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1 INTRODUCCION

El vino es una de las bebidas fermentadas mas antiguas que ha producido el
hombre a lo largo de su historia, por lo que su produccién y consumo han sido de

gran importancia en diferentes contextos tanto sociopoliticos como religiosos.

Asi pues, la industria vinicola ha ido evolucionando la forma en la que se llevan a
cabo los distintos procesos de cultivo, cosecha, maceracion, fermentacion,
afiejamiento, etc., para producir cada vez vinos de mejor calidad. Es por ello que,
dentro del proceso de produccion del vino, se utilizan distintos andlisis en cada
etapa; uno de ellos es el analisis quimico, el cual funge como base indicadora para
el inicio y termino de cada etapa; esto se logra monitoreando los niveles de los
distintos compuestos presentes en la uva y el mosto, asi como también en el vino
una vez que esta en barrica o botella para su afiejamiento. Gracias a este tipo de
andlisis se sabe que los vinos pueden llegar a tener hasta mas de 1000 compuestos

diferentes (Compound Interest, 2014).

A pesar de ser una matriz tan compleja, a lo largo del tiempo los vinicultores han
aprendido que principalmente son cuatro los factores que se deben combinar para
dar balance al producto final; el contenido de azucares, el grado alcohdélico, la acidez
y los compuestos polifendlicos (Garritz , 2011). Ademas, una buena combinacién de
estos factores va de la mano con las caracteristicas organolépticas que busca cada
vinicultor en su vino. Asi pues, el proceso de produccion vinicola no sélo se basa en
un tipo de analisis, sino que intervienen también el analisis sensorial y la experiencia
del fabricante ademas del analisis quimico, todo esto en conjunto es lo que

asegurara conseguir un vino Unico y de calidad.



2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

El presente proyecto esta dirigido principalmente al analisis quimico de dos de los
pardmetros que determinan la calidad en el vino; los azucares reductores y los
compuestos polifendlicos. Ademas, se estudid y determiné la acidez titulable,
conformada por acidos organicos que, aunque se encuentran en baja
concentracion, también intervienen de manera importante en caracteristicas como
el aroma, el sabor, el color y la conservacion del vino con el fin de complementar la

caracterizacion de las muestras.

Actualmente se usan distintas técnicas para la determinacion de la concentracion
de estos compuestos; la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV)
establece dentro de sus métodos analiticos, analisis para medir la concentracion de
azucares, alcoholes, acidos, compuestos metalicos, compuestos nitrogenados,
taninos, etc. Sin embargo, la mayoria de dichos analisis se basan en técnicas
fisicoquimicas y analisis biolégicos que generalmente requieren de un
pretratamiento de la muestra, son tardados y de altos costos; esto representa un
problema para los vinicultores ya que requieren que el andlisis quimico sea rapido,
eficaz y que aporte informacion que pueda ayudar al vinicultor a determinar el inicio
y fin de las diferentes etapas del proceso de produccion, como por ejemplo: el grado
de maduracion de la uva para la vendimia, los niveles de azucares en la etapa de

fermentacién y la cantidad de taninos en el afiejamiento, entre otros.

Algunas de las técnicas mas utilizadas actualmente para los métodos de analisis en

la industria vinicola son:

Cromatografia de gases y HPLC.
Espectrofotometria de absorcion atdmica y de emision de llama.
Espectroscopia IR y espectrometria de masas.

Resonancia magnética nuclear.

vV V V V V

Métodos enzimaticos (kits enzimaticos).



Por lo tanto, nace la necesidad de desarrollar nuevos meétodos de analisis basados
en otras técnicas para la cuantificacion de los principales compuestos de interés
para los vinicultores que sean mas rapidos, sencillos y de menor costo en
comparacion con los que existen actualmente; esto con el fin de complementar la
parte del andlisis sensorial, que se realiza a la par, y tener un fundamento

cuantitativo que respalde lo cualitativo.

Los analitos mencionados como objeto de estudio de este proyecto son compuestos
que presentan propiedades oxidorreductoras, por lo que se podrian analizar
electroquimicamente. Asi, la quimica analitica y sus técnicas como la
potenciometria, representan una gran herramienta potencial para la industria
vinicola, ya que sus métodos utilizan cantidades de muestra pequefas que
generalmente no requieren pretratamientos complicados y son mucho mas rapidos

comparados con los métodos fisicoquimicos usados actualmente.

2.2 Objetivo general

Desarrollar y aplicar nuevos métodos de analisis, basados en la potenciometria, que
sean mas rapidos, sencillos y costeables para la determinacion cuantitativa de
compuestos polifenélicos totales y de azucares reductores (glucosa mas fructosa)
presentes en muestras de vino tinto variedad Cabernet Sauvignon como alternativa

y complemento a los métodos que se utilizan actualmente.

2.3 Objetivos particulares

» Determinar la concentracion de azucares reductores residuales (glucosa y
fructosa, principalmente), por medio de la reaccion de Fehling.

» Determinar la concentracion de sacarosa invertida, por medio de la reaccion de
Fehling.

> Determinar la acidez titulable.



» Determinar la concentracién de polifenoles totales, por el método de Folin-
Ciocalteu.
» Determinar la concentracion de polifenoles totales, por valoraciones

potenciométricas con yodato (I03”) como oxidante.
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3 ANTECEDENTES

3.1 Elvino

En general, se define al vino como la bebida alcohdlica obtenida exclusivamente por
la fermentacion completa o parcial del mosto de uvas frescas y maduras o del mosto
de la uva. Su graduacion alcohdlica puede variar entre el 8% y 16% Alc. Vol.,
dependiendo de diversos factores como el tipo de uvas utilizadas, el clima, las
caracteristicas del suelo, el momento de la vendimia, los distintos procesos durante

la vinificacién, etcétera (OIV, 2018).

Esta bebida ha sido de gran importancia junto con la cerveza ya que son de las
bebidas alcohdlicas méas antiguas en la historia de la humanidad. Actualmente, la
uva es la fruta mas cultivada a nivel mundial y ademas, el 90% de su produccion es

destinada a la elaboracion de vino (Gillespie, s.f.).
3.1.1 Historia del vino

El vino es una bebida envuelta por una gran historia y tradicion, ya que ha
acompafado al hombre a lo largo de mucho tiempo, incluso se piensa que su
consumo comenzé antes del florecimiento de las grandes civilizaciones. Debido a
lo anterior, esta bebida ha evolucionado junto con el hombre y aunque no se sabe
realmente si fue una invencibn o un descubrimiento es indiscutible su gran

importancia (Noriega Rendon, 2016).

Se han encontrado evidencias de fosiles de hojas y semillas, que pertenecieron a
vides silvestres, en cavernas en distintas zonas del planeta, por lo que se puede
inferir que este fruto ya formaba parte de la dieta del hombre primitivo. Sin embargo,
los origenes del vino, como bebida fermentada, no son claros; se tienen vestigios
de utensilios como vasijas al igual que pinturas mostrando a la vid, el proceso de
vinificacién y consumo de vino que datan de muchos afos antes de Cristo, alrededor
de 7000 a 3500 a. C. (Durand Guevara, 1993; Noriega Rendon, 2016). Se cree que

su origen pudo haber tenido lugar con los egipcios, los sumerios y los persas, debido
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a la evidencia encontrada en distintas zonas arqueoldgicas ocupadas por estas
civilizaciones (Garritz , 2011). Su origen es difuso, pero no por haber poca evidencia,
sino todo lo contrario, existe una gran cantidad de vestigios encontrados, por lo que

es dificil determinar si la elaboracion del vino se difundié de un solo punto, o si tuvo

un origen simultaneo en distintas ubicaciones.

Figura 1.- Representacion de la pisada y vendimia de la uva en Tebas, Egipto.
Pintura de una de las paredes de la tumba del escriba Najt, alrededor de
1410-1370 a. C.

Lo que si es claro es que esta bebida ha sido de gran importancia a lo largo del
tiempo, lo cual es evidente debido a las distintas formas en las que el hombre ha
buscado preservar el arte de la elaboracion de este elixir, asi como expresar su gran
devocién hacia él; desde pinturas, esculturas y escritos que hacen referencia a la
vid y el consumo del vino. Asi pues, es bien sabido que culturas como la griega,
egipcia y romana tuvieron deidades a las que les adjudicaban el haber traido la vid

y, en consecuencia, el vino a sus vidas.

Uno de los libros mas famosos, y a la vez mas antiguos, es la Biblia, en la cual

podemos encontrar varios pasajes donde se menciona a esta bebida. Por ejemplo,

12



en el antiguo testamento, en el Génesis, se menciona que una vez concluido el
diluvio y que Noé pudo pisar la tierra, este comenzo a labrarla y planté una vifia;
bebié del vino y se embriagd. Otro famoso pasaje es el primer milagro de Jesus
cuando convirti6 el agua en vino en las bodas de Can4; también en la Ultima Cena

Jesus usa el vino como simbolo de su sangre (Durand Guevara, 1993).

Figura 2.- La Bacanal de los Andrios de Tiziano (1523 — 1526) es una de las pinturas

renacentistas mas importantes. En ella se representa una fiesta (bacanal) del Dios
del vino, Baco, que tiene lugar en la isla de Andros tan favorecida por este Dios que
el vino emanaba de un rio. Esta pintura se encuentra en el Museo del Prado,
Espana.
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El vino tuvo una gran expansion por Europa, Asia, Africa y América, llegando a este
altimo continente por primera vez con los conquistadores espafioles a México (Nieto
Godinez, 2010). En América se fueron encontrando regiones propicias para el
cultivo de la vid, por ejemplo; el Valle de Guadalupe en México, Nappa Valley en
Estados Unidos, el Valle del Maipo en Chile, entre otros. Las vides americanas
fueron de gran importancia a finales del siglo XIX cuando tuvo lugar la plaga de la
Filoxera, insecto que por poco extermina los vifiedos europeos. IrOnicamente, la
Filoxera lleg6 a Europa desde América y fue gracias a las especies americanas que
se pudo controlar la plaga ya que algunas de ellas son resistentes a dicho insecto.
Fue asi como se hizo uso de dichas vides como porta injertos para las vides
europeas, con lo cual se rescataron muchas de las variedades que hoy conocemos
(Durand Guevara, 1993).

Figura 3.- Insecto de la Filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) en sus distintas formas y

como se ve una hoja de la vid infectada.
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Actualmente, el consumo y produccién de vino se ha globalizado de tal forma que
podemos encontrar infinidad de productos en el mercado, los cuales se pueden
dividir en dos grandes bloques; los vinos provenientes del Viejo Mundo y los del
Nuevo Mundo. Los primeros son, basicamente, vinos producidos en Europa en
regiones donde la cultura y tradicion del vino son antafias; Italia, Espafia, Grecia,
Francia y Alemania son algunos de los paises que conforman este grupo. Las
técnicas del Viejo Mundo dependen profundamente de la tradicién por lo que en
estas regiones la normatividad es sumamente estricta. Por otro lado, los vinos del
Nuevo Mundo provienen de regiones donde la elaboracion del vino es relativamente
nueva, como México, Estados Unidos, Chile, Nueva Zelanda, Sudafrica, entre otros.
Los productores de estos paises se enfocan mas en la experimentacion y aplicacion
de tecnologias modernas para resaltar caracteristicas especificas y, por ende, en
comparacion con el Viejo Mundo, la normatividad es mucho menos estricta y, en

algunas ocasiones, poco considerada (Wesson, 2008).

La gran expansion del vino se ha alcanzado, por un lado, debido al deseo de los
vinicultores de experimentar nuevos procesos, en nuevas regiones, con nuevas
condiciones, etc. Y, por otro lado, el del consumidor, debido a la popularidad del
maridaje y las caracteristicas benéficas a la salud que se le atribuyen al consumo

moderado de esta bebida.
3.1.2 Consumo y aspectos relacionados a la salud

El vino se relacion6 con aspectos benéficos para la salud practicamente desde sus
inicios hasta el siglo XX; las antiguas civilizaciones lo usaron (como en general, a
todas las bebidas alcohdlicas) para prevenir y curar enfermedades, como
anestésico, vasodilatador, desinfectante, estimulador del apetito y hasta como
inductor del suefio (Mufioz Ramos & Avila Granados, 2001). Fue en el siglo XX
cuando se desaté una guerra contra las bebidas alcohdlicas y los prohibicionistas
persuadieron a la sociedad de que este tipo de bebidas eran indeseables para el
consumo humano. Sin embargo, a partir de la década de 1990 comienza a resurgir
el interés por parte de la comunidad médica sobre los beneficios del consumo

moderado del vino (Jackson, 2008).
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3.1.3 Lavid

La planta de la vid, parra o vifia es un arbusto sarmentoso y trepador que puede
llegar a medir hasta més de 30 metros en su vida silvestre pero cuando es tratada
por el hombre se poda anualmente quedando reducida a un pequefo arbusto de 1
metro aproximadamente. Su fruto, la uva, es comestible y es la materia prima para
la elaboracion de vino principalmente, aunque se pueden obtener otras bebidas
alcohdlicas (Nieto Godinez, 2010). Se puede reproducir por medio de las semillas
de la uva, aunque normalmente suelen usarse sarmientos de viejas vides que se
plantan sobre la tierra o sobre portainjertos de variedades seleccionadas (Noriega
Renddn, 2016).

