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RESUMEN

. RESUMEN

El presente trabajo monografico, es una primera experiencia del Laboratorio de
Técnicas de Separacion en la determinacion de algunos parametros fisico-quimicos
relacionados con vinos de frutas, tanto de elaboracion artesanal propia como de
otras elaboraciones. Para esto se ensayaron técnicas de cromatografia en papel y
volumetria para identificar acidos organicos y contenidos de sulfito total y libre en las
muestras objeto de este estudio. Se identificaron de esta forma los acidos organicos
malico, lactico, tartarico y succinico en tres muestras de vino, dos de Flor de Jamaica
(Mi vino y Chinantlan) y uno de uvas (Rey de Copas), el que se utilizé como
referencia respecto a los otros vinos estudiados. La separacion cromatografica
llevada a cabo, se realizé utilizando placas de papel de filtro y una fase eluyente de
n-butanol y acido acético al 50% conteniendo azul de bromofenol, se determinaron
asi los factores de retencion y se compararon con los de estandares de estos acidos
para confirmar la presencia de estos acidos en las muestras de vino. La
cuantificacion volumétrica de los sulfitos totales y libres se llevd a cabo empleando
disoluciones estandarizadas de yodo y almidon como indicador del punto final de
valoracion. Finalmente se comparé estadisticamente los contenidos de sulfito libre y
total en las muestras de vino estudiadas utilizando para esto pruebas estadisticas de
contraste como Bartlet, Fisher, ANOVA y comparacion de medias de muestras
apareadas. Los resultados obtenidos tanto en la identificacion de acidos organicos
como en la determinacién de sulfitos, demuestran la aplicabilidad del trabajo
presentado, el que podria ser de utilidad para empresas artesanales de elaboracion

de vinos de frutas en la region del occidente del pais.
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OBJETIVOS

II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar acidos organicos y sulfitos en muestras de vinos de frutas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.  Optimizar las condiciones de separacion cromatografica de estandares de

acidos organicos.

2. Identificar &cidos organicos en muestras de vino por cromatografia de papel.

3. Determinar la cantidad de sulfito libre y total en muestras de vino.

4. Comparar estadisticamente los contenidos de sulfito libre y total en las

muestras de vino estudiadas.
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MARCO TEORICO

I1.MARCO TEORICO

[1.1. LA FLOR DE JAMAICA

[11.1.1 ORIGEN DE LA FLOR DE JAMAICA

La planta de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) es un arbusto anual nativo de Africa e
intensamente cultivado en las regiones tropicales y subtropicales de la India,
Tailandia, Senegal, Egipto, Estados Unidos, Panama y México. Esta planta se
conoce por diferentes nombres nativos o locales, tales como Karkade, roselle, sorrel,
Guinea sorrel, rosa de Jamaica, flor de Jamaica, Jamaica, agrio de Guinea, quetmia
acida y vifa, por so6lo mencionar algunos. Existen diferentes variedades como la
Jerzy, la Sudan y la Brown. Se le cultiva principalmente por sus hojas, calices
carnosos, semillas y fibra; sin embargo, el mayor interés comercial se centra en su
flor debido a su potencial farmacéutico y alimenticio. Su uso es como alimento o

como un colorante que sustituye a los sintéticos.

' La Jamaica es una planta arbustiva de crecimiento
anual, que mide aproximadamente 2.5 metros de
| altura; su tallo es rojo, cilindrico, liso y suave. Sus
. hojas son verdes y se observan en ellas venas de

color rojo que pueden ser largas o cortas, crecen de

manera alterna y miden de 7.5 a 12.5 centimetros

de longitud.

Las hojas de la parte baja pueden contener de tres a siete I6bulos con margenes
dentados. Las flores aparecen individualmente en las axilas de las hojas y miden
aproximadamente 12.5 centimetros de ancho; son amarillas, con un centro de color

rosa a marron, y cambian a rosado al final del dia, cuando se marchitan. [1,2]
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[1.1.2 BENEFICIOS DEL CONSUMO DE LA FLOR DE JAMAICA

Diversas culturas han hecho uso extenso de la herbolaria y de alimentos a los que se
ha reconocido como terapéuticos o beneficiosos para la salud. Existen algunos
alimentos que particularmente se reconocen por sus aportes a la salud.

Estos se denominan funcionales o nutracéuticos, y han sido definidos como
alimentos que proporcionan un beneficio probado cientificamente a la salud humana.

[1]

[11.1.3 USOS Y APLICACIONES DE LA FLOR DE JAMAICA

Los extractos de las flores de Jamaica se emplean como colorantes naturales para
los alimentos, en emulsiones para las bebidas y en la preparacién de mermeladas y
gelatinas de color rojo brillante y placentero con un sabor acido. La coccidon de las
flores también se usa como un sustituto del té o el café por personas que sufren de
problemas de salud. Se le recomienda en la terapia del corazén, enfermedades de
los nervios, presion sanguinea alta, fiebre, enfermedades hepaticas y calcificacion de
las arterias. [2]

La Jamaica, por su fibra y calices, se emplea asimismo en la manufactura de
cordajes y canastas, asi como en la preparacién de bebidas refrescantes. Las
propiedades nutricionales del aceite y la semilla hacen que sea una fuente invaluable
de alimento debido a su contenido proteico y caldrico (33% proteina, 24%
carbohidratos y 22% de grasa en base de peso seco) y sustanciales cantidades de
fibra (14% de peso seco como fibra) y considerables micronutrientes. Las flores
contienen altos niveles de minerales, tales como hierro (88 mg/100 g), magnesio
(442 mg/100 g), calcio (1.28%) y selenio (0.09 mg/Kg). La semilla constituye una
fuente excelente de aceite de cocina. Los tallos tiernos, hojas y calices se usan en la
preparacion de sopas y salsas. Los calices se ocupan en preparados que se
consumen como sustitutos de la carne.

Las flores y frutos carnosos se utilizan en infusiones farmacéuticas para aliviar los
sintomas de bronquitis y tos. Las investigaciones con los extractos de la Jamaica
demuestran que estos podrian actuar como antioxidantes y contribuir a las acciones
anticancerigenas o cardioprotectivas.
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La dieta parece desempenar un papel importante en el desarrollo de muchas
enfermedades, especialmente las relacionadas con los trastornos cardiovasculares y

el cancer, las cuales se consideran asociadas con el estrés oxidativo.

[11.2 VINOS
111.2.1 DEFINICION

El vino es una bebida alcohdlica elaborada por
fermentacion del jugo, fresco o concentrado, de
uvas. Su nombre proviene de la variedad 'Vitis
Vinifera' que es la variedad de uva de la que

descienden la mayoria de las utilizadas para la

elaboracion de vinos, y las primeras en ser

utilizadas para ello. [3,4,5,6]

Para la produccion del vino, las uvas recién recogidas son prensadas para que
liberen su mosto o0 jugo, que es rico en azucares. Luego de esto, las levaduras
transportadas por el aire, o la adicidon de levaduras seleccionadas al mosto, provocan
la fermentacion de éste, resultando como principales productos de la fermentacion el

alcohol etilico y el dioxido de carbono. Este ultimo, liberado en forma de gas.

La fermentacion se interrumpe normalmente cuando todos los azucares fermentables
han sido transformados en alcohol y diéxido de carbono, o cuando la concentracién
del primero supera la tolerancia de las levaduras. Para ese momento, lo que era
mosto, se ha transformado en vino. La graduacion de los vinos varia entre un 7 y un
16% de alcohol por volumen, aunque la mayoria de los vinos embotellados oscilan

entre 10 y 14 grados. [5]

El azucar y los acidos que posee la fruta Vitis vinifera hace que sean suficientes para
el desarrollo de la fermentacion. No obstante el vino es una suma de un conjunto de

factores ambientales: clima, latitud, altura, horas de luz, etc.
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Aproximadamente un 66% de la recoleccion mundial de la uva se dedica a la
produccién vinicola, el resto es para su consumo como fruta. A pesar de ello el
cultivo de la vid cubre tan so6lo un 0.5% del suelo cultivable en el mundo. El cultivo de

la vid se ha asociado a lugares con un clima mediterraneo. [4]

[11.2.2 CLASIFICACION DE LOS VINOS
Los vinos pueden ser clasificados por diversas caracteristicas. Las principales
clasificaciones son:

a) Por su contenido en azucares

b) Por su edad
c) Por su color
d) Por vinificaciéon

[11.2.2.1 CLASIFICACION POR SU CONTENIDO EN AZUCARES
El contenido en azucares del vino determina su encuadramiento. Es usual en vinos

generosos y espumosos En la tabla 111.2.2.1 muestra [4,6].

