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{ Actos cuya publicacion es una condicion para su aplicabilidad ;

REGLAMENTO (CEE) Ne 2676/90 DE LA COMISION
de 17 de septiembre de 1990

por el que se determinan los métodos de analisis comunitarios aplicables en el sector del vino

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS.

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econo-
mica Europea,

Visto el Reglamento (CEE) n° 822/87 del Consejo, de
16 de marzo de 1987, por el que se establece la organi-
zacién comun del mercado vitivinicola (1), modificado
por el Reglamento (CEE) n° 388/90 (7). v, en particular,
su articulo 74,

Considerando que el apartado 1 del articulo 74 del
Reglamento (CEE) ne 822/87 dispone la adopcion de
métodos de analisis que permitan determinar la
composicion de los productos mencionados en el arti-
cule | de este Reglamento vy de las normas que permi-
tan establecer si tales productos han sido sometidos a
tratamientos que infrijan las practicas enologicas auto-
nzadas:

Considerando que. si bien la Comunidad no ha esta-
biecido todavia los limites, en cifras, de los elementos
presentes caracteristicos de la utilizacion de determina-
das practicas enologicas, m las tablas para la compara-
cton de los datos analiticos. procede autorizar a los
Estados miembros a determinar los limites;

Considerando que el apartado 1 del articulo 13 del
Reglamento (CEE) n° 822/87 prevé un examen anali-
tico que determine. como minimo, los valores de los
elementos caracteristicos del veprd de que se trate, que
figuren entre los enumerados en el Anexo de este
Reglamento:

Considerando que. para controlar las indicaciones
recogidas en los documentos relativos a los productos
de que se trate, es necesario establecer métodos de ana-
hists untformes que garanticen Ia obtemcion de datos
precisos ¥ comparables: que. en consecuencia, tales
métodos deben ser obligatonies para cualquier transac-
cion comercial v cualguier operacién de control: que,
habida cuenta de las posibilidades hmitadas del comer-
cio, es conveniente admitir un namero restringido de
procedimientos usuales que permitan una determina-
cwon rapida v suficientemente segura de los elementos

mvestigados
Considerando que es perunente seleccionar, en la
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reconocimiento general, como los desarrollados en el
marco del Convenio internacional de 1954 para la uni-
ficacion de los métodos de analisis y evaluacion de
vinos, publicados por Ia Oficina Internacional de la
Vina v el Vino en la Recopilacion de métodos interna-
cionales de analisis de vinos:

Considerando que los métodos de anailisis comunita-
rios aplicables en el sector del vino han sido estableci-
dos por el Reglamento (CEE) n° 1108/82 de la Comi-
sion (); que el progreso cientifico ha hecho necesario
sustituir determinados métodos por otros mas adecua-
dos, modificar algunos e introducir otros nuevos, en
particular los que desde entonces han sido aprobados
por la Oficina Internacional de la Vina v el Vino: que
por razén del gran nimero y complejidad de dichas
adaptaciones, es conveniente agrupar todos los analisis
en un nuevo reglamento y derogar el Reglamento
(CEE) n° 1108/82:

Considerando que, para garantizar que los resultados
obtenidos en aplicacion de los métodos de analisis
mencionados en el articulo 74 del Reglamento (CEE)
n°® 822/87 son comparables, es conveniente atenerse,
respecto a la repetibilidad v reproductibilidad de esos
resultados, a las definiciones de la Oficina Intemmacio-
nal de la Vina y el Vino:

Considerando que, a fin de tener en cuenta el progreso
cientifico, por un lado, y el material técnico de los
laboratorios oficiales, por otro, v para que el trabajo de
estos laboratorios resulte mas eficaz y rentable, procede
permitir la aplicacion de métodos de analisis automati-
zados en determinadas condiciones: que es importante
precisar que en caso de litigio los métodos automatiza-
dos no podran reemplazar a los de referencia ni a los

psuales;

Considerando que los resultados de la medicion de la
densidad mediante el método automatizado basado en
el principio de un resonador de flexion son, en cuanto
a su exactitud, repetibilidad y reproductibilidad, iguales
por lo menos a los resultados obtenidos con los méto-
dos que figuran en el punto | del Anexo del presente
Reglamento, para medir la masa volamica o la densi-
dad relativa: que, en virtud de lo dispuesto en el apar-
tado 3 del arnticulc 74 del Reglamento (CEE) n° 822/87,
resuita, pues, indicado considerar el método automati-
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zado como eguivalente a los que figuran en el Anexo
del presente Reglamento:

Considerando que ef procedimiento descrito en el capi-
tulo 25 en el punto 2.2.3.3.2 del Anexo del presente
Reglamento para anahzar el contenido en didxido de
azufre total de los vinos v de los mostos con un conte-
nido estimado de menos de 50 mg-1 produce una mejor
extraccion de esta sustancia que e} procedimiento des-
crite en ef capitulo 13, punto 13.4 del Anexe del Regla-
mento (CEE) n° 110882 que da lugar a resultado mas
elevado en dioxido de azufre total de los productos
anahizados que pueden sobrepasar. especialmente en el
caso de ctertos zumos de uvas: que a fin de evitar difi-
cultades para la circulacion de los zumos de fruta va
elaborados en ¢l momento de la entrada en vigor del
presente Reglamento v en espera que los procedimien-
tos de elaboracion se adaptasen para conseguir una
desulfitacton mas completa de los mostos de uva apa-
gados. es necesario permitir durante un periodo transi-
torto que el modo operatonio descrito en e! Reglamento
antes mencionado se uvulice todavia:

Considerando que las medidas previstas en el presente
Reglamento se ajustan al dictamen del Comité de ges-
tion del vino.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:
Articulo 1

1. Figuran en ¢l Anexo del presente Reglamento los
métodos de analisis comunitarios aplicables en ei sec-
tor del vino que permiten, en las transacciones comer-
ciales v en cualquier operacion de control:

— establecer la composicion de los productos con-
emplados en el anticulo 1 del Reglamento (CEE)

e 82287,

comprobar st tales productos han sido sometidos a
tratamientos gue infnnjan practicas enologicas
autonizadas.

~

metodos asuales. los resultados obtenides con los pri-
meros seran los gue prevalezean.

Cuando se establezcan métodos de referencia v

Articulo 2

Para la aphcacion del présente Reglamento:
ap La repeuibiiidad representa el valor por debajo del
cual esta situado. con una probabilidad especifi-
cada. el valor absoluto de la diferencia de dos

resultados individuales obtenidos a partir de medi-
das efectuadas en las mismas condiciones (mismo
operador. mismo aparato. mismo laboratorio v un
corto intervalo de uempo).

by La reproductibilidad representa el valor por debajo
del cual esta situado. con una probabilidad especi-
ficada. el valor absoluto de la diferencia de dos
resultados individuales obtenidos en condiciones
diferentes (operadores diferentes. aparatos diferen-
tes v- o laboratorios diferentes. v/o épocas diferen-
tes).

El término «resultado individual» es el valor obtenido
cuando se aplica. una vez v por completo. el método de
ensavo normalizado sobre una sola muestra.

En ausencia de indicacién la probabilidad es del 93 .
Articulo 3

1. Se admitiran métodos de analisis automatizados.
bajo la responsabilidad del director de laboratorio, a
condicion de que la exactitud. la repetibilidad y la
reproductibilidad de los resultados sean por lo menos
equivalentes a las de los obtenidos mediante los méto-
dos de analisis que figuran en el Anexo.

En caso de litigio. los métodos que figuran en el Anexo
no podran ser sustituidos por los métodos automatiza-
dos.

i

El método automatizado para medir la densidad
basado en el principio de un resonador de flexion se
considerara como equivalente a los métodos que figu-
ran en ¢l punto | del Anexo del presente Reglamento.

Arriculo 4

Cuando se haga referencia al agua para las soluciones,
diluciones o lavados. se tratara de agua destilada o des-
mineralizada de pureza al menos equivalente. Todos
los productos deberan ser de calidad analitica, salvo
que se especifique otra cosa.

Articulo 3

Queda derogado el Reglamento (CEE) n° 110882,

No obstante, el apartade 4 del articulo 1 del Regla-
mento antes citado es aplicable hasta el 31 de diciem-
bre de 1990.

Articulo 6

El presente Reglamento entrara en vigor el dia de su
publicaciéon en el Diario Oficial de las Comunidades
Europeas.

Sera aplicable a partir del 1 de octubre de 1990.

El presente Reglamento sera obligatorio en todos sus elementos v directamente aplica-

ble en cada Estade miembro.