La vid pertenece a la familia Vitaceae la cual se conforma por 12 géneros, aunque
hay quien dice que esta familia puede incluir hasta 19. Dentro de estos géneros se
encuentran Ampelopsis y Parthenoccisus los cuales incluyen vifias silvestres, y Vitis
el cual es originario de las zonas templadas o calidas del hemisferio norte (América,
Asiay Europa) y es el responsable de las variedades cultivadas para todas las uvas
de mesa, pasas y elaboracion de vino alrededor del mundo (Moreno & Peinado,
2012; Nieto Godinez, 2010). El género Vitis se divide en dos subgéneros: Euvitis y
Muscadinea. Este género contiene alrededor de 60 especies (Noriega Renddn,
2016) siendo la mas importante la Vitis vinifera o las especies europeas ya que son
las utilizadas para la elaboracion de vinos de gran calidad. Por otro lado, se
encuentran también las especies americanas Vitis rupestris, riparia, berlandieri,
labrusca, entre otras que son también de gran importancia porque han sido
utilizadas como porta-injertos (Moreno & Peinado, 2012) para producir hibridos
resistentes a plagas como la Filoxera ya mencionada, asi como para obtener vides

con caracteristicas especificas.

La Vitis Vinifera que como ya se dijo, es la especie mas utilizada para la elaboracion
de vino, produce frutos redondos, ovalados o alargados los cuales se aglomeran en

un racimo. Dentro de esta especie hay alrededor de 6800 variedades conocidas,
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todas ellas son distintas debido a su ubicacién geogréfica, condiciones climéticas,
asi como la composicion del suelo entre muchos otros factores (Durand Guevara,
1993; Moreno & Peinado, 2012; Nieto Godinez, 2010; Noriega Rendon, 2016).

La anatomia de la Vitis vinifera se conforma de las siguientes estructuras.

Brotes o sarmientos

HOjaS Fruto

Cabeza Brazos

Tronco

Figura 4.- Morfologia general de Vitis vinifera.

3.1.4 Tipos de vino

Haciendo hincapié en que se considera vino a la bebida proveniente, estrictamente,
de la fermentacion alcohdlica de la uva y el mosto (jugo de la uva sin fermentar); en
el mercado se pueden encontrar productos como los mal llamados vino de
manzana, de peray otros tipos de fruta que sélo confunden al consumidor. A pesar
de que dicha definicion sea muy puntual y estricta, hay una gran variedad de vinos
gue se diferencian entre si por la complejidad misma del vino, pero también por los

procesos de elaboracion y condiciones en las que se llevan a cabo. En seguida se
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muestran algunos de los grupos mAas importantes con sus principales

caracteristicas:

>

Vino de mesa. A este grupo pertenecen todos los vinos aptos para el
consumo que proceden de variedades de uva autorizadas y cuyo proceso de
elaboracion esta debidamente regulado.

Vino blanco. En el proceso de elaboracion de este tipo de vinos no se incluye
el proceso de contacto del mosto con los hollejos y semillas. Puede obtenerse
tanto de uvas tintas como de blancas.

Vino tinto. Se produce a partir de uvas tintas cuyo color, contenido en los
hollejos, es extraido a través de un determinado proceso en la elaboracion,
la maceracion.

Vino rosado. Estos vinos pueden obtenerse de variedades de uva tintas o
mezclas de tintas y blancas (aunque existen también algunas pocas
variedades rosadas), cuyos mostos son macerados, pero en menor medida
que en la elaboracién de un vino tinto.

Vino de aguja. Debido a la variedad de la que se obtiene o de un proceso de
elaboracion especial, este vino conserva gran parte del gas carbénico
producido en la fermentacién de los azlcares. En este tipo de vino se alcanza
una presién maxima de 3 atmdsferas, medidas a 20 °C, por lo que el gas que
se desprende no es suficiente para producir espuma.

Vino espumoso. Contienen gas carboénico; sin embargo, a deferencia de los
vinos de aguja, lo contienen en mayor medida debido a su proceso de
elaboracién ya que en ellos puede haber hasta una doble fermentacién. Su
caracteristica mas usual, como su nombre lo dice, es la espuma blanca y
consistente que se produce al descorchar una botella de este tipo. Las
variedades de uva utilizadas y su proceso de elaboracion estan estrictamente
regulados.

Vino gasificado. A diferencia de los dos tipos anteriores a estos vinos se les
afade artificialmente el diéxido de carbono que contienen.

Vino amistelado. Su graduacion alcohdlica es superior a los 13° y su

contenido de materias reductoras es mayor a 100 g.
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» Vino aromatizado. Se obtiene de un vino base al cual se le agregan diversos
componentes vegetales autorizados y su graduacion alcohdlica es mayor a
los 14°.

» Vino chaptalizado. Estos vinos son elaborados principalmente cuando las
condiciones climaticas no han sido las favorables para una buena
maduracion de la uva por lo que el nivel de azlcares es bajo y se compensa
afiadiendo azucares como sacarosa. El proceso de chaptalizacion es ilegal
en algunas regiones, sobre todo del Viejo Mundo.

» Vino generoso. Son mas fuertes, afiejos y con altas graduaciones alcohdlicas
(entre 14°y 23°). Su elaboracion sigue procesos muy tradicionales a partir de

variedades muy selectas. (Mufioz Ramos & Avila Granados, 2001)
3.1.5 Vinos tintos variedad Cabernet Sauvignon

Esta variedad es una de las mas famosas y difundidas debido a que se adapta a
una gran variedad de climas, siendo especialmente resistente al viento y la sequia,
es por ello que se cultiva en casi cualquier regién vinicola. De origen francés y
procedente de la regiébn de Burdeos, anteriormente se creia que era una de las
variedades mas antiguas, derivada de las bituricas, como se denominaba al
conjunto de uvas con las que elaboraban vino los romanos, pero ahora se sabe que
proviene de una cruza entre las variedades Cabernet Franc y Sauvignon Blanc, que
data del siglo XVII (Gerschman, 2012).

Sus vinos son perfectos para la crianza en barrica y un largo envejecimiento debido
a dos grandes caracteristicas; su acidez natural y alto contenido tanico proveniente

de sus gruesos hollejos.

Sus bayas son pequefias, acidas, de un color violeta muy oscuro y piel gruesa. Sus
aromas mas caracteristicos son frutos como la grosella, cereza negra y la ciruela, y
hierbas. En algunos casos se tienen aromas a pimiento y menta cuya presencia se
debe principalmente al clima y al nivel de exposicion al sol. En boca son sedosos,

de gran cuerpo y muy astringentes, esto Ultimo por su gran contenido tanico.
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Ademas, es muy comun que se mezcle con vinos obtenidos de otras variedades

como la Cabernet Franc o Merlot. (Gerschman, 2012; Jackson, 2008)

A

Figura 5.- Racimos de uva variedad Cabernet Sauvignon.

3.2 Composicion quimica del vino

El vino es una matriz muy compleja debido a que contiene una gran cantidad de
compuestos; no se puede determinar una cifra exacta, pero se tienen estimaciones
gue van de 800 hasta mas de 1000 compuestos diferentes para un vino tinto en
promedio. En general, la composicién de un vino tinto esta dada principalmente por
agua (86%), etanol (12%), glicerol (1%), acidos organicos (0.4%) y compuestos
fendlicos (0.1%) (Compound Interest, 2014).
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THE CHEMISTRY OF WINE

86% 0.4%
ORGANIC TANNINS & OTHER
WATER ETHANOL GLYGEROL ACIDS PHENOLICS COMPOUNDS

NOTE THAT THESE FIGURES ARE FOR AN AVERAGE COMPOSITION - EXACT PERCENTAGES WILL VARY DEPENDING OMN THE PARTICULAR WINE

Figura 6.- Composicién promedio para un vino tinto (Compound Interest, 2014).

Los componentes mencionados anteriormente son los componentes que se
encuentran en mayor proporcion, pero el vino también contiene compuestos como
azuares, pectinas, aldehidos, cetonas, ésteres, lactonas, compuestos nitrogenados,
vitaminas, minerales, gases disueltos, etc., que no son menos importantes, ya que
influyen de manera determinante en las caracteristicas organolépticas del vino, o

bien sirven para conservar dichas caracteristicas (Jackson, 2008).

Sin embargo, son los azlcares, la acidez, los taninos (o compuestos fendlicos) y el
grado alcohdlico, los factores a los que los vinicultores prestan mayor atencion para
elaborar un vino con las caracteristicas deseadas; por lo que hablaremos

brevemente de dichos factores a continuacion.
3.2.1 Azlcares

Los azlcares son una categoria de los carbohidratos que se caracterizan por tener
varios grupos hidroxilo (-OH) en su estructura ademéas de un grupo aldehido o
cetona (Jackson, 2008). Los azucares simples pueden polimerizarse entre si o con
otras moléculas para formar compuestos mas complejos, aunque sélo algunos de
los azlcares simples presentan dulzor. Por lo tanto, dependiendo de su grado de
polimerizacion, pueden clasificarse en monosacaridos, disacaridos, trisacaridos,

etc., y polisacaridos (Moreno-Arribas & Polo, 2009).
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Los principales azucares en las uvas son la fructosa y glucosa, aunque llegan a
contener otros, pero en cantidades insignificantes. La sacarosa, que es un
disacarido de la glucosa y fructosa, raramente se produce en uvas de Vitis vinifera.
Sin embargo, se puede llegar a encontrar en el vino como subproducto de la
fermentacién llevada a cabo por las levaduras (Jackson, 2008).

El contenido de azlcares es de suma importancia tanto en las uvas como en el vino
ya que estos compuestos intervienen en etapas determinantes en la produccion de
esta bebida como, por ejemplo: el comienzo de la vendimia y la transformacion del
mosto en vino, es decir, la fermentacion. El contenido de azucares, como se
menciono, es un parametro de calidad, ya que determina el contenido alcohdlico, y
contribuye al sabor, entre otras propiedades organolépticas del producto final
(Moreno & Peinado, 2012). También son precursores de compuestos como el
glicerol, el tercer componente mayoritario después del agua y etanol, el cual

proporciona cuerpo y dulzor al vino (Moreno-Arribas & Polo, 2009).

La concentracidon de azUcares es determinante en el proceso de vinificacién ya que
la levadura que se utiliza generalmente en este proceso, Saccharomyces
cerevisiae, obtiene su energia metabdlica principalmente de la glucosa y fructosa
en el proceso de fermentacién (Jackson, 2008). Por otra parte, en los vinos los
azucares que no son fermentados se denominan azucares residuales; en este grupo
podemos encontrar azUcares no fermentables como manosa, galactosa, arabinosa,
ribosa, xilosa y ramnosa, y pequefias cantidades de glucosa y fructosa no
fermentadas (Jackson, 2008; Moreno-Arribas & Polo, 2009). Cabe recalcar también
que, el contenido de azlcares puede aumentar ligeramente en el proceso de crianza
debido a la ruptura de glucoésidos contenidos en la madera de las barricas o debido
a la levadura ya que, como se menciond anteriormente, estas pueden sintetizar y

liberar azlUcares al medio.

En la uva, el contenido de azUcar y la acidez estan correlacionados y dependen en
gran parte del clima; en climas céalidos la concentracion de azlcares es mayor que
la acidez mientras que en climas con bajas temperaturas la acidez sera mayor que

los azucares producidos (Delanoe, Maillard, & Maisondieu, 2003). Ademas, las uvas
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de V. vinifera generalmente llegan a alcanzar una concentracion del 20% (m/v) o
masn la madurez mientras que las uvas de otras especies, como V. lambruscay V.
rotundifolia, rara vez alcanzan esos niveles. Es por alguna de estas dos razones
que los vinicultores pueden llegar a agregar azlcar, generalmente en forma de
sacarosa en polvo o mezclando mostos, para alcanzar el 12% de contenido
alcohdlico tipico para la mayoria de los vinos. A dicho proceso se le conoce como

Chaptalizaciéon (Jackson, 2008).
3.2.2 Acidos orgéanicos

Los &cidos son compuestos que se caracterizan por la ionizacion y liberacion de
iones hidronio (HsO™"). En los compuestos organicos esta propiedad esta asociada
principalmente con los grupos carboxilo. Su grado de ionizacién en el vino esta
determinado por diversos factores como el pH, las caracteristicas individuales de
cada &cido y el contenido de cationes; en particular, la presencia de potasio (K*) en
alta concentracion, puede desplazar el equilibrio acido-base del acido tartarico por

la precipitacion del tartrato acido de potasio.

En general, los vinos blancos se caracterizan por tener un mayor contenido de
acidez que los vinos tintos. En este sentido, se espera que el pH se encuentre entre
3.1y 3.4 para la mayoria de los vinos blancos, y entre 3.3 y 3.6 para los vinos tintos
(Jackson, 2008).