Desde g/l Hasta g/l Tipo de Vino
00 05 Secos

15 30 Abocados

05 15 Semi-Secos
30 50 Semi-Dulces
50 Adelante Dulces
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111.2.2.2 CLASIFICACION POR SU EDAD

a)

Vino Joven: También conocidos como “vinos del ano”, suelen ser frescos y
afrutados y no se benefician de la crianza, ya que pueden perder el encanto de su
fruta, sin duda son los mas populares y a la vez los mas economicos. [4,6]

Vino de Crianza: Los vinos espafioles criados en barricas son hoy en dia
alabados por los entendidos en vino de todo el mundo. Criados en barricas de
Roble (francés o americano -la madera tiene distinto nivel de porosidad-) deben
haber envejecido en madera al menos durante seis meses y tener como minimo
dos afos. Siendo esta la regla general, estos parametros son regulados por cada
ente regulador de las diferentes denominaciones de origen. A los crianzas
Rosados y Blancos se les exige haber envejecido en madera durante un minimo
de seis meses.

Vinos Reserva: A estos vinos se les requiere un minimo de tres afios de
maduracion en la bodega, incluyendo al menos un afio de crianza en barrica de
roble.

Gran Reserva: Estos grandes vinos solo se producen los mejores afios y no
pueden ser vendidos hasta el sexto afo, con un minimo de dos afios en barrica
de roble y un minimo de tres en botella. Como consumidor, cuanto menor es el
tiempo de crianza en barrica, menos tiempo pueden guardarse los vinos.

111.2.2.3 CLASIFICACION POR SU COLOR
Otra clasificacion de los vinos es a través de sus colores, a saber tintos (rouge - red),

blancos (blanc - white) y rosados (rosé - pink)[3,4,5,6].

a)

Vinos Tintos: El color del vino proviene del color de la piel de la uva, donde el
mosto es dejado en contacto con la piel de la uva hasta que se alcance un color
deseado. Para hacer vino tinto, las uvas rojas se aplastan y el mosto pasa parte
o la totalidad del periodo de fermentacion y, en muchos casos, un periodo de
maceracion previo o posterior a la fermentacién, en contacto con las pieles u
hollejos. Toda l|la materia colorante, ademas de multiples compuestos
saborizantes y taninos, se encuentran en los hollejos de las uvas y la
fermentacion y maceraciéon se encargan de liberarlos. Esta liberacion se
intensifica a menudo por técnicas de activacion mecanica (remontado), o batido
(bazuqueado), durante estos periodos.
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b)

Vinos Blancos: Los vinos blancos son aquellos producidos a partir de uvas
verdes o blancas; o bien a partir de uvas negras aunque en estos casos nunca se
deja al mosto en contacto con la piel de las uvas. El color obtenido en los vinos
blancos es de tono verdoso o amarillento.

Vinos Rosados El rosado (rosé) es producido dejando el mosto en contacto por
un tiempo breve con la piel de las uvas. Suele producirse utilizando uvas rojas
que permanecen en contacto con los hollejos (piel de la uva) por breves periodos.

Con menor frecuencia se produce mezclando vinos tintos y blancos.

111.2.2.4 CLASIFICACION POR VINIFICACION

Una clasificacion primaria es aquella que los divide como: [3,5]

a) Vinos calmos o Naturales
b) Vinos fuertes o fortificados

c) Vinos espumantes

Esta clasificacion se basa en la técnica de produccién llamada vinificacion.

a)

Vinos calmos o naturales: Son aquellos que se hacen desde el mosto, y que es
fermentado en forma natural, o con algun aditivo en cantidades controladas como
levaduras, azucar o cantidades muy pequefias de sulfuros. Estos vinos son de
una graduacion alcohdlica que va desde el 10% al 15%, ya que se les detiene la
fermentacion alcanzando estos valores. Son los habitualmente conocidos como
blancos, tintos y rosados.

Vinos fortificados o fuertes: Reciben alguna dosis de alcohol, usualmente un
brandy de uvas, en alguna etapa de su vinificacién. Las interferencias
controladas tipifican la produccion y caracteristicas de los vinos fuertes
resultando el Vermouth, Jerez, Marsala, Madeira y Oporto. El contenido
alcohdlico de estas variedades va desde los 16° a los 23° (grados por volumen).
Vinos espumantes: Son aquellos del tipo del Champagne, los cuales tienen dos
fermentaciones. La primera que es la habitual del vino natural, y una segunda que

tiene lugar en la botella.
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Algunos vinos naturales tienen cierta efervescencia llamada pétillement, pero esta
es muy suave y no es causada como resultado de interferencias en el proceso de

fermentacion.

Si se trata de vino espumoso, este se elabora segun distintos métodos, siendo el

mas barato el de carbonatacién forzada usando diéxido de carbono.

Los de calidad son aquellos que no cuentan con aditivos y su segunda fermentacién
es alcanzada por afiejamiento. En todos los casos los vinos espumantes presentan
cierta sedimentacion, donde los de calidad son de-sedimentados utilizando distintas
técnicas que pueden incluir auxilios mecanicos y reapertura de las botellas, previo a

su comercializacion.

l11.3. FERMENTACION
[11.3.1 CONCEPTO

La fermentacion es un proceso que realizan muchos microorganismos, efectuando
reacciones sobre algunos compuestos organicos y liberando energia. Hay muchos
tipos diferentes de fermentacion, pero en condiciones fermentativas solamente se
efectia una oxidacién parcial de los atomos de carbono del compuesto organico v,
por consiguiente, sélo una pequefia cantidad de la energia potencial disponible se
libera. [7]
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111.3.2 DESCRIPCION DEL EQUIPO DE FERMENTACION

axszall EEEmmS
%;.., 5%, <=amm
i AT ” b

El fermentador es una cuba con tapa, en acero inoxidable, la cual esta recubierta por
una chaqueta en acero inoxidable, por la cual circula vapor de agua cuando es
necesario calentar la soluciéon que contiene la cuba, si por el contrario, es necesario
enfriar, tiene una llave que permite el paso de agua fria. Ademas, la cuba esta
provista de un desague, para cuando se desee lavar o desocuparla. Para evitar
fugas, dicho desague es sellado con un tapon de caucho.

111.3.3 FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohdlica denominada también como fermentacién del etanol o
incluso fermentacion etilica es un proceso biolégico de fermentacion en plena
ausencia de aire, originado por la actividad de algunos microorganismos que
procesan los hidratos de carbono para obtener como productos finales: un alcohol en
forma de etanol, diéxido de carbono (CO;) en forma de gas. [8,]

El etanol resultante se emplea en la elaboracion de algunas bebidas alcohdlicas,
tales como el vino, la cerveza, la sidra, el cava. Aunque en la actualidad se empieza
a sintetizar también etanol mediante la fermentacion a nivel industrial a gran escala
para ser empleado como biocombustible.

El final del proceso fermentativo es cuando ya se han desdoblado practicamente
todos los azucares y cesa la ebullicion. Una vez finalizada la fermentacién alcohdlica
ya tenemos el vino nuevo, que tras un periodo de algunos meses termina de
fermentar los pocos azucares que siempre quedan tras la fermentacion principal.
Finalmente se termina de hacer este vino nuevo con el desarrollo de una segunda
fermentacion: la fermentacién malolactica. [9]

10
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111.3.3.1 TIPOS DE FERMENTACION ALCOHOLICA

3.3.3.1.1 Fermentacién Industrial.

La fermentacion etilica ha sufrido algunas transformaciones con el objeto de
aumentar la eficiencia quimica del proceso. Una de las mejoras mas estudiadas en la
industria es la posibilidad de realizar la fermentacion alcohdlica continua con el objeto

de obtener mayores cantidades de etanol. [8]

Hoy en dia el procesamiento industrial de algunas bebidas alcohdlicas como puede
ser el vino o la cerveza se realizan en ambientes controlados capaces de ofrecer a
un ritmo apropiado de estos productos de consumo al mercado. Los métodos de
fermentacion continua se empezaron a patentar en la década de los 1950s y desde
entonces han hecho que la industria de las bebidas alcohdlicas haya experimentado
un crecimiento apreciable. Una de las caracteristicas de la fermentacion etilica
industrial es la seleccion adecuada de las levaduras a inocular en el proceso de
fermentacion con el objeto de aumentar el rendimiento de la produccion.

La fermentacion industrial tipica es esencialmente un proceso que se produce en un
recipiente llamado fermentador o en general, biorreactor, mediante el cual
determinados sustratos que componen el medio de cultivo (levaduras) son
transformadas mediante la reaccion microbiana en metabolitos y biomasa. Estos
contenedores son herméticos y permiten retirar mediante canalizaciones apropiadas
el dioxido de carbono resultante. Durante el proceso los microorganismos van
aumentando de concentracion en el transcurso de la reaccion al mismo tiempo que el
medio va modificando sus propiedades quimicas y se forman productos nuevos
como consecuencia de las reacciones anabdlicas.