Hecho en Bruselas, el 17 de septiembre de 1990,

Por la Comision
RAY MAC SHARRY

Miembro de la Comision
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ANEXO

1. MASA VOLUMICA A 20°C Y DENSIDAD RELATIVA A 20°C

DEFINICIONES

La masa volamica es el cociente de la masa de un determinado volumen de vino o mosto
a 20 °C por ese volumen. Se expresa en gramos por mililitro v su simbolo es p’ 20 °C.

La densidad relativa a 20 “C o densidad 20 °C.20 °C es la relacién. expresada en namero
decimal, entre la masa de un cierto volumen de vino o de mosto a 20 °C v la masa del
mismo volumen de agua a la misma temperatura. Su simbolo es d3, ¢.

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

La masa volumica y la densidad relativa a 20 °C se determinan en la muestra de ensavo:
— bien por picnometria: método de referencia,

— bien por areometria o densimetria con balanza hidrostatica: métodos usuales.

Nota:

En determinaciones muy precisas, debe corregirse ia accion del dioxido de azufre sobre la
masa volamica:

p20°C =p 20°C — 0.006 - S,

p 20 °C = masa volamica corregida,

p’ 20 °C = masa volamica observada,

S = dioxido de azufre total en g/1.

TRATAMIENTO PREVIO DE LA MUESTRA

Si ef vino o el mosto contiene cantidades importantes de diéxido de carbono, eliminar la
mayor cantidad posible agitando 250 ml de vino en un enienmever 1 000 ml o filtrando a
baja presion sobre 2 g de algodon colocado en un soporte.

METODO DE REFERENCIA
Maternial comiente de laboratorio. v en particular:

Picnometro (°), de vidrio pyrex, con una capacidad de 100 m! aproximadamente v termoé-
metro mévil con esmerilado, graduado en décimas de grado, de 10 ° a 30 °C. Este termo-
metro debe estar contrastado tfigura 1).

FIGURA }
Picndmsetre ¥ s frasce tara

Puede stifizarse caalquier picod o de caracteristicas sgavalenges.
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Este picnoémetro consta de un tubo lateral de 25 mm de longitud v 1 mm, como maximo,
de diametro interior. terminado en una parte conica esmerilada. El tubo lateral puede
estar cubierto por un «tapon receptor» constituido por un tubo conico esmerilado termi-
nado en una parte afilada. Dicho tapon sirve de camara de dilatacion.

Las dos partes esmeriladas del aparato deben estar realizadas con gran cuidado.

~

$1.2. Frasco tara. del mismo volumen exterior (con una aproximacion de | ml) que el picnome-

tro y de masa izual a la del picnéometro lleno de liquido de densidad 1,01 (solucion al 2 %
{m/v} de cloruro sodico).

Recipiente termostatado que se ajuste exactamente al cuerpo del picnémetro.

3.1

Y]

Balanza de dos platos de una capacidad de 300 g por lo menos v una sensibilidad de una
décima de miligramo.

o

balanza monoplato de una capacidad de 200 g por lo menos v una sensibilidad de una
décima de miligramo.

4.2 Calibrado del picnometro
El calibrado del picnometro supone la determinacion de las caracteristicas siguientes:
— latara en vacio.
— el volumena 20 "C,

— lamasadelaguaa20°C.

421 Utilizacion de ana balanza de dos platos

Poner el frasco tara en el plato izquierdo de la balanza v el picnometro limpio, seco v con
su «tapdn receptor» en el plato derecho. equilibrar colocando al lado del picnoémetro
masas conocidas de p gramos.

Llenar con cuidado el picnometro con agua destilada a temperatura ambiente y colocar el
termémetro: secar cuidadosamente el picnometro y colocarlo dentro del recipiente termos-
tatado: agitar por inversion hasta que el termometro sefiale una temperatura constante.
Enrasar exactamente hasta el borde superior del tubo lateral. Secar dicho tubo, colocar el
tapon receptor: leer la temperatura t °C con curdadc y, en su caso, corregir la inexactitud
de la escala del termémetro. Pesar el picnéometro lleno de agna: se denominara p” a la
masa en gramos com la que se consigue el equilibrio.

Calculos ()

Tara del picndometro vacio:

Taraenvacio =p + m

m = masa de aire contenida en el picnometro

m = 00012(p — p}

Volumen a20°C:

¥u-c=ip+m—p)-F

F. = factor romado de la tabia | para la temperatura t °C
V- debe conocerse con una aproximacion de + 0,001 mi.
Masa de agna a 20°C:

M’S‘C = V:s*c - ﬁm

0998203 = masa volamica del agna a 20°C.

€  E=n ef punec 6 de csie capitulo figuwa en cemplo nemérco.
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Uulizaciéon de una balanza monoplato

Determinar:
— la masa del picnometro limpio y seco: P,

— la masa del picndometro lleno de agua a t ° C: P, siguiendo las indicaciones que figu-
ranen 4.2.1,

— la masa del frasco tara T..

Calculos ('}

Tara del picndémetro vacio:

Tara en vacio = P—m

m = masa de aire contenida en el picnoémetro

m = 0.00i2(P.—P)

Volumen a20° C:

Vy ¢ =[P, —(P—m)] F.

F, = factor tomado de la tabla I para la temperaturat ° C

El velumen a 20 ° C debe conocerse con una aproximacion de + 0,001 mb
Masade aguaa 20 ° C:

M.y ¢ — Vo o - 0998203

0998203 = masa volamica del aguaa 20° C.

Procedimiento (')

Utilizacion de una balanza de dos plaios

Pesar el picnometro lleno de la muestra preparada para el ensayo (3) siguiendo las indica-
ciones gue figuran en 4.2.1. Sea p™ la masa en gramos con la que se consigue el equilibrio
at® C.

Masa del liguido contenido en el picnémetro = p + m — p™.

Masa volimica aparemteat® C:

Calcular la masa volamica a 20 ° C utilizando una de las tablas de correccion que figuran
a continuacién. en funcion de la naturaleza del liquido estudiado: vino seco (tabla I1),
mosto natural o concentrado (tabla ), vino dulce (1abla IV).

La densidad 20° C/ 20 7 C del vino se expresa dividiendo la masa volamica a 20 ° C por
0.998203.

Urilizacion &2 una balan:za monoplato (*)

Pesar ¢l frasco tara: sea su masa T,

Calcular dT = T. — T,

Masa del prcnometro vacio en el momentode lamedida = P—m + 4T

Pesar el pricnometro Hleno de Ia muestra preparada para ensayo siguiendo las indicaciones
que fiswranend2 1. SeaP.sumasaat® C.

En cf pumie 6 de sste capituslo figura en cjemplo numérico.
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Masa del liquido contenido en el picnémetroat " C = P. —(P—m + dT)

Masa volamica aparenteat ~ C:

P. — (P - m + dT)

Po = v:“ .

Calcular la masa volamica a 20 ° C del liquido estudiado: vino seco, mosto natural o con-
centrado v vino dulce, tal como se indica en 4.3.1.

La densidad 20 © C/20 © C se obtiene dividiendo la masa volamica a 20 ° C por 0,998203.
Repetibilidad en la masa volamica

Para los vinos secos y semisecos: r = 0,00010

Para los vinos dulces: r = 0,00018

Reproductibilidad en la masa volumica

Para los vinos secos y semisecos: R = 0,00037

Para los vinos dulces: R = 0,00045

Meétodos usuales
Areometria
Aparatos
Aredmetro

Los aredometros deben cumplir las prescripciones de la 1SO en cuanto a sus dimensiones y
graduacion.

Deben tener un cuerpo cilindrico y un tallo de seccidén circular de 3 mm de diametro,
como minimo. Para los vinos secos, deben estar graduados de 0,983 a 1,003 en milésimas y

1/5 de milésima. Entre una milésima y la milésima siguiente debe haber, ¢ nimo, 5
mm. Para medir Ia densidad de los vinos desalcoholizados, vinos dulces 1 se utili-
zara un juego de 5 areometros graduados de 1,000 a 1,030; 1,030 a 1,06 a 1,090;

1,090 a 1,120: 1,120 a 1.150. Estos aparatos deben estar graduados en mas.  fimicas a
20 ° C, en milésimas y medias milésimas, como minimo, estando separada cada milésima
de la siguiente por 3 mm por lo menos.

Estos areometros deben estar graduados de forma que la lectura se efectiie en «la parte
superior del menisco». La indicacion de la graduacion en masa volimica a 20 ° C o en
densidad relativa a 20 ° C y de la lectura en la «parte superior del menisco» se indicara,
bien sobre la escala graduada o bien con una banda de papel que ira en el interior del
cuerpo cilindrico.