Los acidos presentes en el vino provienen principalmente de dos fuentes: de la uva
y de los procesos metabdlicos de la levadura (Moreno & Peinado, 2012). En la
vinicultura, la acidez se divide en dos categorias; fija y volatil. La acidez volatil se
refiere al conjunto de acidos que pueden ser separados facilmente de la matriz por
destilacién simple para después cuantificarlos haciéndolos reaccionar con una
base; el acido acético es el componente principal de la acidez volatil pero también
se pueden encontrar otros acidos carboxilicos como el acido férmico, propionico y
butirico (Jackson, 2008). Por otro lado, la acidez fija es aquella conformada por
acidos con pesos moleculares mayores y que por ende no se remueven por

destilacién; el acido tartarico es el mas importante pero también se encuentran
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acidos como el mélico, lactico, succinico y piravico (Moreno & Peinado, 2012). En
conjunto, los dos tipos de acidez conforman la acidez total o acidez titulable; este
altimo es un término mas apropiado debido a que usualmente la acidez del vino se
determina por titulaciones potenciométricas en donde se da seguimiento al cambio
en el pH de una alicuota al agregar una base. Esta acidez puede expresarse en
diferentes formas, ya sea en términos de equivalentes de acido aceético, tartéarico,

malico, citrico, lactico o sulfarico por litro (Jackson, 2008).

El pH de un vino esta determinado principalmente por la acidez fija que en mayor
proporcion esta constituida por los acidos tartarico y malico. Estos acidos provienen
de la pulpa de la uva; durante los procesos de maduracion de la uva, asi como la
vinificacion del mosto, sus niveles disminuyen debido a distintos procesos quimicos.
Por otro lado, si el vino sufre una fermentacién malolactica, el acido malico es

reemplazado por &cido lactico (Jackson, 2008).

Ademas de los &cidos organicos mencionados, el vino contiene 4cidos inorganicos
como los acidos sulfurico y carbonico que realmente se encuentran como gases
disueltos que entran en un equilibrio dinamico en disolucion dando lugar a dichas

especies acidas.

El papel de la acidez es crucial en los vinos ya que ayuda a mantener un pH bajo
para la estabilidad del color en los vinos tintos; a medida que el pH aumenta, las
antocianinas pierden su color rojo tornandose azules. Ademas, el acido tartérico es
altamente resistente al ataque de bacterias y otros microrganismos comunes en el
vino (Moreno & Peinado, 2012) Sumado a esto, la acidez influye también en los
equilibrios de ionizacion de los compuestos fendlicos; un pH alto (>3.9) desplazara
el equilibrio de estos compuestos a la forma disociada la cual es méas susceptible a
la oxidacion perdiéndose asi, el poder antioxidante del vino al igual que su
coloracién pasando de tonos rojizos y violetas a tonalidades cobrizas y turbias
debido a la formacién de precipitados (Jackson, 2008). La acidez es uno de los
parametros mas importantes en la calidad de un vino puesto que influye de manera
importante en distintas etapas del proceso de elaboracion y en las propiedades

organolépticas del producto final.
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3.2.3 Alcoholes

Los alcoholes son compuestos organicos que contienen uno o mas grupos hidroxilo
(-OH) en su estructura. Asi, esta familia de compuestos se puede clasificar de
acuerdo al numero de grupos hidroxilo que contienen; los alcoholes simples tienen
un solo grupo hidroxilo, los dioles y polialcoholes se conforman por dos o mas
grupos hidroxilo, respectivamente. Dentro de esta familia también encontramos a
los polifenoles los cuales son compuestos ciclicos de 6 carbonos que en sus
ramificaciones contienen uno o mas grupos hidroxilo, pero su quimica es tan distinta

gue suelen estudiarse aparte (Jackson, 2008).

El etanol es el segundo componente mayoritario y el alcohol mas importante en el
vino. Como ya se ha mencionado, es el producto principal de la fermentacion llevada
a cabo por la levadura (Durand Guevara, 1993). Sin embargo, si se lleva a cabo lo
gue se conoce como maceracion carbonica, que es el proceso en donde las uvas
(sin prensar) experimentan una fermentacion intracelular en presencia de una
atmosfera de COz, una parte del alcohol etilico provendra de las paredes celulares

de la uva.

Bajo condiciones normales para la fermentacién, el contenido alcohdlico puede
alcanzar valores de 14-15% Alc. Vol. Los principales factores que determinan la
produccion de etanol durante la etapa fermentativa son el contenido de azUcares
fermentables, la temperatura y el tipo de levadura utilizada. Adicionalmente, se
pueden alcanzar niveles superiores en el contenido alcohdlico agregando azucar
durante la fermentacion; a este proceso donde el contenido alcohdlico final es
superior al 15% se le conoce como fortificacion (Jackson, 2008).

Por otro lado, el etanol es determinante en la estabilidad y afiejamiento, asi como
en las propiedades sensoriales del vino. El alcohol etilico inhibe el crecimiento de
microrganismos que pueden ser perjudiciales, dicha propiedad, combinada con la
acidez, es lo que permite que los vinos se mantengan estables durante afios en
ausencia de aire. Ademas, el alcohol también sirve como disolvente para

compuestos no polares, y en el afiejamiento, junto con otros alcoholes, reacciona
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con los &cidos organicos y aldehidos para producir ésteres y acetales que son

determinantes en el aroma (Jackson, 2008).

El metanol es otro constituyente alcohdlico que, aunque se encuentra en niveles
insignificantes, entre 0.1-0.2 g/L, su monitoreo es importante debido a que su
metabolismo puede generar formaldehido y acido formico los cuales son toxicos
para el consumo humano ya que pueden provocar ceguera e incluso la muerte. El
metanol nunca se acumula en concentraciones téxicas bajo procesos de
elaboracion legitimos. Se genera por la ruptura enzimatica de pectinas, pero
afortunadamente y distinto a la mayoria de las frutas, las uvas son bajas en dichos
compuestos. Por lo tanto, el vino resulta ser la bebida fermentada con el menor

contenido de metanol (Durand Guevara, 1993).

Los alcoholes con mas de dos atomos de carbono son llamados alcoholes
superiores, dichos alcoholes también se encuentran en el vino y se generan como
subproductos de la fermentacién, aunque también pueden provenir de la uva; el 2-
etil-1-hexanol, alcohol bencilico, 2-feniletanol, 3-octanol, son algunos ejemplos de
los alcoholes superiores que pude contener un vino. Dichos compuestos pueden
llegar a representar alrededor del 50% de los constituyentes aromaticos (Jackson,
2008).

En los polialcoholes tenemos el glicerol que como ya se ha sefialado, es el tercer
constituyente mayoritario del vino. Es frecuente que los vinos tintos alcancen
concentraciones superiores (~10 mg/L) a comparacién de los vinos blancos (~7
mg/L). Ademas de ser uno de los compuestos mayoritarios es de gran importancia

ya que le confiere cuerpo al vino ademas de aportar al dulzor (Jackson, 2008).
3.2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un subgrupo de los alcoholes que presentan
propiedades muy distintas a la de los alcoholes alifaticos. Esta familia de
compuestos y sus derivados es tan grande y compleja que suele estudiarse por

separado.
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Los compuestos fendlicos o polifenoles como también se les denominan, tienen
distintas propiedades que determinan gran parte de las caracteristicas y calidad de
los vinos tintos ya que afectan tanto en el color, aroma, sabor, sensacién en boca,
asi como en las propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Moreno & Peinado,
2012). También son importantes en los vinos blancos, aunque en estos se
encuentran en menor proporcion. Principalmente son extraidos de la uva (de la piel
y las semillas) aunque también se extraen pequefias cantidades de la madera de

las barricas (Jackson, 2008).

Estructuralmente son compuestos ciclicos de benceno que poseen uno o mas
grupos hidroxilo. Generalmente, estos compuestos se dividen en dos grandes

grupos, los flavonoides (difenilpropanoides) y los no flavonoides (fenilpropanoides).

La estructura base de los flavonoides se caracteriza por un esqueleto Cs-C3-Cs que
se conforma de dos anillos fendlicos (A y B) unidos por un anillo pirano central con
3 carbonos. Los tipos de flavonoides mas comunes en el vino son los flavonoles,
catequinas (flavan-3-oles) y las antocianinas. Ademas, estos compuestos se
pueden encontrar no solo de manera libre sino también formando polimeros con

otros flavonoles, azucares, no flavonoides, etc. (Moreno & Peinado, 2012)

Figura 7.- Estructura basica de los compuestos flavonoides conformada por un
esqueleto Cs-C3-Cs (Jackson, 2008).
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Por otro lado, los no flavonoides son estructuralmente mas simples pues
primordialmente, los compuestos de este tipo que se encuentran en el vino son
derivados de los acidos cinamico y benzoico ademas de otros derivados fendlicos
como los estilbenos, por ejemplo: el resveratrol, los acidos gélico, vanilico, salicilico,
p-cumarico, clorogénico, caféico, entre otros. Al igual que los flavonoides, se pueden
encontrar formando compuestos mas complejos con azucares, alcoholes y otros
acidos organicos, aunque comunmente aparecen como ésteres con el acido
tartarico. A los polimeros de ambos tipos de compuestos fendlicos, flavonoides y no
flavonoides, se les denomina genéricamente como taninos (Cervantes Diaz, 2013;
Moreno & Peinado, 2012).

OH
Rs COOH Rs . _COOH  Ho S ‘

R4 R2 R4 RZ

R3 R3 OH
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Figura 8.- Estructuras base de los acidos benzoicos (A), &cidos cindmicos (B) y uno
de los estilbenos mas importantes, el trans-resveratrol (C). (Cervantes Diaz, 2013)

3.3 Clasificacion del vino

La clasificacion del vino es importante para dar a conocer las propiedades
organolépticas, asi como para el control de calidad del producto final ya que va muy
relacionado con la normatividad, sobre todo en regiones con denominacion de

origen en donde la legislacion para la produccion de vino es muy rigurosa.

Existen distintas maneras de clasificar un vino, ya sea por el contenido relativo a un
componente (azucares, dioxido de carbono, alcohol), por la técnica de elaboracién

utilizada (vinos espumosos, vinos helados), la variedad de uva (Cabernet

28



Sauvignon, Tempranillo, Chardonnay) u origen geografico (Valle de Guadalupe,
Napa Valley, Borgofia). En general, podemos saber por la botella y la etiqueta
informacion referente a los distintos tipos de clasificaciones de un vino en particular
(Jackson, 2008; Mufioz Ramos & Avila Granados, 2001; OIV, 2018).

La OIV enlista distintas maneras de clasificar un vino, pero dentro de este trabajo
una de las clasificaciones de mayor interés es la relativa al contenido de azlcares

que se describe a continuacion.
3.3.1 De acuerdo al contenido de azUicares

Dentro de esta categoria tenemos 4 tipos de vino:

e Seco, cuando el contenido de azucares residuales es menor o igual a 4 g/L
0 9 g/L cuando la acidez total (expresada en equivalentes de acido tartérico)
no es inferior en mas de 2 g/L al contenido en azucar.

e Semiseco, cuando el contenido en azucar es mayor al punto anterior y
alcanza como maximo 12 g/L o 18 g/L cuando la diferencia entre acidez total
y el contenido en azucar no supera los 10 g/L.

e Semidulce, cuando el contenido en azlcares es mayor al punto anterior y
tiene como méaximo un valor de 45 g/L.

e Dulce, cuando el vino tiene un contenido minimo de azucares de 45 g/L.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Generalidades

Este trabajo se puede dividir en 3 partes; la primera es la aplicaciéon de un método
potenciométrico modificado, el cual se ha desarrollado en trabajos previos a este en
el laboratorio 114 de la Facultad de Quimica de la UNAM, para el andlisis de
azucares reductores y sacarosa invertida con base en la reaccion de Fehling. Asi
también, se estudio el efecto de la clarificacion del vino con carbon activado previo
a la determinacién de azucares reductores. Finalmente, dentro de esta parte, se
determind el nivel de acidez en las muestras igualmente a través de la
potenciometria. En la segunda parte se determiné la concentracion de polifenoles
totales en las muestras por medio del método de Folin-Ciocalteu el cual es un
meétodo fisicoquimico. Y, por ultimo, en la tercera parte se desarrollé6 un nuevo
método potenciométrico para la determinacién de polifenoles totales en las

muestras de vino.
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4.2 Reactivos

Tabla 1.- Reactivos utilizados.