3.3.3.1.2 Fermentaciones Naturales

La fermentacién alcohdlica con la emision de ciertas cantidades de etanol se produce
de forma espontanea en la naturaleza siempre que se encuentre un azucar y una
atmosfera pobre de oxigeno, es por esta razon que ocurre espontaneamente en el
interior de algunas frutas que se puede decir sufren un proceso de maduracién
anaerodbica, tal y como puede ser el meldn curado que muestra olor a alcohol, o los
MiSMOS COCOS.

11
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Un aspecto de la fermentacion alcohdlica natural o espontanea se puede dar en
ciertas frutas como el de la vid, en una fase inicial en la que las uvas se incluyen en
las cubas madre de acero inoxidable y se produce la denominada fermentacion
tumultuosa encargada de hacer aparecer las primeras trazas de etanol.

111.3.2 FERMENTACION MALOLACTICA

La fermentacién malolactica es un proceso desencadenado por bacterias lacticas.
Esta reaccion produce exclusivamente acido lactico. El didxido de carbono se
desprende en forma de gas creando una efervescencia en el vino. Un gran numero

de bacterias pueden llevar a cabo este proceso. [10]

Las bacterias malolacticas no solo transforman el acido malico en acido lactico, sino
que al mismo tiempo contribuyen a la formacion de componentes aromaticos
positivos para el vino. Ademas de resaltar la suavidad permite reducir las
sensaciones herbaceas y vegetales, de incrementar las notas afrutadas de los vinos

tintos.

Esta fermentacion reduce la acidez total del vino al perderse parte de la acidez fija:
una parte de la acidez del vino se transforma en gas carbdnico, el cual se desprende
y desaparece. La fermentacién del acido malico esta provocada por el desarrollo de

bacterias lacticas que se encuentran en los hollejos de las uvas maduras.

I1.4 TECNICAS DE SEPARACION

Las técnicas analiticas mas empleadas en la actualidad pueden englobarse en dos
grandes grupos: técnicas de separacion y técnicas espectroscopicas. Las técnicas
espectroscopicas proporcionan, para cada compuesto analizado, una informacion
compleja, relacionada con sus caracteristicas estructurales especificas, por otro lado
las técnicas de separacion se utilizan para resolver los componentes de una mezcla
y la senal obtenida puede utilizarse con fines analiticos cuantitativos o cualitativos.
[11]
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Actualmente las separaciones analiticas se realizan fundamentalmente por
cromatografia y electroforesis. La cromatografia comprende un conjunto importante y
diverso de métodos que permite separar componentes estrechamente relacionados
en mezclas complejas, 1o que en muchas ocasiones resulta imposible por otros
medios. Se pueden separar moléculas en funcién de sus cargas, tamanos y masas
moleculares. También a través de la polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox,

etc.

La cromatografia no solo permite la separacion de los componentes de una mezcla,
sino también su identificacion y cuantificacion. El analisis cualitativo esta basado en
la medida de parametros cromatograficos (tiempos y volumenes de retencion)
mientras que el analisis cuantitativo esta basado en la medida de alturas o areas de
picos cromatograficos que se relacionan con la concentracion. La columna
cromatografica y la forma con la que se disefia, constituye el corazén de la

separacion.

El detector, situado al final de la columna es el que garantiza la respuesta de los
componentes que se separan. En todas las separaciones cromatograficas la muestra
se desplaza con una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido
supercritico. La fase movil puede pasarse a través de una fase estacionaria, con la
que es inmiscible y que se fija a una columna o a una superficie solida. Las dos fases
se eligen de forma, que los componentes de la muestra se distribuyen de modo

distinto entre la fase movil y la fase estacionaria.

Aquellos componentes que son fuertemente retenidos, por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase movil; por el contrario los componentes
que se unen deébilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en
bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

Estos resultados se recogen en forma de graficos llamados cromatogramas.
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Los métodos cromatograficos se pueden clasificar segun la forma en que la fase
movil y la fase estacionaria se pongan en contacto. Asi en la cromatografia de
columna, un tubo estrecho contiene la fase estacionaria a través de la cual se hace
pasar la fase movil por presion. En la cromatografia en plano, la fase estacionaria se
fija sobre una placa plana o a los intersticios de un papel; en este caso la fase movil

se desplaza a través de la fase estacionaria por capilaridad o por gravedad.

Las tres clases de cromatografia desde un angulo mas general son cromatografia de
liquidos, cromatografia de gases y cromatografia de fluidos supercriticos. Como su
nombre lo indica, la fase modvil en las tres técnicas son liquido, gas y fluido
supercritico respectivamente. Solo la cromatografia de liquidos es la que puede
llevarse a cabo en columna o sobre superficies planas, por otra parte tanto la de gas
como la de fluidos supercriticos estan restringidas a los procedimientos en columna

de tal manera que las paredes de la columna contienen la fase movil.

La técnica mas usada es la cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC por su
sensibilidad, facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su
idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y su aplicacion a
sustancias de primordial interés en la industria, como son los aminoacidos, proteinas,

acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, entre otros.

1.5 CROMATOGRAFIA EN PAPEL

[11.5.1 CONCEPTO

La cromatografia en papel es la técnica de separacién e identificacion de sustancias
quimicas en la cual la fase estacionaria es el agua absorbida y adsorbida que hay en
el papel y el soporte es el mismo papel. La fase movil es una solucidn que consiste
en un disolvente o de una mezcla de varios liquidos que contiene agua.

La fase movil es la que provoca un movimiento de las distintas especies para que
abandonen el medio soporte (papel), y la fase estacionaria la que suministra el efecto
retardador, selectivo para cada componente, que condiciona que cada uno de ellos

se desplace con distinta velocidad. [12]
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La movilidad de los componentes de la mezcla a separar depende de la afinidad
quimica o propiedades similares entre estos componentes y cada una de las fases
del sistema cromatografico. Si uno de los componentes de la mezcla presenta
propiedades quimicas muy similares a la fase movil tendra gran movilidad, es decir,

el efecto de retencion que provocaria la fase estacionaria seria nulo.

Lo contrario sucederia con un componente de la mezcla que tenga una gran afinidad
con la fase estacionaria. Por lo tanto, la técnica se basa en la velocidad de
desplazamiento diferencial de los solutos al ser arrastrados por una fase movil sobre
una estacionaria. Esta diferencia sera la que nos permita identificar cuantos

componentes tiene una disolucion y cémo separarlos.

111.5.2 METODO

Sobre el papel filtro se seca una gota de extracto de la muestra. Para evitar
evaporacion se cuelga el papel dentro de una camara cromatografica en forma tal
que la mancha pueda ser irrigada con la fase mévil, tanto hacia abajo por gravedad,
hacia arriba u horizontalmente por capilaridad. Cuando la fase mévil ha saturado el
papel hasta una distancia predeterminada para lograr la separacioén, se saca el papel

de la camara. [12]

[11.5.3 TIPOS

El Descendente se trata de una caja saturada de vapor de agua, atravesada por una
cajetin semicilindrico lleno con el solvente organico. Para sujetar el papel
introducimos una varilla a lo largo de la caja. El solvente comenzara ascendiendo por
el papel por capilaridad y continuara bajando al salir de la cajetilla, pasando por la
zona de muestra y arrastrandola, consiguiéndose asi la separacion.

El Ascendente, el solvente se encuentra en la parte inferior de la cubeta y asciende
por el papel haciendo que se separe la muestra. La resolucion de la cromatografia en

papel descentente es mayor. [13]
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1.6 ACIDOS DEL VINO

El vino es una bebida acida por naturaleza, el zumo de cualquier fruta sin madurar en
exceso lo es. . Puede parecer que los acidos no deban conferir cualidades
particularmente beneficiosas al vino, pero si tienen que estar y parece claro que
forman parte esencial de un vino, como el agua, el alcohol, mejor que estén en su
justa medida. [14]

Podriamos clasificar los acidos de un vino en tres categorias basicas:

1. Acidos organicos naturales: Son aquellos que proceden de la uva y por tanto se
han formado durante el proceso madurativo natural en la planta. Son por tanto
acidos que encontraremos generalizados en el mundo de la fruta. En esta
categoria destacamos al acido tartarico, el acido malico y el acido citrico.

2. Acidos organicos derivados. Son aquellos surgidos durante los procesos
fermentativos a los que es sometido el mosto. Aqui nos encontramos
fundamentalmente con el lactico, el acido succinico y el acido acético.