Estos aparatos deben estar contrastados por un servicio oficial.
Termémetro contrastado, graduado de medio grado Celsius, como minimo.

Probeta cilindrica de 36 mm de diametro interior y 320 mm de altura, mantenida vertical-
mente mediante un soporte con tornilios niveladores.

Procedimiento

Técnica de sna medida

Verter, en Ia probeta 5.1.1.3, 250 ml de muestra preparada para el ensayo (3), introducir el
arebmetro y ef termémetro. Leer of termometro un minuto después de haber agitado para

obtener ef equilibrio de temperatara. Retirar el termometro y leer Ia masa volimica apa-
rente a t ° C sobre e tallo del aredmetro tras un minuto de reposo.
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Corregir la accion de la temperatura sobre ia masa volamica aparente at  ( mediante las
tablas que se aplican en los casos de vinos secos (tabla V), mostes (tabla VI) ¥ vinos que
contienen azacar (tabla VII).

La densidad 20 7 C-20 ° C se obtiene dividiendo la masa volumica a 20 © C por 0.998203.

Densimetria con balanza hidrostatica

R4
i

5.2 Mazerial

S22 Balanza hidrostatica
La balanza hidrostatica. de una capacidad maxima de 100 g. por lo menos. debe tener una
sensibihdad de una décima de mg.
Debajo de cada plato se fija un flotador de vidrio pyrex que tenga un volumen de 20 mi.
como mimimo. Estos dos flotadores idénticos se suspenden de un hilo de diametro inferior
oigual a2 0.1 mm.
El flotador suspendido debajo del plato de la derecha debe poder introducirse en una pro-
beta cilindrica que lleve una marca de nivel. Dicha probeta debe tener un diametro inte-
nof superior en 6 mm, como minimo, al del flotador. Este altimo debe poder introducirse
por completo en el volumen de la probeta situada debajo de la marca. debiendo atraversar
la superficie del liquido unicamente el hilo de suspension. La temperatura del liquido
contenido en la probeta se medira mediante un termoémetro graduado en 1-3 de grado.
Una balanza hidrostatica monopiate puede igualmente ser utilizada.

22 Procedimiento

S22 Calibrado de una balanza hidrostatica
Con los dos flotadores suspendidos. se equilibra la balanza colocando sobre el plato de la
derecha las masas p.
Se llena la probeta de agua pura hasta 1a marca. se mide la temperatura t © C después de
agitar v se deja reposar durante 2 o 3 minutos. Se restablece el equilibrio mediante masas
que se colocan en el plato de 1a derecha: se denominara p” a estas masas.
Volumen del flotadora 207 C:
Vo ¢ = tp — pitF + 0.0012)
F = factor dado por la tabla ! para la temperatura t * C.
p ¥ V., son las caracteristicas del flotador.

3222 Procedimiento

El flotador de la derecha se sumerge en la probeta lHlena de vino (o de mosto) hasta la
marca. Leer fa termperatura t ° € del vino o del mosto): sean:

p~ ias masas que restablecen e} equilibno,
pt” C Ia masa volomca aparente:

¥ -m

+ 2
v + Q0012

23RS

Referir esta masa volGmica 2 207 C stifizando una de lastablas HL Il o IV,
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6.2

&2

Ejemplo de caiculo de la masa volimica a 20 ° C v de la densidad 20 ° C 20 ° C (método
de referencia)

Picnowetria con balanza de dos platos
Determinacion de las constanies del picnometro
l. Pesada del picndmetro Empio v seco:

Tara = picndmetro + p
p= 1046434 ¢

2. Pesada def picnomerro lleno de agua a la temperaturat © C:

Tara = picadmetro + agua + p’
p = 123%gparat = 205" C.

ot

Calculo de la masa de aire contenida en el picnometro:
m=00012(p - p'}

m = 00012 (1049454 — 12396}

m=012449

4. Caracteristicas que deben anotarse

Tara del picnometro vacio. p + m:
p+m= 1049454 + 01244
p+m= 1050698 ¢

Volumena20"C =ip+m — p)- F ¢

Fuwe = 100I90D
AR (1050698 — 123963 - 1.001960
Voo = 1540275 mi

Masadetaguaa20°C = V.. . - 0998203
M. o = 103 8405¢

]

Determinacion de la masa volimica a 20° C v de la densidad 26° C26° C de un vino seco:
p = 12622a31786°C

1050698 — 12622
Prrm e = 1040275

Poosa o = D99788 g/mi
La tabla il permite caloular p .. . 2 partir de p,  mediante 1a relacidn:

Parat = 1736 °C » para an grado alcohdlico de 11 % vol s¢ encuentra ¢ = 0.5¢

0.54
P o = 099788 ~ -

Pw e = 09973 g ml

" seemn

= 699913
Desevmvinarion de las conssanses dief picnémetro

P& 793
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Pesada del picnOmetro lleno de agua a la temperaturat °C:
P, = 169271522165-C.
Calculo de 1a masa de aire contenida en el picnometro:

m = 0.0012(P, — P)
m = 0.0012 x 101 4802
m=0.1218¢g

b

4. Caracteristicas que deben anotarse

Tara del picnémetro vacio: P — m
P—m = 677913 — 0,1218
P—m=676695¢

Volumena20°C =[P, — (P — m)} F.
Foros ¢ = 1.002140

Voo = (1692715 — 67.6695) - 1002140
Voo = 1018194 ml

Masa del agua a 20°C = V., . - 0.998203
My = 1016364 ¢

Masa del frasco tara: T,

T, = 1719160 5.

622 Determinacion de la masa volamica a 20 °C v de la densidad 20 °C~20 °C de un vino
seco:
T = 1718178 ¢
dT = I719178 — 1719160 = + 00018 ¢
P—m + dT = 67,6695 + 0,0018 = 676713 ¢
P, = 16927992 18 °C

1692799 — 676713
O e = 1018194

P = 099793 g'mi
La Tabla I permite calcular p 26 °C a partir de p , - mediante la relacion

Pu e =Hoe X 1000

Para t = I8 °C y para un grado alcohélico de 11 % vol. se encuentra ¢ = 0,49

6,49
Pec = 099793 — Eﬂi_}
099744
apc = 2T o003

Sl
T 0998203
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TABLA}

Tabla de factores F
por los que hay que multiplicar la masa del agua contenida en ¢l picnametro de vidrio pyrexat (. para
calcular el volumen del picndometroa 20 €

~
1
(,3’
sl

i C F ;°C FoopC F

-U
~
-y
=

~
T

RG.000398 [12.041.000601 116.011.001097 [19.0{1.00160& |22.0/1.002215 [25.0/1.002916 {28.0!1 003704
11000406 | 1J1.000703 | 11001113 | (11001627 | 111002238 | (111002941 1]1.003731
2100631 | 211000714 1 2001128 | 2001846 1 2002260 1 21002066 | 211003739
Zi1.000422 | 3110007261 31001141 310016651 310022821 311.002990 | 311.003787
41000430 1 41000738 | 41001159 ] 41001684 | 41002304 | 41003015 411003815

10.511.000439 [13.5{1.000732 {16.511.001175 [19.5{1.001703 {22 5{1.002326 |25.5{1.003041 {28.5/1.003843
SILO0OMT | 61000764 | 61001191 1 61001722 | 6/1.002349 |  611.003066 | .6/1.003871
JIL006436 | TIL000777 | 711001207 1 71001741 | TIH002372 | 701003092 | 7{1.003899
Bi1.000465 | 811000780 | 810012231 811001761 | 81002394 SI1.003117| .8i1.003928
SL006474 | 911000803 | 5]1.001239 1 911001780 | 911002417 | 9{1.003143 | .911.0039%6

11.0{1.000483 114.011.000816 |17.0{1.001257 120.0;1.001800 {23.0{1.002439 |26.011.003168 {29.0]1.003984
J{L000492 1 111.000829 | 111001273 | (1{1.001819 | .11.002462 | 1]1.003194 ] .1{1.004013
211000501 | 211000842 | 211001290 | 241.001839 | 2(1.002485 1 211.003222 ] 211.004042
1000311 | 31000855 1 3110013061 51001839 | 310025081 31003247 .311.004071
AL000320 | 41000868 1 411.001323 | 4[1.001880 | -4{1.002531{ 4;1.003273( .4{1.004099

FE.511.000330 |14.5/1 000882 [17.511.001340 120,511.001900 {23.5{1.002555 126 .5|1.003299 {29.5{1 004128
611 000540 LOO089S | 611001337 | 611061920 | 61002578 1.003326 | .6[1.004158
J711.000550 1.000909 | 7I1001374 1 T1.0019411 711002602 1063352 1 711.004187
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1.061037
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Diano Oficial de las Comunidades Europeas 1

. EVALUACION MEDIANTE REFRACTOMERIA DEL CONTENIDO EN AZUCARES DE
MOSTOS, MOSTOS CONCENTRADOS Y MOSTOS CONCENTRADOS RECTIFICADOS

21
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et
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ta

FUNDAMENTO DEL METODO
El indice de refraccidn 2 20 °C, expresado de modo absoluto o como porcentaje en masa
de sacarosa, se lieva a la tabla correspondiente para obtener el contenido en aziicares en

gramos por litro v en gramos por kilogramo de mesto. mosto concentrado v mosto concen-
trado recuficado.