Reactivo Marca Pureza
Sulfato de cobre pentahidratado J. T. Baker (99.9 £ 0.1)%
Tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado J. T. Baker (99.9£0.1)%
Hidréxido de sodio (perlas) J. T. Baker 99.3%
Acido clorhidrico concentrado Reproquifin 36.5%
Reactivo de Folin-Ciocalteu Sigma-Aldrich -*
Acido galico Sigma-Aldrich 99%
Carbonato de sodio Alcali -*
Yodato de potasio J.T. Baker 99.8%
Biftalato de potasio J.T. Baker 99.95%

*Informacién no reportada

4.3 Equipos y material

e Espectrofotdmetro “Thermo Spectronic Unicam UV500”

e pH-metro “Metrohm 827~

e Balanza analitica Mettler AE 240

e Potenciémetro “Tacusel SN6”

e Electrodo de referencia de Ag/AgCI

e Electrodos de trabajo:
» Electrodo de cobre
» Electrodo de platino

» Electrodo combinado de vidrio
e Parrilla de calentamiento y agitacion magnética “Corning PC-420D”
e Material basico de laboratorio: vasos de precipitados, vidrio de reloj,

probetas, pipetas graduadas y volumétricas, micropipetas, buretas, matraces
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volumétricos, termometro, perilla de succién, tubos de ensayo, gradilla,

soporte universal, papel filtro, etc.

4.4 Muestras

Se analizaron 7 muestras de vino tinto, todas ellas de la variedad Cabernet
Sauvignon, producidas tanto en regiones nacionales como extranjeras y se eligieron
de la siguiente manera: (i) 1 marca (Finca Las Moras) de Argentina; (ii)) 4 marcas
(Aromo, Aromo Reservado, Emiliana y Tocornal) de Chile; y (iii) 2 marcas (Cud4tro
Soles y Santo Tomas) de distintas zonas de México; Aguascalientes y Baja
California, respectivamente. Dichas muestras, contenidas en botellas de vidrio,
fueron adquiridas en supermercados locales y almacenadas a temperatura
ambiente y fuera del alcance de la luz hasta su analisis. Previamente se trabaj6é con
un conjunto de vinos de las mismas marcas para los analisis preliminares con el fin
de encontrar experimentalmente las condiciones 6ptimas para cada determinacion.
Las determinaciones finales, de las que se muestran los resultados en esta tesis,
fueron realizadas en un lapso de 5 dias, realizando primeramente las
determinaciones de polifenoles totales para evitar que las muestras fueran alteradas
por la oxidacion. Para la toma de muestras en cada determinacion se hicieron
extracciones de la botella con ayuda de jeringas de uso veterinario e
inmediatamente después se trasvasaron a matraces Erlenmeyer y se taparon con
parafilm a fin de evitar que entraran grandes cantidades de aire a la botella lo cual
ocasionaria la oxidacion de los polifenoles y la modificacion del pH.
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Tabla 2.- Informacién de las muestras de vino.

Clave de la

Nombre Informacion
muestra
Vino tinto chileno con D.O. Valle del Maule.
VAT Aromo 13.5% Alc. Vol. Afiada: 2017
VARe Aromo Vino tinto chileno proveniente del Valle Central.
Reservado 13% Alc. Vol. Anada: 2015
VoAS Cu4tro Vino tinto mexicano proveniente del Valle de las Delicias.
Soles 12.5% Alc. Vol. Afada: 2018
N Vino tinto chileno con D.O. Valle Central.
V-Em Emiliana 13% Alc. Vol. Afiada: 2016
VELM Finca Las Vino tinto argentino proveniente del Valle de Pedernal.
Moras 13% Alc. Vol. Ahada: 2018
Vino tinto mexicano proveniente del Valle de Santo Tomas.
V-ST Santo
Tomas 12.2% Alc. Vol. Aiada: 2017
Vino tinto chileno proveniente del Valle Central.
V-Toc Tocornal

12% Alc. Vol. Afada: 2018
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5 METODOS DE ANALISIS

5.1 Pruebas arealizar

Determinacion potenciométrica de azucares reductores residuales, glucosa mas
fructosa, en las distintas muestras por medio de la reaccion de Fehling con
disoluciones patron preparadas a partir de reactivos de grado analitico.
Determinacion potenciomeétrica de sacarosa invertida igualmente a través de la
reaccion de Fehling con previa hidrdlisis acida de las muestras.

Analisis del efecto de la clarificacién del vino tinto con carbon activado sobre la
cuantificacion de los azucares reductores residuales.

Determinacion del pH y la acidez titulable en las muestras por valoraciones
potenciométricas.

Determinacion espectrofotométrica de polifenoles totales presentes en las
muestras por medio del método de Folin-Ciocalteu.

Determinacion de polifenoles totales por medio de valoraciones
potenciométricas, usando disoluciones de yodato de potasio como disolucion

patron.

5.2 Determinaciéon de azUcares reductores residuales

El vino tinto contiene distintos tipos de azlcares, pero solo la glucosa y fructosa son

las especies que presentan propiedades redox. Ademas, estos azUcares son los

que se encuentran en mayor proporcion en la uva y el mosto.

La determinacion de estos azucares se realizo por el método de Fehling modificado

por Preza de la Vega y Reyes Salas (2007), el cual se basa en la capacidad que

tienen los azucares reductores, como la glucosa y fructosa, para reducir el Cu (ll) a

Cu (I) en el medio de Fehling (basico y con tartratos) y a una temperatura cercana

a la temperatura de ebullicion del agua. Se sabe que la reaccion que ocurre bajo

dichas condiciones entre el ion cuprico y los azucares reductores es la siguiente:
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10Cu2+ + 2Hexosared = 2Hexosaox + 5Cuz0!

Este método requiere de una titulacion potenciométrica de la muestra con una
mezcla de dos disoluciones a la cual se le conoce como Licor de Fehling. La
disolucidon A es una disoluciéon de sulfato de cobre (CuSOas4) mientras que la
disolucién B es una disolucion de tartrato de sodio y potasio en medio alcalino. Antes
de comenzar la titulacion, las disoluciones Ay B se mezclan en proporciones iguales
en un vaso de precipitados, se agrega agua desionizada hasta cubrir el sistema de
electrodos con el termémetro como se muestra en la figura 9; en seguida, el licor de
Fehling se lleva a una temperatura de 92 °C aproximadamente con agitacion
constante y finalmente se comienza la titulacién adicionando la muestra con ayuda

de una bureta y midiendo el potencial.

Muestra diluida (1:2) []

2.0 mL de solucion A
+

——» ¢ 2.0 mL de solucion B
+

Agua desionizada

Electrodo de referencia: Ag/AgCI
Electrodo de trabajo: Cu(s)

Figura 9.- Esquema del montaje de material y equipo utilizado para la determinacion

de azUcares reductores.
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La disolucion de CuSOas (disolucion A), fue estandarizada por polarografia
diferencial de impulsos con el método de adiciones patron con una disolucion patrén
de cobre electrolitico 0.0116 mol L%, esta disoluciéon patréon fue preparada por

hidrélisis acida de una placa de cobre metalico.

Para cada determinacion se prepararon 100.0 mL de las muestras diluidas 1:2 con

agua desionizada, se endulzé una bureta de 25.0 mL y posteriormente se llend.

Por otro lado, para el licor de Fehling se utilizaron 2.0 mL de las disoluciones Ay B
contenidos en un recipiente cilindrico de vidrio, se agregé suficiente agua
desionizada para cubrir el sistema de electrodos de Cu(s) (trabajo) y Ag/AgCl
(referencia) los cuales estaban conectados a un potencibmetro para medir el
potencial conforme avanzaba la reaccién. Antes de comenzar la titulacién el licor de
Fehling se llevé a una temperatura cercana al punto de ebullicion del agua (entre 90
y 92 °C) y manteniendo una agitacién constante se procedié a comenzar la titulacion
de las muestras que se colocaron en la bureta de 25.0 mL.

Para cada muestra, las determinaciones se realizaron por duplicado.

5.3 Determinacion de sacarosa

La sacarosa es un disacarido que no presenta propiedades redox per se. Esta
compuesta de una molécula de glucosa y una de fructosa unidas por un enlace
glucosidico que cuando se somete a una hidrdlisis acida o béasica, dicho enlace se
rompe dejando como productos sus monémeros glucosa Yy fructosa, los cuales si
presentan poder reductor y pueden ser analizados por el método de Fehling descrito

en el punto anterior.

Por lo tanto, para la determinacion de sacarosa en las muestras se utilizé el mismo
procedimiento que en el apartado anterior (5.2) pero con una previa hidrolisis acida
de una alicuota de la muestra antes de ser diluida. Es decir, se tom6 una alicuota
de 50.0 mL de cada muestra, se vertieron en matraces volumétricos de 100.0 mL y
se les afadié un exceso de acido clorhidrico concentrado (entre 7 y 9 gotas), estas

alicuotas se dejaron reposar, por lo menos, una noche. Posteriormente se procedio
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a llevar a la marca de aforo con agua desionizada y finalmente se realiz6 la
valoracion potenciométrica como se indicé anteriormente. La cuantificacion de
azucares reductores procedentes de sacarosa se obtiene por la diferencia entre el
valor obtenido con la valoracion de la muestra con hidrolisis menos el valor obtenido

con la muestra sin hidrolizar.

5.4 Estudio del efecto de la clarificacién con carbdn activado

La reaccion de Fehling se ha utilizado desde hace mucho tiempo para la
determinacion de azucares reductores residuales en los vinos. La metodologia que
se sigue es una titulacion volumétrica visual, ya que se utilizan indicadores como el
azul de metileno o soluciones de almidon y con ayuda de unas tablas (tablas de
Fehling) se relacionan los volumenes gastados de las disoluciones utilizadas con el

contenido de los azucares reductores.

En este método es comun que se realice una previa clarificacién del vino (en el caso
de los tintos y rosados) con carbén activado o acetato de plomo neutro que
adsorben la materia colorante, esto para facilitar la deteccion del vire del indicador
cuando se hace la titulacién. Sin embargo, es sabido que este tipo de sustancias,
adsorben la materia organica en general, lo cual implica que los azucares reductores
también podrian estar siendo removidos en la clarificacion y, por lo tanto, los

resultados obtenidos estarian sesgados del valor real.

La mayor o menor remocion de materia organica depende de la cantidad de carbéon
activado o acetato de plomo neutro que se adiciona, asi como del tiempo que se

deja en contacto con la muestra.

Con el método electroquimico propuesto anteriormente para la determinacion de
azucares reductores se propone descartar el paso de la clarificacion con carbén
activado debido a que se sabe la estequiometria de la reaccion entre el ion cuprico
y las hexosas reductoras, la disolucion de CuSOa4 se estandariza y como la reaccion
se sigue potenciométricamente, es posible cuantificar los azucares reductores sin

la necesidad de clarificar ni utilizar el azul de metileno como indicador.
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Para ello, se realizé un estudio comparativo de la determinacion de azlcares
reductores por medio de la reaccion de Fehling. Por un lado, se prepararon las
diluciones (1:2) de cada muestra y se procedié con la determinacibn como se
menciona en el apartado 5.2. Por otro lado, antes de preparar las diluciones de las
muestras, se tomaron alicuotas de aproximadamente 60 mL de cada una y se
contuvieron en vasos de precipitados de 100 mL, a dichas alicuotas se agregaron
aproximadamente 0.5 g de carbdn activado, se mantuvo una agitacion constante
por 10 minutos y finalmente se filtraron para separar las muestras del carbén
activado usando papel filtro Wahtman No. 40. Posteriormente, se tomaron alicuotas
de 50.0 mL que se llevaron a matraces volumétricos de 100.0 mL, se complet6 hasta
la marca de aforo con agua desionizada y a partir de aqui se siguieron los mismos

pasos que con las muestras sin clarificar.

Los resultados obtenidos se analizan y comparan en la seccién de resultados.

5.5 Determinaciéon de pHy acidez

Los equilibrios &cido-base pueden estar alterados debido a la presencia de CO:2
disuelto en el vino, por lo que es necesario eliminarlo. Para ello, primero se filtraron
las muestras con ayuda de un embudo de vidrio poroso para la eliminacion de
sélidos y posteriormente se realiz6 una purga con N2 durante 2 minutos con
agitacion constante para cada muestra. Inmediatamente después de la purga, se
taparon los matraces donde estaban contenidas las muestras y se tomé un volumen
suficiente para cubrir el electrodo combinado de vidrio del pHmetro para realizar la

lectura directa del pH.

La determinacién de acidez titulable se realiz6 de manera potenciométrica
igualmente con ayuda del pHmetro y una disolucion de NaOH estandarizada
previamente con biftalato de potasio (KHP). En la siguiente figura se muestra el

esquema de trabajo para esta determinacion:

38



Disolucién estandar de NaOH,
0.0527 mol L-1

— Muestra =————

00
00
O O
N > J A J
h'4
Purga (2 minutos) Determinacion de pH y acidez

Figura 10.- Esquema del montaje de equipo y material para la determinacién de pH

y acidez.

Para cada valoracion se tomaron alicuotas de 5.0 mL de cada una de las muestras
previamente tratadas en un vaso de precipitados, se agregd suficiente agua
desionizada para cubrir el electrodo combinado de vidrio, con agitacion constante
se espero a que se estabilizara el pH inicial y finalmente se comenzé a adicionar la
disolucién de NaOH estandarizada por medio de una bureta al mismo tiempo que

se iban tranzando las curvas de valoracion en la computadora.

