccion cuantitativa de As (V) — As (lll).

6. Completar a volumen con agua desmineralizada.

7. Filtrar sobre filtro sin cenizas.

8. Preparar un blanco analitico en paralelo utilizando los mismos reactivos.

Procedimiento

Determinacion

Encender y estabilizar el espectrofotometro y el sistema de generacion de hidruros.
Ajustar la longitud de onda a 193,7 nm Medir la absorbancia durante
aproximadamente 10 s
Analizar el blanco analitico.
Introducir sucesivamente las soluciones patrdn para construir la curva de calibracion.
La bomba peristéltica aspirard simultaneamente:

* solucion patron o muestra

» acido clorhidrico al 10 %

« solucion reductora de NaBH,
Se genera arsina (AsHs;) en el reactor de hidruros.

Transportar la arsina mediante gas inerte hacia la celda de cuarzo calentada.

| F-2026-107738308PASRR| RAP40 287

Pégina 206 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS

ARSENICO POR ESPECTROMETRIA DE AA CON GENERACION DE HIDRUROS (As/AA-HG AUT

— INV — 10040)

8. Medir la absorbancia durante aproximadamente 10 segundos.

9. Realizar al menos dos determinaciones independientes por muestra.

Calibracion

40.7.

Construir la curva de calibracién inyectando los estandares patrén de 0, 5, 10 y 25
pa/L.

Construir curva de absorbancia en funcion de la concentracion de arsénico.

Verificar la linealidad de la respuesta instrumental. Cuando el equipo disponga de
software de adquisicion y procesamiento automatico, la curva de calibracion podra

ser establecida mediante el programa instrumental correspondiente.

Célculo y expresion de resultados

El equipo proporciona la concentracion de arsénico en pg/L correspondiente a la solucion

analizada mediante interpolacién en la curva de calibracion.

La concentracion de arsénico en el vino se calcula mediante:

Dénde:

C=Cm-Fd

C = concentracién de arsénico en la muestra (ug/L)

Cm = concentracion medida obtenida de la curva de calibracion (ug/L)

Fd = factor de dilucién total aplicada a la muestra. En las condiciones del método, la
preparacion de muestra implica habitualmente un factor de dilucién Fd = 2.

Los resultados se expresan en (ug/L) de arsénico.

40.8.

Control de calidad

Analizar un blanco analitico en cada serie.

Incorporar una muestra de control interno cada cinco muestras analizadas. Como
alternativa, podra analizarse una muestra de control después de la curva de
calibracion, una muestra durante la mitad de la secuencia analitica y una muestra al
finalizar la serie de determinaciones.

Verificar el desempefio del sistema al inicio, mitad y final de la secuencia analitica.
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e Aceptar los resultados cuando el valor obtenido para el material de control se
encuentre dentro de +2 desviaciones estandar respecto del valor asignado.

o Utilizar preferentemente materiales de referencia certificados o vinos de referencia
apropiados (blanco, tinto, dulce)

40.9. Observaciones

e Todos los reactivos empleados deberan estar libres de contaminacion por arsénico.

e EI Kl debe asegurar reduccién completa As (V) — As (lll). La reduccién de As (V) a
As (Ill) es indispensable para lograr una generacion cuantitativa de hidruros.

o El sistema HVG debe ser estable en caudal de gas y flujo de Borohidruro;

e Preparar diariamente la solucion de Borohidruro de sodio.

e Mantener constante los caudales de gas y las condiciones de generacién de hidruros
durante toda la serie analitica.

» Evitar contaminacién proveniente del material de vidrio o de los reactivos acidos.
40.10. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino [OIV]. (2002). Compendio de los métodos
internacionales de analisis de vinos y mostos: Resolucion OENO 14/2002.
Determinacién de arsénico en el vino por generacién de hidruros y espectrometria de
absorcion atémica. OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (3.2 ed.). Wiley-VCH.
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41. CADMIO POR ESPECTROMETRIA DE AA EN HORNO DE GRAFITO
(Cd/AA-HG - INV - 10041)

41.1. Titulo

Determinacion de cadmio en vinos por espectrofotometria de absorcion atomica en horno de
grafito.
Cédigo: Cd/AA-HG — INV - 10041

41.2. Alcance

Este método permite la determinacién de cadmio en vinos mediante espectrometria de
absorcion atémica con horno de grafito. Es aplicable a vinos tintos, blancos y espumosos,
con resultados expresados en pg/L de cadmio en el vino. La determinacién se realiza
directamente sobre la muestra de vino previamente diluida con solucién de acido fosférico,

sin mineralizacion previa.
41.3. Principio

El cadmio presente en la muestra se atomiza directamente en un horno de grafito.
El espectrofotometro mide la absorbancia de los atomos de cadmio a 228,8 nm
La absorbancia obtenida se correlaciona con la concentracion de cadmio en la muestra
mediante una curva de calibracidon construida con soluciones patron conocidas. El cadmio
presente en la muestra es determinado directamente por espectrometria de absorcion

atémica con atomizacién electro térmica en horno de grafito, sin utilizacion de llama.
41.4. Materiales y equipos

o Espectrofotometro de absorcién atdmica con horno de grafito

e La&mpara de cadmio de catodo hueco

e Corrector de absorcion no especifica

e Registrador multipotenciométrico

e Micropipetas de 5 mL con puntas desechables

e Material de vidrio lavable con &cido nitrico concentrado y enjuagado con agua
bidestilada
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Todo el material de vidrio debera lavarse previamente con acido nitrico concentrado caliente

(70-80 °C) y enjuagarse posteriormente con agua bidestilada.

La micropipeta deberd utilizar puntas desechables aptas para mediciones por

espectrometria de absorcion atomica.

41.5.

Reactivos

Agua bidestilada de alta pureza

Acido fosforico 85 % 'y solucion diluida al 8 % para dilucién de la muestra. Solucion
de &cido fosforico obtenida por dilucién de 8 mL de acido fosforico al 85 % y aforo a
100 mL con agua bidestilada.

Sulfato de cadmio CdS0O,-8H,0

EDTA 0,02 M

Solucién buffer pH 9: Disolver 5,4 g cloruro de amonio en agua en un matraz de 100
mL, agregar 35 mL de hidréxido de amonio al 25 % (V/V) y completar a volumen con
agua

Negro Eriochrome T 1 % (m/m) en NaCl. La concentracion del sulfato de cadmio
utilizado para preparar la solucién patrén debera verificarse mediante titulaciéon con
EDTA. Para ello, pesar exactamente 102,6 mg de sulfato de cadmio, disolver con
agua bidestilada, agregar 5 mL de solucion buffer pH 9 y aproximadamente 20 mg de
Negro Eriochrome T. Titular con EDTA hasta viraje del indicador al azul. El volumen
de EDTA consumido debera ser aproximadamente 20 mL.

Solucién patrén de cadmio 1 g/L (preparada disolviendo 2,2820 g de 3CdS0O,-8H,0
en 1 L de agua bidestilada)

Soluciones patrén para calibracién: 2,5; 5; 10; 15 pg/L

Nota: Todos los reactivos deben estar exentos de cadmio.

41.6.

Preparacion de la muestra

Diluir el vino a 1:2 con soluciéon de acido fosférico diluido.
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Preparar las soluciones de calibracién. A partir de la solucién patrén de cadmio de 1g/L
preparar por diluciones sucesivas con agua bidestilada las soluciones patrén que contengan

respectivamente 2,5; 5; 10 y 15 ug/L de cadmio.
41.7. Procedimiento

Horno de grafito (programa sugerido)

Etapa Temperatura | Tiempo
Secado 100 °C 30s
Mineralizacién 900 °C 20 s
Atomizacion 2250 °C 2-3s

e Flujo de nitr6geno: 6 L/min
e Purgafinal: 2700 °C

Medida

1. Ajustar el cero del espectrofotobmetro con agua bidestilada.

2. Inyectar en el horno previamente programado, mediante micropipeta, tres veces 5
mL de cada solucion patrén y de la muestra a analizar. Registrar las absorbancias
obtenidas y calcular el valor medio correspondiente a las tres inyecciones.

Registrar las absorbancias y calcular la media de las tres inyecciones.
Seleccionar la longitud de onda de 228,8 nm y ajustar el cero de absorbancia

utilizando agua bidestilada.
41.8. Calculo y expresion de resultados

Construir la curva absorbancia vs concentracion de cadmio de las soluciones patrén.
Determinar la absorbancia media de la muestra y proyectarla sobre la curva.

3. Calcular la concentracion de cadmio en la muestra (ug/L):
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El equipo proporciona la concentracion de cadmio en pg/L correspondiente a la solucion

analizada mediante interpolacién en la curva de calibracion.
La concentracién de cadmio en el vino se calcula mediante:
C=Cm-Fd

Donde:
C = concentracién de cadmio en la muestra (ug/L)
Cm = concentracion medida obtenida de la curva de calibracion (ug/L)

Fd = factor de dilucion total aplicada a la muestra.

La variacibn de absorbancia en funcion de la concentracibn de cadmio presenta
comportamiento lineal dentro del rango de trabajo.
El factor de dilucién aplicado corresponde a la dilucion efectuada durante la preparacion de

la muestra.
Los resultados se expresan en (ug/L) de cadmio.
41.9. Control de calidad

o Verificar linealidad de la curva y reproducibilidad de inyecciones triplicadas.
e Utilizar patrones de reconocida calidad.

e Registrar todos los controles y desviaciones.
41.10. Bibliografia

Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino [OIV]. (2009). Compendio de los métodos
internacionales de analisis de vinos y mostos: Método OIV-MA-AS322-10. Cadmio
(Espectrometria de absorcién atémica con horno de grafito). OIV. https://www.oiv.int/

Welz, B., & Sperling, M. (1999). Atomic absorption spectrometry (32 ed.). Wiley-VCH.
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Tabla 28. Resumen de especificaciones operativas para la determinacion de macroelementos, microelementos y elementos traza, mediante
espectrometria de absorcion atbmica

Metal Tipo Técnica Preparacion de muestra Trataml_ento BN e ol , Prmupalgs Observaciones
previo onda (nm) | interferencias

Na Macroelemento AA Il_ama (aire- Dilucién 1:100 Acidificacion leve con 589 Ionlz_acmn (K, Requu_ere (_:,S (tampodn
acetileno) HNO3 matriz) de ionizacion)
AA llama (aire- S . Acidificacion leve con o Menor interferencia

K Macroelemento acetileno) Dilucién (ajuste rango) HNO3 769.9 lonizacién que Na
AA llama (6xido . . : . .

Ca Macroelemento | nitroso-acetileno o aire- | Dilucién 1:100 o mayor Posible adicion de La 422.7 Int?rf_erenmas A_Iternat|va llama aire

. (lantano) guimicas/fosfatos | si no hay N20O

acetileno + La)

M Macroelemento AA llama (aire- Dilucion 21:100 Acidificacién leve Hasta 285 Interferencias de ;L::ﬁ?neei?éufrdiluir

9 acetileno) T matriz MAs

Fe Microelemento AA Il.ama (aire- Cenl_zas (njmgrallzauon OX|d_aC|on / digestion 2483 Efecto maf[(lz / A veces requiere
acetileno) previa) o dil directa parcial complejacion calcinacion

Cu Microelemento AA Il.ama (aire- anlzas (o directo segun Digestion opcional 324 8 Interferenuas de Alta sensibilidad en
acetileno) método) con HNO3 matriz vino

Zn Microelemento AA II_ama (aire- Cenizas o directo Acidificacién HCI Hasta 213.9 Interferencias E,’a.Ja concentracion
acetileno) espectrales tipica

Pb Traza AA II-ama (aire- Cenizas (20 mL) Retoma con HCI 1N 283.3 Interferenuas de Mayor dilucién
acetileno) matriz efectiva (x20)

Pb GFAAS (horno de S Acidificacion con 217 (segun | Efecto memoria/ | Ultra traza (mayor

(alternativo) Traza grafito) Dilucion 1/2 a 1/3 H3PO4 método) fondo sensibilidad)

As Traza HG'AAS (generacion Mineralizacién sulfo-nitrica Reduccion As(V) — 193.7 Int?rf_erenmas Hidruros + NaBH4
de hidruros) As(lI) guimicas
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42. ACIDO CITRICO METODO ENZIMATICO (Citrico/EZ — INV — 10042)

42.1. Titulo

Determinacién de acido citrico por método enzimatico
Cadigo: Citrico/EZ — INV — 10042

42.2. Introduccioén

El acido citrico presente en el vino actiia como acidificante, aporta frescura y caracteristicas
sensoriales asociadas al sabor citrico. Asimismo, cumple una funcién estabilizante,
particularmente en la prevencion de la quebradura férrica mediante formacién de complejos

con el hierro.

La determinacién enzimatica del acido citrico permite realizar mediciones especificas y

sensibles mediante seguimiento espectrofotométrico de la oxidacion del NADH.