3. Acidos inorganicos. Su origen es mineral y entre ellos destaca el acido sulfurico,
presente en forma de sulfatos.

111.6.1 ACIDO MALICO

El acido malico es un acido organico de sabor duro que se encuentra en algunas
frutas y verduras con sabor acido, especialmente en las manzanas, en el mosto y a
veces también en el vino, sobre todo si procede de uvas con maduracion incompleta.
Es atacado por las bacterias lacteas que lo transforman en acido lactico, mucho mas
suave, durante la fermentacion malolactica. [14,15,17]

El nombre procede del latin Malus domestica que significa manzana y es uno de los
acidos mas abundantes de la naturaleza y el mas facilmente atacado por los
microorganismaos.

Este acido se obtiene comercialmente por sintesis quimica. Se puede obtener de
forma sintética a partir del acido tartarico y del acido succinico. Se utiliza como
aditivo alimentario por su accién antibacteriana y su agradable aroma. También se
emplea en medicina, en la fabricacién de ciertos laxantes y para tratar afecciones de
garganta.
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El 4cido malico se encuentra en algunas frutas y verduras con sabor acido como los
memobirillos, las uvas (El acido malico tiene concentraciones en la uva desde 1 hasta
4 g/l y es el responsable del sabor verde y acido de las mismas), manzanas (el sabor
acido en la punta de la lengua proviene de la presencia de este acido) y las cerezas
no maduras. En las verduras se encuentra en cierta cantidad en los peciolos del
ruibarbo pero principalmente en las manzanas; por este motivo, el acido malico se

conoce también como “acido de las manzanas”.

Se encuentra en las uvas verdes y en vinos que no han realizado totalmente la
fermentacion malolactica. La presencia de acido malico se identifica por un peculiar

olor en el vino, que recuerda al olor de las manzanas verdes.

0 oH
\ |y
C-CH,-CH - C\

HO Acidomélico ‘OH

111.6.1.1 USOS DEL ACIDO MALICO

Es un acido organico y puede usarse para producir corriente eléctrica mediante la
fermentacion malolactica en un proceso es muy similar a una pila biolégica. Se
emplea en la industria farmacéutica en la fabricacion de laxantes asi como en
medicamentos indicados sobre el aparato respiratorio. Es utilizado como acido,

saborizante y estabilizante de color en los jugos 0 zumos de manzana y de uva. [17]

En la elaboracién de vinos una vez terminada la fermentacion alcohdlica se realiza
una segunda transformacion denominada fermentacion malolactica, producida por
bacterias que transforman el acido malico en acido lactico (bajando la acidez fija del
vino), al tiempo que los polifenoles tienden a polimerizarse entre si disminuyendo su
reactividad. Todo esto quiere decir que el vino pierde acidez, y gana en suavidad y

aroma.
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111.L6.2 ACIDO LACTICO
El acido lactico puede surgir bien en la fermentacion alcohdlica o bien en la
malolactica, cuando ésta ultima se produce. La transformacion del malico en lactico
supone una reduccion de la acidez total del vino y un aumento de su estabilidad
biolégica [14,15,16,19].

El acido lactico es un acidificante para corregir la acidez en mostos y vinos. Las

caracteristicas son las siguientes [18]:

a. Rinde de manera mas eficaz en el incremento de la acidez total, debido a la
mayor solubilidad de sus sales con el potasio.

b. Su adicidén provoca una ligera caida del pH, aunque menor que mediante la
utilizacion de acido tartarico y siempre predecible.

c. Confiere a los vinos una estabilidad quimica y microbiolégica, ademas de una
mejora de sus cualidades organolépticas (aporta sensaciones de redondez y
suavidad, contribuyendo al equilibrio gustativo del vino).

d. Como consecuencia de la ausencia de precipitados, los vinos presentan una
capacidad tampon mayor.

e. El acido lactico adicionado en mostos y vinos se mantiene después de la
estabilizacion por frio, pudiendo incluso adicionarse momentos previos al

embotellado, sin producir problemas de precipitacion en botella.

OH

| /
CH, - CH - &

Acido lactico OH

O

111.6.3 ACIDO TARTARICO

El 4cido tartarico es el mas abundante en el vino y también el mas estable, pudiendo
llegar a suponer mas de dos tercios del total. Su aportacién al vino es la de afiadir
caracteristicas de fruta madura, sabores frescos y agradables, lo que se conoce

como notas "vinosas".
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El acido tartarico precipita de manera natural en forma de sales (tartrato calcico o
bitartrato potasico) como consecuencia de la accion insolubilizante conjunta del

alcohol y el frio, formando los famosos cristales o posos del vino [14,16].

En el caso del acido tartarico el vino se vuelve insipido adquiriendo al mismo tiempo
un color apagado, fendmeno que se conoce con el nombre de enfermedad de la
vuelta. [15,19]

0 OH OH

Ny
C-CH-CH-C
o/ \

Acido tartérico

0

on

111.6.4 ACIDO SUCCINICO

El &cido succinico puede ser encontrado en la fermentacion del vino y proviene de la
transformacion de los azucares en la fermentacién alcohdlica y la cantidad producida
no evoluciona a lo largo del proceso de conservacion del vino. Aporta a los vinos una

mezcla de sabores acidos, salados y amargos [14,15,16,19,20].

0 0
AN /
,C-CH,-CH, - C\
HO" Acido suceinico  OH

1.7 VOLUMETRIA

Es un método volumétrico para medir la cantidad de una disolucidén se necesita para
reaccionar exactamente con otra disolucién de concentracion y volumen conocidos.
Para ello se va anadiendo gota a gota la disolucion desconocida o ‘problema’ a la
otra disolucion (disolucion valorada) desde un recipiente cilindrico denominado
bureta, hasta que la reaccion finaliza. Segun el tipo de reaccidon que se produzca, la
volumetria sera, por ejemplo, volumetria acido-base, de oxidacion-reduccion o de
precipitacion.
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El final de la reaccién suele determinarse a partir del cambio de color de un
indicador, como papel de tornasol o una mezcla especial de indicadores denominada
indicador universal. Si se prepara una cantidad de &acido o base con una
concentracion conocida, se puede medir cuanta cantidad de la otra disolucién se
necesita para completar la reaccion de neutralizacion, y a partir de ello determinar la
concentracion de dicha disolucion.

Para determinar cuanto ion cloruro hay en una disolucién se emplea una disolucion
de nitrato de plata de concentracién conocida. Cuando la reaccion se completa se
forma cloruro de plata insoluble, que aparece en el fondo del liquido como un
precipitado blanco. [21]

Las valoraciones se clasifican por el tipo de objeto a analizar: [22]

1. Valoraciones acido-base: basadas en la reaccidén de neutralizacion entre el analito
y una disolucién de acido o base que sirve de referencia. Para determinar el
punto final, usan un indicador de pH, un pH-metro, o un medidor de conductancia.

2. Valoraciones redox: basadas en la reaccion de oxidacion-reduccidn o reaccion
redox entre el analito y una disolucién de oxidante o reductor que sirve de
referencia. Para determinar el punto final, usan un potenciometro o un indicador
redox aunque a veces o bien la sustancia a analizar o la disolucion estandar de
referencia tienen un color suficientemente intenso para que no sea necesario un
indicador adicional.

3. Valoraciones de formacion de complejos o complexometrias: basadas en la
reaccion de formacion de un complejo entre el analito y la sustancia valorante. El
agente quelante EDTA es muy usado para titular iones metalicos en disolucion.
Estas valoraciones generalmente requieren indicadores especializados que
forman complejos mas débiles con el analito.

4. Valoraciones de precipitacién: Son aquellas basadas en las reacciones de
precipitacion. Uno de los tipos mas habituales son las Argentometrias:

precipitacion de aniones como los halégenos ( F-, Cl-, Br-, I|-).
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[11.8 LOS SULFITOS Y SU IMPORTANCIA

Los sulfitos o anhidrido sulfuroso se encuentran de forma natural en el vino en bajos
niveles, pero posteriormente suelen afiadir mas para una mejor conservacion del
vino. Un exceso de sulfitos en el vino también empeora su calidad, pierde color, toma
un olor picante y altera su sabor, por esta razéon se puede confiar en que no
administraran mas de lo necesario, pues el vino perderia cualidades. Para saber la
cantidad que deben aplicar, primero mediran el sulfuroso que de forma natural ya se

encuentra en el vino. [23]

Los sulfitos tienen un efecto conservante y/o antioxidante, que inhibe la formacién de
bacterias, mohos y levaduras; debido a estas caracteristicas que les son propias, los
sulfitos se utilizan frecuentemente en el vino, en la cerveza, en la conservaciéon de
crustaceos, en los preparados a base de hortalizas y de frutas, en las mermeladas en
conserva, en las galletas, en las frutas sancochadas y en numerosos otros alimentos.
[24]

111.8.1 DETERMINACION DE ANHIDRIDO SULFUROSO

La determinacién de anhidrido sulfuroso en vino se puede realizar por distintos
meétodos: volumétricos, fotométricos, cromatograficos y enzimaticos, siendo el
método volumétrico el que mas se ha empleado. EI método consiste en una
valoracion de oxido-reduccién con I, como reactivo en medio acido y en presencia de

almidén como indicador. [25]
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[11.9. TRATAMIENTO DE LOS DATOS
Para poder realizar el tratamiento de los datos obtenidos del analisis de muestras de
distintos origenes, se suelen usar diferentes estrategias de tratamiento estadistico,

de estos datos.