MATERIAL

Refractomerro del ipo Abbs

El refractometro utilizado debera estar provisto de una escala que indique:

— ¢f porcentaje en masa de sacarosa, con precision de 0.1 %»_ o bien

— ¢l indice de refracaidn con 4 decimales.

El refractometro debera estar provisto de un termometro, cuva escala estara graduada de
+137C a +25°C como minimo, y de un dispositive de circulacién de agua que permita

realizar 13s mediciones 2 una temperatura de 26°C = 3°C.

Deberan seguirse estrictamente las instrucciones sobre ef manejo de este instrumento. en
particular, las copcernientes al calibrado v a la fuente luminosa.

PREPARACION DE LA MUESTRA
Mostos ¥ mostos concentrados

Puede pasarse ¢l mosto a wavés de una gasa seca doblada en cuamo v. ras haber elimi-
nado fas primeras gotas de filirado. se efectia la determinacion sobre el producto filtrado.

Urihizar, segan su concentracion, <! mosto concentrado rectificado o ka solucién obtenida
afadiendo agua a 206 g de mosto concentrado rectificado exactamente pesados basta que

PROCEDIMIENTO

&mxhﬁtz&s&%&wm&wg@xmaB}:CC‘M&wmd{mmmci
m@s&@dﬁ@aaﬁﬁm&&%&w&wﬁm.zdmwhmm

Medir of porcentaje en smasa de sacaross con uus sproumacion de 0.1 % o anotar ¢f indice
de refraccidn con 4 decimales.

CALCULOS
Caczeccidn de Sowgersines

Aparatos graduados en % on mass de sacaross. Utilizar & tabla | para la correccion de
emperaturs
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Aparatos graduados en indices de refraccion: Hevar ¢ indice medido a1 "C a Ia tabla
para obtener {columna 1 el valor correspondiente del procentaze ¢n masa de sacarosa a

t °C. Mediante la tabla I se comregird este valor expresandoio a 20 " C

Contenido en azucares de mosios v mostos concentrados
Lievar el porcentale en masa de sacarosa a 20 °C a la tabla I para obtener ¢l contenido en

azucares invertidos en gramos peor litro v en gramos por kilogramo. Se expresara con un
decimal.

Contemdo en azicares de mosto concentrado recuficado

Llevar ¢f porcentaje en masa de sacarosz a 20 °C a la rabla 11 para obtener el contenido
2n 3zucares ¢n gramos por lMro v en gramos por kilogramo. El contenmido en azdcares se
expresara en arucar inverude con | deaimal.

Si fa medicion se ha efectuado con ¢ mosto concentrado rectificado dilundo. se muluph-
card el resultado por el factor de duucon.

indice de refruccidn de mostos, mostos concentrados ¥ mostos concentrados rectificados

Lievar ef porcentaje en masa de sacarosa a 20 °C a 1a wabla 1T para obtener el indice de
refraccion a 20 ° €. Se expresara con 4 decmales.

TABLA

Cearreccion que debera efectuarse cuando ¢l porcestaje en masa de sacarosa sea determinado 2 ena

temperatars difereate de 20 °C

Temperatora €

Sacarosa en gramos poc 100 gr de producto

Siiﬁliifzﬁlif}imiiﬁiéﬁiwzﬁ

BN

Restar

62510271031 1031 0341035036037 03036
82110231027 102710291031 031103210631 023
01610181020102010221023 (02310231020 ]0.17
91110121014 1015]1016]016]0153]0121012]00
0061007 1008 0080081009009 ]008]}007 00

Samar
006 1097 | 007 | B4 Q07 1007 10071007 1007 007
012186131014 014101410131 0128101410.1410.13
gIsieMiomi0211021 1021101 102251022 1062
824 1026 1026 (027 JO2R 102 1028 1028 1 029 1 0.9
0301032]032]034]036]0361036036]036 ;037

L)

Las variaciones de I weazperatara con refacion 2 28 ° € so deberan cxceder de =5 °C.
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TABLA 1
Tabla del coatenido em azucar i ‘i, ea gramos por litro y en gramos por kilograme. de mostos y mostos
coaceatrados, determinado mediante nn refractometro graduado ea porcentaje en masa de sacarosa2 20 °Co
en indice de refraccion 2 28 ° C. Figura también la masa volamica a 20 "C.
Sacarosa indice de Vass Azicar en Artcaren Grado alcohdlice
*p (M m) refracaén a 20 7C votumicaa 20 'C 21 2'kg avola20°C
0.0 1.34781 1.039¢ 83 79.2 4.89
161 1.34798 1.3 834 802 4,95
16.2 1.34814 1.0398 &3 813 502
16.3 1.34830 1.6402 856 822 5.0
H4 1.34845 1.0406 8.6 3.2 514
0.5 1.34868 1.0410 876 841 3.2
16.6 134875 1.0314 85.6 8.1 5.26
10.7 1.348%0 1.6419 897 8361 5.33
198 1.34%06 1.0423 90.8 871 3.39
0.6 1.34921 10427 918 81 343
3R 1.34936 1.8431 929 891 5,52
LR 1.34952 1.6433 940 90.0 538
112 1.34968 1.043% 95.0 910 5.64
i1.3 1.34984 1.0443 96.1 920 S.71
it4 1.33599 1.0447 971 929 377
RS 1.35013 1.0452 982 a9 5.83
it.é 1.35031 1.0456 3 95.0 590
117 135846 1.0460 100.3 959 5.9
1.8 1.35062 1.6464 1014 96.9 6.02
L9 135677 1.0468 s 979 6.09
126 1.35082 10473 103.6 98 9 6,15
12 1.35108 1.6477 1047 995G 622
2.2 1.35124 1.0481 5.7 100.8 628
123 135140 10485 1368 1019 6.35
2.4 135156 1.6489 7.9 029 6,31
12.5 1.35172 1.04%4 1090 103.8 6.7
2.6 135187 1408 110.9 4R 6.2 ;
127 1.35295 1052 1111 1058 X i
128 133219 1.6506 122 1668 6.66 !
2.9 1.35234 19318 1132 7.8 6.73
38 1.35249 19514 1143 8.7 6.79
13t 1.35266 1.0519 1154 1987 6.86
32 1.35282 19523 1165 a7 592
3.3 §.332 1527 1175 1117 699
134 1.35313 10531 1186 1126 705
33 1.353329 1053 119.7 136 IR}
136 1.35345 1.5 1208 1146 7.18
137 1.33360 [ Rias 22 1218 1156 7.2
3.8 1.35376 1.9548 229 1165 30
3% 1.35391 1.O532 1238 7S 737
Hg 135407 19557 1251 3591 743
Bt 1.35424 18561 1262 1195 7S
4.2 1.35440 563 73 12053 .56
K3 1.35456 1.6568 1284 213 763
M4 1.35472 10573 1285 1225 7.68
M3 1.35488 §O578 135 1234 T
136 1.35565 19582 318 1244 7.82
.7 133519 19586 3T 1254 78
148 1.35533 HR a1 1338 1265 7.9
4.9 1.35551 [ Riavad 1493 1273 201
&3 El contenidio o aziivares o5t exprosadio o agicar ievertdis
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Sacarosa Indice de Masa Azticar en Azucar en Grado alcohotico
% imAmj refraccon a 26 °C volemicaa20 " C g1 2 kg *evola 2 C
15.0 1.353567 1.0359 136.0 1283 8.08
151 1.35583 1.0603 1371 1293 §.15
15.2 1.35599 1.0608 138.2 1303 8.21
133 1.35615 1.0612 139.3 1313 8.27
15.4 1.33631 1.0616 140.4 1323 834
133 1.35648 1.0621 1413 1332 841
15.6 1.35664 1.0625 1426 1342 847
137 1.35680 1.062% 143.7 133.2 854
158 1.35656 1.0633 448 136.2 8.60
159 1.35712 1.06638 1439 1372 8.67
16.6 1.35728 1.0642 147.0 138.1 8.73
16.1 1.35744 1.0646 1481 136.1 8.80
16.2 1.35760 1.0651 1492 140.1 8.86
16.3 1.35776 1.0655 1383 141.1 8.93
16.4 1.35793 1.0660 1315 1421 5,00
16.5 1.33809 1.0664 152.6 3.1 9 06
16.6 1.35825 1.0668 153.7 1441 9,13
16.7 1.35842 1.0672 M8 145. 320
16.8 1.35858 1.0677 1559 146.0 9.26
16.9 1.3587% 1.0681 1579 147.0 9.33
17.6 1.358%0 1.0685 1581 1480 939
171 1.35967 1.0650 1563 149.0 546
17.2 1.33923 1.0694 1604 150.6 89,53
17.3 1.35939 1.0699 1615 131.6 9.59
17.4 1.35955 1.0703 162.6 1519 9.66
17.3 1.35972 1.677 1637 1529 9.73
i7.6 1.3598 1.O711 1648 133.9 975
17.7 1.36004 1.0716 1639 1548 9.86
178 1.36026 1.0726 167.0 1558 392
17.9 1.36836 19724 1681 156.8 399
13.8 1.36853 16729 1653 1578 10.06
181 1.36670 1.8733 170.4 1388 10.12
8.2 1.36086 1.0738 1715 1597 18,19
18.3 136102 1.0742 1726 1607 1025
8.4 1.36119 1.0746 1737 1616 1032
185 1.36136 19751 1749 1626 1039
i8.6 ' £.36152 18755 1760 163.6 10,46
187 1.36169 19760 1772 164.6 10.53
188 1.36185 1.9764 1783 i63.6 1059
i8¢ 1.36261 1.O768 7o 166.6 10,66
9.9 1.36217 1.09773 188.5 167.6 10.72
9.1 ' 1.3623¢ 10777 ; 1817 168.6 10.80
192 1.36251 ez I8 169.5 i0.86
193 1.36267 1.9786 ‘ 1839 1705 1093
194 1.3628 10791 1851 1713 - 11.00
95 1.36%5 195 863 1725 11.607
19.6 1.36318 1.0860 187.4 1735 11.13
197 1.36335 : 10804 1886 1745 1121
9.8 1.365331 1.0808 1887 1755 11.27
9.9 1.36367 1.ERI3 98 1763 1134