42.3. Alcance

Este método establece la determinacién cuantitativa de acido citrico en vinos mediante
método enzimatico espectrofotométrico. Es aplicable a vinos y productos de origen vinico

compatibles con el método.

42.4. Definiciones

Acido citrico: Acido orgénico tricarboxilico presente naturalmente en vinos y otros productos

vitivinicolas.

NADH: Dinucleétido reducido de nicotinamida-adenina utilizado como coenzima en las

reacciones enzimaticas del método.

AA: Diferencia de absorbancia medida antes y después de la reaccion enzimatica,

proporcional a la concentraciéon de acido citrico presente en la muestra.
La concentracion de acido citrico se expresa en miligramos por litro (mg/L).

42.5. Principio
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El 4cido citrico es transformado en oxaloacetato y acetato en una reaccion catalizada por
citrato-liasa (CL).

1. TRANSFORMACION DEL ACIDO CIiTRICO

Citrato-liasa »
(CL) =

Oxaloacetate

Citric Acid ’
Acetate

Posteriormente, en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) vy Ilactato
deshidrogenasa (LDH), el oxaloacetato y el piruvato derivado de su descarboxilacion son

reducidos a L-malato y L-lactato mediante oxidacion simultanea del NADH a NAD".

A‘d h_dMalato %’
eshiarogenasa
I I i U
N i

Pyruvate ~ NADH LW Nap L-lactate

qoapi2ctate %
esniarogenasa
. (Lo - <A, ’ -

Oxaloacetate <

Co, Y H H
Descarboxilacion NADH MNAD L-malate

La disminucion de absorbancia del NADH a 340 nm, debida a su oxidacion a NAD+, es
proporcional a la cantidad de acido citrico presente en la muestra. EIl método comprende las

siguientes etapas:

. Preparacion de reactivos

. Preparacion y acondicionamiento de la muestra
. Reaccion enzimética

. Medicion espectrofotométrica

. Calculo de diferencias de absorbancia

. Calculo de concentracion de acido citrico

| F-2026-107738308PASRR| RiH 40 287

Pégina 215 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS
ACIDO CITRICO METODO ENZIMATICO (Citrico/EZ — INV — 10042)

42.6. Reactivos y materiales

R1 - Buffer pH 7,8

Composicion: Glicilglicina 0,51 M; Zn?* 0,6 « 10° M

Preparacion:
. Disolver 7,13 g de glicilglicina en aproximadamente 70 mL de agua bidestilada.
. Ajustar a pH 7,8 con aproximadamente 13 mL de hidréxido de sodio 5 M.

. Afadir 10 mL de solucién de cloruro de zinc (80 mg ZnCl,/100 mL).

. Llevar a 100 mL con agua bidestilada.

Conservacion: Estable durante 4 semanas a +4°C.
R2 — Solucién de NADH aproximadamente 6 - 10° M
Preparacion: Disolver 30 mg de NADH y 60 mg de NaHCO3 en 6 mL de agua bidestilada.
Conservacion: Estable durante 4 semanas a +4°C.
R3 — Solucion MDH/LDH (aprox. 6 - 10 2 M)
Composicion:
- 0,59 MDH/mML

. 2,5 mg LDH/mL
Preparacion:

. Mezclar:
o 0,1 mL MDH (5 g MDH/mL)
o 0,4 mL solucion de sulfato de amonio 3,2 M
o 0,5mL LDH (5 mg/mL)

Conservacion: Estable durante un afo a +4°C.

R4 — Solucion de citrato-liasa (CL)

Preparacion: Disolver 168 mg de liofilizado en 1 mL de agua helada.
Conservacion: Estable durante una semana a +4°C; Estable durante 4 semanas congelada.

Antes del uso: verificar la actividad enzimatica.

R5 — Polivinilpolipirrolidona (PVPP)
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Utilizada para tratamiento de vinos tintos ricos en compuestos fendlicos. Debera cumplir las

especificaciones del Codex Enolégico Internacional.*?
42.7. Equipos

. Espectrofotdmetro apto para mediciones a 340 nm

. Alternativamente, fotdbmetro de espectro discontinuo apto para 334 nm o 365 nm
. Cubetas de vidrio/cuarzo o cubetas descartables de 1 cm de trayecto éptico

. Micro pipetas para volimenes comprendidos entre 0,02 mLy 2 mL

. Erlenmeyer: matraz conico de 50 mL

. Material de seguridad de laboratorio

El equipo debera encontrarse calibrado y verificado conforme a procedimientos vigentes del

laboratorio.

42.8. Preparacion de la muestra

42.8.1. Muestreo

El muestreo debera realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos
por el INV.

42.8.2. Preparacion de la muestra

La determinacion puede realizarse directamente sobre el vino sin decoloraciéon previa ni
dilucion, siempre que el contenido de acido citrico sea < 400 mg/L. Para concentracién >
400 mg/L, diluir hasta 20 — 400 mg/L. La cantidad de citrato presente en la porcién de

prueba debera encontrarse entre 5 ug y 80 ug de citrato.

42.8.3. Tratamiento de vinos tintos ricos en compuestos fendlicos

Cuando la muestra presente elevada concentracion de compuestos fendlicos:

. Suspender aproximadamente 0,2 g de PVPP en agua.

'2 Nota; Todos los reactivos necesarios para este ensayo se encuentran disponibles comercialmente
mediante kits enzimaticos especificos para determinacion de acido citrico.
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. Dejar reposar durante 15 minutos.
. Filtrar utilizando papel de filtro.

Posteriormente:
. Colocar 10 mL de vino en un matraz de 50 mL.
. Agregar PVPP humedo tomado del filtro con espatula.
. Agitar durante 2 a 3 minutos.
. Filtrar antes del analisis.

42.9. Procedimiento

42.9.1. Porcién de prueba
Utilizar 0,20 mL de muestra preparada para la determinacion.

42.9.2. Determinacioén(es)
Ajuste del equipo

. Ajustar el espectrofotometro a 340 nm
. Utilizar cubetas de 1 cm de trayecto optico.
. Ajustar absorbancia cero respecto al aire (sin cubeta en el trayecto 6ptico).

Preparacion de cubetas: en las cubetas, introducir:

Tabla N° 42.1 - Preparacién de cubetas: Blanco y Muestra

Cubeta de
Reactivo referencia Cubeta de muestra
Solucién 3.a 1,00 mL 1,00 mL
Solucién 3.b 0,10 mL 0,10 mL
Muestra — 0,20 mL
Agua bidestilada 2,00 mL 1,80 mL
Suspension 3.c 0,02 mL 0,02 mL

Mezclar y dejar resposar 5 minutos aproximadamente — Leer las absorbancias de las
soluciones blanco (A1) y muestra (Al). Luego agregar:

Solucion 3.d 0,02 mL 0,02 mL

Mezclar; esperar a que finalice la reaccidon (aproximadamente 5 minutos) y leer las
absorbancias de las soluciones blanco (A2) y muestra (A2).

Sintesis:

Primera lectura
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. Mezclar el contenido de las cubetas.
. Esperar aproximadamente 5 minutos.

. Medir las absorbancias del blanco y de la muestra.

Registrar:

. Al blanco

. Al muestra

Inicio de reaccién enzimatica

. Agregar solucién 3.d a ambas cubetas.

. Mezclar adecuadamente.

Segunda lectura

. Esperar aproximadamente 5 minutos o hasta finalizacion de la reaccién.
. Medir nuevamente las absorbancias.
Registrar:
. A2 blanco
. A2 muestra

42.9.3. Célculo de diferencias de absorbancia
Determinar:

. AAB = diferencia de absorbancia del blanco

. AAM = diferencia de absorbancia de la muestra
Calcular:

AAB = A1 blanco — A2 blanco
AAM = A1 muestra — A2 muestra
AA = AAM - AAB

Nota El tiempo requerido para la accién enzimética puede variar segun el lote de enzimas
utilizado. Se recomienda verificar experimentalmente dicho tiempo para cada lote.
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42.9.4. Calibracién

El espectrofotometro deberd verificarse periédicamente conforme a los procedimientos

internos del laboratorio.

Se debera controlar:

. Exactitud de longitud de onda

. Linealidad

. Estado 6ptico de cubetas

. Actividad de reactivos enzimaticos

. Correcto funcionamiento del sistema de medicién

42.10. Célculo (Resultados)

La concentracion de acido citrico se calcula mediante:

V-PM
C = - AA
€-86v

Donde:

C = concentracién de acido citrico (ng/L)

V = volumen final de ensayo (3,14 mL)

v = volumen de muestra (0,2 mL)

PM = masa molecular del 4cido citrico anhidro (192,1 g/mol)
& = trayectoria 6ptica de la cubeta (1 cm)

€ = coeficiente de absorcion molar del NADH

Considerando: € =6,3 mmol™* -1 -cm™

AA: diferencia de absorbancia

La concentracion de acido citrico se expresa en miligramos por litro (mg/L, sin decimales).

Para medicién a 340 nm la ecuacién simplificada es:

C=479 - AA -F

Mediciones alternativas

A 334 nm
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C= 488 AA -F
A 365 nm
C= 887 - AA -F
Correccién por dilucion: Cuando la muestra haya sido diluida durante la preparacion, el

resultado debera multiplicarse por el correspondiente factor de dilucion F.
42.11. Bibliografia
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43. DIGLUCOSIDO DE MALVIDINA POR FLUORESCENCIA VISUAL BAJO
LAMPARA UV (Malvidina/UV — INV = 10043) — Método cualitativo

43.1. Titulo

Determinacién cualitativa de diglucésido de malvidina en vinos por fluorescencia visual bajo
lampara UV.

Cdédigo: Malvidina/UV — INV - 10043

43.2. Introduccién

La determinacion del diglucésido de malvidina constituye un método practico para
diferenciar vinos tintos elaborados con Vitis vinifera de aquellos obtenidos a partir de vides
hibridas. La presencia de diglucésido de malvidina se asocia principalmente a variedades
hibridas'®, el uso de estas variedades en la elaboracién de vinos se encuentra restringido

debido a la menor calidad enoldgica de los productos obtenidos.

43.3. Alcance

Este método establece la determinacion cualitativa del diglucésido de malvidina en vinos

tintos y rosados mediante reaccion quimica con observacion de fluorescencia bajo luz
ultravioleta. EI método permite detectar la presencia/ausencia de diglucésido de malvidina y
establecer, cuando corresponda, la necesidad de realizar una determinacién cuantitativa

posterior.

43.4. Definiciones

El diglucosido de malvidina es un compuesto antocianico caracteristico de ciertas
variedades hibridas de vid. La presencia de fluorescencia verde en las condiciones
establecidas por el método indica la posible presencia del compuesto en la muestra

analizada.

43.5. Principio

1 A diferencia de las variedades tradicionales como Malbec, Cabernet Sauvignon o Chardonnay—
que pertenecen exclusivamente a la especie euroasiatica Vitis vinifera—, las variedades hibridos
combinan genes de Vitis vinifera con los de especies americanas (como Vitis labrusca, Vitis riparia,
Vitis rupestris o Vitis berlandieri) o, en casos mas modernos, especies asiaticas (como Vitis
amurensis).
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El diglucosido de malvidina es oxidado con acido nitroso y transformado en una sustancia
gque presenta fluorescencia verde en medio amoniacal bajo luz ultravioleta. La intensidad de
fluorescencia observada se compara con la de un vino testigo que contiene 15 mg/L de
diglucésido de malvidina. Los vinos que no presentan fluorescencia, o cuya fluorescencia es

claramente inferior a la del vino testigo, se consideran carentes de diglucésido de malvidina.

43.6. Reactivos y materiales

43.6.1. Reactivos

R1 — Solucién de etanal
R2 — Paraldehido cristalizable
e 10 mL de paraldehido cristalizable.
e 100 mL de alcohol etilico 96,0 % (V/V)
R3 — Acido clorhidrico 1 N
R4 — Solucion de nitrito sédico 10 g/L
R5 — Alcohol etilico 96,0 % (V/V) con 5 % de amoniaco puro

R6 — Vino testigo con 15 mg/L de diglucésido de malvidina
43.6.2. Materiales

e Tubos de ensayo.
o Papel de filtro.
e Embudos.

e Varilla de vidrio.
43.7. Equipo
Lampara UV de mesada o cabina de visualizacion de luz ultravioleta de 365 nm

43.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)
43.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos

por el INV.
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43.8.2. Preparacion de la muestra

La muestra no requiere preparacion previa especifica.

43.9. Procedimiento
43.9.1. Porcion de prueba
Tomar 10 mL de vino para la preparacion inicial del ensayo.

43.9.2. Determinacion(es)

Tratamiento inicial

En un tubo de ensayo colocar:
e 10 mL de vino.

e 1,5mL de solucién de etanal.

Esperar 20 minutos.
Desarrollo de la reaccion

En un tubo de ensayo de 20 mL de capacidad colocar:

e 1 mL de vino tratado con etanal.
e 1 gota de acido clorhidrico 1 N.

e 1 mL de solucién de nitrito sddico.