5.6 Determinacion de polifenoles totales por espectrofotometria

En esta determinacion se utilizd el método de Folin-Ciocalteu; este es un método
espectrofotométrico que se basa en la capacidad que tiene el reactivo de Folin-
Ciocalteu (reactivo de F-C) para oxidar a los compuestos fendlicos contenidos en el
vino. El resultado de dicha reaccion es una mezcla de los 6xidos de wolframio y
tungsteno, posiblemente (PMoW11040)*, que presenta una coloracién azul en

disolucion (Huang, Boxin, & Prior, 2005). La intensidad de ese color azul es
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proporcional a la concentracion de compuestos con poder reductor que

reaccionaron con el reactivo de F-C (OIV, 2009).
Las disoluciones y el procedimiento utilizado fue el siguiente:

> Una disolucién madre de acido galico (AG) de concentracion 5000 mg L+
(0.0297 mol L1).
» Disolucion de carbonato de sodio al 20% (m/v).

Con la disolucion madre de acido galico se prepararon estandares de 50, 100, 200,
300, 400 y 500 mg L para obtener una curva de calibraciéon. Por su parte, las

muestras se diluyeron en proporciones 1:10 con agua desionizada.

Una vez hecho todo lo anterior, se prepararon las disoluciones finales que son las
que finalmente se midieron en el espectrofotdmetro. Dichas disoluciones contienen
la muestra diluida o el estdndar, segun corresponda, agua desionizada, el reactivo
de F-C y la disolucion de Na2COs. Igualmente se prepard un blanco que contenia

todas las disoluciones mencionadas a excepcion de la muestra y del acido galico.

Estas disoluciones se dejaron reposar por dos horas fuera del alcance de laluzy a
temperatura ambiente. Pasadas las dos horas, se trazaron los espectros de
absorcion de cada disolucion en un intervalo de 400 a 900 nm con ayuda de un

espectrofotometro “Thermo Spectronic Unicam UV500”.

De acuerdo a los espectros obtenidos, se determind la longitud de onda a la cual se

tomaron los valores de absorbancia para la curva de calibracién y las muestras.

A continuacion, se ilustra el esquema de trabajo que se siguio:
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2 horas Z

1 — —e
Stock de AG Estandares de AG Disolusiones con
- AG/muestra
- Reactivo de Folin-Cioclteu
- NaCO3 al 20%
- Agua desionizada

Figura 11.- Esquema de trabajo para la determinacién de polifenoles totales por el

método de Folin-Ciocalteu.

5.7 Determinacion de polifenoles totales por potenciometria

Este procedimiento se basa en la capacidad que tienen los compuestos fendlicos
del vino para reducir al ion yodato (103" a I en medio acido. Se decidio utilizar el
O3 por su gran solubilidad en agua, su estabilidad en disolucién, su gran poder

oxidante ademas de que es un patron primario.

Primero se mezcla el HCI concentrado con una alicuota de yodato proveniente de
una disolucion patrén e inmediatamente se comienza la titulacibn agregando
lentamente la muestra con ayuda de una bureta. La reaccion se sigue por
potenciometria con un electrodo de referencia de Ag/AgCly un electrodo de trabajo

de Pt como se muestra en la figura 12.

En esta determinacion, al igual que en la anterior, se tomo al acido galico como

equivalente de los compuestos fendlicos.

En una primera parte se realiz6 un andlisis electroquimico para determinar la
relacion estequiométrica entre el acido galico y el yodato, asi como también la

concentracion optima de acido clorhidrico a utilizar.

41



En la segunda parte, con las condiciones experimentales definidas, se hizo la

determinacién ya con las muestras.

Muestra filtrada y sin diluir []

Alicuota de KIO,

+

— 4 HCI concentrado
+

/\ Agua desionizada
Electrodo de referencia: Ag/AgCl —

Electrodo de trabajo: Pt(s)

Figura 12.- Montaje de equipo y material para la determinacion de compuestos

fendlicos totales por via potenciométrica.
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6 RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 AzUcares reductores residuales

Para esta determinacion se prepararon las disoluciones Ay B del licor de Fehling.
La disolucién A, de CuSOs, se estandarizé con una disolucién de Cu?* electrolitico
0.0116 mol L* por polarografia diferencial de impulsos y por el método de adiciones
patrén, encontrdndose una concentracién de 0.3389 mol L. Para la disolucién B
las concentraciones fueron de 1.2 mol L de tartrato de sodio y potasio, y de 2.46
mol Lt en NaOH.

De cada muestra de vino se tomaron aproximadamente 60 mL que fueron
previamente filtrados por un embudo de vidrio poroso al vacio para eliminar
cualquier sustancia solida. Posteriormente se tomaron 50.0 mL que se trasvasaron
a un matraz volumétrico de 100.0 mL y se agreg6 agua desionizada hasta la marca
de aforo; se utiliz6 una bureta de 25.0 mL que fue endulzada y posteriormente
llenada con la muestra diluida correspondiente. Por otro lado, en un recipiente de
vidrio se adicionaron de ambas disoluciones, Ay B, 2.0 mL para el licor de Fehling,
se agreg6 suficiente agua desionizada para cubrir el sistema de medicién
conformado por el electrodo de referencia (Ag/AgCl), el electrodo de trabajo (barra
de cobre) y un termdémetro; en una parrilla de calentamiento y con agitacion
constante, el licor de Fehling se llevdé a una temperatura cercana a 90 °C y se
procedio a agregar la muestra contenida en la bureta cuidando que la temperatura

se mantuviera cercana a la temperatura de ebullicion del agua.

De acuerdo con Preza de la Vega y Reyes Salas (2007), la estequiometria de la

reaccion de Fehling entre el ion cuprico y las hexosas reductoras es la siguiente:

10Cu2+ 4 2Hexosared = 2Hexosaox + 5Cu204
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La reaccidn se siguid potenciométricamente, obteniendo curvas de valoracién con
datos experimentales de potencial y volumen agregado con los cuales se calcul6 el
punto de equivalencia de la reaccion. Para el calculo del potencial electroquimico
en el punto de equivalencia se puede deducir la siguiente ecuacién, ya que se

conoce la estequiometria de la reaccion:

5AF AE
Eeq = ECu(II) - T = EszRea. T ?

Es decir, que el potencial para el punto de equivalencia de la reaccién de Fehling
se localiza a 5/6 partes del potencial condicional inicial del ion cuprico o a 1/6 parte
del potencial condicional de los azlcares reductores en la zona logaritmica de la

curva de valoracion.

De manera ilustrativa, se muestra la curva de valoracion de la muestra de vino

Aromo Reservado en la figura 13.
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Determinacion potenciométrica de azucares reductores
residuales. Muestra V-ArRe
80 T
60 T
40 +

0 ||||=||||=||||=||||=||||I|||I||||I||||I||||I||||I

20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Potencial (mV)

-100 +
-120 T punto de equivalencia = 11.3 mL —_—
-140 +
-160 +
-180 —

Volumen agregado de vino (mL)

Figura 13.- Curva de la valoracidon potenciométrica de la muestra “Aromo
Reservado” diluida 1:2 con el licor de Fehling (3.0 mL de la disolucion A + 3.0 mL
de la disolucion B).

Para calcular el potencial al punto de equivalencia a partir de los datos
experimentales se utiliza la ecuacion deducida anteriormente como se muestra a

continuacion:

S5AE
Eeq = ECu(II) - T

En donde la diferencia de potenciales, AE, esta dada por el potencial del Cu?* / Cu®
en el momento cuando el licor de Fehling llega a la temperatura cercana a la
temperatura de ebulliciébn del agua (90-93 °C) como el potencial inicial y por el

potencial donde la parte baja de la curva experimental es ligeramente constante
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como potencial final; ya que como se observa en la figura 13, cuando se sobrepasa
el punto final de la valoracion, el potencial comienza a ascender ligeramente lo cual
podria corresponder a otro sistema redox, el cual queda como perspectiva para

futuros estudios:

=-117.5mV

5(—154 — 65)
Eeq. = 65mV + mV

6

De los resultados experimentales se toman dos valores de potencial; antes y
después del punto de equivalencia calculado y con sus respectivos valores de
volumen agregado se calcula un factor que determine matematicamente el
incremento de volumen agregado (mL) por unidad de potencial (mV) para poder

calcular el volumen al punto de equivalencia:

Epe.” (MV) Vi(mL) E1 (mV) V2 (mL) E2 (mV)
-117.5 11.2 -106 11.5 -147

*Potencial al punto de equivalencia

AV
Volumen agregado de la muestra,, =V, + [(Ep.e_ — E1) (ﬁ)]

(11.5 - 11.2)mL
toeq. = 11.2mL + |(—=117.5 — (—106) ) m¥ x =113 mL
(=147 — (—106))m¥

Vp

Utilizando la ecuacion balanceada de la reaccion y la concentracion de la disolucion

de CuSOg4, se sabe que:
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mmol de Cug 05000 = 5 mmol de Az. Red.ptp ¢q.

1
mmol de Az.Red. o 0q. = gmmol de Cug} egado
0.3389 mmol

— ) = 1.0167 mmol de Cu} ezad0

mmol de Cujyegad0 = (3.0 mL x

1.0167 mmol de Cug 3,0 5qa0

z = 0.2033 mmol de Az. Red.

mmol de Az. Red .1 0q. =

180.16 mg

de Az.Red.= 0.2033 mmel (—
masa de Az.Re 1

) = 36.6265 mg

de Az.Red.\ (Vi1ycis
Conc.deAz.Red.:(masa € Az.ne >( dlluczon)

tho.eq. Vinuestra
c de Az Red. = (36.6265 mg) (100.0 mL) — 6.4825 mg 6.48 g
onc.ae Az Re@-=\"113mL )\ s00mL/) mL 0T

De la misma manera se calcul6 la concentracion de azlcares reductores para todas

las muestras.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla 3 asi como la clasificacién a la cual

pertenecerian acorde al nivel de dichos azucares segun la OIV.

Tabla 3.- Contenido de azlcares reductores en las muestras determinados por la

reaccion de Fehling y su clasificacion de acuerdo a la OIV.

Volumenes Volumen
Muestra| .. de Igs agregado de la [AzUcares Tipo de vino
disoluciones | muestra al p.e.* | Reductores] (g/L) (OIV)
AyB (mL)

V-Ar 2.0 2.0 8.3 5.80 Semiseco
V-ArRe | 3.0 3.0 11.3 6.48 Semiseco
V-4S 2.0 2.0 14.6 3.34 Seco
V-Em 2.0 2.0 9.8 4.97 Semiseco
V-FLM 2.0 2.0 7.7 6.34 Semiseco
V-ST 2.0 2.0 13.8 3.55 Seco
V-Toc 3.0 3.0 10.6 6.93 Semiseco

*Punto de Equivalencia
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Los volumenes utilizados del licor de Fehling ( 2 y 3 mL) se eligieron con base en
los volumenes gastados de las muestras para alcanzar el punto final de la

valoracion.

Como se puede apreciar, la mayoria de los vinos resultaron ser semisecos de
acuerdo a la clasificacion utilizada y so6lo dos de ellos son secos. Esto quiere decir
gue probablemente los productores no realizaron el proceso de fermentacion de
forma completa o que, en un paso posterior a la fermentacién, se adicion6 sacarosa
0 mosto sin fermentar o que el contenido de azucares aument6 en la crianza en
barricas debido al rompimiento de glucésidos presentes en la madera de estas.

Desde luego, también puede deberse a la naturaleza de las uvas y de los fermentos.

Por otro lado, resulta interesante el comportamiento de la curva experimental
después del punto de equivalencia de la valoracion ya que en todos los casos se
observa un ligero ascenso del potencial después de dicho punto. Esto puede ser
provocado por reacciones desconocidas pero que igualmente son del tipo redox.
Ademas, hay que considerar que uno de los productos de la reaccion de Fehling es
Cu20 que termina recubriendo al electrodo de trabajo y que el vino es una mezcla
de etanol-agua, dichas condiciones también influyen en el comportamiento del
potencial. El vino es una matriz muy compleja por lo que este fendmeno queda

expuesto para estudiarse en trabajos posteriores.

6.2 Sacarosainvertida

Para este parametro se realiz6 previamente una hidrélisis acida de la muestra con
el fin de romper las moléculas de sacarosa (en caso de que la muestra contenga
dicho compuesto) en sus monomeros, glucosa y fructosa. Para ello se extrajo un
volumen de aproximadamente 60 mL de cada muestra, se filtro al vacio por medio
de un embudo de vidrio poroso, se tomaron 50.0 mL que fueron adicionados a un
matraz volumétrico de 100.0 mL y se les agreg6 un exceso de HCI concentrado, se

mezclo bien y se dejo reposando por una noche. Al dia siguiente se completo el
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volumen de los 100.0 mL con agua desionizada. Esta disolucion se agrego a la
bureta de 25.0 mL y se procedio a realizar la determinacion de azucares reductores

por medio del método de Fehling ya descrito.