Por lo que los laboratorios, utilizan una gran variedad de herramientas estadisticas
definidas para usos generales o concretos. Los datos se deben obtener minimo por
triplicado, para mayor seguridad de los mismos y luego se procede a definir qué o

cual herramienta nos sirve para el propdsito que nos hemos planteado.

En nuestro caso, el fin es el comparar, relacionar o asociar muestras, y por lo tanto

se deben emplear 2 herramientas, entre las que se mencionan:

1. Comparacion de varianzas a través de los test de Fisher, Bartlett o Levene.

2. Comparacion de medias: con varianzas iguales o diferentes

11.9.1 ENSAYOS DE COMPARACION DE VARIAS VARIANZAS
En la comparacion de tres o mas varianzas, se decide con cierta probabilidad, si son

todas iguales, o al menos una de ellas es distinta de las demas. [26]

Se acepta Hp si Fcal < Ftab y las varianzas son iguales. La hipdtesis nula y la

hipétesis alternativa son:

Ho; 821 = 822 :___Szj = ... = 82h
H1Z 821 # 822 :___Szj;'f #Szh

Si se acepta Hg las series son homogéneas, y si no se acepta, al menos una de las

series tiene una varianza distinta a las demas.
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111.9.2 PRUEBA DE BARTLETT

La prueba de Bartlett es la técnica que mas es usada para comparar las varianzas de
varias muestras y para determinar si las muestras son iguales. Si hay igualdad esto
se denomina homogeneidad u homocedasticidad de las varianzas En esta prueba los
n; en cada valor de X no necesitan ser iguales; sin embargo se recomienda que los n;

no sean menores que 3 y muchos de los n; deben ser mayores de 5.

Para el desarrollo de la prueba de Bartlett se debe calcular inicialmente una varianza

¢ 2m-DS;
Z(ni _1)

En donde se toman en cuenta todas las varianzas de las n; muestras. Una vez

conjunta, definida como:

obtenido su valor se calcula un factor de correccion definido por C.

1+Zh: ! - !
B i=1 1'11—1 N'h

C =
3(h—1)

En donde N es el numero total de datos, h es el numero de series y N-h es numero

total de grados de libertad.
h

(N-h)InS*- > (nj-1)InS;

i=1

1
2 [ pp—
d C

En esta prueba las hipotesis nula y alternativa son:

H, =S? =82 =82 =52 =S =S’

H =S’ #S#S;#S; #S; #---S]

Se acepta Hp si:

2 2
Xea < Xn-1.00s

Se rechaza en caso contrario.
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111.9.3 ANOVA DE UN FACTOR

Andlisis de varianza (ANOVA, segun terminologia inglesa) es una coleccion de
modelos estadisticos y sus procedimientos asociados. El analisis de varianza sirve
para comparar si las medias de un conjunto de datos numéricos son
significativamente distintas a los valores de otro o0 mas conjuntos de datos. El
procedimiento para comparar estos valores esta basado en la varianza global

observada en los grupos de datos numéricos a comparar.

Tipicamente, el andlisis de varianza se utiliza para asociar una probabilidad a la
conclusion de que la media de un grupo de puntuaciones es distinta de la media de

otro grupo de puntuaciones.

El ANOVA se basa en la descomposicion de la variacion total de los datos con
respecto a la media global (SCT), que bajo el supuesto de que Hy es cierta con una

cierta estimacion obtenida a partir de toda la informacion muestral, en dos partes:

1. Variacion dentro de las muestras (SCD) o Intra grupos, cuantifica la dispersion
de los valores de cada muestra con respecto a sus correspondientes medias.
2. Variacion entre muestras (SCE) o Inter-grupos, cuantifica la dispersion de las

medias de las muestras con respecto a la media global.

Las expresiones para el calculo de los elementos que intervienen en el Anova son las

siguientes:

k nj
Media Global:  x - 2121 i
n

Variacién Total: ~ SCT =Y > (x, - X

C ) . K i Y
Variacion Intra-grupos: SCD = ijlzizl(xu _ xj)
Variacion Inter-grupos:

SCE=Y" (X, ~X) nj
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Siendo x; el i-ésimo valor de la muestra j-ésima; n; el tamafio de dicha muestray -
su media. Cuando la hipdtesis nula es cierta SCE/K-1 y SCD/n-K son dos
estimadores insesgados de la varianza poblacional y el cociente entre ambos se
distribuye segun una F de Snedecor con K-1 grados de libertad en el numerador y N-
K grados de libertad en el denominador.

¥

Por lo tanto, si Hp es cierta es de esperar que el cociente entre ambas estimaciones
sera aproximadamente igual a 1, de forma que se rechazara Hy si dicho cociente
difiere significativamente de 1.

En esta prueba las hipotesis nula y alternativa son:

H0 =§1 =iz =§3 =i4 =§5 :"'ii

Se acepta Hp si: H, =X 2 X0 # X3 2 Xa £ Xs £ Xi

2 2
Fcal < F(h ~1), (N -h), 0.05
Se rechaza en caso contrario.

El ANOVA se basa en la comparacion de la variabilidad media que hay entre los
grupos con la variabilidad que hay dentro de los grupos.

Un método computacional conocido como tabla ANOVA facilita los calculos. Se trata
de disponer en forma de tabla ciertas cantidades que conducen a la obtencién del F

calculado. En la Tabla, se muestra la tabla de resultados de ANOVA.

Tabla de ANOVA de un factor.

Variabilidad| Suma de Cuadrados GL | Cuadrados Medios | F.y
Entre SCE= ZL.Z}';I[-W _#? | k=1|MSE= % MSE
=k ni(F —F)° MSD
Dentro  |SCD =Xk, T, (x5 — %) | n—k|MSD= 352
= i (s = 1)ad
Total SCT=X &, it (zy — 2)? | n—1
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V. MATERIALES Y METODOS
IV.1 EQUIPOS

© N o o bk~ 0w D=

Balanza analitica (Ohaus, EP 210)
Balanza analitica (Lab. Metales pesados)
Horno de conveccion (Telco)

pH-metro (Mettler Toledo)

Campana extractora de gases (Labconco)
Refrigeradora (White Westinghouse)
Cubeta para analisis cromatograficos

Cocina (Fisher Scientific)

V.2 MATERIALES

Beaker de 10, 50 y 100 ml (Pyrex)
Balones aforados de 100 y 1000 ml (Pyrex)
Varilla de agitacién de vidrio

Espatula

Vidrio reloj (Pyrex)

Matraz de aforacion de 250 ml (Pyrex)
Bureta de 100 ml (Pyrex)

Probeta de 10 y 100 ml (Pyrex)

Pizeta de 500 ml (Pyrex)

Jeringas de insulina descartables
Guantes desechables (Napro)

Papel Filtro

Embudo

Soporte universal

Clamp para buretas

Papel indicador

Desecador de vidrio (Pyrex)

Pipeta volumétrica de 1y 50 mli

Bra. Waleska Reyes y Br. Fanor Narvaez
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o Papel Whatman N° 40
e Papel toalla

e Secador de pelo

V.3 REACTIVOS

Hidréxido de potasio
Acido sulfurico
Tiosulfato de sodio
Dicromato de potasio
Cloroformo

Yoduro de potasio
Yodo

Almidon soluble

© N o o s~ 0w b=

9. Azul de bromofenol (Fisher, )
10.n-butanol

11. Acido acético

12.Acido férmico

13. Hidroxido de sodio
14.Acetato de plomo

15.Carbon activado

16. Oxalato de sodio

Bra. Waleska Reyes y Br. Fanor Narvaez
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IV.4 SOLUCIONES
1. SOLUCION ESTANDAR DE ACIDO MALICO
Pesar 0.1 g de acido malico, disolverlos en 20 ml de agua y trasladar a un matraz de

100 ml y aforar.

2. SOLUCION ESTANDAR DE ACIDO LACTICO

Tomar 0.1 ml de acido lactico, trasladar a un matraz de 100 ml y aforar.