Agitar y dejar reposar entre 2 y 5 minutos.

Agregar: 10 mL de solucion de amoniaco al 5 % en alcohol.

Ensayo testigo

Tratar en las mismas condiciones 10 mL del vino testigo que contiene 15 mg/L de

diglucésido de malvidina. Agitar y dejar reposar durante 10 minutos.

Filtrar.

Observacion de fluorescencia
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Observar comparativamente la fluorescencia verde bajo luz ultravioleta de 365 nm
correspondiente:
¢ Ala muestra analizada.

e Al vino testigo.

Vinos rosados

Para vinos rosados se podra aumentar la sensibilidad utilizando:
e 5 mL de vino tratado con etanal.
e 0,2 mL de acido clorhidrico 1 N.
e 1 mL de solucién de nitrito sodico.

e 5,8 mL de alcohol amoniacal.

Simultaneamente se debera operar con el vino testigo.

43.9.3. Interpretacién

Los vinos que no presenten fluorescencia, o cuya fluorescencia sea claramente inferior a la

del vino testigo, se consideran carentes de diglucésido de malvidina.

En los casos en que la fluorescencia sea ligeramente inferior, igual o superior a la del vino

testigo, debera efectuarse una determinacion cuantitativa.

43.9.4. Calibracién (cuando corresponda)

La comparacion visual deberd realizarse utilizando un vino testigo con concentracion

conocida de 15 mg/L de diglucésido de malvidina.

El vino testigo debera analizarse simultdneamente con las muestras y bajo las mismas

condiciones experimentales.

43.10. Expresion de resultados

El resultado se informa mediante comparacion visual de la fluorescencia observada respecto

del vino testigo.
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Ausencia de fluorescencia o fluorescencia claramente inferior a la del vino testigo: muestra

considerada carente de diglucésido de malvidina.

Fluorescencia ligeramente inferior, iqual o superior a la del vino testigo: se debera efectuar

una determinacion cuantitativa complementaria.

Cuando se realice la determinacion cuantitativa posterior, los resultados se expresaran en
miligramos por litro (mg/L) de diglucésido de malvidina.

43.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Method OIV-MA-AS315-03: Malvidin
diglucoside [Método OIV-MA-AS315-03: Diglucdsido de malvidina]. OV Compendium
of International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/es/standards/annex-a-methods-of-analysis-of-wines-and-
musts/section-3-chemical-analysis/section-3-1-organic-compounds/section-3-1-5-
other-organic-compounds/malvidin-diglucoside-%28type-iv%29
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44. DIGLUCOSIDO DE MALVIDINA POR FLUOROMETRIA
(Malvidina/Fluorimetria — INV — 10044)

44.1. Titulo

Determinacién cuantitativa de diglucésido de malvidina en vinos por fluorimetria.

Cadigo: Malvidina/Fluorimetria — INV — 10044
44.2. Introduccion

La determinacion fluorimétrica del diglucésido de malvidina permite cuantificar este
compuesto presente en vinos elaborados a partir de determinadas variedades hibridas de
vid. El método se basa en la medicion instrumental de la fluorescencia desarrollada por el

compuesto formado durante la reaccién quimica especifica.

44 3. Alcance

Este método establece la determinacion cuantitativa del diglucésido de malvidina en vinos
tintos y rosados mediante fluorimetria. El método es aplicable a vinos previamente tratados

segun el procedimiento establecido para la determinacion cualitativa.
44 .4, Definiciones

El diglucésido de malvidina es un compuesto antocianico caracteristico de determinadas
variedades hibridas de vid. La fluorescencia desarrollada por el compuesto derivado de la
reaccion permite realizar su determinacién cuantitativa mediante comparacién con una

solucion patrén de sulfato de quinina.
44.5. Principio

La intensidad de fluorescencia del compuesto formado se mide comparandola con una
solucion valorada de sulfato de quinina cuya fluorescencia ha sido previamente calibrada
respecto del diglucésido de malvidina puro. El anhidrido sulfuroso libre, que atenta la

fluorescencia, debe combinarse previamente mediante tratamiento con exceso de etanal.

44.6. Reactivos

Utilizar los reactivos indicados en la determinacion cualitativa.
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R1 — Solucion de sulfato de quinina 2 mg/L
Preparacion:

e Disolver 10 mg de sulfato de quinina puro en 100 mL de acido sulfdrico 0,1 N
(0,05 M).

e Tomar 20 mL de esta solucion y diluir hasta 1 litro con solucién de acido sulfurico
0,1 N (0,05 M).

44.7. Aparatos
e Fluorimetro.

o Cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor.

El equipo debera operar con:

¢ Longitud de onda de excitacion: 365 nm

¢ Longitud de onda de emision fluorescente: 490 nm

44.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

44.8.1. Muestreo

El muestreo deberé realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos
por el INV.

44.8.2. Preparacion de la muestra

La muestra deberd tratarse previamente segun el procedimiento descrito para la

determinacion cualitativa de diglucésido de malvidina.

449, Procedimiento
44.9.1. Porcion de prueba

La toma del vino tratado con etanal debera ser de:

e 1 mL para vinos tintos.

e 1 mL para vinos rosados.
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44.9.2. Determinacion(es)

Proceder con el vino, siguiendo el método descrito en "Determinacion cualitativa”, la toma de

muestra del vino tratado con etanal, debe ser siempre (vinos tintos o rosados) de 1 mL.

Colocar la solucién de sulfato de quinina de 2 mg/L en la cubeta de cuarzo del fluorimetro.
Calibrar el fluorimetro a desviacion total (transmisién 100 por 100), ajustando:

e La anchura de banda.

e La sensibilidad del equipo.

Reemplazar luego la cubeta patrén por la cubeta que contiene la muestra de vino tratada.
Registrar el valor leido, identificado como:

e T =intensidad de fluorescencia observada.

44.9.3. Calibracién (cuando corresponda)

Colocar la solucion patrén de sulfato de quinina de 2 mg/L en la cubeta del fluorimetro y
ajustar el equipo a desviacion total (transmision 100 %), actuando sobre la anchura de

banda o sobre la sensibilidad del instrumento, segun corresponda.
La verificacion debera realizarse antes de cada serie de determinaciones.
44.10. Calculo y expresién de los resultados

44.10.1. Célculo

Una intensidad de fluorescencia igual a 1 corresponde, para un vino exento de dioxido
sulfuroso libre (SO;) y en las condiciones establecidas por el método, excluyendo el

tratamiento con etanal, a 0,426 mg/L de diglucosido de malvidina.

Los vinos tintos y rosados que no contienen diglucésido de malvidina pueden presentar una

fluorescencia residual correspondiente a un valor de T del orden del 6 %
La concentracion de diglucésido de malvidina se calcula mediante:
Diglucésido de malvidina (mg/L):
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’

T—6)-0,426-
(T -6) 10

=(T—-6)-0,49

Dénde:
T = intensidad de fluorescencia observada.

44.10.2. Expresion de resultados

Los resultados se expresan en miligramos por litro (mg/L) de diglucosido de malvidina,
redondeados segun los criterios establecidos por el laboratorio.

44.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Method OIV-MA-AS315-03: Malvidin
diglucoside [Método OIV-MA-AS315-03: Diglucésido de malvidina]. OIV Compendium
of International Methods of Wine and Must Analysis.
https://www.oiv.int/es/standards/annex-a-methods-of-analysis-of-wines-and-
musts/section-3-chemical-analysis/section-3-1-organic-compounds/section-3-1-5-
other-organic-compounds/malvidin-diglucoside-%28type-iv%629
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45. SACAROSA (SAC - INV - 10045)

45.1. Titulo

Determinacién de sacarosa en vinos y mostos por hidrélisis acida y titulacion con licor de
Fehling

Cdédigo: SAC - INV - 10045
45.2. Introduccioén

La determinacién de sacarosa constituye un pardmetro de interés analitico en vinos, mostos
y productos vitivinicolas. Permite evaluar la composicion de azlcares y detectar la presencia

de azuUcares adicionados o remanentes.

El método se basa en la hidrélisis acida de la sacarosa y posterior determinacion de los

azlcares reductores generados.
45.3. Alcance

El presente método establece la determinacion de sacarosa en vinos y mostos mediante
hidrélisis acida controlada y posterior cuantificacion de azlcares reductores por titulacion

con licor de Fehling Causse Bonnans.

Es aplicable al control de vinos, mostos y productos vitivinicolas, tanto en analisis de rutina

como en controles oficiales.
45.4. Definiciones

Sacarosa: disacéarido constituido por glucosa y fructosa, susceptible de hidrélisis &cida para

generar azUcares reductores. La unidad de expresion es g/L.

Azucares reductores totales: concentracion de azucares reductores determinada luego de la

hidrdlisis de la sacarosa presente en la muestra.

45.5. Principio
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El método se basa en la hidrélisis de la sacarosa presente en la muestra mediante la accion

del &cido clorhidrico concentrado a temperatura controlada de 60 °C, utilizando bafio Maria.

La hidrdlisis produce glucosa y fructosa, las cuales son posteriormente cuantificadas
mediante titulacion con licor de Fehling.

La determinacion de azUcares reductores se fundamenta en la capacidad reductora de los
azlUcares sobre los iones cupricos presentes en el reactivo cuproalcalino, produciendo la

reduccién de cobre (Il) a cobre (I) en medio alcalino.
El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Determinacion de azucares reductores sin inversion
e Hidrdlisis acida de la sacarosa

e Neutralizacion y correccion por dilucion

e Determinacion de azucares reductores totales

e Calculo de sacarosa

45.6. Reactivos y materiales
45.6.1. Reactivos

R1 — Acido clorhidrico concentrado

R2 — Hidréxido de sodio al 20 %

R3 — Acetato de plomo al 25 %

R4 — Carbon activado

R5 — Solucion de azul de metileno al 1 %

R6 — Reactivo Fehling Causse Bonnans

45.6.2. Materiales

e Dos probetas de 100 mL

e Probeta de 100 mL o vaso de precipitados de 100 mL

e Dos embudos

e Dos vasos de precipitados de 100 mL o dos tubos de 25 x 250 mm
o Papel de filtro para azucares 58 x 58, poro medio

e Bureta acodada de 25 mL graduada 0,1 mL, incolora
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o Erlenmeyer de 250 mL

o Pipeta de doble aforo de 15 mL
e Pipeta graduada de 10 mL

e Propipeta

45.7. Aparatos

e Barfio Maria termostatizado

e Potenciémetro

45.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

45.8.1. Muestra

La muestra debe encontrarse a temperatura ambiente antes del andlisis. Tomar

directamente del envase original y homogeneizar previamente si fuese necesario.
45.8.2. Conservacion

Conservar en recipiente herméticamente cerrado hasta el momento del andlisis.
45.9. Procedimiento

45.9.1. Porcion de prueba

Este procedimiento se divide en dos partes:
A) Determinacion de azlcares reductores sin inversion.

B) Determinacion de azucares reductores totales luego de la inversién acida de la sacarosa

Se emplean alicuotas de 90 mL de muestra para la determinacién de azlcares reductores
antes y después de la hidrélisis acida.

45.9.2. Determinacion de azUlcares reductores sin inversion

. Tomar una alicuota de la muestra de vino 0 mosto.

. Realizar la defecacion agregando 10 mL de acetato de plomo y carbén activado
a 90 mL de muestra.

. Filtrar hasta obtener una solucion limpida e incolora.

. Determinar los azucares reductores mediante titulacion con licor de Fehling.
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. Registrar la lectura polarimétrica de la muestra sin invertir, cuando corresponda.

45.9.3. Determinacion de azucares reductores totales (con inversion acida)

Preparacion para hidrélisis

Medir el pH utilizando un potenciometro y registrar el valor obtenido.

Colocar 90 mL de muestra en una probeta de 100 mL.

Agregar 3 mL de acido clorhidrico concentrado utilizando pipeta graduada con
propipeta.

Homogeneizar cuidadosamente.

Hidrdlisis (inversion)

Llevar la probeta a bafio Maria termostatizado a 60 °C durante 15 minutos.

Retirar y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Transferir cuantitativamente el contenido a un vaso de precipitados de 200 mL sin

lavar la probeta.

Ajustar el pH al valor original utilizando solucién de hidroxido de sodio, agregando

lentamente bajo agitacién continua y controlando con potenciémetro.

Correccion por dilucién

e Transferir nuevamente el liquido neutralizado a la probeta y medir el volumen
final.

e Calcular el porcentaje de dilucion generado durante el procedimiento.

o Este porcentaje de dilucion deberd considerarse tanto para el calculo de
azUcares reductores totales como para la interpretacion de las lecturas

polarimétricas.

Ejemplo:

Volumen inicial: 90 mL

Volumen final: 95 mL

Dilucion: 5 mL — 5,6 % de error en menos.
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La correccion por dilucion deberé considerarse en el calculo final de azlcares reductores

totales y en la interpretacion de las lecturas polarimétricas.