3.10.690 Diario Oficial de las Comunidades Europeas

Sacarosa ndice de Masa Azucar en Azicaren Grado alcoholico
5 {m/ my refraccien a 20 °C volumicaa 20 °C g1 g2-kg “evola2¢°C
20.0 1.36383 1.0817 1915 1774 11,40
201 1.36400 1.0822 193.1 178.4 1147
202 1.36417 1.6826 1942 179.4 1.
283 1.36434 1.0831 1953 180 4 11.60
264 1.36451 1.0835 196.5 1814 11.67
05 1.36468 1.0840 197.7 182.3 11,75
66 1.36484 1.08¢4 168.8 1835 11.81
20.7 1.36501 1.0849 200.G 1843 11.88
20.8 1.36518 1.0853 2011 1833 11,96
205 1.36334 1.0857 2022 186.2 12.01
210 1.36356 1.0862 2033 187.2 12.08
211 1.36568 1.0866 2045 188.2 12,15
212 1.36385 1.0871 2057 1892 12,22
213 1.36601 1.0873 2068 190.2 12.28
214 1.36618 1.0880 2679 1911 12,35
215 1.36635 1.6884 209.1 1921 1242
216 1.36652 1.(889 2103 19531 12.49
217 1.36669 1.0893 2113 194.1 12,56
218 1.36685 1.0897 2125 195.0 12,63
29 1.36702 1.0902 2136 1%6.0 12,69
220 1.36719 1.0906 2148 196.9 12.76
2.1 1.36736 1.0911 2160 198.92 12,83
2z 1.36753 1.0916 2172 1990 12,90
223 1.36770 1.0920 2183 199.9 12.97
2Z4 1.36787 1.0925 2195 2009 13.04
225 1.36804 1.0929 2206 2018 13.11
2s6 1.36820 1.0933 217 2028 13,17
27 1.36837 1.0638 229 2038 1324
228 1.36854 1.0943 2241 248 13,31
29 1.36871 1.0947 2252 2058 13.38
38 1.36888 1.0952 264 2067 13,45
51 136905 10956 2278 2077 1352
3z 1.36922 1.0961 287 208.7 13,59
3.3 136533 1.0965 2299 297 13.66
33 1.36956 1.097G 2311 2107 13,73
s 1.36973 1.0875 2323 2116 13.80
36 1.36991 1.0979 2334 2126 13.87
37 1.37008 1.0984 346 2136 13.94
33 L3S 1.0988 2358 2146 LR X1
39 1.37042 1.9993 370 ; 215.6 13.08
%8 137059 1.0998 2382 2166 14,15
241 137076 11007 2393 2174 1422
24z 1.370%3 11911 2463 2182 1428
243 1.37119 1.1516 2316 2194 1433
244 1.37128 1122 233.9 220> HH
s L3745 1126 2830 3 .50
A6 1.37162 1.1930 2450 221 1456
227 137180 11635 246 4 2232 1454
238 137197 1. H4 2477 4.4 472
249 137214 1 HMS 2487 252 478
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Indice de Masa Azucar en Aziicar en Grado alcohélico
refraccion 2 20 C volumicaa 20 ' C g ! 2 kg avoial0C
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Sacsrosa Indice de Masa Aziacar en Arncaren Grado aicohohco
£ s 5 e eyt 0 H N . oy
“simmi refracciona 20 °C volumicaa 26 '€ g1 z7kg vola 2t °C
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4
N

4

4

Sacarosa _ Indrezde Masa Azacar en Azucar en Grado alcohslico
S imomyj refracaon 2 26°C olemica 3 20 g1 2 kg “svolal20:C

330 139031 1.1537 3211 22.01
3= 1.39056 1.1543 3221 22.08
352 1.39069 1.1548 3230 22,16
353 1.39087 11553 3230 2224
35.4 1.39106 11558 325.0 n.32
333 1.391235 1.1363 32589 239
356 139144 1. 1368 3269 22,45
387 1.39163 11573 3278 254
338 1.39181 1.1379 3288 62
358 1.3920 11384 3297 1269
.8 39219 1.1589 3832 330.7 »n77
36.1 39238 1.158¢ 3845 3316 283
36.2 39257 113 3&8 38 3325 2.9
363 3276 1.1604 3870 3335 22,99
364 39295 1.1610 3883 33453 1307
36.5 39314 1. 1615 389.6 3354 23135
%6 1.1629 a9 33643 232
367 1 2330
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3.10.990 Diario Oficial de las Comunidades Europeas

Sacarosa [ndice de Masa Azicaren Azicaren Grado alcohélico
Fafms ) refraccidna 20 °C volamicaa 260 °C g1 a'kg Favola 20 °C
46.0 1.39985 1.17%6 4343 368.2 25.80
40.1 1.40004 1.1801 435.6 369.2 25,88
442 4 1.40024 1.1806 437.0 370.1 25.96
463 1.40043 1.1812 4383 3711 26.04
40.4 1.40063 1.1817 4397 372.1 26,12
4.5 1.40083 1.1823 410 373.0 26,20
40.6 1.40102 1.1828 4423 3740 26,28
407 1.40122 1.1833 4437 3749 26.36
408 1.40141 1.1839 4430 375. 26,44
16.9 1.40161 1.1844 446 .4 376.9 26,52
41.0 1.40180 1.1850 $47.7 377.8 26,60
41.1 1.40200 1.18535 4490 378.7 26,68
41.2 1.40219 1.1860 4502 379.6 26,75
413 1.40239 1.1863 4515 380.5 26,83
414 1.40259 1.18% 4528 381.4 26.90
415 1.40279 1.1875 454.1 3823 26,98
$1.6 1.4029% 1.1881 4553 383.2 705
41.7 1 40318 1.1886 456.6 3842 7.3
41.8 1.4033 1.1891 4579 385.1 27.21
41.9 1.403%7 1.189 459.1 386.0 728
426 i 1901 460 4 3869 27535
221 1 gy 461.7 387.8 7,43
22 4t 11912 463.1 3838 27.52
42.3 AR i.1917 464 4 389.7 27.59
324 1.46045; 1.1923 4658 390.7 27.68
2.5 1. 46475 i 1.1928 467.2 391.6 27.76
126 : 1.464% . 1.1934 468.5 3.6 27,84
2.7 : 1.40315 ¢ 1.1939 469.9 39335 27.92
428 ; 1.46535 i 11945 471.2 3945 28.00
429 i 1.46355 ’ 1.1950 4726 3954 28,08
430 1.40573 i 1.1956 4739 396.4 28.16
43.1 { 1.40595 i i 1961 4752 397.3 28.23
137z 1.40615 : 1.1967 4766 3983 28,32
433 1.40635 11972 4779 3962 28,40
334 1.49655 1.1977 4793 400.1 28,48
433 1 40675 . T.1983 4806 401.1 28.36
3.6 L 30693 : : 1988 4819 402.0 28,63
337 .40715 11994 4833 402.9 28,72
438 1 4733 1.1999 484 6 039 2879
439 1.48755 1.2005 4860 304.8 2888
4.6 140775 4873 H57 2R95
=% 3 1.40795 488 6 306.7 2903
432 1.40813 4900 407 .6 29.11
£33 1 40836 M3 HR8.S .19
4.4 1. 40856 T 2632 2927 HB.5 %27
445 §.4087% 2557 4940 4104 2933
.6 1.46896 12642 4953 4113 2943
8.7 1.40916 1.2048 496.7 4123 2951
4.8 1.40937 1.2053 3986 413.2 29.59
449 1. 40857 1.2 X3 3141 29567