3. SOLUCION ESTANDAR DE ACIDO TARTARICO
Pesar 0.1 g de acido tartarico, disolverlos en 20 ml de agua y trasladar a un matraz

de 100 ml y aforar.

4. SOLUCION ESTANDAR DE ACIDO SUCCINICO
Pesar 0.1 g de acido succinico, disolverlos en 20 ml de agua y trasladar a un matraz

de 100 ml y aforar.

5. SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 50 %

Tomar 50 ml de acido acético, trasladar a un matraz de 100 ml y aforar.

SOLUCION "PRIMERA FASE MOVIL"

v' Pesar 0.1 g de azul de bromofenol, disolverlos en 100 ml de n-butanol (primera

o

solucion).
v Preparar 100 ml de acido acético al 50 % (segunda solucién).
v" Tomar 50 ml de la primera solucion mas 25 ml de la segunda solucién (Primera

Fase Movil Eluyente).

7. SOLUCION "SEGUNDA FASE MOVIL"
Tomar 50 ml de n-propanol y 5.5 ml de acido férmico, trasladar a un matraz de 100

ml y aforar.
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8. SOLUCION REVELADORA "TERCERA FASE MOVIL"

Pesar 1 g de azul de bromofenol, diluir en 100 ml de agua.

9. SOLUCION DE HIDROXIDO DE POTASIO 1N

Pesar 11.5 g de KOH, disolverlos en agua y trasladar a un matraz de 250 ml y aforar.

10.SOLUCION DE ACIDO SULFURICO 1:3
Tomar 50 ml de agua en un beaker y agregar 25 ml de H2SO4, trasladar a un matraz

de 100 ml y aforar.

11.SOLUCION DE TIOSULFATO DE SODIO
Disolver 25 g de Na2S203 en 200 ml de agua, transferir a un matraz de 1000 ml,

agregar 1 ml de cloroformo y aforar.

12.SOLUCION DE DICROMATO DE POTASIO 0.1 N
Disolver 4.904 g de K,Cr,O7 en agua y aforar a 1000 ml.

13.SOLUCION DE YODO 0.1 N
Disolver 10 g de Kl en 25 ml de agua, afadir 3.25 g de 12, transferir a un matraz de

250 ml y aforar. Estandarizar con la solucion de Na2S203 0.1 N.

14.SOLUCION DE YODO 0.02 N
Tomar 50 ml de la solucion de 12 0.1 N, ponerlo en un matraz de 250 ml y llevarlo a

afore.

15.SOLUCION DE ALMIDON AL 1%
Pesar 1 g de almiddn, agregar 2 ml de agua hasta hacer una pasta, agregar 100 ml

de agua hirviendo, enfriar y agregar 1 ml de cloroformo.
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IV.5 METODOLOGIA
IV.5.1 PREPARACION Y DESALCOHOLIZACION DE LA MUESTRA

Neutralizar con NaOH 5N, la muestra de vino

A 4

Llevar la muestra a ebullicion hasta que el volumen se reduzca a una
tercera parte del volumen inicial

\ 4

Transferir el liquido a un matraz de 100 ml

A 4

Adicionar solucion saturada de acetato de plomo, agregar carbon activado

A

Adicionar 2 gotas de acido acético glacial, homogeneizar

A

Dejar en reposo durante 10 minutos y llevar a la marca de afore con agua

A 4

Homogeneizar y filtrar

A 4

Recibir el filtrado en un beaker que contenga de oxalato de sodio por cada
ml de solucion saturada de acetato de plomo

A 4

Tapar y guardar para el analisis inmediato
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IV.5.2 ESTANDARIZACION DE LA DISOLUCION DE Na,S,05 0.1 N

Agregar agua y 1 ml de acido sulfurico en un Erlenmeyer

A

Agregar K2Cr207 0.1 N y Kl

A

Trasladar el Erlenmeyer a un espacio cerrado durante 6 minutos

A

A

Titular con Na2S203 hasta color amarillo paja

4

ARadir almidén al 1 % y continuar la titulacion cambio de color

A

A

Anotar el volumen de tiosulfato gastado

A

y

Repetir 2 veces

mas la titulacion

Calcular la concentracion del Na2S203 mediante la siguiente ecuacion:

N o My
. .‘\:Gz 52 CIE - '[_Ir
Na S, 0

Donde: Mk, = es el peso de Kl empleado.

VNazs20s = €s el volumen consumido en la estandarizacion

Bra. Waleska Reyes y Br. Fanor Narvaez
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IV.5.3 VALORACION DE LA DISOLUCION DE I, 0.1 N

Transferir a un Erlenmeyer Na2S203 0.1 N

A 4
Valorar con solucion de yodo 0.1 N utilizando almidén como indicador

Calcular la concentracion del I, mediante la siguiente ecuacion:

Donde:
V2 = es el volumen de yodo consumido
VNa2s203 = €s el volumen de tiosulfato empleado

Nnazs203 = €s la normalidad del tiosulfato empleado
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IV.5.4 DETERMINACION DE ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL

Tomar muestra de vino y colocarla en un erlenmeyer con tapa

A

Agregar KOH 1 N, tapar el erlenmeyer y esperar 15 minutos

A 4

Agregar H2S04 1:3

A

Valorar con disolucion de yodo 0.02N, usando almidén al 1 %

A 4

Detener la valoracion al cambio de coloracion

El contenido de anhidrido sulfuroso se calcula mediante la siguiente ecuacion:

V., N, peqso, 1000

Vino

V, x0.02x32 x1000
pPMsp, = 50 =V, x12.8

Donde:
PeqSoz =64/2
V)2 = volumen de 12 consumidos en la titulacion en ml.

ppmsoz = partes por millén o mg/L de SO, total.

Bra. Waleska Reyes y Br. Fanor Narvaez
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IV.5.5 DETERMINACION DEL ANHIDRIDO SULFUROSO LIBRE

Colocar muestra de vino en un erlenmeyer

\ 4

Agregar acido sulfurico 1:3

\ 4

Agregar disolucién de almidon al 1 %

A 4

Titular con la disolucion de yodo 0.02 N

A 4

Detener la valoracion al cambio de coloracion

El contenido de anhidrido sulfuroso se calcula mediante la siguiente ecuacion:

V., N, peqso, 1000

Vino

V. x0.02x32 x1000
PPMeg, = — =0 =V, x12.8

Donde:
PeqSoz =64/2
V2 = volumen de 12 consumidos en la titulacion en ml.

ppMmsoz = partes por millén o mg/L de SO, total.

Bra. Waleska Reyes y Br. Fanor Narvaez
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V.6 IDENTIFICACION DE ACIDOS ORGANICOS EN VINOS

Cortar cuadros de papel filtro

'

Trazar a una linea 2 cm del borde inferior del cuadro de papel

!

entre ellas

Colocar gotas de cada solucion estandar de acidos organicos a 2 cm

\ 4

Secar las manchas

A4

Repetir 10 veces para concentrar los estandares.

l

Colocar el papel en la cubeta con el eluyente

l

Dejar correr el frente del eluyente hasta 2 cm antes del borde superior

!

Sacar y dejar secar en oscuridad y ausencia de vapores acidos.

Calcular los Rf de las manchas de los acidos organicos
d

analito
Ry = —enette

eluvente

Donde:
danaiito = distancia recorrida por el analito en la placa cromatografica

deluyente = Volumen de 12 consumidos en la titulacion en ml.
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V. ANALISIS DE RESULTADOS

V.1 OPTIMIZACION DE SEPARACION CROMATOGRAFICA DE
ACIDOS ORGANICOS EN VINOS DE FRUTAS.

V.1.1 SELECCION DE MATERIAL CROMATOGRAFICO

En la determinacién de acidos organicos se utilizaron 3 tipos diferentes de materiales
cromatograficos, los que fueron comparadas para seleccionar el mas apto para

realizar los analisis, los materiales utilizados fueron:

a. Silica Gel
b. Papel filtro normal
c. Papel Whatman N° 1

Estos fueron utilizados empleando una fase moévil o de elusién similar, de forma que
los acidos organicos se separaran en las mismas condiciones. De esta forma se
ensayaron estandares de 5 mg/L de los siguientes acidos organicos:

1. Acido malico

2. Acido lactico

3. Acido tartarico

4

. Acido succinico

Los resultados obtenidos muestran que el papel filtro es el mas adecuado para la
separacion cromatografica de los &acidos organicos, ya que permite un mejor
desplazamiento de las manchas de los acidos organicos. La superficie intersticial y la
estructura porosa del papel de filtro empleado permiten un mejor arrastre y un mayor
desplazamiento de las manchas correspondientes a los acidos grasos, lo que ayuda
a la clara identificacion de los compuestos estudiados. En la figura V.1, se muestra

los resultados obtenidos.
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Figura V.1 Separacion cromatografica de estandares de acidos organicos de 5 mg/L
en papel filtro: 1 = acido malico, 2 = acido lactico, 3= acido tartarico y 4 = acido
succinico.