Defecacion de la muestra invertida

e Tomar 90 mL de la muestra invertida.
e Agregar 10 mL de acetato de plomo y carbon activado.

o Filtrar o centrifugar hasta obtener una solucién clara.

45.9.4. Determinacion de azUcares reductores totales

o Realizar el dosaje mediante titulacion con licor de Fehling.
e Aplicar la correccion por dilucién al resultado obtenido.

Lectura polarimétrica

e Realizar la medicion polarimétrica de la muestra invertida (azUcares totales)
cuando corresponda.

e Comparar con la lectura obtenida antes de la inversion.

45.9.5. Calibracioén

La calibracién del método se realiza mediante la estandarizacién del reactivo de Fehling

utilizando solucién patrén de azlcar invertido de concentracion conocida.

45.10. Calculo y expresion de los resultados

La sacarosa se calcula mediante las siguientes expresiones:

PO =P1 - P2

Dénde:

e P1 = concentracion de azlcares reductores después de la hidrolisis
e P2 =concentracién de azlcares reductores antes de la hidrolisis

e PO = porcidén de azlcares reductores invertidos

La concentracién de sacarosa se calcula mediante:
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$=20,95- PO
Donde:
S = sacarosa expresada en g/L

0,95 = factor de conversion de glucosa-fructosa en sacarosa. El factor surge de la relacion
entre el peso molecular de la sacarosa (342,30 g/mol) y el peso molecular correspondiente a

los monosacaridos generados por hidrélisis.

1 mol de sacarosa —2 mol de glucosa-fructuosa

El factor surge de la relacion entre el peso molecular de la sacarosa y el peso molecular
correspondiente a los monosacaridos generados por hidrélisis:

M (sacarosa) 342,30 g/mol
2 - M (hexosa) 2 - 180-16 g/mol -

0,95

(Nota que el resultado 0,95 no lleva ninguna unidad porque las unidades de g/mol se

cancelan mutuamente).

45.11. Bibliografia

Ley General de Vinos N° 14.878/59.
[.N.V. - R/D.N.Q. May. De 1.938.
I.N.V. Manual de Técnicas Analiticas. Mendoza: |.N.V., 1.972, pp. 21-24.
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46. PERFIL DE ANTOCIANOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION CON DETECCION UV-VIS (Antocianos/HPLC — INV — 10046)

46.1. Titulo
Determinacién del perfil de antocianos en vinos por Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciéon (CLAR/HPLC) con deteccién UV-VIS con arreglo de diodos.

Cddigo: Antocianos/HPLC — INV — 10046

46.2. Introduccion

Los antocianos o0 antocianinas son pigmentos hidrosolubles presentes principalmente en el
hollejo de las uvas tintas y responsables de la coloracién de los vinos tintos y rosados.
La determinacién del perfil de antocianos mediante cromatografia liquida de alta resolucién
permite caracterizar la composicién fenodlica de los vinos y constituye una herramienta (Util
para estudios de autenticidad varietal y control analitico.

46.3. Alcance

Este método establece la determinacion del perfil relativo de antocianos en vinos tintos y
rosados mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR/HPLC) con deteccidn
UV-VIS con arreglo de diodos. Las antocianinas se encuentran principalmente en las
vacuolas de las células vegetales y, en las uvas tintas, se localizan mayoritariamente en el
hollejo.

La separacién cromatogréafica se realiza mediante columna de fase reversa y elucion en
gradiente.

46.4. Definiciones

Las antocianinas son pigmentos fendlicos hidrosolubles presentes en tejidos vegetales y

responsables de tonalidades rojas, violaceas y azuladas.

En vinos tintos y rosados, los principales antocianos corresponden a derivados

monoglucosidicos y acilados de:
o Delfinidina

o Cianidina
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e Petunidina
e Peonidina

e Malvidina

El método permite determinar la composicion relativa de NUEVE (9) antocianos

caracteristicos.

46.5. Principio
Se realiza el analisis directo del vino por cromatografia liquida de alta resolucion utilizando
una columna de fase reversa y una elucién en gradiente compuesta por agua, acido férmico

y acetonitrilo.
La deteccion se efecttia a 518 nm mediante detector UV-VIS con arreglo de diodos.
Como resultado, se obtiene la separacion de:

e CINCO (5) antocianos no acilados principales (picos 1 a 5 de la Figura 1).

e CUATRO (4) antocianos acilados principales (picos 6 a 9 de la Figura 1).

El método comprende las siguientes etapas:

 Filtracion de la muestra.

e Separacion cromatogréfica.

o Deteccion UV-VIS.

 Integracion de areas cromatogréficas.

e Calculo de éareas relativas porcentuales.

46.6. Reactivos y materiales

46.6.1. Reactivos

R1 — Acido férmico (p.a. 85 %) (CAS 64-18-6)
R2 — Agua tridestilada o calidad superior

R3 — Acetonitrilo, pureza HPLC

R4 — Solvente fase movil A

Agua/acido formico/acetonitrilo 87:10:3 (V/IVIV)
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R5 — Solvente fase movil B
Agua/écido formico/acetonitrilo 40:10:50 (V/V/V)

R6 - Vino de Referencia.

46.6.2. Materiales

e Filtro de Nylon de poro de 0,22 ym x 47 mm de diametro.

e Probetas de 1000 mL (2).

e Probeta de 50 mL.

e Probeta de 100 mL.

e Probeta de 500 mL.

e Jeringas descartables de volumen variable.

e Filtros de jeringa de 0,45 um de nylon o polyvinylidene fluoride (PVDF).

e Frascos de cierre hermético tipo Genna o equivalente.

e Viales de vidrio de 1,5 mL con septa pre-ranurada o equivalente.

o Papel de filtro técnico: velocidad de filtracion media-rapida — densidad 60 a 65
g/m2.

o Sistema de filtracion al vacio Millipore o equivalente.

46.7. Equipos

46.7.1. Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (CLAR/HPLC) compuesto por:

e Sistema de bomba a gradiente.

e Detector UV-VIS con arreglo de diodos.

¢ Rulo (loop) de inyeccion automatica de 100 pl.

e Calefactor u horno que permita calentar una columna a 40 °C.
e Sistema de integracion de datos.

e Sistema de desgasificacion de solventes (opcional).

46.7.2. Sistema de columnas analiticas

Columna de fase reversa

o Material de la fase estacionaria: esférico ODS.
« Tamafio de poro: 100 A.
e Largo: 250 mm.
o Diametro: 4,60 mm.
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e Diametro de particulas: 5 ym.

Pre-columna de fase reversa

e Largo: 4 mm.
e Diametro interno: 3 mm.
e Material: ODS.

Nota: Las marcas y modelos de las columnas pueden reemplazarse siempre que cumplan con las
caracteristicas dimensionales indicadas.

46.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

46.8.1. Muestreo

El muestreo deberd realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos
por el INV.

46.8.2. Preparacion de la muestra

La muestra de vino tranquilo homogeneizada se toma con jeringas descartables;

posteriormente se coloca un filtro de membrana de 0,45 pym.

Las dos primeras porciones de filtrado se utilizan para enjuagar el vial y se descartan. La

tercera porcion se utiliza para la determinacion.

Previo al llenado del vial, éste debera identificarse con el nUmero de ingreso de muestra

asignado.

46.9. Procedimiento
46.9.1. Porcion de prueba

Colocar una cantidad suficiente de muestra filtrada en viales aptos para el sistema de
autoinyeccion del equipo (CLAR/HPLC).

46.9.2. Determinacion(es)

Condiciones del equipo
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Se procede a la colocacion de la/s muestra/s en el autoinyector del cromatdgrafo

(CLAR/HPLC) con los siguientes parametros de operacion:

Tabla 46.1 Condiciones del equipo

Parametro Condicién
Volumen de inyeccion 20 pl
Flujo 0,8 mL/min
Calentamiento de la columna 40 °C
Tiempo de analisis 45 minutos
Longitud de onda de deteccidn 518 nm
Tabla 46.2 Gradiente de elucion
Tiempo Solvente A % Solvente B %
(min) (VIv) (viv)
0 94 6
15 70 30
30 50 50
35 40 60
41 94 6

Separacion cromatografica de antocianinas

La Figura 1 muestra un cromatograma correspondiente a la separacion de los NUEVE (9)

antocianos caracteristicos determinados mediante este método.
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Figura 46.1. Separacion cromatogréafica de los nueve (9) antocianos en un vino tinto
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Tabla 46.3. Identificacién de antocianinas y asignacion de picos cromatograficos

Grupo Antocianinas Pico
NO
Grupo 1: “antocianos-3-monoglucésidos” Delfinidina-3-glucosido 1
Cianidina-3-glucésido 2
Petunidina-3-glucdsido 3
Peonidina-3-glucésido 4
Malvidina-3-glucésido 5
Grupo 2: “antocianos-3-monoglucésidos Peonidina-3-acetilo glucdsido 6
acilados”
Malvidina-3-acetilo glucésido 7
Grupo 3: “antocianos-3-monoglucésidos Peonidina-3-cumarilado 8
cumarilados” glucésido
Malvidina-3-cumarilado 9
glucosido

Funcionamiento de los sistemas cromatograficos

a) La respuesta del sistema cromatografico se evalta a través del control de la eficacia

de la columna, verificando el cumplimiento de los siguientes parametros:
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- El numero de platos tedricos (N) calculado con respecto a la Malvidina-3-glucésido no

debe ser menor a 20000.

- La resolucion (R) entre Peonidina-3-glucésido cumarilado y Malvidina-3-glucosido
cumarilado debe ser mayor o igual a 1,5.

Caso contrario, se recomienda reacondicionar la columna y verificar su funcionamiento
realizando nuevamente la actividad de control, teniendo como Ultima instancia el cambio de

una nueva columna.

b) Ademas, para verificar la adecuacion del sistema cromatografico respecto a la
identificacion de cada antociano, se inyecta un vino de referencia cuyos tiempos de
retencién se comparan con las desviaciones estandares obtenidas de la validacion, y se
toma como parametro para asegurar la identidad de cada pico.

Andlisis

Las inyecciones para la determinacion del Perfil de Antocianos se realizan en el orden que
se indica a continuacion:

1. Estabilizacion

2. Muestras a analizar

3. Método de Apagado

Secuencia de inyeccién

Estabilizaciéon

Se deja circular fase mévil durante 45 min empleando el mismo método con el que se
analizaran las muestras (mismas condiciones). De esta manera se busca que la linea base
del cromatograma sea limpia y no presenta arrastre de otros analitos que hayan quedado

atrapados en el sistema, previo a la inyeccion de muestras.

Vino de Referencia

Inmediatamente después de la estabilizacion de la linea base

Muestra a analizar
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Luego de la inyeccion del vino de referencia, se agrega la secuencia completa de muestras

de vino a analizar.

46.9.3. Calibracién (cuando corresponda)

La verificacion del sistema cromatografico debera realizarse conforme a los procedimientos

internos de aseguramiento de la calidad del laboratorio.

Se deberan controlar:
e Respuesta del detector.
e Resolucién cromatogréfica.
o Estabilidad de linea base.
e Reproducibilidad de tiempos de retencion.

46.10. Célculo (Resultados)
46.10.1. Procesamiento de datos

Una vez concluido el analisis de una muestra, se obtiene el dato del area bajo la curva que

tiene cada uno de los picos de antocianos presentes en dicha muestra.

En funcién de ello, el software que acompanfa el equipo permite hacer un calculo automatico
del area relativa que le corresponde a cada pico en funcién del area total (suma de areas de
estos 9 picos). Los datos se obtienen una vez finalizada la corrida cromatografica y pueden
visualizarse en la tabla de picos (“Peak Table”) del software de adquisicion e integracion.

Informar el area porcentual permite al cliente una facil interpretacion de los resultados.

46.10.2. Expresion de resultados

Los resultados se expresan como porcentaje de area relativa (%) de cada antocianina
respecto del area total de antocianos determinados. La expresion de los resultados como
porcentaje de area relativa facilita la interpretacion comparativa del perfil de antocianos de la

muestra analizada.
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47. ACIDO SHIKIMICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (Shikimico/HPLC = INV — 10047)

47.1. Titulo

Determinacién de acido shikimico en vinos por cromatografia liquida deB alta resolucién
(CLAR/HPLC) con deteccion UV

Cddigo: Shikimico/HPLC — INV - 10047
47.2. Introduccion

El acido shikimico (acido 3, 4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxilico) es biosintetizado a
partir del acido quimico por deshidratacién y constituye un precursor fundamental de

fenilalanina, tirosina, triptéfano y diversos alcaloides vegetales.

Es un acido carboxilico minoritario presente naturalmente en distintas frutas y productos

vegetales.

El presente método permite la determinacion cuantitativa de acido shikimico en vinos tintos y

rosados mediante cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion UV.

47.3. Alcance
Este método establece la determinacion y cuantificacion de acido shikimico en vinos tintos y

rosados mediante cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR/HPLC) con deteccion UV.