Diario Oficial de las Comunidades Europeas 3.10.90

Sacaresa 4 fndice de Masa Aziicar en Ariicaren Grado alcohdlico
Ya fm. mj refracciona 20 ' C volimicaa26°C g1 g kg “svola20"C

456 1.40977 1.2064 500.7 1150 29.75
131 1.40997 1.2670 3321 416.0 29.83
452 1.41018 1.2976 M35 £17.0 2992
453 1.41038 1.2081 3049 1179 30,00
454 1.41058 1.2087 5063 +iR9 30,08
4535 1.41079 1.2093 307 8 4189 3017
436 1.41009 120688 6.2 4209 30.25
437 1.41119 12104 31d6 4218 30,34
458 1.4113% 12116 512.60 1228 30,42
139 1.41160 1.2115 3134 237 38,50
460 1.41180 1.2121 5148 4247 30.59
16.1 1.41200 1.2127 516.1 4256 30,66
46.2 1.41221 1.2132 317.3 1265 30.75
463 1.41241 12137 SiI88 4273 30.82
164 1.41262 1.2143 3202 4284 3091
16.3 1.41282 1.2148 5215 1283 30.99
46.6 1.41302 1.215¢ 3228 4302 31.06
46.7 1.41323 1.2139 5242 431.1 31.15
46.8 1.41343 1.216>5 3283 432.0 31.22
16.9 141364 1.2178 326.9 432 9 31.31
478 1.41384 1.2175 328.2 433.8 31.38
47. 141305 1.2181 5286 434 8 31,47
47.2 1.41425 1.2187 3310 4357 31,55
473 1.41346 1.2192 532.4 436.7 31.63
474 1.41466 1.2198 3338 4376 31,72
47.5 1.41487 1.2264 3353 43%.6 31,81
7. 1.41508 1.2218 336.7 4395 31.89
477 1.41528 1.2215 5381 $30.5 31,97
478 141549 12221 3395 441 4 3205
47.¢ 1.4156% 1.2227 509 2.4 32,14
486 1.41396 12232 323 433 22
48 1 1.41611 1.2238 3436 4432 323
182 141632 1.2243 54390 4451 3238
483 141652 1. 2240 5463 446.0 3248
484 1.41673 1.225%¢ 3477 336.9 32.59
38 % 1.41654 1.2260 5491 $57.8 32463
186 1.41715 1.2263 5504 4487 3270

7 14173 12271 5518 497 RN
488 141756 1.2276 3551 4306 32,8
489 ; 141777 12282 b 4514 3293
26 6 131798 1.2287 5558 4523 3302
491 1.41818 1.2293 &322 1533 331
492 1.41840 1.2298 3386 4342 33w
493 1.41861 12302 560 4551 3327
454 131882 1.2310 3614 456.1 3336
485 1 41903 1.2315 5828 457.0 ELR -
396 ! i.41924 12321 L2 4579 3332
49 7 s 415 1.2327 5.6 438 8 3361
49 8 1.41966 12332 3670 4398 3369
49 9 1.41987 12538 b 3607 3377




3.10.9 Dhario Uficial de las Comunidades Europeas 25
Sacaross fadice de Masa Aricar en Azicaren Grado alcohélico
Yoim m) sefvaccide < 20 volsmica228°C P e kg vela20°C

0.0 142008 1.234 3698 4616 33,86

531 1.4202% 1.2349 5712 4625 33,94
32 + 42050 1.2355 5726 633 34.02

563 142071 1.2361 574.0 464.4 3410
304 182092 1.2366 5754 4633 34.19
50.3 142114 1.3372 5769 4662 3428
5.6 142135 1.2378 578.3 4672 34.36
307 1.421%6 1.2384 5797 468.1 3444

308 142177 1.2389 3811 1600 3453

6.9 1.42198 1.2395 3825 4659 34,61

519 142219 1.2401 5839 1209 34.69
5.3 14240 1.2307 5854 4718 3478
512 142261 1.2413 586.9 1728 34.87
51.3 1.42283 1.2419 5883 4738 3495
514 ¥ 42304 1.2425 589.8 4747 35,4
513 §.42325 1.2431 3913 757 35,13
516 342346 1.2437 592.8 £76.6 3522
317 ¥.42367 1.2443 5943 477.6 3531

518 1 42389 1.2349 595.7 478.6 35,39
319 §.42410 1.2455 5972 4795 35.48
32 142431 1.2461 3987 480.5 35,57
321 142452 1.2466 6001 481.4 35.65
32z 142474 12472 601.5 4823 35,74
323 Y 42455 1.2478 6029 483.2 3582
324 |3 a3 ¥ 1.2483 6043 4841 3591

323 ¥ 42538 12489 6058 485.6 3599
52.6 42559 1.2495 672 4859 36,08
27 1.42581 1.2500 608.6 486.8 36,16
328 ¥ .A2602 1.2566 610.0 487.7 36,24
329 }.42624 12512 611.4 4886 36,33
330 142845 1.2518 612.8 4896 36.41
3.1 1.42666 12524 614 3 495 36,50
33.2 V42686 1.2530 6133 49: 4 36.59
533 HE #¢0i 71 1.2536 6172 492 4 36.67
3.3 Y4277 1.2542 618.7 4933 36,76
533 V42748 1.2348 202 4843 36.85
536 §.42768 1.355% 1.7 4552 36,94
37 L4278 1.2560 623.2 496.2 3703
538 y.42810 1.2566 624.6 $97.1 wn
339 142830 1.2571 626.1 498.0 3720
540 }.42851 12577 627 6 499.0 37.29
34.1 L4287 1.2583 629.0 499.9 337
42 V42897 1.2589 630.4 500.8 3745
4.3 142919 12595 6318 0.7 3754
54.4 V42942 1.2600 633.2 5026 3762
4.5 }.42965 1.2606 6347 535 3771
M5 ¥ 42988 L2612 636.1 5043 37799
547 b45011 12817 637.5 505.2 37.88
54.8 143033 12823 6389 506.1 37,96
549 L43E< 12629 6303 70 3804




Dianio Oficial de las Comunidades £uropeas

3.10.90

Sacarosa fndice de Muasa Azicar en Azpcar en Grado atcoholico
Yeimmemk refracaidna 20°C volarmicaa 20 g1 g'kg *2vola 20 °C