V.1.2 SELECCION DE FASE MOVIL ELUYENTE

En la seleccion de fase moévil eluyente se emplearon 4 diferentes fases moviles,

estas fueron:

1.  Mezcla de n-butanol conteniendo azul de bromofenol y acido acético al 50 %.

2. n-propanol, agua y acido férmico al 90 %, revelada con solucion de azul de
bromofenol.

3. Acido férmico, n-propanol y agua, revelada con solucién de azul de bromofenol.

4. n-butanol, revelada con solucion de azul de bromofenol.

Estas fases méviles fueron comparadas empleando para esto papel filtro, el que ya

se habia determinado como el material 6ptimo para la separacion cromatografica.

Los resultados obtenidos muestran que en los casos de las 3 ultimas fases moviles
ensayadas, no se lograba la completa separacion de las manchas de los acidos
organicos empleados. Siendo la mas 6ptima la primera fase mévil consistente de una
mezcla de n-butanol conteniendo azul de bromofenol y acido acético al 50 %. En la
figura V.2, se muestran los resultados de una de las fases méviles empleadas en la
que se demuestra que no eran capaces de separar los compuestos a diferencia de la

primera fase movil ensayada, lo que se muestra en la Figura V.3.
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Figura V.2 Fase movil de n-butanol, revelada con solucion de azul de bromofenol,
empleada en la separacion cromatografica de estandares de acidos organicos de 5
mg/L en papel filtro: 1 = acido malico, 2 = acido lactico, 3= acido tartarico y 4 = acido

succinico.

Figura V.3 Separacion cromatografica de estandares de &cidos organicos
empleando como fase movil una Mezcla de n-butanol conteniendo azul de

bromofenol y acido acético al 50 %.
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Tal y como se observa en la figura V.2, la fase movil de n-butanol, revelada con azul
de bromofenol, no es capaz de separar los acidos organicos, sin embargo la mezcla
de n-butanol conteniendo azul de bromofenol y acido acético al 50 % si es capaz de
separar los acidos, lo que se muestra en la figura V.3, siendo por lo tanto esta
mezcla la que se empled en la separacion e identificacion de estos acidos en las

muestras de vinos a ser analizadas.

V.1.3 FACTORES DE RETENCION DE LOS ACIDOS ORGANICOS

Una vez que se selecciono6 el material de separacién cromatografica y la fase mouvil
eluyente, se procedié a determinar el factor de retencién de los acidos organicos,
mediante la siguiente ecuacion:

da]:a.!':’to
R, = —nalite

dg.!'u_rg]ztg
Los resultados se muestran en la tabla V.1.

Tabla V.1. Factores de retencion de los estandares de acidos organicos.

ACIDOS ORGANICOS Ry

Acido malico 0.512
Acido lactico 0.810
Acido tartarico 0.352
Acido succinico 0.783

Tal y como se muestra en la tabla V.1, los valores de los Rf de los estandares de los
acidos organicos, se encuentran en el rango de los valores de Rf, reflejados en la
bibliografia, lo que demuestra la 6ptima separacion cromatografica realizada con el
papel filtro y la fase mévil de n-butanol conteniendo azul de bromofenol y acido
acetico al 50 %.
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V.1.4 IDENTIFICACION DE ACIDOS ORGANICOS EN MUESTRAS DE
VINO DE FRUTAS

Dado que en la segunda fermentacion de los vinos o fermentacion malo-lactica, se
desarrolla hasta la completa desaparicidon de los acidos lacticos y malicos, es posible
cromatograficamente determinar el momento de su finalizacion, dandole seguimiento
a la desaparicion de estos acidos en el vino. Es posible por tanto utilizar esta técnica

como un indicador de la finalizacion de esta fermentacion.

Para identificar la presencia o ausencia de estos acidos organicos, se utilizaron

muestras de:

a. Vino de Flor de Jamaica de Chinantlan
b. Vino de flor de Jamaica de fabricacién propia (Mi vino)

c. Vino Tinto de uvas.

El vino de uvas fue tomado como referencia, dado que sigue un procedimiento de
elaboracion perfectamente establecido, bajo determinadas normas y procedimientos
de operacién estandarizados. Lo que no ocurre con las otras muestras de vino
estudiadas, ya que siguen un proceso semi-industrial en un caso (Chinantlan) y

netamente artesanal en el otro (Mi vino), respectivamente.

Para esto se tomaron muestras de los vinos mencionados, y se cromatografiaron en
conjunto con un estandar de acido malico como referencia, determinandose la
presencia de acidos organicos en las muestras de vino, por la posicion de las
manchas y su confirmacién mediante el calculo del Rf y su comparacion con los de

los estandares de los acido organicos.

Los resultados de los Rf obtenidos en las distintas muestras de vino, se muestran en
la tabla V.2.
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Tabla V.2. Factores de retencion de muestras de vino

R
VINO Ag:lDo AClDo ACI}DO AClpo
MALICO | LACTICO | TARTARICO | SUCCINICO
Mi vino 0.492 ND ND ND
Chinantlan 0.487 0.823 ND ND
Rey de copas ND 0.835 ND ND

Tal y como se muestra en la tabla V.2, se detect6 en las muestras de vino: Mi vino y
Chinantlan la presencia de acido malico, el cual fue confirmado mediante el calculo
de los valores de su Rf, los que se ubicaban tanto dentro del rango de Rf reportados
en la bibliografia como del rango calculado a partir de los estandares analizados en
nuestras condiciones de laboratorio, cabe destacar que en la muestra de vino de

uvas, no fue detectada la presencia de éste acido.

Los resultados asi obtenidos indican que tanto en el vino elaborado por Chinantlan
como en el elaborado en nuestras condiciones, no habia terminado la fermentacion
malo-lactica, lo cual puede deberse entre otras causas a los tiempos que se les
daban a los procesos de fermentacion. En la bibliografia se refleja que tanto la
fermentacion alcohdlica como la malo-lactica deben ser realizadas en tiempos
mayores a un mes, lo que no ocurrié tanto en el vino de Chinantlan como en el de
elaboracion propia. Llama la atencion el hecho de en la muestra de vino de uvas, no
se detecto la presencia de acido malico, lo que indica que en este vino si, se le dio el
tiempo suficiente para la finalizacion de la fermentacion malo-lactica, lo que tiene

relacion con optimos procesos de fabricacion de este vino.

Por otra parte, se detectd la presencia de acido lactico en las muestras de vino
Chinantlan y Rey de Copas, el que estd relacionado como producto de la
fermentacion malo-lactica, este no fue detectado en la muestra de vino de

elaboracion propia.
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Esto nos lleva a inducir que en el caso de la muestra de vino Rey de Copas, habia
finalizado la fermentacién malo-lactica, dado que presentaba ausencia de &acido
malico y presencia de acido lactico, y en la muestra de Chinantlan, la fermentacion
habia finalizado parcialmente dado que presentaba tanto acido malico como acido
lactico. En el caso del vino de elaboracion propia, la Unica presencia de acido malico

nos indica que la fermentacion malo-lactica, no habia finalizado totalmente.

Lo anterior, nos indica que la cromatografia en papel con uso de fase mdévil de n-
butanol y acido acético al 50%, que lleva incorporado el azul de bromofenol, como
revelador, es un buen indicador del inicio y finalizacion del proceso de fermentacion
malo-lactico, lo que podria ser de utilidad como indicador de calidad en la

elaboracion de vino.

V.2 DETERMINACION DE SULFITO TOTAL Y LIBRE

La determinacion de sulfito total y libre en las muestras de vinos analizadas, se

determind mediante volumetria, los resultados obtenidos se muestran en la tabla V.3.

Tabla V.3 Contenido medio de sulfito total y libre en las muestras de vino.

MUESTRAS SULFITO TOTAL (mg SO,/L) | SULFITO LIBRE (mg SO/L)
Mi vino 6.82 2.56
Chinantlan 28.16 4.74
Rey de Copas 5.54 212

En la figura V.4 se muestran los resultados de la Tabla V.3 en forma de grafico de
barras.
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B Sulfito Total ™ Sulfito Libre

28,16

5,54
212

Mi vino Chinantlan Rey de Copas
Muestras de vino

Figura V.4 Grafico de mg/L de contenido medio de sulfito total y libre en muestras de
vinos.