El método es aplicable en un rango de concentracion comprendido entre: 5 mg/L y 100
mg/L.

47 4. Definiciones

Acido shikimico

Acido orgéanico naturalmente presente en productos vegetales y vinos, precursor metabélico

de aminoacidos aromaticos.

CLAR/HPLC
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Técnica instrumental de separacion cromatogréfica basada en la interaccion diferencial de

los analitos con una fase estacionaria y una fase mévil liquida.

Detector UV

Sistema de deteccién espectrofotométrica basado en absorcidn de radiacion ultravioleta. La

concentracion de acido shikimico se expresa en miligramos por litro (mg/L).
47.5. Principio

El acido shikimico se determina directamente, sin preparacion quimica previa de la muestra,

mediante cromatografia liquida de alta resolucién utilizando un sistema de columnas.

En una primera etapa se realiza una separacion preliminar de los acidos organicos

presentes en el vino sobre una columna de fase reversa tipo ODS.

Posteriormente, la separacion continla en una columna intercambiadora de cationes

calentada a 65 °C.

Como fase movil se utiliza solucién de éacido sulflrico 0,02 N, obteniéndose adecuada

resolucion del acido shikimico sin interferencias significativas de la matriz del vino.

Debido a la doble ligadura presente en el ciclohexeno, el acido shikimico presenta maxima

absorcion a 210 nm, permitiendo su deteccién mediante detector UV.
El método comprende las siguientes etapas:

e Preparacioén de soluciones estandar
e Preparacion de fase movil

e Filtracién de muestras

e Separacion cromatografica

e Deteccion UV

e Construccién de curva de calibracion

e Cuantificacion por calibracion externa

47.6. Reactivos y materiales
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47.6.1. Reactivos
R1 — Acido shikimico

CAS 138-59-0. Pureza: 2 99,0 %

El patrén sélido de acido shikimico deberé conservarse en lugar fresco, seco y ventilado, en

envase herméticamente cerrado, conforme a las recomendaciones del fabricante.
R2 — Acido sulfarico (H,SO,)

Pureza: 98,0 % (g/g) - Calidad P.A.

R3 — Agua tridestilada o calidad superior

R4 — Etanol absoluto

Pureza: 295 % (V/IV)

47.6.2. Materiales

e Matraz aforado de 2000 mL

e Matraz aforado de 1000 mL

e Matraz aforado de 100 mL

e Matraz aforado de 50 mL

e Pipeta doble aforo de 20 mL

e Pipeta doble aforo de 10 mL

e Pipeta doble aforo de 25 mL

e Pipeta graduada de 5 mL Propipeta

e Filtro de nylon de 0,22 ym x 47 mm

e Jeringas descartables de volumen variable

e Filtros de jeringa de 0,45 um de nylon o PVDF

e Frasco de cierre hermético tipo Genna o equivalente
e Viales de vidrio de 1,5 mL con septa pre-ranurada
o Papel de filtro técnico de velocidad media-rapida

o Sistema de filtracion al vacio Millipore o equivalente

47.7. Equipamiento
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e Balanza analitica

e Heladera conrango entre 1 °Cy 15 °C

47.7.1. Cromatografo liquido de alta resolucion (CLAR/HPLC) — El sistema debe incluir:

e Detector UV-VIS con arreglo de diodos

e Loop de inyeccion automatica de 100 L

e Sistema de bombas con flujo programable y constante
e Horno o calefactor de columna capaz de alcanzar 65 °C

e Sistema de integracién de datos

47.7.2. Sistema de columnas analiticas

Columna de fase reversa

e Marca: Phenomenex

e Modelo: Luna 5 u

o Fase estacionaria: ODS esférico
« Tamafio de poro: 100 A

e Largo: 250 mm

e Diametro interno: 4,60 mm

¢ Tamafo de particula: 5 um

Pre-columna de fase reversa

Carcasa:
e Marca: Phenomenex

e Modelo: SecurityGuard / Guard Cartridge Kit

Cartucho:
e Marca: Phenomenex
e Largo:4 mm
e Diametro interno: 3 mm
e Material: ODS

Columna intercambiadora de cationes

e Marca: Phenomenex
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e Modelo: Rezex Organic Acid H+
e Largo: 300 mm

¢ Diametro interno: 7,80 mm

Pre-columna intercambiadora de cationes

e Marca: Phenomenex
e Modelo: Rezex Organic Acid H+
e Largo: 50 mm

e Diametro interno: 7,80 mm

Nota; Las marcas y modelos podran reemplazarse por equivalentes que cumplan las
caracteristicas dimensionales indicadas.

47.8. Preparacion de la muestra

47.8.1. Muestreo

El muestreo deberé realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos

por el INV.

47.8.2. Preparacion de soluciones

Solucion hidroalcohdlica al 12,0 % (V/V)

e Medir 31,25 mL de etanol al 96,0 % (V/V)

e Llevar a volumen en probeta de 250 mL con agua tridestilada.

Cuando se utilice etanol de distinta graduacion, recalcular el volumen mediante:

Cl1-V1=C2-V2

Solucién primaria estandar de &cido shikimico 100 mg/L

e Pesar 10 mg de acido shikimico.
e Transferir cuantitativamente a matraz aforado de 100 mL
e Llevar a volumen con solucion hidroalcohdlica al 12,0 % (V/V)

e Agitar.
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Conservar refrigerada e identificada con:

e Contenido
e« Concentracion
e Fecha de preparacion

e Analistas responsables

47.8.3. Preparacion de estandares

Estandar 5 mg/L

e Tomar 2,5 mL de solucién primaria.
e Llevar a 50 mL con solucién hidroalcohdlica al 12,0 % (V/V)

Estandar 25 mg/L

e Tomar 12,5 mL de solucién primaria.

e Llevar a 50 mL con solucién hidroalcohdlica al 12,0 % (V/V)

Estandar 50 mg/L

e Tomar 25 mL de solucién primaria.
e Llevar a 50 mL con solucién hidroalcohdlica al 12,0 % (V/V)

Estandar 100 mg/L

Transferir la solucién primaria a un recipiente adecuado para su utilizacion como estandar

de calibracion.
Todos los estandares deberan conservarse refrigerados e identificados.

47.8.4. Preparacion de soluciones

Solucién de acido sulfarico 1 N

e Colocar aproximadamente 250 mL de agua tridestilada en matraz aforado de
1000 mL.
e Agregar 27,2 mL de &cido sulfarico 98 %

e Llevar a volumen con agua tridestilada.
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Solucién de elucion H,S0, 0,02 N

e Colocar aproximadamente 250 mL de agua tridestilada en matraz aforado de
1000 mL.

e Agregar 20 mL de solucion H,SO, 1 N.

e Llevar a volumen con agua tridestilada.

e Filtrar mediante filtro de nylon de 0,22 ym.

Conservar refrigerada.

Si se utiliza luego de dos dias de preparada, re-filtrar antes de usar.

47.8.5. Preparacion de muestras de vino

La determinacidon se realiza directamente sobre la muestra filtrada, sin derivatizacién ni

tratamiento quimico previo.
Vinos tranquilos

¢ Homogeneizar la muestra.

e Filtrar utilizando jeringa descartable y filtro de membrana de 0,45 um.
e Descartar las dos primeras porciones de filtrado.

o Utilizar la tercera porcion para andlisis.

o Identificar previamente el vial.

Vinos con anhidrido carbénico

En vinos espumantes, gasificados o frizantes:

o Desgasificar previamente mediante filtracién con papel de filtro.
o Posteriormente realizar filtracibn de membrana de igual manera que para

vinos tranquilos.

47.9. Procedimiento

47.9.1. Porcion de prueba

Utilizar la muestra filtrada directamente en el sistema de inyeccion cromatografica.
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47.9.2. Determinacién(es)
Condiciones cromatogréficas

e Volumen de inyeccién: 5 UL

e Flujo: 0,6 mL/min

e Temperatura de columna intercambiadora: 65 °C
e Tiempo minimo de estabilizacion inicial: 30 min

e Longitud de onda de deteccién: 210 nm

Verificacién del sistema cromatografico

La respuesta del sistema cromatografico debera verificarse diariamente antes del analisis de
muestras y periédicamente segun lo establecido en los procedimientos de Aseguramiento de
la Calidad.

Detector

« Verificacion de linealidad
o Verificacion de respuesta

Columnas

¢ Verificacion de resolucion

Secuencia de analisis

1. Inyeccion de estandares
2. Inyeccion de muestras

3. Equilibracién del sistema con fase movil entre muestras
Luego de cada muestra:
e Mantener circulacion de fase movil durante 30 min sin inyeccion.

Curva de calibracion

Inyectar estandares de:

e 5mg/L
e 25 mg/L
e 50 mg/L
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e 100 mg/L
Construir curva de calibracién externa mediante:
« Area de pico versus concentracion
El ajuste se realizara por minimos cuadrados.
El coeficiente de determinacién debera cumplir: Rz 2 0,998

Calculo de concentracion

La concentracion podra calcularse automaticamente mediante software HPLC o
manualmente utilizando:

X=O-b)/a

Donde:

X = concentracion de &cido shikimico (mg/L)
y = area del pico de la muestra

a = pendiente de la curva

b = ordenada al origen

47.9.3. Calibracion

La calibracion se realiza mediante método de calibracion externa utilizando soluciones

patrén certificadas.
Se debera verificar:

e Linealidad
e Resolucion cromatografica
e Respuesta instrumental

o Estabilidad de la curva
47.10. Célculo (Resultados)

El contenido de acido shikimico se expresa en: mg/L
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El método es aplicable en el rango: 5 mg/L a 100 mg/L
Los resultados deberan expresarse con dos cifras decimales
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48. RELACION ISOTOPICA *®0/**0 DEL AGUA EN VINOS (**0/**0-IRMS — INV
— 10048)

48.1. Titulo

Determinacion de la relacion isotopica *0/*°O del agua en vinos por espectrometria de
masas de relacion isotopica (IRMS)

Cédigo: O/*°0-IRMS - INV - 10048
48.2. Introduccion

La composicién isotépica del agua en vinos constituye un parametro relevante para el
control de calidad y autenticidad del producto. La determinacién de la relacién **0/**0
permite detectar posibles adulteraciones, como la dilucion con agua, y asegura que la

procedencia del agua utilizada se corresponde con la regién de origen del vino.
48.3. Alcance

El presente método establece la determinacion de la relacién isotopica *0/*°0O del agua
contenida en vinos y mostos mediante espectrometria de masas de relacidon isotopica

(IRMS) después del equilibrio isotépico con CO,. Es aplicable al control de vinos terminados.
48.4. Definiciones

Relacion isotopica 20/*°0: Cociente entre el nimero de isétopos 18 y 16 del oxigeno de una

Mmuestra concreta.

5'®0v.smow: Escala relativa usada para expresar la relacion isotopica de oxigeno 18 y

oxigeno 16 de una muestra concreta. Se calcula con la formula siguiente:

(%) muestra — (%) standard
180

(m) standard

6180V — SMOW =

- 1000 (%o)
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El patron V-SMOW se toma como referencia para la escala relativa 8. Desviacion isotdpica
expresada en %o respecto al estandar internacional V-SMOW (Vienna Standard Mean Ocean
Water). En este método el valor de 60 se obtiene por interpolacion y normalizacion
respecto de estdndares secundarios de agua y vino previamente calibrados contra V-
SMOW, GISP y SLAP.

BCR Oficina Comunitaria de Referencia
OIEA Organismo Internacional de la Energia Atdmica, con sede en Viena (Austria)
IMMR Instituto de Medidas y Materiales de Referencia

IRMS Espectrometria de masas para relaciones de isétopos (Isotope Ratio Mass
Spectrometry)

m/z Relacion entre masa y carga

NIST Instituto Estadounidense de Patrones y Tecnologia (National Institute of Standards &

Technology)
RM Material de referencia
48.5. Principio

La técnica que se describe a continuacion esta basada en el equilibrio isotépico que se
establece en el agua presente en muestras de vino 0 mosto mediante un patréon de CO,,

segun la siguiente reaccion de intercambio isotépico:

01602 + H2 180 < S ClGQlSO + H2 160

Alcanzando el equilibrio el CO, de la fase gaseosa se analiza mediante IRMS para
determinar el 5'°0/*°0. La relacion isotopica (*°0/*°0) se determina a partir del CO, que
resulta de la reaccion.

El delta isotopico (5'°0/*°0) se determina por interpolacién respecto de estandares
secundarios de agua y vino previamente calibrados contra estandares internacionales.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

e Equilibrio isot6pico con CO,
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e Transferencia del CO, al IRMS mediante flujo continuo
¢ Medicion de intensidades de m/z = 44, 45y 46

e Calculo de 5'0/*0 corregido por las contribuciones de **C’0'’0 y *C'’0*°0
48.6. Reactivos y materiales

R1 - V-SMOW, RM8535: Vienna Standard Mean Ocean Water (180/160 =0,0020052)
R2 — GISP, RM8536: Greenland Ice Sheet Precipitation

R3 — SLAP, RM 8537: Standard Light Antarctic Precipitation

R4 — Estandar secundario de agua calibrado contra R1, R2 y R3

R5 — Estandar secundario de vino calibrado contra R1, R2 y R3

Los estandares secundarios de agua y vino se preparan a partir de materiales homogéneos
y se calibran frente a V-SMOW, GISP y SLAP. Una vez asignado su valor isotopico, se

fraccionan en recipientes identificados y se conservan refrigerados.