358 1.43079 1.2633 641.7 79 38.11

351 143104 1.2640 432 5088 3R

352 1.43123 12646 546 5087 38.30
353 1.43145 1.2652 546.1 3187 3839

354 1.43167 1.2638 647 6 5116 3848

353 1.4318¢9 1.2664 6491 5125 38,57
336 1.43210 1.2670 650.5 S13. 38,65

537 1.43232 1.2676 632.0 5143 3874
358 1.43254 1.2682 633.3 3153 38.83
359 1.43276 1.3 6549 S162 38.91

36.0 1.43298 12654 6564 5171 39.00
36.1 1.43320 1.2700 6576 3180 35.06
56.2 143342 1.2706 £39.4 3189 29 18
363 143362 1.2712 660.8 519.9 3926
564 1.43386 1.2718 6623 3208 3935
36.5 1.434509 1.2724 6638 321.7 3944
56.6 143431 1.2750 6633 3226 39.53
S6.7 1.33453 1.2736 666 8 32353 3962
568 1.43475 1.2742 668.2 5244 39.70
56.9 1.43497 1.2748 669.7 32354 39.79
57.6 1.43519 1.274 671.2 3263 3588
37.1 1.43541 1.2760 6727 327.2 3997
572 1.43563 1.2766 6743 3282 40,06
37.3 1.43586 1.2773 6758 5291 40.15
374 1 43608 1.2779 677.4 530.1 10,25
575 1.43638 1.2785 678.9 531.0 4034
57.6 1.43652 1.277%1 680.4 5328 40.43
577 i.43674 127997 682.0 5329 40,52
578 1.43657 1.2804 683.3 5338 4.61
379 1.43719 1.2810 6851 5348 40.70
3836 14374 1.2516 686.6 3357 40.80
58.1 1.43763 1.2822 688 1 336.6 40 .88
582 1.43786 12828 6896 5375 38,97
583 1.43808 12834 01.0 5384 $1.06
584 1.43831 1.2830 6925 5393 41.14
3RS 1.43854 12846 4.0 540.2 41.23
386 1.43876 12852 6955 5411 41.32
387 1.43899 1.2858 6970 5420 41.41
588 1.43921 1.2864 698.4 5429 41,50
589 1.43034 1.2870 999 5438 41.58
399 1.43966 i.2876 7014 544.7 41.67
5.1 1.439%89 1.2882 7029 5457 41.76
92 1.44011 12888 704.5 546.6 41 .86
%3 1.44034 1.2895 706 0 5475 4195
334 1.44056 1.2901 7.6 5485 204
395 1.44079 1.2907 709 1 549.4 42,13
9.6 1.44102 1.2913 710.6 550.3 2.2
567 1.34124 1.2920 7122 551.2 4232
598 1.34147 1.2926 713.7 5522 241
b 1.43165 1.2932 7153 5531 42,50




3.10.90 Dianio Oficiai de las Comunidades Europeas =i
Sacarosa Indice de Masa Azucar en TUCAT oD Grado alcoholice
ot refracaron a28°C volimica a 20°C 21 kg *svola20°C

.G 144192 1.2938 716.8 3.0 42358
681 144215 1.204 7183 349 42.68
60.2 1.44237 1.2950 7198 3358 42,77
a3 1.44260 1.2956 7212 556.7 42.85
0.4 1.44283 1.2962 7227 5576 4294

5 1.44306 1.2968 7242 3584 43.03
60.6 144328 1.2974 TEB7 3593 4312
6.7 §.44351 1.2980 7272 560.2 4321
60.8 1.4437 1.2986 7286 361.1 43.26
0.9 1.4439% 1.2992 730.1 36206 4338
61.6 1.4349 1.2998 731.6 362.8 43,47
61.1 14442 1.3004 733.1 563.8 43.56
61.2 1.44465 1.3011 7347 564.7 43,65
61.3 144488 1.3617 736.2 365.6 4374
61.4 1.44511 1.3023 7378 5663 43,34
615 1.44533 1.3030 739.4 567 4 4393
61.6 1.44556 1.3036 740.9 568.4 4402
61.7 1.44579 1.3042 7425 5693 44.12
61.8 1.44602 1.3048 7440 370.2 4421
61.9 1.44625 1.3055 745.6 5711 4430
62.9 144648 1.3061 7471 5720 4439
62.1 1.44671 1.3067 748.6 5729 44 48
62.2 1.44694 1.3073 750.2 573.8 44,57
62.3 144717 1.3080 751.7 5747 T 4466
624 1.44740 1.3086 7533 575.6 476
62.5 1.44764 1.3092 754.8 576.5 44,85
62.6 1.44787 1.3098 7563 577.4 4494
62.7 1.44810 1.3104 757.9 5783 45,03
628 1.44833 1.3111 7594 579.2 45,12
2.9 144856 1.3117 761.0 580.1 45,21
63.0 1.44879 1.31233 762.5 581.0 4531
63.1 1.44962 1.313¢ 764.1 5820 45,40
63.2 1.44926 1.3136 765.7 5829 45,49
633 1.44949 1.3143 7573 583.8 45,59
63.4 1.44972 1.3149 768.9 584.8 45,69

3 1.44996 1.3156 770.6 585.7 45,79
63.6 1.45019 1.3162 7722 586.6 4588
63.7 1.45042 1.3169 7738 587.6 .98
63.8 1.45065 1.3175 754 588.5 2,07
639 1.45089 1.3182 IR 589.4 46,17
640 1.45112 1.3188 718.6 590.4 46,26
6.1 1.45135 3195 780.1 591.3 4635
64.2 1.45159 1.3261 781.7 5921 46,45
643 1.45183 1.3207 7832 593.C 46,53
644 1.43206 1.3213 784.8 593.6 46,63
645 1.45236 1.3219 786.3 594.8 46,72
64.6 1.45253 1.3226 787.8 595.7 46,81
647 1.45276 1.3232 759 596.6 46,90
64.8 1.45300 1.3238 7909 597.5 46,99
64.9 1.45324 1.3244 7923 3983 47.09
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Sacurosa Indice de Masa Azracaren ArGcaren Grado alcohohico
sl mys refraccion a 20 voiumicaa 20 °C g1 g kg *svolal"C

856 1.43347 1.3251 L0 3892 47.18

3.1 1.45371 1.3257 793.6 600.1 47.27
632 1.453%4 1.3264 T¢F2 6011 47.37
633 145418 1.3270 7988 602.0 47.46
653 145441 1.3277 3304 602.9 17.56
635 1.45465 1.3283 2.1 603.8 47.66
65.6 1.45489 1.329G 803.7 6047 47,735
65.7 1.45512 1.3296 8053 603.6 47.85
65.8 1.45536 1.3303 806.9 606.6 4794
839 1.45559 1.33 8083 607.3 48.04
66.0 1.45383 1.3316 810.1 608 4 48,13
661 1.45607 1.3322 8116 6093 48,22
66.2 1.45630 13328 8132 610.1 48,32
66.3 1.45654 1.3333 814.8 611.0 48,41
66.4 1.45678 1.3341 816.3 6119 48,50
86.5 1.45702 1.3347 817.9 612.8 48,60
66.6 1.45725 1.3353 819.4 613.6 48,69
66.7 1.45749 1.3360 8209 6145 48,77
668 1.45773 1.3366 8225 6154 48,87
66.9 1.45796 1.3372 8241 616.2 48.97
670 1.45820 1.3378 8§25.6 617.1 49,05
67.1 145844 1.3385 §272 618.0 4915
67.2 1.45868 1.3391 8288 618.9 4924
673 1.45892 1.3398 830.4 619.8 49 34
67.4 1.45916 1.3404 832. 0 620.7 49.43
67.5 1.45%40 1.3411 833. 621.6 4953
67.6 1.45964 1.3418 835.3 622.5 49.63
67.7 1.4598R 1.3424 836.9 623.4 4973
67.8 1.46012 1.3431 838.5 6243 49 82
679 1.46036 1.3437 £40.1 6252 4992
680 1.46060 1.3444 841.7 626.1 50,01
68.1 1.46084 1.3450 843.4 627.0 50.11
68.2 1.46108 1.3457 8451 628.0 50,21
683 1.46132 1.3464 846.7 628.9 5031
68.4 1.46156 13471 848 4 629.8 5041
68.5 146181 1.3478 850.1 630.8 50,51
68.6 1.46205 1.3484 851.8 631.7 50,61

8.7 1.46229 1.3491 8535 632.6 5071
68.8 1.46253 1.3498 855.1 633.5 50,81
68.9 1.46277 1.3505 856.8 634.5 50,91
8.0 1.46301 1.3512 858.5 635.4 S1.01
69.1 1.46325 1.3518 860.1 636.3 51,10

9.2 1.46350 1.3525 861.7 637.2 51,20
6§53 1.46374 1.3531 863.3 638.0 51,29
69.4 1.46398 1.3338 8649 638.9 51.39
9.5 1.46%23 1.3544 866.6 639.8 51.49
69.6 1.46447 1.3551 8682 640.7 51,58
6§97 1.46471 1.3557 8698 641.6 51.68
698 1.46495 1.3563 871.4 642 4 51,78
699 1.46520 1.3570 8730 3.3 51.87
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Sacarosa N Indice de Masa Azicaren Azucar en Grado alcohohco
Y ime My refraccion a 26 °C volemicaa 28 °C gt gkg vl 20°C