Los calculos realizados fueron idénticos a los de la determinacién de azucares
reductores y para conocer el contenido de sacarosa invertida simplemente se resté
el valor obtenido de la muestra sin hidrolizar del resultado de esta determinacion.
Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4.- Contenido de sacarosa invertida en las muestras determinada por la

reaccion de Fehling con previa hidrélisis acida.

. [Azucares Reductores
[AzUcares Reductores] ) [Sacarosa
Muestra + Sacarosa Invertida] ;
(g/L) (/L) Invertida] (g/L)

V-Ar 5.80 5.96 0.16
V-ArRe 6.58 6.83 0.25

V-4S 3.34 3.40 0.06
V-Em 4.97 511 0.14
V-FLM 6.34 6.49 0.15

V-ST 3.55 3.63 0.08
V-Toc 6.93 6.94 0.01

Los resultados de sacarosa son muy bajos, casi despreciables como en las
muestras V-4S y V-Toc, estas cantidades pueden provenir de los distintos procesos
naturales de la vid y/o de los subproductos de la fermentacion llevada a cabo por

las levaduras.

El método utilizado para esta determinacion tiene dos factores a considerar muy

importantes:

» El grado de la hidrolisis previa con HCI esta condicionado cinéticamente ya
gue no es lo mismo dejar en contacto la muestra con el acido por unas

cuantas horas o por toda una noche (12-15 horas).
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» La cantidad de HCI no debe ser excesiva ya que una concentracion muy alta
de &cido puede modificar el equilibrio del complejo de tartrato con el NaOH
que se encuentra en el licor de Fehling al momento de realizar la
determinacién. Dicho complejo es el que permite que el Cu (ll) se reduzca a
Cu () para generar el Cuz20. Si se modifica dicho equilibrio, la determinacién

podria ser errénea.

Por ultimo, se puede decir que, debido a los bajos niveles de sacarosa encontrados,

estos vinos no sufrieron un proceso de chaptalizacion.

6.3 Efecto de la clarificacion con carbdn activado

Se compararon los resultados de la determinacion de azucares reductores por
medio de la reaccion de Fehling obtenidos con las muestras clarificadas con carbén
activado y sin clarificar. Para las muestras sin clarificar se siguio la metodologia
descrita en el apartado 6.1. Para las muestras clarificadas se extrajeron alrededor
de 60 mL de cada vino, se depositaron en un vaso de precipitados de 250 mL, se
adicionaron 0.5 g de carbdn activado y se mantuvo en agitacion por 10 minutos para
posteriormente filtrar al vacio con papel filtro marca Waltman No. 40. Una vez
realizado este pretratamiento de la muestra se continu6 como se hizo con las
muestras que no fueron clarificadas, las determinaciones se hicieron por triplicado.

Los resultados de este estudio se muestran a continuacion:
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Tabla 5.- Determinacién de azlcares reductores en muestras sin clarificar y

clarificadas con carbon activado por medio de la reaccion de Fehling.

Sin clarificar
Vino [AzUcares Reductores] Porcent.aje de ma.teria
organica removida
(/L) (9/L)

V-Ar 5.72 £ 0.45 4.86 +0.11 15.03 %
V-ArRe 5.06 £ 0.07 4.27 +0.01 15.61 %

V-4S 4.96 +0.12 4.06 +0.15 18.15 %
V-FLM 7.65+0.14 7.08 £ 0.02 7.45 %

V-RV 3.92+0.25 3.09 £ 0.06 21.17 %

V-ST 5.37 £ 0.04 4.87 +0.13 9.31%
V-Toc 9.34+0.61 8.72+0.04 6.64 %

Los valores presentados en la tabla 5 son los obtenidos en las pruebas preliminares
con el primer conjunto de muestras. Como se puede observar, a pesar de la
clarificacion se obtienen resultados con una minima diferencia respecto a aquellos
donde no se utilizé el carbén activado, siendo tan minima dicha diferencia que no
repercute en el tipo de vino, segun la OIV, de acuerdo a la concentracion de
azucares residuales. Esta diferencia podria deberse en gran medida a que la
clarificacion busca remover la materia colorante del vino que en este caso son las
antocianinas, principalmente, mismas gue se encuentran en proporciones muy
bajas de concentracion. Estos compuestos pueden reaccionar con el licor de Fehling
ya que también poseen propiedades reductoras, pero como se encuentran en
concentraciones muy bajas y ademas con el método propuesto no es necesario un
indicador visual, se concluyé que no es necesaria la clarificacion. Ademas, la

clarificacion previa podria remover una parte de los azucares dando resultados

erroneos ya que el carbon activado no es especifico para las antocianinas, sino que

en general adsorbe la materia organica, esto depende del tiempo en que se realice
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la agitacion de la muestra con el carbén activado, a mayor tiempo de contacto entre

la matriz y el carbon activado, mayor cantidad de materia organica removida.

6.4 Acidezy pH

Para la medicion del pH se hizo un pretratamiento de la muestra ya que en la
mayoria de los métodos para la determinacién de la acidez titulable no se toma en
cuenta el CO2zdisuelto; se extrajeron aproximadamente 10 mL de cada muestra los
cuales fueron filtrados al vacio a través de un embudo de vidrio poroso;
posteriormente, se purgé cada muestra burbujeando N2 durante 2 minutos con
agitacion constante para eliminar el CO2 que pudieran contener los vinos pudiendo
afectar los equilibrios acido-base; finalmente se introdujo al vaso con la muestra un
electrodo de vidrio combinado el cual estaba conectado a un pHmetro “Metrohm
827”. Una vez que se estabiliz el valor de pH se registré dicho pardmetro para cada

muestra; los resultados se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6.- Resultados de la medicion del pH en las muestras.

Muestra Clave pH
Aromo V-Ar 3.474
Aromo Reservado V-ArRe 3.455
Cudtro Soles V-4S 3.822
Emiliana V-Em 3.614
Finca Las Moras V-FLM 3.529
Santo Tomas V-ST 3.674
Tocornal V-Toc 3.431

Los valores de pH se encuentran dentro de los valores esperados para un vino tinto
(entre 3.3 y 3.7). La utilidad de este parametro nos sirve principalmente para
asegurar que no haya proliferacion de microrganismos en el vino y, por lo tanto, se

mantenga estable hasta su consumo.

Para la acidez se realizaron valoraciones potenciométricas de las muestras con una

disolucién de NaOH estandarizada con biftalato de potasio como patrén primario.
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Dicha disolucion de NaOH, preparada en el laboratorio, resulté tener una
concentracion de 0.0527 mol L1. Una vez estandarizada la disolucién de NaOH, se
llené una bureta de 25.0 mL con esta solucion, mientras que de las muestras
previamente tratadas se tomaron alicuotas de 5.0 mL en vasos de precipitados de
50 mL, se adicioné suficiente agua desionizada para cubrir el electrodo combinado
de vidrio y se mantuvo una agitacion constante con ayuda de una barra magnética
y una parrilla de agitacion; la titulacion comenzé una vez que el pH inicial se
estabilizd6. Antes de las determinaciones, el pHmetro se calibré con disoluciones
tampon de pH 4, 7 y 10. A continuacion se muestra una de las curvas obtenidas

experimentalmente para la muestra de vino Aromo a manera de ejemplo:

Valoracion acido-base de 5.0 mL de vino Aromo con NaOH
13 +

12 +
11 +
10 +

pH

w E=Y [S2 )] ~N o O
|
T

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 1,2
mmol agregado de NaOH

Titulacion 1

Figura 14.- Determinacion de la acidez titulable en una alicuota de 5.0 mL de vino

“Aromo” con una disolucién patrén de NaOH 0.0527 mol L.
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La acidez de un vino se debe a varios componentes como el acido tartarico, malico,
acético, citrico, etc. Estos tipos de acidos son de naturaleza organica y de fuerza
deébil. En la literatura se pueden encontrar distintos métodos para la determinacion
de la acidez titulable (AT) en vinos; la OIV propone dentro de sus métodos de
analisis tomar el volumen de NaOH agregado donde el pH es igual a 7.0 como punto
final de la titulacion aunque esa consideracion sélo seria valida para la valoracion
de un acido fuerte con una base fuerte lo cual, evidentemente, no es asi en el
sistema de estudio en cuestion; la Asociacion de Colaboracién Analitica Oficial
(AOAC por sus siglas en inglés) propone un pH de 8.2 como punto final aunque a
valores de pH tan grandes se han encontrado problemas como la saponificacion de
ésteres, la hidrolisis del complejo aldehido-bisulfito, entre otros (Joslyn y Amerine,
1964); otros estudios sugieren que el punto final se encuentra a pH 7.7 (Wong, G. y
Caputi, A., 1966).

Por otro lado, aunque la acidez titulable se conforme de los mismos acidos, esto no
quiere decir que se encuentran en las mismas proporciones y tomar como punto
final de la titulacién un solo valor de pH para cualquier vino no seria lo mas sensato.
Es por ello que en este trabajo se decidio recurrir al método gréafico de la primera
derivada para determinar el pH al punto de equivalencia para cada una de las
muestras. Como estudio comparativo, de los datos experimentales se tomaron
aquellos correspondientes a los valores de pH sugeridos por los métodos descritos

anteriormente.

Los resultados se obtuvieron como miliequivalentes por litro y como gramos de
acido tartarico por litro. Tomando como ejemplo los datos de volumen de NaOH
gastado para el vino “Emiliana” correspondientes al punto final a los distintos valores
de pH y el determinado por la primera derivada, se prosiguié de la siguiente manera

para realizar los calculos:

mmol
mmol de OH™ = [NaOH] (
mL

) * volumen gastado de NaOH al punto final (mL)

mmol de OH™ = miliequivalentes de OH~ = miliequivalentes de H*
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me nme
Acidez titulable = AT( qH+) = ( Aut

) (1000 mJ:)
%
L Volumen de la muestra (k) L

_ (0.374 meqy+ 1000 mb\ meqpy+
_< 5.0 ik )*( L )‘74'80

1 mol ) (150 g)
*
1000 mumel 1 mel

AT (géc.tartérico ) — AT (?%6-6[-1_1+) N (1 Wéc.tartérico) N (
L B L 2 megqy+

AT (géc.taztérico) — AT (megHJr) «0.075

Yac.tartarico\ _ meqy+ _ Yac.tartarico
AT (FH020) — (74,80 — 1) + 0.075 = 5,61 i

Asi pues, los resultados para la acidez titulable de cada vino se muestran en las
tablas 7 y 8, respectivamente:

Tabla 7.- Resultados de acidez titulable expresada como miliequivalentes
determinados por el método de la 1ra derivada y , como indican otras metodologias,
a distintos valores de pH.

Valicuota 1D % [meq/l-] [meq/l—] [meq/l—]
Muestra miy | [MEALIT* | =7 0y | (pH=7.7)7 | (pH=8.2)
Aromo 69.60
Reservado 5.0 (pH= 8.16) 63.24 67.46 69.56
Aromo 5.0 73.80 69.56 71.67 75.89
' (pH= 8.05) ' ' '
76.80
Cudtro Soles 5.0 (pH= 8.29) 65.35 68.51 70.62
. 74.80
Emiliana 5.0 (pH= 8.35) 65.35 69.56 73.78
Finca Las 83.20
Moras 5.0 (pH= 8.79) 75.89 80.10 82.21
Santo Tomas 5.0 79.00 75.89 80.10 82.21
: (pH=8.08) ' ' '
77.40
Tocornal 5.0 (pH= 8.78) 69.56 73.78 79.05

*Calculado con los datos del método de la primera derivada (1D)
**Considerando como punto final el pH= 7.0 (Método de la OIV)
***Considerando como punto final el pH= 7.7 (Método de Wong)
***Considerando como punto final el pH= 8.2 (Método de AOAC)
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Tabla 8.- Resultados de acidez titulable expresada como gramos de acido tartarico
determinados por el método de la 1ra derivada y a distintos valores de pH.