R6 — Mezcla de 0,3% de CO, en helio (He) certificada.

R8 — Helio carrier, pureza = 99,9 %
48.7. Equipos

o Espectrémetro de masas de relacion isotopica (IRMS).

e Sistema de flujo continuo para transferencia de CO,

¢ Recipientes con septa para equilibrio de gases.

e Sistema de control de temperatura del IRMS

e EI IRMS debera presentar una precision interna < 0,06 %o, definida como la

diferencia entre mediciones repetidas de una misma muestra de CO.,.

48.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

48.8.1. Muestra:

Tomar directamente el vino del envase original, evitando alteraciones.

48.8.2. Conservacion:

Mantener en condiciones que impidan contaminacién o cambios isotdpicos.
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48.8.3. Preparacion:

Para vinos con CO, disuelto (espumantes, gasificados, frizzantes o turbios),
desgasificar mediante agitacion magnética durante 225 minutos.

Transferir 0,3-0,5 mL de muestra mediante micropipeta a los recipientes del
equipo previamente lavados y completamente secos.

48.9. Procedimiento

48.9.1. Porcion de prueba

Se emplean 0,3-0,5 mL de muestra de vino 0 mosto.

48.9.2. Determinacion (es)

Colocar los recipientes con estdndares y muestras en la gradilla del equipo segun
el software.

Iniciar el proceso automatico de FlushFill para equilibrar isotépicamente el CO,
con el agua de la muestra durante =18 h a temperatura controlada.

Linealizacion del equipo: Se hacen pruebas de linealidad entre mV44 contra 8*3C
y mV44 vs 5'®0 para comprobar el estado del IRMS.

Lectura: Transferir el CO, resultante del equilibrio al IRMS y obtener las
intensidades de m/z = 44, 45y 46.

Se obtienen inicialmente cuatro gréficas de estabilidad interna y posteriormente
diez lecturas correspondientes al CO, resultante del equilibrio isotépico.

Calculo automatico del 5'20/*°0, aplicando correccién por **C*0*0 y ?C*’0'0.

e Verificacion de lecturas mediante planilla diaria (FR-03-PO-INV-DRIAV); registrando

promedios, desviaciones estandar y valores maximos y minimos. Aplicar Test de

Grubbs para valores atipicos si corresponde. Podran descartarse hasta tres lecturas

por muestra cuando sean identificadas como valores atipicos segun el Test de
Grubbs.

Aceptacion del batch: Diferencia entre estandares iniciales y finales <

reproducibilidad del método.

48.9.3. Calibracioén

No aplica.
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48.10. Célculo (Resultados)

o EI5™0/*®0 se expresa en %o normalizado contra V-SMOW.
¢ Sila muestra fue diluida, aplicar el factor de correccién correspondiente.

o Expresar resultados con dos cifras decimales.

La normalizacion del 5%0/*°0 se realiza utilizando los estandares secundarios de agua y
vino vinculado a la escala internacional V-SMOW mediante la correspondiente planilla de
calculo del laboratorio.

48.11. Bibliografia

International Organisation of Vine and Wine. (2009). Resolution OIV/OENO 353/2009:
Method OIV-MA-AS2-12. Method for **0/*°0 isotope ratio determination of water in
wines and must. OIV Compendium of International Methods of Wine and Must
Analysis. https://www.oiv.int/public/medias/2479/oiv-ma-as2-12.pdf

Instituto Nacional de Vitivinicultura. (2014, 17 de febrero). Resolucion C. 2/2014:
Oficializase el método de determinacién de la relacién isotopica **0/*°0O del agua
contenida en los vinos. Argentina.gob.ar.
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/norma-227144/texto
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49.RELACION ISOTOPICA ®c/**C DEL ALCOHOL EN VINOS (**C/**C-IRMS -
INV — 10049)

49.1. Titulo

Determinacion de la relacién isotdpica **C/**C del alcohol en vinos mediante espectrometria

de masas de relaciones isotdpicas
Cédigo: *C/*?C-IRMS — INV — 10049

49.2. Introduccidén

La determinacién de la relacién isotépica **C/*2C del etanol presente en vinos y productos
derivados de la uva constituye una herramienta analitica de gran utilidad para la evaluacion
de autenticidad y deteccién de adulteraciones por incorporacion de azlcares exégenos. Esta
metodologia se basa en que existe una diferencia significativa en el contenido de **C entre
los azucares de plantas que provienen de los diferentes ciclos fotosintéticos: el tipo C3 (ciclo
de Calvin) y el tipo C4 (Hatch-Slack). La mayoria de las plantas, tales como las vides y la
remolacha azucarera, pertenecen al grupo C3 mientras que la cafia de azUcar y el maiz

pertenecen al grupo C4.

Dado que los contenidos de '*C del aziicar y del correspondiente etanol obtenido por
fermentacion estan estrechamente correlacionados, el etanol resultante es una prueba
confiable del origen boténico del azlcar original. De este modo, las diferencias naturales en
la composicion isotopica del carbono permiten identificar la procedencia de los azlcares
fermentados. La medicién del contenido de **C del etanol posibilita, entonces, la deteccién y
cuantificacion de azlcar proveniente de plantas C4 (como la iso-glucosa del maiz o el
azucar de cafia) afiadida a los productos de la uva (mostos, vinos, etc.). Asimismo, si esta
informaciéon del *C se combina con la obtenida mediante la técnica de Resonancia
Magnética Nuclear de Fraccionamiento Isotopico Natural Especifico (SNIF-NMR), también
es posible cuantificar la incorporacion de mezclas complejas de azlcares de plantas tanto

C3 como C4 en el vino.

49.3. Alcance
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Este método establece la determinacion de la relacion isotopica **C/**C del etanol extraido
de vinos y productos derivados de la uva mediante espectrometria de masas de relaciones
isotopicas (IRMS).

Es aplicable a:

e Vinos

e Mostos fermentados

e Mostos concentrados fermentados

e Mostos concentrados rectificados fermentados

e Otros productos vitivinicolas compatibles con el método

El método se utiliza principalmente para la deteccién y evaluacién de la incorporacion de
azUcares provenientes de plantas con metabolismo fotosintético C4.

49.4. Definiciones

Relacion isotopica *C/**C: Relacion entre la abundancia de los is6topos estables carbono

13 y carbono 12 presentes en una muestra.

& 3C%o: Desviacion isotdpica relativa expresada en partes por mil (%o) respecto del estandar
internacional Viena Pee Dee Belemnite (V-PDB).

La expresién se calcula segun:

R muestra

813C%o=[( )— 1]- 1000

Rreferencia
Donde:

« R muestra = relacién *C/**C de la muestra

« R referencia = relacion **C/**C del estandar internacional V-PDB

Plantas C3y C4

Clasificaciéon de plantas segun su mecanismo fotosintético:

e Las plantas C3 (vid, remolacha) presentan valores isotopicos mas negativos.

« Las plantas C4 (cafia de azlcar, maiz) presentan enriquecimiento relativo en **C.
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49.5. Principio

El método se basa en la diferencia natural de composicion isotopica de carbono entre
azUcares provenientes de plantas C3y CA4.

El etanol obtenido por fermentacién conserva la firma isotopica del azlcar original. Luego de
extraer el etanol de la muestra por destilacion sin fraccionamiento isotépico, éste se

combustiona cuantitativamente para producir diéxido de carbono (CO,).

El CO, generado es introducido en un espectrometro de masas de relaciones isotopicas
(IRMS), Dénde se determinan simultaneamente las intensidades correspondientes a las

masas:

e m/z 44 (**C*0"'®0)
° m/z = 45 (13C16016O y 12C170160)
° m/z = 46 (12C160180 12C17017O y 13C17O:LGO)

Las contribuciones de *C'0'0 y *C'’0, pueden despreciarse debido a su muy baja

abundancia natural.

La relacion isotépica *C/*?C se calcula a partir de dichas sefiales, aplicando la correccién

correspondiente por la contribucién isotdpica del oxigeno (correccion de Craig).
Los resultados se expresan como & *C %o respecto del estandar internacional V-PDB.
El método comprende las siguientes etapas:

e Extraccion del etanol

e Combustion cuantitativa

e Generacion y purificacion de CO,
e Medicion isotépica por IRMS

e Correccion instrumental

¢ Normalizacién isotdpica

e Calculo y expresion de resultados

49.6. Reactivos y materiales
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49.6.1. Reactivos

R1 — Materiales de referencia isotopicos: V-PDB (Vienna Pee Dee Belemnite), BCR-656,
BCR-660 o materiales equivalentes certificados.

R2 — Estandar secundario de alcohol de cafia: Utilizado como estandar de trabajo y control

analitico.

R3 — Estandar secundario de alcohol vinico: Utilizado como estandar de trabajo y control

analitico.

Los estandares secundarios deberan calibrarse respecto de materiales certificados

internacionales.

El valor de & *C asignado a los estandares secundarios de alcohol de cafia y alcohol vinico
debera determinarse mediante analisis frente a materiales de referencia certificados

internacionales.

R4 — Helio: Gas carrier de pureza minima 99,999 %

R5 — Oxigeno: Utilizado para la combustion cuantitativa de la muestra.
R6 — Reactivo oxidante: Por ejemplo: Oxido de cobre para microanélisis

R7 — Desecante: Utilizado para eliminacion del agua producida durante la combustion.

Puede no ser necesario si hay criotrampa o NafionTM.
Podran emplearse:

Anhidrona para microanalisis

Criotrampas

Sistemas selectivos tipo Nafion TM

49.6.2. Conservacion de estandares

Los estandares secundarios deberan fraccionarse en recipientes adecuadamente

identificados y conservarse refrigerados.
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49.7. Equipo

o Espectrometro de masas para relaciones isotopicas (IRMS)
e Sistema de combustion acoplado al IRMS

e Sistema de introduccion de muestra

e Reactor de combustion

e Sistema de deshidratacion del gas

e Recipientes con septa compatibles con el sistema

e Sistema de destilacion sin fraccionamiento isotépico

e Manto calefactor

e Sistema de control de temperatura

e Electrovalvula

e Columnas tipo Cadiot o equivalentes

El IRMS deberé:

e Permitir medicidn simultdnea de m/z 44, 45y 46
e Poseer precision interna igual o mejor a 0,06 %o
e Realizar automaticamente la correccion isotépica correspondiente

e Encontrarse calibrado y verificado segun procedimientos vigentes

Podran utilizarse sistemas:

¢ EA-IRMS
e FLASH-IRMS

u otros equivalentes técnicamente validados.

49.8. Preparacion de la muestra

49.8.1. Muestreo

El muestreo debera realizarse conforme a normativa vigente o procedimientos establecidos

por el INV.

49.8.2. Preparacion de la muestra

Vinos
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El etanol debera extraerse mediante destilacion utilizando sistemas que eviten

fraccionamiento isotépico.

La destilacion debera realizarse bajo condiciones controladas de temperatura y
recuperacion, respetando los limites de pérdida establecidos para el sistema utilizado.
Mostos y productos concentrados

Los azlucares deberan fermentarse previamente a etanol segun procedimientos validados

antes de efectuar la determinacion isotopica.

Consideraciones generales

Todas las etapas de preparacién deberan realizarse evitando pérdidas de etanol por
evaporacion, dado que ello modifica significativamente la composicion isotdpica de la
muestra. La pérdida de etanol por evaporacion puede producir cambios importantes en la
composicion isotopica del material remanente, observandose enriquecimientos de hasta 6 %o

cuando se evapora aproximadamente el 40 % de la muestra.

49.9. Procedimiento

49.9.1. Porcién de prueba

Tomar una alicuota apropiada del destilado alcohdlico obtenido, compatible con los
requerimientos operativos del sistema de combustién e introduccion al IRMS.

49.9.2. Determinacion(es)

Verificacion de linealidad

Verificar el correcto funcionamiento instrumental mediante controles de linealidad de
respuesta. Solo se continuara con las determinaciones cuando se cumplan los criterios de

aceptacion establecidos.

Si los datos son lineales, se procede a la combustion y lectura de los estandares y muestras
respectivamente.
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Combustion

Introducir la muestra en el sistema de combustién para convertir cuantitativamente el etanol
en dioxido de carbono y agua.

Eliminar posteriormente el agua producida mediante el sistema desecante correspondiente.

Medicién isotdpica

Introducir el CO2 purificado en el IRMS y registrar las intensidades correspondientes a:

e m/z44
e m/z45
e m/z 46

El sistema efectuarda automaticamente las correcciones isotépicas necesarias.