Tal y como se observa en la figura V.4, existen diferencias entre las muestras
analizadas en relacién al contenido de sulfito total y libre. Asi la muestra de
Chinantlan presenta mayor cantidad de sulfito total y libre en comparacién con las
demas muestras (28.16 y 4.74 mg/L respectivamente), mientras que la muestra de
Reye de Copas presentd las menores, 5.54 y 2.12 mg/L respectivamente. Estas
diferencias pueden ser debidas entre otras cosas a discrepancias en los procesos de
elaboracion de los vinos, a las distintas cantidades de metabisulfito afiadidas en los
pasos de la cadena de elaboracion, a los tipos de extracto de frutas empleados en la
fabricacion (Flor de Jamaica y Uvas) y a las diferencias en las condiciones
ambientales y geograficas de las fabricas involucradas en la elaboracion de los vinos

estudiados.
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V.2.1 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE SULFITOS
Dado que graficamente se observaron diferencias en los contenidos de sulfito libre y

total en las muestras de vino analizadas, se considero la utilizacion de herramientas
estadisticas de comparacion de resultados para confirmar las diferencias
observadas. Para esto se compard inicialmente a los vinos en relacion a los
contenidos de sulfito total y libre. En la tabla V.4, se muestra los datos comparados,
cabe destacar que en la comparacion se emplearon las medias de los contenidos en
mg/L de sulfito total y libre.

Tabla V.4 Contenido medio de sulfito total, libre, media, desviacion estandar y

varianza, de las muestras de vino.

PARAMETRO MI VINO CHINANTLAN REY DE COPAS
Sulfito Total 6.82 28.16 5.54
Sulfito Libre 2.56 4.74 2.12
Media 4.69 16.45 3.83
S 3.01 16.56 2.42
s? 9.07 274.25 5.85

Los datos fueron sometidos a un test de Bartlet para determinar si las varianzas de
los vinos en relacion a su contenido total y libre de sulfito. Las hipdtesis nula y

alternativa planteadas fueron:

-

' 2 _ 2 — 2

HG' ) SC.H:'J:GJ:t.!'m: - 5;"4:' ving = “Revde Copas
» 82 xgz oz G2

Hl ‘S'Cm]:a]:t.!a]: ’ ‘S'M: ving ~ Rev de Copas

Determinandose que HO se acepta si Xo” < X%.0s:n.1). LOS resultados asi obtenidos se

muestran en la tabla V.5.

Tabla V.5 Resultado del test de Bartlet, aplicado a los datos de la tabla V.4.

PARAMETRO VALOR
C 1.50
S%con; 96.39
%o 2.75
Xz(o.os, 2) 5.9915
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Tal y como se observa en la tabla V.5, las varianzas son iguales es decir son
homocedasticas y por lo tanto es posible aplicar el analisis de varianza para

comparar las medias de los vinos en lo relativo a sus contenidos de sulfito total y

libre. En este caso las hipotesis nula y alternativa planteadas fueron:

HD * Xchinantlan = Anivine '-L-Ré_'l..' de Copas
H,:

ey . . I ey ) ) I —_
""C.’::’J:a]:t.!a]: ’ "";‘bf: vino '-LRQ_L'G'Q Copas

En la tabla V.6, se muestran los resultados del ANOVA aplicado.

Tabla V.6 Resultado del ANOVA, aplicado a los datos de la tabla V.4.

ORIGEN DE LAS VARIACIONES SC GL CM Fecal Ftab
Entre grupos 198.87 2 99.43

Dentro de los grupos 289.17 3 96.39 | 1.03 | 9.55
Total 488.04 5

Tal y como se observa en la tabla V.6, el F¢; es menor que el Fip, por lo tanto, las

medias de los resultados son iguales, esto es que no hay diferencias entre los vinos

estudiados si tomamos como parametros los sulfito total y libre.

Finalmente se compararon los contenidos de sulfitos. Para esto se invirtio los datos

de la tabla V.4 y se obtuvo una nueva matriz de comparaciones, los datos asi

ordenados se muestran en la tabla V.7.
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Tabla V.7 Contenido medio de sulfito total, libre, media, desviacion estandar y

varianza, de las muestras de vino.

VINO SULFITO TOTAL SULFITO LIBRE
Rey de Copas 5.54 212
Mi vino 6.82 2.56
Chinantlan 28.16 4.74
Media 13.51 3.14
S 12.71 1.40
S? 161.45 1.97

Los datos fueron sometidos a un test de comparacion de medias de dos conjuntos de
datos, o test de Fisher, para determinar si las varianzas de los contenidos de sulfito
total y libre eran iguales en relacion a los vinos estudiados y de esta forma
determinar el tipo de comparacion de medias que aplicarle a estos parametros. Las

hipotesis nula y alternativa planteadas fueron:

-

v 02 _ 2
HG' ' “sulfito Total = “Sulfito Libre

- ) -

H " = — =
1" “sulfito Total T “Sulfito Libre

Determinandose que Hp se acepta si Fcal < Fiap(.05:n-1). LOS resultados asi obtenidos

se muestran en la tabla V.5.

Los resultados de la comparacion de varianzas indican que las varianzas de los
contenidos de sulfito total y libre son distintas, por lo que procedimos a la
comparacion de las medias de estos contenidos utilizando una prueba de contraste

suponiendo varianzas diferentes.
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Tabla V.8 Resultado de la comparacion de varianzas de los contenidos de sulfito

total y libre en las muestras de vino.

SULFITO TOTAL | SULFITO LIBRE
Media 13.51 3.14
Varianza 161.45 1.97
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
Fcal 82.02
Ftab (una cola) 19.00

Para la comparacion de medias planteamos las siguientes hipotesis:

HD ' xS‘u.!'_;l‘:'to Total — -x51e.!'_;|‘:'to Libre

Hl : xS‘u.!'_;l‘:'to Total & xS‘u.!'_;l‘:'to Librea

En la tabla V.9, se muestran los resultados de la comparacion de las medias de los

contenidos de sulfito total y libre.

Tabla V.9 Resultado de la comparacion de medias de los contenidos de sulfito total y

libre en las muestras de vino.

SULFITO TOTAL SULFITO LIBRE
Media 13.51 3.14
Varianza 161.45 1.97
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2
tcal 1.40
tian (dOs colas) 4.30

Tal y como se observa en la tabla V.9, el t.; es menor que el tip, por lo tanto, las
medias de los resultados son iguales, esto es que no hay diferencias entre los
contenidos de sulfito total y libre en los vinos estudiados, lo cual nos indica que a

pesar de las diferencias observadas graficamente, estas no son significativas, por lo
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que los vinos estudiados pueden ser considerados similares estadisticamente
hablando.
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VI. CONCLUSIONES

1.

Se optimizaron las condiciones cromatograficas para la separacion de los acidos
organicos malico, lactico, tartarico y succinico, encontrandose que el papel filtro
en conjunto con la fase eluyente de n-butanol y acido acético al 50% conteniendo
azul de bromofenol, presentaban las mejores separaciones. En estas condiciones
los acidos presentaban factores de retencion de: 0.512, 0.810, 0.352 y 0.783

respectivamente.

. Se identificaron los acidos organicos malico y lactico en las muestras de vino Mi

Vino, Chinantlan y Rey de Copas utilizando las condiciones cromatograficas ya
optimizadas, encontrandose acido malico en los vinos Mi Vino y Chinantlan y

Lactico en los vinos Chinantlan y Rey de Copas.

Se determiné la cantidad de sulfito libre y total en muestras de vino,
encontrandose que el vino Chinantlan posee la mayor cantidad de sulfito total y
libre, 28.16 y 4.74 mg/L, mientras que el vino Rey de Copas presenta la menor

cantidad de sulfito total y libre, 5.54 y 2.12 mg/L respectivamente.

Se comparé estadisticamente los contenidos de sulfito libre y total en las
muestras de vino estudiadas, encontrandose que no existen diferencias
significativas entre los vinos en relacion a sus contenidos de sulfitos y de los

sulfitos en relacion a los vinos estudiados.
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VIl. RECOMENDACIONES

Una vez finalizada la presente monografia tomando en cuenta los resultados

obtenidos, creemos conveniente realizar las siguientes recomendaciones:

1. Ampliar del universo de muestras para ajustar en mejores condiciones la

separacion cromatografica de los acidos organicos.

2. Cuantificar la cantidad de acidos organicos en las muestras de vinos utilizando
otra técnica cromatografica como Cromatografia de Gas o Cromatografia Liquida

de Alta Resolucion.

3. Aumentar la cantidad de parametros fisico-quimicos a ser estudiados en las

muestras de vino.

4. Estudiar la posibilidad de trasladar la experiencia adquirida a empresas
artesanales de elaboracion de vinos de frutas de la Region del Occidente del

pais.
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