Muestra V(ar'nmto)ta Grartarico/L 1P (gzr:;cgl)l;* (F? :r:ta;c;)/l;* (pglitg_i;;i&**
R ggrr\?; o 5.0 5.22 4.74 5.06 5.22
Aromo 5.0 5.54 5.22 5.38 5.69
Cudtro Soles 5.0 5.76 4.90 5.14 5.30
Emiliana 5.0 5.61 4.90 5.22 5.53
Finca Las 5.0 6.24 5.69 6.01 6.17

Moras

Santo Tomas 5.0 5.93 5.69 6.01 6.17
Tocornal 5.0 5.81 5.22 5.53 5.93

*Calculado con los datos del método de la primera derivada (1D)
**Considerando como punto final el pH= 7.0 (Método de la OIV)
***Considerando como punto final el pH= 7.7 (Método de Wong)
****Considerando como punto final el pH= 8.2 (Método de AOAC)

Como es de esperar, la cantidad de protones valorados (relacionada con la acidez
de la muestra de vino) varia cuando se toma como punto final de la titulacion
distintos valores de pH. Asi pues, se cuantifica una mayor acidez si el punto de
equivalencia se toma a pH=8.2 que si se hace a pH=7.0 aunque ninguno de los dos
criterios asegura que dicho valor sea el pH al punto final o punto de equivalencia,
es decir, cuando se ha agregado una cantidad de base equivalente a la cantidad de
protones H* provenientes de los acidos. El pH al punto de equivalencia en estos
sistemas nunca sera igual a 7.0 debido a que no se esta titulando un acido fuerte
con una base fuerte, como ya se menciond. El sistema es un conjunto de acidos
débiles valorados con una base fuerte; en este caso el pH al punto de equivalencia
estd determinado por los valores de pka y las concentraciones de las bases

conjugadas solas, de acuerdo a la ecuacion:
1 1
pH =7+ Epka + Elog [base conjugada]

Por otro lado, se puede apreciar que no se obtiene una curva con la tipica forma
sigmoidal, sino que el pH en la zona después del punto final se encuentra

deformado. Este comportamiento puede deberse a reacciones acopladas como la
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saponificacion de ésteres y/o la hidrdlisis de complejos como el bisulfito-aldehido
que tienen lugar a valores de pH alcalinos. Asi como también a la ionizacion de
compuestos como las lactonas que se encuentran en un equilibrio entre la forma
ciclica y de cadena abierta y al realizar la valoracion dicho equilibrio se ve
desplazado. Este tipo de reacciones acopladas pueden estar gobernadas por

aspectos cinéticos y es por ello que el salto de pH no es totalmente vertical.

Al comparar los valores obtenidos tomando como punto final un pH especifico y
aquellos obtenidos por el método gréafico se observa que se encuentran en el mismo
intervalo de concentraciones y si se ordenan de forma ascendente s6lo cambia la
posicién de uno que otro vino. La calidad de un vino es Unica (aunque comparable)
por lo que su caracterizacion también deberia ser asi, es por ello que en este trabajo
se propone determinar el punto de equivalencia de las titulaciones &cido-base para
cada vino y con el pHmetro. Adicionalmente, el uso del método gréfico nos brinda
mayor informacion acerca de lo que pasa al momento de realizar la valoracion y con
ello se puede entender de mejor forma los procesos que se llevan a cabo en una

matriz tan compleja.

Las determinaciones de acidez realizadas en este trabajo confirman la necesidad
de emplear un pHmetro. Los articulos y normas, aun cuando sean internacionales,
deberan modificarse para que las determinaciones correspondan a la realidad;
algunas normas empleadas en otros paises indican el empleo de indicadores
coloreados (como el azul de bromotimol o la fenolftaleina) pero es evidente que no

pueden ser empleados en el caso de vinos tintos.

6.5 Polifenoles totales por espectrofotometria

Esta determinacion se basa en una técnica fisicoquimica y en la capacidad que
tienen los compuestos polifendlicos para reducir al reactivo de F-C. Todas las
disoluciones utilizadas se prepararon en el laboratorio excepto el reactivo de Folin-
Ciocalteu que fue adquirido a través de Sigma-Aldrich®. Se prepard una disoluciéon

madre de acido galico de 5000 mg L (0.0297 mol LY); en un matraz volumétrico de

57



50.0 mL se disolvieron 0.2525 g de &cido gélico con agua desionizada y se llevo a
la marca de aforo. Esta disolucion se guardd en un frasco color ambar y en

refrigeracion.

También se prepard una disolucion de carbonato de sodio al 20% (m/v); se peso6
aproximadamente 40 g de carbonato de sodio anhidro y se disolvieron en 150 mL
de agua desionizada y se llevé a ebullicion por 5 minutos con agitacién constante.
Después de enfriarse a temperatura ambiente, se agregaron unos cuantos cristales
y se dejo reposar por una noche. Finalmente se filtr6 y se completé el volumen a
200 mL.

Para la curva de calibracion, en matraces volumétricos de 10.0 mL se prepararon
disoluciones estandar de acido galico, como se muestra en la tabla 9, agregando
los volumenes correspondiente de la disolucion madre con una micropipeta y

llevando a la marca de aforo con agua desionizada.

Tabla 9.- Composicién y concentracion de los estandares de acido galico.

Vol. Stock Vol. Stock Vol dilucion

STD* (ul) (mL) (mL) [AG] (mg L)
1 200.0 0.2 10.0 100.0
2 400.0 0.4 10.0 200.0
3 500.0 0.5 10.0 250.0
4 600.0 0.6 10.0 300.0
5 800.0 0.8 10.0 400.0
6 1000.0 1 10.0 500.0

*STD: Estandar

Una vez preparados los estandares, se extrajeron aproximadamete 15 mL de las
botellas de cada muestra, se filtraron y se prepararon 50.0 mL de diluciones 1:10
con agua desionizada. Enseguida, en matraces volumétricos de 10.0 mL se
adicionaron 500.0 uL de cada estandar o de cada muestra, segun correspondiera,

mas 7.0 mL de agua desionizada, mezclando homogéneamente; después, se siguio
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con la adicion de 500.0 uL del rectivo de Folin-Ciocalteu en cada matraz y se agitd
cada disolucion por aproximadamente 30 segundos; antes de 8 minutos desde la
adicion del reactivo de Folin-Ciocalteu se agregaron 1.5 mL de Na2COs al 20%
(m/v), mezclando de manera homogénea y finalmente completando el volumen con
agua desionizada. Igualmente se prepar6 un blanco con los mismos componentes

pero sin la adicion de acido galico o muestra. Estas disoluciones se dejaron reposar

por un lapso de 2 horas a temperatura ambiente.

Figura 15.- Disoluciones de los estandares de acido gélico y las muestras
preparadas con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Del lado izquierdo se tienen las
disoluciones recién preparadas (amarillas) y del lado derecho se aprecia el cambio

de coloracion (azul) después de las 2 horas de reposo.

Una vez pasado el tiempo de reposo se procedidé a realizar las lecturas de
absorbancia para el trazado de los espectros de absorcién de cada disolucion para
observar experimentalmente los picos de absorbancia tanto del acido gélico como
de las muestras (figura 16). En la literatura varios autores han reportado que la
medicion de la absorbancia en este método se debe realizar a una longitud de onda
entre 750 y 765 nm.
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Espectros de absorcion del acido galico y de antioxidantes
totales con el reactivo de Folin-Ciocalteu

——STD1
——STD2
——STD3
——STD 4
——STD5

Absorbancia

——STD6
V-FLM (1:10)
——V-ST (1:10)

00 . ] ] ] ] ] ] ] ]
, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 V-Toc (1 . 10)
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Longitud de onda (nm)

Figura 16.- Espectros de absorcion de los estandares de acido galico y de las

muestras diluidas 1:10 preprarados con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

De acuerdo a los espectros obtenidos, para la curva de calibracion se decidié hacer
la medicion de la absorbancia a 745 nm que es la longitud de onda donde la
variacion de la absorbancia es minima. La curva que se obtuvo se muestra a

continuacion:
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Curva de calibracién de acido galico
Método de Folin-Ciocalteu

y =0,0920x - 0,0676
R*=0,9968

Absorbancia
\I—‘
= (0]
1 1
T T

o
(5]
]

1

Concentracién de AG (mgL?)

Figura 17.- Curva de calibracion de los estandares de acido gdlico midiendo la

absorbancia a una longitud de onda de 745 nm.

Los calculos para las concentraciones finales del acido gélico en las disoluciones
preparadas con el reactivo de Folin-Ciocalteu se muestran enseguida con los datos

del estandar 3 como ejemplo.

Para la concentracion del estandar a partir de la disolucion stock:

[AG]stock X VOlalicuota _ (5000 mg L_l) X (0-5 m'L)

= = 250.0mg L™*
VOldiluci()n 10.0 mL& 9

[AG*]STD 3=

*AG: Acido Galico

Para la concentracion de acido galico en la disolucion 3 preparada con el reactivo

de Folin-Ciocalteu:
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[A.G.Jsrp 3 X Volaticuora _ (250.0 mg L) X (0.54nk)

[A4.G.] = -
VOldilucién 10.0 ;L

=125mg L?!

Asi pues, las concentraciones finales del é&cido galico en las disoluciones
preparadas con el reactivo de F-C, asi como sus respectivas absorbancias se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 10.- Concentraciones finales de &cido gélico y algunas muestras con sus
respectivas absorbancias medidas a 745 nm.

Disolucién | [AG] mg L A4S
STD1 5.0 0.393
STD 2 10.0 0.835
STD 3 12.5 1.062
STD 4 15.0 1.329
STD5 20.0 1.835
STD 6 25.0 2.187

V-FLM (1:10) i? 0.976

V-ST (1:10) &2 1.069

V-Toc (1:10) i? 1.015

De acuerdo a la curva de calibracion obtenida, la ecuacién de la recta que la
describe es:

y = 0.0920x — 0.0676

Con:
y = Absorbancia, A

x = Equivalentes de acido galico, [EAG] (mg L)
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Por lo tanto, para el célculo del contenido de antioxidantes totales en las muestras,
expresado como equivalentes de acido galico (EAG), se procedié como se muestra

a continuacion para el vino Santo Tomas:

A7%5 = 0.0920[EAG]; — 0.0676

Despejando la concentracion de EAG:

A7%5 40.0676 _ (1.069) + (0.0676)

— -1
00920 0.0920 =1235mg L

[EAG]; =

Para la concentracion en la dilucién 1:10 simplemente se utiliza la ecuacion para

una dilucién:

GV =G,

[EAG]3 X Volgyycin _ (12.35mg L71)(10.0 mk)

=247.09mg L
Vol yiionora 0.5 7k g

[EAG], =

Asi mismo, para la concentracion real en la muestra, se sigue el mismo

procedimiento con los datos de la primera dilucion:

[EAG]; X Volgjucien _ (247.09 mg L™)(50.0 mdk)

= 2471 mg L~}
Vol ienota 5.0 mb g

[EAG], =
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2471mg L™ 2471mg L™

= = 14.5 1Lt
PM,g 170.12 mg mmol—1 mmo

[EAG]; =

Finalmente, los resultados de todas las muestras se muestran a continuacion:

Tabla 11.- Contenido de polifenoles totales expresados como equivalentes de acido

gdlico para las muestras obtenido por el método de Folin-Ciocalteu.

Muestra | [EAG] (mmol L) | [EAG] (mg L)
V-Ar 18.063 3073
V-ArRe 13.860 2358
V-4S 14.049 2390
V-Em 15.065 2563
V-FLM 13.337 2269
V-ST 14.525 2471
V-Toc 13.831 2353

De acuerdo a los resultados obtenidos, el contenido de antioxidantes totales
expresado como equivalentes de acido galico se encuentra en proporciones muy
bajas y entre las muestras solo hay una variacién de 1000 ppm que pudiera parecer
poco a simple vista, pero son cantidades importantes en cuanto a la calidad y

propiedades antioxidantes de cada muestra.

Asi pues, hay que recalcar que el método de Folin-Ciocalteu no es un método
especifico para los antioxidantes de interés como lo son los compuestos
polifendlicos, sino que el reactivo de Folin-Ciocalteu es un oxidante que puede
reaccionar con cualquier otro reductor que tenga un potencial menor que el de dicho
reactivo. Por lo tanto, los resultados obtenidos podrian estar tomando en cuenta
especies como los azucares reductores como lo demuestran Mufioz Bernal et al
(2017) en su trabajo con otras matrices que igualmente contienen azucares y
compuestos polifendlicos. Lo anterior muestra que a futuro se debe profundizar en
el tema y hacer un analisis con disoluciones de este tipo de azlcares para
comprobar si la reaccion con el reactivo de F-C se lleva a cabo o se modifica y en
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dado caso hacer las debidas correcciones por interferentes en los resultados finales.
Ademas, otro aspecto a tomar en cuenta es la cinética de la reaccion, ya que al ser
muy lenta es dificil cerciorarse de que realmente esté reaccionando el 100% de los

compuestos fendlicos.

6.6 Polifenoles totales por potenciometria

Esta fue la prueba desarrollada en el laboratorio para la determinacion de

antioxidantes totales por via electroquimica. Para ello, esta determinacion se

conformé de 2 partes; el estudio electroquimico de la reaccién del 103" (oxidante)

con el acido galico (reductor) y la medicidén de antioxidantes totales en las muestras.
6.6.1 Estudio electroquimico de la reduccion del yodato con &cido galico

El KIOs3 se utiliz6 como patron primario y el &cido galico como representante o
equivalente de los polifenoles totales contenidos en las muestras de vino. En
primera instancia se realizé un estudio analitico redox fundamental para definir las
condiciones experimentales a utilizar, asi como conocer la estequiometria entre
estas especies en dichas condiciones. Se sabe que en condiciones suficientemente
acidas el 103" se reduce a I* de la siguiente manera:

105 + 6H* +4e~ & [T + 3H,0

Sabiendo esto, se preparé una disoluciéon de KI030.10001 mol L* y una disolucién
de &cido galico 0.0200 mol L?. Enseguida se valoré potenciométricamente la
disolucién recién preparada de acido galico con la disolucién patrén de KIOs en
medio acido. Esta determinacion se realiz0 a distintas concentraciones iniciales de
HCI utilizando un electrodo de platino, como electrodo de trabajo y un electrodo de
Ag/AgCl, como electrodo de referencia. La concentracion inicial de HCl a la que se
decidié trabajar fue de 7 mol L. La figura 18 muestra la valoraciéon con la relacion

molar de las especies y su comportamiento.
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Valoracién potenciométrica de Acido Galico con KIO,
1300

1200

[y
[N
o
o
!
T

1000 +

Potencial (mV)

900 —+

800 +

700 I I I I I I I I I
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
mmol AG/ mmol 10,

Figura 18.- Curva experimental obtenida de la titulacién potenciométrica de acido

galico 0.02 mol L con 5.0 mL de yodato 0.10001 mol L'* en medio acido.