Control analitico

Analizar estandares de trabajo al inicio y final de cada serie analitica.

El lote analitico sera aceptado cuando la diferencia entre las mediciones iniciales y finales
de los estandares se encuentre dentro de los limites de reproducibilidad establecidos
durante la validacién del método.

Correccion instrumental

Corregir los valores de & *C de las muestras mediante interpolacién lineal entre las
mediciones de estandares de trabajo realizadas al inicio y final de la serie analitica. Esta
correccion permite compensar pequefas dispersiones instrumentales observadas durante la
medicion, utilizando como referencia la diferencia entre el valor asignado al estandar de

trabajo y el valor efectivamente medido.

Normalizacién

Normalizar los resultados respecto de la escala internacional V-PDB utilizando los registros

y planillas de célculo correspondientes.
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49.9.3. Calibracioén

La calibracion isotépica se realizard4 utilizando materiales de referencia certificados y

estandares secundarios previamente caracterizados.
Se debera especificar:

e Tipo de calibracion utilizada

e Frecuencia de calibracion

o Criterios de aceptacion

e Procedimientos de verificacion intermedia

e Trazabilidad metrolégica de los estandares empleados
49.10. Célculo (Resultados)
La relacion isotopica se expresa como & **C %o respecto del estandar V-PDB.

El célculo se realiza segun:

R muestra

oy — [([——— "
813€ %o [(RV—PDB

)— 1] - 1000
Dénde:

e R muestra = relacion *C/*?C de la muestra

e R V-PDB = relacion ®*C/**C del estandar internacional

Los resultados deberan expresarse en %o (por mil), indicando el nimero de cifras decimales

definidos por los criterios del laboratorio o del método validado.

Los resultados se expresan en 8%o normalizado contra el dv.pps.

Cuando corresponda, deberan aplicarse:

e Correcciones instrumentales
e Correcciones de deriva

e Normalizacion isotépica
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50.

50.1.

DETERMINACION DE NATAMICINA EN VINOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA ULTRA ALTA RESOLUCION — ESPECTROMETRIA DE MASAS
EN TANDEM (Natamicina/UHPLC-MS/MS - INV - 10050)

Titulo

Determinacién de natamicina en vinos por cromatografia liquida de ultra alta resolucién

acoplada a espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS)

Cadigo: Natamicina/UHPLC-MS/MS — INV — 10050

50.2.

Introducciéon

La natamicina (piramicina) es un antibidtico antifingico producido por Streptomyces

natalensis, utilizado como conservante en aplicaciones alimenticias especificas,

principalmente en superficies de quesos y embutidos.

a)

b)
c)

d)

e)

Informacion farmacoldgicay ATC

Uso médico topico (piel y mucosas)
Cddigos ATC:

o AO01AB10

o AO07AA03

o DO01AA02

o GO01AA02

o S01AA10

Clasificacion como aditivo alimentario UE E236
Uso tecnoldgico en alimentos (quesos/embutidos:

En el tratamiento de céscaras en los quesos y en la cubierta de embutidos para evitar la
presencia de hongos

Consideracién regulatoria:

Su uso directo en alimentos esta prohibido, por lo que su deteccion en vinos constituye un
indicador de incumplimiento normativo.

Estructura quimica de la natamicina (sinonimia piramicina)

| F-2026-107738308PASKR| RAP 44 287

Pégina 270 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

) COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS -
DETERMINACION DE NATAMICINA EN VINOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ULTRA ALTA
RESOLUCION — ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (Natamicina/UHPLC-MS/MS — INV
— 10050)

Figura 50.1 Estructura Quimica de la NATAMICINA (Sinonimia piramicina)

0o

HO N /CH3
Metabolito
MICOSAMINA
CH,
HO o ©
NH, HO
OH H
5A
I OH OH ||___{

Mienyo Micosamina: El Metabolito de Interés
50.3. Alcance

El presente método es aplicable a la determinacién de natamicina en vinos blancos, rosados
y tintos mediante cromatografia liquida ultra alta resolucién acoplada a espectrometria de
masas en tandem (UHPLC-MS/MS), esta determinacién permite su identificacion vy
cuantificacion. Se usa en el control de vinos terminados en el marco de la deteccion de
residuos de antibidticos antifungicos prohibidos o no autorizados. Por regla general la

adicion de antibiéticos en los alimentos esta terminantemente prohibida
50.4. Definiciones

Natamicina: antibiotico macroélido antifingico producido por Streptomyces natalensis también

conocido como piramicina.

Micosamina: metabolito derivado de antibiéticos tales como la natamicina, detectable por
HPLC MS/MS; utilizado como marcador analitico indirecto de presencia o degradacion del
compuesto original. Con su cuantificacién es posible calcular la concentracion inicial de

antibiotico agregado.
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UHPLC-MS/MS: técnica analitica que combina separacion cromatografica de ultra alta

resolucion con deteccién mediante espectrometria de masas en tandem.
50.5. Principio

El método se basa en la separacién cromatografica de la natamicina mediante cromatografia
liguida de ultra alta resolucion (UHPLC) en fase reversa con una columna C18, seguida de
su deteccion por espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) mediante ionizacion por

electro spray.

Este procedimiento permite determinar la presencia de natamicina en vinos basandose en la
identificacion del ion precursor de masa molecular m/z 666,3. La identificacién se confirma y
la cuantificacion se realiza mediante las transiciones a sus iones producto (hijos): m/z 485,2

para la confirmacién y m/z 503,2 para la cuantificacion.
El procedimiento comprende:

* Preparacion de la muestra

« Extraccion y filtracién

+ Separacion cromatografica UHPLC

» Deteccién MS/MS

« Cuantificacion mediante calibracion externa

El método fue validado sobre base estadistica, asegurando repetibilidad y confiabilidad de

los resultados. EI método presenta un limite de deteccién de 5 pg-L™.

50.6. Reactivos y materiales

50.6.1. Reactivos

* Natamicina estandar (Sigma P9703-25 mg o equivalente.)
» Acetonitrilo grado HPLCm, z.B. gradiente Fisher A 996-4 CAS 75-05-8 o

equivalente.
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50.7.

Metanol f.d. grado HPLC, z.B. pro andlisis filtrado por 0,2 micrones Fisher A 454-4
CAS 67-56-1 o equivalente.

Agua ultrapura filtrada (0,2—0,5 pm) (Agua W 7-4 filtrada por 0,5 micrones CAS 7732-
18-5 o equivalente).

Acido férmico 85 % - 100 %, z.B. P.A. Merck Art. Nr: 1.11670 o equivalente.

Vinos blancos, rosados o tintos libres de natamicina (matriz blanco)

Materiales

Matraz aforado de 100 mL

Matraz aforado de 50 mL

Pipeta de doble aforo de 25 mL

Pipeta de doble aforo de 10 mL

Pipeta de doble aforo de 5 mL

Pipeta de doble aforo de 1 mL

Propipeta.

Sistema de Filtracion al vacio Millipore o equivalente.

Filtro de Nylon de poro de 0,22 um x 47 mm de didmetro marca: Microclar
Y02047WPH o equivalente.

Membrana de nitrocelulosa blanca 0,45 pm x 47 mm Gamafil N04-047 o equivalente.
Probeta de 1000 mL graduada.

Frasco Genna de 1000 mL o equivalente.

Jeringa de volumen variable.

Filtro de jeringa para soluciones hidroalcohdlicas (membrana 0,45 um) Pall preferred
(PVDF) 13 mm PG-4457 o equivalente.

Equipos

Cromatografo UHPLC-MS/MS equipado con ionizacion electro spray marca Waters o
equivalente.

Pre columna.

Columna: Acquity UPLC® BECH C18 1.7 um; 2.1 x 50 mm

Sistema de filtracion al vacio

Balanza de precision £ 0,01 mg
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* Vial UPLC de 1,8 mL 12x32 Gls Srw Cap VI w/Bnd pre-slt septa o equivalente.
* Ultrasonido COLE — PALMER.
+ Centrifuga (cuando corresponda)

» Sistema de inyeccién automatica (auto sampler)

50.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

La muestra de vino se toma directamente del envase original, manteniéndose cerrado el
envase hasta el momento del analisis para evitar pérdidas de compuestos volatiles o
contaminacion. Se filtra mediante filtro de jeringa de 0,45 um y se transfiere a vial. El vial se
coloca en el rack y luego en el autosampler para su inyeccion automéatica directa en el
sistema UHPLC-MS/MS.

50.9. Procedimiento
50.9.1. Porcion de prueba

Se utiliza una alicuota de vino filtrado de aproximadamente 10 pL por inyeccion. Si la
concentracion supera el rango de calibracion (>50 pg-L™), se diluird hasta que el valor

ingrese dentro de la curva de calibracion.

50.9.2. Determinacién(es)

Preparacion de soluciones estandar

* Solucién primaria de natamicina (madre): 100 mg-L™ en metanol (Pesar 10 mg de
sustancia estandar, transferir a matraz de 100 mL y enrasar con metanol.

* Solucion secundaria de natamicina de 5 mg-L™ en metanol (Tomar 5 mL de la
solucién primaria, transferir a matraz de 100 mL y enrasar con metanol)

* Soluciones estandar de calibracion de natamicina preparadas en matriz vino libre

de natamicina (5 pg/L; 10 pg/L; 25 pg/L y 50 pg/L).

| F-2026-107738308PASRR| RAZ 14 287

Pégina 274 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

) COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS -
DETERMINACION DE NATAMICINA EN VINOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ULTRA ALTA
RESOLUCION — ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (Natamicina/UHPLC-MS/MS — INV

— 10050)
Tabla N° 50.1. Descripcion de diluciones.

Solucién a Sy Concentracién de la
o Dilucién - .

diluir solucién estandar

100 mg/L 5mL /100 mL 5 pg/L

5 mg/L 1 mL/100 mL 50 pg/L

50 pg/L 25 mL /50 mL 25 pg/L

50 pg/L 10 mL /50 mL 10 pg/L

10 pg/L 25 mL /50 mL 5 pg/L

Filtrar las soluciones estandar de calibracion en vino antes de la inyeccion a través de un

filtro de jeringa.
Preparacion de fase movil

+ Eluyente A (Fase A): Agua + 0,1 % de Acido Férmico.

Medir aproximadamente 1000 mL de agua en probeta graduada. Agregar 1 mL de acido
férmico y enrasar con agua. Homogeneizar y filtrar con filtro de nylon y sistema de

filtracion. Envasar en frasco Genna.
+ Eluyente B: Acetonitrilo + 0,1 % de Acido Férmico.

Medir aproximadamente 1000 mL de acetonitrilo en probeta graduada. Agregar 1 mL de
acido formico y enrasar con acetonitrilo. Homogeneizar y filtrar con filtro de nylon y

sistema de filtracion. Envasar en frasco Genna.

« Filtrar ambas fases antes de uso.

Condiciones cromatogréficas - Establecer los pardmetros de trabajo:

* Caudal: 0,3 mL-min?

* Temperatura columna: 30 °C

* Temperatura de la muestra: 15°C
* Volumen de inyeccion: 10 pL

* Loop de inyeccién: 10 L

* Tiempo de retencion: 4,3 min
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Tabla N° 50.2. Gradiente de elucién

— 10050)
Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B
0 90 10
10 40 60
15 40 60
16 90 10
20 90 10

Tabla N° 50.3. Parametros de deteccion

Transicion de | Tiempo de SEEEIE Voltaje de Cono | Energia de Colision
Masas Dwell (min)
666,3>485,2 0,078 14 12
666,3>503,2 0,078 14 11

Nota 1: Tanto el equipamiento como las condiciones operativas se describen a modo de ejemplo.