Con los datos obtenidos de la experimentacion se procedié a calcular los

coeficientes estequiométricos de la siguiente reaccion:

al03 + bAG,oq — alCl; + bAG,,

Los célculos realizados, fueron los siguientes:

mmol de 105 = (Voli,icia: de K103)(Conc.de KI103)

0.10001 mmol
mi

mmol de 105 = (5.0 m]:)( > = 0.50005 mmol
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Para la determinacion de la cantidad de &cido galico en el punto de equivalencia se
utilizé el método grafico en la curva de titulacion potenciométrica, encontrdndose un

valor de 0.244 mmol.

Por lo tanto, para conocer los coeficientes estequiomeétricos de la reaccion entre el

yodato y el acido gélico se calcula la relacion molar de la siguiente forma:

a mmoldelO3

b mmol de AG

a 0.50005mmoldelO3 2,049 = 2
b~ 0244mmolde AG ~

Asi pues, se tiene que una molécula de &cido galico se oxida con dos moléculas de

yodato, es decir:

2105 + AGyeq. — 2ICL; + AG,, (en medio acido)

Segun la semi reaccion del 1037, este se reduce a I* con 4 electrones, por lo tanto,
la oxidacion del &cido gélico consume 8 electrones. También podemos observar que
la curva de titulacién muestra un comportamiento casi sigmoidal ya que en la zona
después del punto de equivalencia el potencial se vuelve constante de manera
subita (figura 18), esto se puede adjudicar al hecho de que, pasado el punto final de
la titulacidn, la disolucion se comienza a enturbiar debido a la presencia de un sélido,

el cual satura el electrodo de trabajo provocando asi que el potencial sea constante.
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6.6.2 Determinacion de antioxidantes totales en muestras por

potenciometria

Una vez definidas las condiciones experimentales se procedid a realizar la
determinacion en las muestras. Para ello, se utilizd la disolucion de KIOs
0.10001 mol L*y la muestra se utiliz6 sin diluir, sélo se extrajo el volumen necesario
de la botella y se filtr6 al vacio a través de un embudo de vidrio poroso para eliminar
cualquier sustancia solida; se endulzé y llen6 una bureta de 25.0 mL con la muestra.
Por otro lado, en un recipiente de vidrio, se agregaron 5.0 mL de la disolucion de
IO3™ y en una probeta de 50 mL se agregaron 7 mL de agua desionizada con 18 mL
de HCI concentrado, esta disolucion se adicioné rapidamente a los 5.0 mL de 1037,
el sistema de electrodos se sumergié y la disolucién se agitdé con ayuda de una
parrilla de agitacion magnética. En seguida, se comenz0 la titulacion con la adicion
de la muestra lentamente, la figura 19 muestra a manera de ejemplo la titulacion de

una de las muestras.

Determinacion potenciométrica de los antioxidantes totales
en la muestra V-Em con 105

1300 T
1250 ¢
1200 +
1150 +
1100 +
1050 +
1000 +  vol. al punto de equivalencia= 16.1 mL
950 +
900 +
850 +
800 | | | | | | | | | | | | |
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Volumen agregado de vino (mL)

—

Potencial (mV)

Figura 19.- Titulacion potenciométrica de la muestra Emiliana sin diluir con 5.0 mL
de KIO3 0.10001 mol Lt en medio &cido.
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Para el célculo de la concentracion de los antioxidantes totales, expresados como
equivalentes de acido galico, los calculos son similares a los realizados en la
seccion de azUcares reductores; para el calculo del potencial al punto de
equivalencia, teniendo en cuenta la estequiometria de la reaccién, se deduce la

siguiente ecuacion:

2AE AE

Eeq = Ejo; — N EpGo, T 3
Es decir, el potencial del punto de equivalencia para la reaccion entre el 103 y los
antioxidantes totales se localiza a 2/3 partes del potencial condicional inicial del O3’

0 a 1/3 parte de potencial condicional de los antioxidantes totales oxidados.

Para calcular el potencial al punto de equivalencia a partir de los datos

experimentales se utiliza la ecuacién deducida en la forma:

2AE
Eeq = EIO3‘ T3

En donde la diferencia de potenciales, AE, esta dada por el potencial impuesto
inicialmente por el |03y por el potencial de la zona baja de la curva experimental el
cual es impuesto por los antioxidantes oxidados. Asi pues, siguiendo con el ejemplo

del vino Emiliana, tenemos que:

2(1258 — 864)mV
Eeq = 1258 mV — 3 =995 mV

Para calcular el factor que determina mateméaticamente el incremento de volumen
agregado (mL) por unidad de potencial (mV) para poder calcular el volumen al punto

de equivalencia se toman, de los datos experimentales, dos valores de potencial;

69



antes y después del punto de equivalencia calculado con sus respectivos valores

de volumen agregado:

Epe” (MV) Vi(mL) E1 (mV) V2 (mL) E2 (mV)
997 16.0 1066 16.2 961

*Potencial al punto de equivalencia

AV”

Volumen de la muestra,, =V; + [(El - Ep_e.) AE

(15.8 — 15.5)mL

V de muestra, , = 15.5mL + [(1097 — 997) m¥ X (944 = 1097 )m¥.

H =16.1mL

Utilizando la concentracion de la disolucion patrén de 103" y la estequiometria de la

reaccion, continuamos con los calculos de la siguiente manera:

mmol de 105 = (Conc.de KI103)(Vol agregado)

0.10001 mmol
mL

mmol de 1035 = ( )(5.0 mL) = 0.50005 mmol

mmol EAGpto.eq. = Emmol 105

0.50005 mmol

mmol EAGpto.eq. = > = 0.25003 mmol EAGp¢ eq.

Vol de la muestra = 16.1 mL

pto.eq.

mmol EAGytoeq.  0.25003 mmol

EAG] = = 0.0155 mmol EAG mL™*
[EAG] Volyoeq 16.1mL mmo m
546] — (0.0155 ma%el—EAG) (170.12 mg) (1000 mL) 636 e FAG [
h ml mmol L h mg
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Asi pues, se procedio de la misma manera para todas las muestras. En la siguiente

tabla se muestran los resultados obtenidos de este analisis:

Tabla 12.- Contenido de polifenoles totales, expresado como equivalentes de acido

galico, obtenido por potenciometria.

Muestra| mmol 103 | MmOl eq EAG | VOIpio eq (ML) | (Mmol EAG L?) | (mg EAG LY)
V-Ar 0.50005 0.25003 12.5 19.940 3392

V-ArRe | 0.50005 0.25003 17.3 14.464 2461
V-4S 0.50005 0.25003 15.5 16.159 2749
V-Em 0.50005 0.25003 16.1 15.496 2636
V-FLM 0.50005 0.25003 18.6 13.414 2282
V-ST 0.50005 0.25003 17.8 14.062 2392
V-Toc 0.50005 0.25003 16.8 14.845 2525

Comprando los resultados obtenidos por el método de Folin-Ciocalteu y por el

método potenciométrico, obtenemos la siguiente tabla:

Tabla 13.- Resultados del contenido de polifenoles totales en las muestras y

expresado como equivalentes de &cido gélico obtenido por espectrofotometria y por

potenciometria.

Potenciometria Folin-Ciocalteu
Muestra I ol EAG L] | [mg EAG L] | [mmol EAG L] | [mg EAG L]
V-Ar 19.940 3392 18.063 3073
V-ArRe 14.464 2461 13.860 2358
V-4S 16.159 2749 14.049 2390
V-Em 15.496 2636 15.065 2563
V-FLM 13.414 2282 13.337 2269
V-ST 14.062 2392 14.525 2471
V-Toc 14.845 2525 13.831 2353
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Como se puede observar, los resultados son similares, pero si ordenamos las
muestras de mayor a menor contenido de antioxidantes totales, dicho orden difiere
entre un método y otro. Por otro lado, el método de Folin-Ciocalteu arroja resultados
muy cercanos, mientras que los resultados obtenidos por potenciometria se

encuentran mas alejados unos de otros.

Generalmente, el método de Folin-Ciocalteu se utiliza para cuantificar la cantidad
de compuestos fendlicos en los vinos, pero en realidad lo que se mide es la
capacidad antioxidante ya que el reactivo de F-C no es selectivo para ese tipo de
compuestos como lo demuestran en su trabajo Mufioz Bernal et al, 2017. Y lo mismo
ocurriria con el método potenciométrico propuesto; sin embargo, por potenciometria
el trabajo experimental es mas rapido, mas sencillo y menos costoso. Ademas, las
curvas de valoracion potenciométricas obtenidas son mucho mas nitidas y sin
ambigledades ya que se conoce con certeza la estequiometria de la reaccidon en
comparacion con lo que ocurre con el reactivo de F-C ya que, por su naturaleza, no

se conocen de forma certera las especies que tienen lugar en la reaccion.
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7 CONCLUSIONES

El método potenciométrico propuesto para la determinacion de azulcares
reductores residuales por medio del método de Fehling modificado es una
gran alternativa al método clasico en donde se hace uso de las tablas de
Fehling e indicadores visuales como el azul de metileno. El método propuesto
es mas rapido y preciso, ya que se conoce con certeza la estequiometria de
la reaccion y se utiliza una disolucién de Cu (Il) de concentracidn conocida,
lo que nos permite prescindir tanto del uso de indicadores visuales, como de
las tablas de Fehling.

Con el método potenciométrico de la reaccion de Fehling se puede descartar
el uso de la clarificacion de las muestras con carbon activado ya que debido
al tiempo de contacto entre la muestra y el carbén activado este altimo puede
adsorber parte de los azlcares de interés y producir un error por defecto.
Para la determinacion de sacarosa invertida, las muestras analizadas
presentaron concentraciones minimas que pueden adjudicarse a los distintos
procesos antes, durante y después de la vinificacion.

El método potenciométrico propuesto de la reaccién de Fehling es una
excelente alternativa para el control de calidad respecto a los vinos que
pueden haber sufrido una chaptalizacién, es decir, que el contenido de
azucar no proviene totalmente de la uva.

Por los resultados obtenidos en la determinacion de sacarosa en las
muestras de vino, puede afirmarse que ninguna de las muestras analizadas
fue sometida al proceso de chaptalizacion.

La acidez titulable determinada por potenciometria permite conocer mejor el
punto de equivalencia y con ello, la verdadera acidez del vino; este método
no requiere ningun proceso adicional (clarificacion ni indicador coloreado).
El método fisicoquimico con el reactivo de Folin-Ciocalteu para la

determinacion de compuestos polifendlicos es demasiado tardado,
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engorroso, ademas de que necesita tanto de reactivos y equipo de laboratorio
de altos costos.

Aunque el método potenciométrico propuesto para la determinacién de
polifenoles totales mostré6 ser mucho mas rapido, eficiente y con menos
residuos comparados con el método de Folin-Ciocateu aun falta trabajo por
hacer debido a que los errores acumulados no permitieron obtener resultados
con una precision e incertidumbre adecuadas para la validacion del método.
Con los métodos propuestos en este trabajo se logra caracterizar y evaluar
la calidad de muestras de vino tinto determinando 3 de los parametros mas
importantes; azUcares residuales, acidez y antioxidantes totales. El trabajo
presentado aqui es muy general e introductorio ya que hace falta hacer una
validacion de dichos métodos.

Los métodos propuestos aqui son mas rapidos, sencillos y de menor costo
comparados con la mayoria de las técnicas que se utilizan actualmente. Por
ello, los resultados aqui presentados permiten considerar estos métodos
como adecuados para la parte cuantitativa en el control de calidad de la

industria vinicola.

Perspectivas.

La reaccién de Fehling se considera especifica para azucares reductores; sin
embargo, hay muchos aspectos que deben ser investigados o corroborados.
Por ejemplo, comprobar que los polifenoles no intervienen en ella.
También es de interés poder diferenciar los azlcares reductores presentes
en los vinos.

En la determinacion de sacarosa es importante conocer mas de la cinética
de la hidrolisis y de la cantidad optima de acido fuerte necesaria.

La determinacion de antioxidantes con el 103" ha dado buenos resultados,
pero debe ser estudiada con mas detalle para asegurar el grado de oxidacién
del yodo y optimizar las condiciones de determinacion. Ademas, debe

confirmarse que los azucares reductores no intervienen en la determinacion.
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