Condiciones MS/MS

* lon precursor: m/z 666,3

« Transiciones:

* lonizacion: ESI

* Modo: positivo

*  Dwell time: 0,078 min

50.9.3. Calibracion

Se realiza calibracion externa mediante al menos cuatro niveles de concentracién en matriz

vino libre de analito, cubriendo el rango de trabajo del método. La curva de calibracion se

666,3 — 485,2 (confirmacién)
666,3 — 503,2 (cuantificacion)

construye mediante regresion lineal de la respuesta del ion de cuantificacion.
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Lectura de Cromatograma’

Se comparan entre la transicién de distintas concentraciones. Con la siguiente relacion de

iones:

e comparacién de transiciones
e verificacion de co-elucion
e confirmacién por relacion de iones

Figura 50.2. Cromatograma de vino con 25 ppb de Natamicina

Criterios de confirmacion

272 - 237
Transicion de Peak Area
cuantificacion Ratio 0 61 6

100
*Dependiendo de la abundancia
relativa de dos transiciones -
v >05 +10% ’
v >02<05 +15% i
v >01<0.2 +20%
» Esta relacién es usada para .

confirmar o rechazar resultados
positivos

71000 1050 1100 1150/‘60 250 13.00

274 - 239
Transicion de
confirmacion

T e g
1000 1050 11.00 1150 1200 1250  13.00

Relacion : 0.554 - 0.678 (0.616 £ 10%)

7 Nota 1: Tanto el equipamiento como las condiciones operativas se desctiben a modo de ejemplo.

Nota 2: En caso que la muestra contenga mas de 50 g.L'1 se diluird hasta que el valor ingrese dentro de la curva

de calibracion.

| F-2026-107738308PASKR| RRG4a 287

Pégina 277 de 287



INSTITUTO NACIONAL
DE VITIVINICULTURA

) COMPENDIO DE METODOS ANALITICOS -
DETERMINACION DE NATAMICINA EN VINOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ULTRA ALTA
RESOLUCION — ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (Natamicina/UHPLC-MS/MS — INV
—10050)

Figura N° 50.3. 16n molecular de natamicina (m/z 666,3)

co 25ppb-1 300410 1

slarco 26ppb-1 300410 18m (M, 2x2) MRM of 4 Channels ES+
3 401 TIC (Natamicina)
1o 10475 20085
Ara
F3
393
(13
a .
Laasal nasht aanas aaad Laasag. T Laaase aead T y ane
380 360 370 3.80 350 450 480 470 430 49)

Figura N° 50.4. lones de transicion (hijos) de Natamicina (productos 485,2 y 503,2)

Blance 25ppb-1 300414 1

Btaco 29ppo-1 300410 1 Sm (kin, 202 PR OF 4 Clrarrsis E54+

100 i3 BRE.D = 5032 [Natamicinad
T A S.i5ed
fal1=2]
P
S&EFIE 1= 490 418 459 diES 453
o R ] =0 16 B i 2
"Ua50 0 3a0 0 970 0 380 0 390 400 0 410 4% 430 440 450 480 470 480 480
Bl 29ppo-1 300410 1 S (kin, 2420 PR OF d Chaiiesis ES+
BRE.3 = 40852 [Nalamicina)
100+ 4 BTed
fat=]
-
304 4.02 BT 442 LR ]
i - = E : k] Tima
350 a6 370 A0 A.80 400 410 420 430 440 450 480 470 480 480
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50.10. Calculo (Resultados)

La concentracion de natamicina se calcula a partir de la curva de calibracion externa.

Los resultados se expresan en pg-L™t, con una cifra significativa definido. El ion de
confirmacion es la transicion (i6n hijo) 666,3 — 485,2. EIl i6bn de cuantificacion es la
transicion (i6n hijo) 666,3 — 503,2. Cuando corresponde, se aplican factores de dilucion.
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51. DETERMINACION DE GLUTEN EN VINOS POR TECNICAS DE ENZIMO-
INMUNO-ENSAYO (ELISA) (GLU/ELISA — INV — 10051)

51.1. Titulo
Determinacién de gluten en vinos por técnicas de enzimo-inmuno-ensayo (ELISA).
Cédigo: GLU/ELISA - INV — 10051

51.2. Introduccién

La determinacion de gluten en vinos resulta necesaria para verificar el cumplimiento de los
requisitos establecidos para productos destinados a personas con enfermedad celiaca y
otras condiciones relacionadas con la intolerancia al gluten. El presente método permite la
cuantificacibn de fracciones de gliadina provenientes de trigo y de las prolaminas
correspondientes de cebada y centeno mediante un ensayo inmuno-enzimatico competitivo

basado en anticuerpos monoclonales R5.
51.3. Alcance

Este método establece la determinacién cuantitativa de gliadina y su expresién como gluten

en vinos mediante la técnica de enzimo-inmuno-ensayo competitivo (ELISA).

Es aplicable a vinos destinados al control oficial de productos aptos para consumo por

personas que requieren dietas libres de gluten.
51.4. Definiciones

El gluten es un conjunto de proteinas de reserva presentes en cereales como trigo, cebada y

centeno. Esté constituido principalmente por prolaminas y glutelinas.

A los efectos de este método, la determinacion se realiza mediante la cuantificacion de
gliadina y de las prolaminas equivalentes presentes en cebada y centeno, expresando el

resultado como contenido de gluten.
51.5. Principio

El método se basa en un enzimo-inmuno-ensayo competitivo (ELISA) fundamentado en una

reaccién especifica antigeno-anticuerpo.
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Las celdas de la microplaca se encuentran recubiertas con gliadina como antigeno. A cada
pocillo se adicionan simultaneamente los estandares de gliadina calibrados frente a un
péptido especifico, las muestras previamente preparadas y los anticuerpos monoclonales R5

anti-gliadina conjugados con peroxidasa.

Durante la incubacion, los anticuerpos marcados se unen tanto a la gliadina inmovilizada en
las celdas como a los péptidos de las prolaminas presentes en la solucion de la muestra,
estableciéndose una competencia por los sitios de union y formandose complejos antigeno-

anticuerpo.

Finalizada la incubacién, se realiza una etapa de lavado para eliminar el conjugado
enzimatico que permanece libre en solucién, reteniéndose Unicamente el conjugado unido al
antigeno fijado en el pocillo. Posteriormente se adiciona el sistema sustrato/cromégeno y se
incuba. La enzima peroxidasa asociada al conjugado unida cataliza la formacion de un

producto de color azul, que cambia a amarillo tras la adicion de la solucién de parada (Stop).

La absorbancia se mide espectrofotométricamente a 450 nm Debido al caracter competitivo
del ensayo, la intensidad de la sefial obtenida es inversamente proporcional a la

concentracion de gliadina y de las prolaminas correspondientes presentes en la muestra.

51.6. Reactivos y materiales

51.6.1. Reactivos

El material de los estandares suministrados con el kit RIDASCREEN® Gliadin Competitive

fue calibrado por el Prolamin Working Group (PWG), con sede en Bélgica.

Kit de inmunoensayo para analisis cuantitativo de gliadina y prolaminas correspondientes,
RIDASCREEN® Gliadin Competitive, R-Biopharm, Art. N® R7021, o equivalente validado

para vinos.

Agua bidestilada.

Etanol absoluto, grado analitico.

Gelatina de pescado (Fish Gelatin), Sigma, Order N° G-7765, o equivalente.
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Patrones y materiales de referencia certificados.

Los materiales de referencia y estandares deberan indicar:

Concentracién o pureza certificada.
Fecha de preparacion.
Fecha de vencimiento.

Trazabilidad metroloégica cuando corresponda.

Materiales

Frascos de vidrio con tapa rosca de 10 mL y 50 mL.
Espétulas.

Probetas de 25 mL y 100 mL.

Pipetas graduadas de 5 mL y 10 mL.

Micropipetas automaticas de:

= 2-20 .
= 20-200 pl.
= 100-1000 pl.

Film autoadherente.
Vasos de precipitados de 100 mL y 250 mL.
Gradillas para tubos.

Tubos tipo Safe-Lock de 1,5 mL o equivalentes.

Aparatos - Equipos

Lector de microplacas ELISA con lectura a 450 nm

Agitador tipo vortex.

Balanza analitica.

Heladera con rango de trabajo entre 4 y 8 °C.

Freezer con rango de trabajo entre —15 y —20 °C.

Centrifuga para tubos de 1,5 mL con capacidad de alcanzar 25.000 g.
Homogeneizador.

Bafio termostatizado con sistema de agitacién horizontal.
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51.8. Muestreo (Preparacion de la muestra)

Las muestras de vino deben conservarse a temperatura ambiente hasta su analisis. Con el
fin de evitar contaminaciones por trazas de cereales, se deberan adoptar las siguientes

precauciones:

o Utilizar guantes durante toda la preparacion.
e Limpiar superficies, recipientes y equipos con etanol al 60 %
o Realizar la preparacion de muestras en un area separada del laboratorio Donde se

ejecuta el ensayo ELISA.

Extraccion de la muestra

1. Mezclar 1 mL de vino con 9 mL de etanol al 60 % (V/V)

2. En vinos tintos con elevado contenido de polifenoles y taninos, adicionar solucién de
gelatina de pescado o leche descremada libre de T.A.C. segun corresponda.
Agitar durante 30 minutos utilizando vortex.
Agitar posteriormente mediante rotacion durante 10 minutos.
Centrifugar durante 10 minutos a una fuerza minima de 25.000 g a temperatura
ambiente.
Diluir el sobrenadante 1:50 (1+49) utilizando buffer diluyente de muestras.

Utilizar 50 pl de la solucién obtenida para cada pocillo durante el ensayo.

51.9. Procedimiento

51.9.1. Porcién de prueba

Utilizar 50 pl del extracto diluido preparado segun el apartado 28.8 para cada determinacion.

Realizar todas las determinaciones por duplicado.

51.9.2. Determinacion

Preparacion de reactivos

1. Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su utilizacion.

2. Preparar Unicamente el volumen de reactivos necesario para el ensayo.
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3. Evitar que las celdas se sequen durante el procedimiento. La reproducibilidad del
ensayo depende en gran medida de la correcta ejecucion de los lavados de las
celdas. Deberan seguirse cuidadosamente las recomendaciones establecidas por el
fabricante del kit para esta etapa.

Mantener la temperatura de trabajo entre 20 y 25 °C.
Proteger la microplaca de la luz directa durante las incubaciones.

Preparar el conjugado mediante dilucién 1:11 (1+10) con agua bidestilada.

Ejemplo:

e 200 pl de conjugado concentrado.

e 2 mL de agua bidestilada.

7. Preparar el buffer de lavado mediante dilucién 1:10 (1+9) con agua bidestilada.

Ejemplo:

e 100 mL de buffer concentrado.

e 900 mL de agua bidestilada.

Antes de la dilucion, disolver completamente los cristales eventualmente formados mediante
calentamiento a 37 °C. El buffer de lavado diluido es estable durante cuatro semanas

conservado entre 2y 8 °C.

8. Preparar el buffer diluyente de muestras mediante dilucion 1:5 (1+4) con agua
bidestilada.

Ejemplo:

e 7 mL de buffer concentrado.

e 28 mL de agua bidestilada.

El volumen preparado segln este ejemplo resulta suficiente para la dilucidn de aproximadamente
diez muestras.

Incubacién
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1. Colocar en el soporte el nimero necesario de celdas para estandares, muestras y
duplicados.

Registrar la distribucién de muestras y estandares.

Agregar 50 pl de cada estandar o muestra preparada en las celdas correspondientes.
Adicionar 50 pul del conjugado diluido a cada pocillo.

Mezclar suavemente.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

Vaciar completamente las celdas.

Realizar tres lavados sucesivos con buffer de lavado.

© ©® N o 0o bk~ D

Eliminar completamente el liquido residual después de cada lavado invirtiendo la
placa y golpeandola suavemente sobre papel absorbente.

10. Agregar 100 pl de solucidn sustrato/cromoégeno a cada pocillo.

11. Mezclar suavemente.

12. Incubar durante 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente (20—25 °C).

13. Agregar 100 pl de solucién de parada (Stop).

14. Mezclar suavemente.

15. Dejar reaccionar durante 10 minutos.

16. Leer la absorbancia a 450 nm dentro de los 10 minutos posteriores a la adicion de la

solucién Stop.

51.9.3. Calibracion

La calibracién se realiza utilizando los estandares suministrados con el kit comercial. La
curva de calibracion se construye representando la absorbancia frente a la concentraciéon de
gliadina de los estandares en escala semilogaritmica. Los criterios de aceptacion de la curva

deberan ajustarse a las especificaciones establecidas por el fabricante del kit utilizado.

51.10. Célculo y expresion de resultados

51.10.1. Célculo

Los valores de absorbancia obtenidos para los estandares y las muestras se representan en
funcion de la concentracion de gliadina mediante una curva de calibracion semilogaritmica,

construida segun las especificaciones del kit utilizado.
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La concentracion de gliadina de cada muestra se determina por interpolacién en la curva de

calibracion y se corrige aplicando el factor de dilucién total del método (500).

La concentracion de gliadina se calcula mediante la siguiente expresion:

n
Gliadina (é) = Concentracion obtenida de la curva (ng/mlL) - 500

Dado que la gliadina representa aproximadamente el 50 % del gluten total y que el

anticuerpo monoclonal R5 detecta tanto gliadina de trigo como las prolaminas equivalentes

de cebaday centeno, el contenido de gluten se estima mediante:

mg . mg
Gluten (—) = Gliadina (—) -2
kg kg

Ejemplo
Para una concentracion obtenida de 50 ng/mL de gliadina:

e Gliadina = 50 - 500 = 25.000 ng/kg
e Gliadina = 25 mg/kg
e Gluten =25 -2 =50 mg/kg

51.10.2. Expresion de resultados
Los resultados se expresan como: Gluten: XX mg/kg
Cuando corresponda, podra indicarse adicionalmente la concentracion de gliadina obtenida.
51.10.3. Informe de ensayo
Contenido de gluten: __ mg/kg.

Indicar, cuando corresponda, si el producto cumple o no con los requisitos regulatorios

aplicables para alimentos libres de gluten.
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