70.0 146544 1.3577 §74.6 6442 31.97
70.1 1.46568 1.3583 876.2 6451 52.06
70.2 1.46393 1.3590 8718 6439 52,15
703 1.46618 1.35 8§94 646.8 5225
0.4 1.46642 1.3603 881.0 6477 3235
0.3 1.46667 1.3609 8827 548.6 5245
0.6 1.46691 1.3616 8343 649.4 2.3
70.7 1.46715 1.2622 885.9 6303 52.64
7.8 1.46740 1.3629 887.5 651.2 52,73
0.9 1.46765 1.3635 889.1 652.1 52.83
71.8 1.46789 1.3642 8907 652.9 52,92
1.1 1.46814 1.3649 892 4 6538 5302
71.2 1.36838 1.3655 894.1 6347 53,12
713 1.46863 1.3662 895.7 6336 5322
714 1.46888 1.3669 897.4 656.5 5332
Ei 1.46913 1.3676 8991 657.4 53,42
71.6 1.46537 1.3683 9008 6583 5352
717 1.46962 1.3689 902.5 6592 53.62
718 1.46987 1.3696 9041 660.1 53,72
19 1.47011 1.3703 9G5.8 661.0 33,82
728 1.47036 1.3716 7.5 661.9 53,92
721 1.47061 1.3717 909.2 662.8 5402
722 1.47086 1.3723 910.8 663.7 54.12
72.3 1.47110 1.3730 912.5 664.6 54.22
2.4 147135 1.3737 9142 663.5 54.32
725 1.471680 1.3744 915.9 666.4 54492
72.6 1.47185 1.3750 917.5 6673 5451
2.7 1.47210 1.3757 919.2 668.2 54.62
728 1.47234 1.3764 920.9 669.0 .72
e 1.47259 1.3771 9225 669.9 54.81
73.0 1.47284 1.3777 9242 670.8 3491
73.1 1.47309 1.3784 9259 671.7 35,01
73.2 1.47334 1.3791 9276 672.6 55.11
733 1.47359 1.3798 §29.2 673.5 5521
3.4 1.4738% 1.3804 930.9 674.4 5531
735 1.47409 1.3811 9326 675.2 5541
3.6 1.47434 1.3818 9343 676.1 55,51
737 1.47459 1.3825 936.0 677.0 55.61
738 1.47484 1.3832 937.6 677.9 g
739 1.47509 1.3838 9393 678.8 55,81
740 1.47534 1.3845 941.0 679.7 55.91
74.1 1.47559 1.3852 9427 680.5 56,01
742 1.47584 1.3859 944 4 681.4 56,11
743 1.47609 1.3866 946.0 6823 21
744 1.47634 1.3872 947.7 683.2 56.31
74.5 1.47660 1.3879 949 4 684.0 36,41
74.6 1.47685 1.3886 951.1 684G 5651
747 1.47710 1.3893 952.8 685.8 56,61
74.8 147735 1.3900 9544 686.7 56,71
749 1.47760 1.3906 956.1 687.5 56,81
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TABLA IH

Tabia del contenido en azacar (‘). en gramos por litro ¥ ea gramos por kilograme, de mostos concentrados
rectificados, determinado mediante un refractometro graduado ea porceataje en masa desacarosaa 20 ‘Co

en indice de refraccion 2 28 ° C. Figura tambieén {2 masa voliamicz 220 °C

Sacarosa fadice de Masa Aziscar en Aziicaren Gradeo alcoholico
% ¢me my refracciéna 20 °C volimicaa 20 'C gt 2kg sevola 20°C
56008 1.42008 1.2342 627.6 508.5 37,28
501 1.42029 1.23 6293 309.6 37.38
302 1.42056 1.2355 630.9 5106 37.48
5603 1.42071 1.2362 632.4 511.6 3756
0.4 1.42092 1.2367 6341 3127 37,66
505 1.42113 1.2374 635.7 313.7 37,76
506 1.42135 1.2381 637.3 514.7 3785
687 1.42156 1.2386 6387 515.7 37.94
588 142177 1.23%1 6404 516.8 38.04
389 1.42198 1.2396 6419 517.8 38.13
310 1.42219 1.2401 643.4 518.8 38,22
311 1.42240 1.2406 645.0 319.9 38,31
31.2 1.42261 1.2411 636.5 5209 38.40
313 1.42282 1.2416 648.1 520 38.50
51 4 1.42304 1.2421 619.6 52390 38.59
515 1.42325 1.2427 651.2 5240 38,68
516 1.42347 1.2434 6529 525.1 38,78
517 1.42368 1.2441 654.5 326.1 38.88
31.8 1.42389 1.2447 656.1 527.1 3897
319 1.42410 1.2454 657.8 528.2 39.07
52.8 1.42432 1.2461 659.4 529.2 39,17
521 1.42453 1.2466 661.0 530.2 3926
22 1.42475 1.2470 6625 5313 3935
523 1.42496 1.2475 664.1 5323 39,45
52.4 1.42517 1.2480 665.6 533.3 39,54
325 1.42338 1.2486 667.2 5344 39.63
326 1.42560 1.2493 668.9 535.4 39,73
52.7 1.42581 1.2500 670.5 536.4 39,83
32.8 1.42603 1.2506 722 537.5 39,93
52.9 1.42624 1.2513 673.8 538.5 40,02
53.0 1.42645 1.2520 675.5 539.5 40,12
331 1.42667 1.2525 677.1 540.6 40,22
532 1.42689 1.2530 678.5 541.5 40,30
333 1.42711 1.2535 680.2 542.6 40,40
534 1.42733 1.2540 681.8 543.7 40,50
53.5 1.42754 1.2546 683.4 544.7 40,59
336 1.42776 1.2553 6851 545.8 40,69
53.7 1.42797 1.2560 686.7 546.7 40,79
538 1.42819 1.2566 688.4 547.8 40,89
53.9 1.42840 1.25713 690.1 548.9 40,99
54.0 1.42861 1.2580 691.7 5498 41,09
541 1.42884 1.2585 6933 550.9 41,18
34.2 1.42906 1.2590 694.9 551.9 41,28
543 1.42927 1.2595 696.5 553.0 4137
54.4 1.42549 1.2600 698.1 554.0 41,47
545 1.42971 1.2606 699.7 555.1 41,56
546 1.42963 1.2613 701.4 556.1 41,66
54.7 1.43014 1.2620 703.1 557.1 41,76
548 1.43036 1.2625 704.7 558.2 41,86
549 1.43058 1.2630 706.2 559.1 41,95

£y

El contenrdo en azr@icares esta expresado en arscar invertido.
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Sacarcsa Indice de Masa Azicaren Azicaren Grado alcoholico
% (e W} refraccién a 20 °C volimicaa 20 °C g1 zke *»vola20”C
330 1.43079 1.2635 7078 560.2 4204
351 1.43102 1.2639 700 4 561.3 1214
352 1.431248 1.26435 711.0 5623 4223
353 1.43146 1.2652 7127 5633 4233
35.4 1. 43168 1.2659 714 4 5643 2.4
535 1.43189 1.2665 716.1 365. 4254
556 1.43211 1.2672 7178 366.4 12.64
357 1.43233 1.2679 7193 367.5 274
358 1.43255 1.2685 7211 568.3 4283
359 1.43277 1.2692 7228 569.5 42,93
36.0 1.43298 1.2699 7245 570.5 43,04
56.1 1.43321 1.2703 726.1 571.6 43,13
36.2 1.43343 1.2708 72717 572.6 43.23
56.3 1.43365 1.2713 7293 573.7 4332
564 1.43387 1.2718 730.9 574.7 4342
565 1.43409 1.2728 732.6 575.8 43,52
36.6 1.43431 1.2731 7343 3768 43.62
56.7 143454 1.2738 736.0 577.8 43,72
56.8 1.43476 1.2744 737.6 578.8 43,81
56.9 1.43498 1.2751 739.4 579.9 43,92
37 1.43319 1.2758 741.1 5809 44,02
371 1.43542 1.2763 742.8 582.0 44,12
572 1.43564 1.2768 744 4 583.0 4422
373 1.43586 1.2773 7459 584.0 44 31
574 1.43609 1.2778 7476 585.1 44 41
57.5 1.43631 1.2784 7493 586.1 44,51
576 1.43653 1.2791 751.0 587.1 44,61
577 1.43675 1.2798 752.7 588.1 471
378 1.43698 1.2804 754.4 586.2 44 81
37 1.43720 1.2810 756.1 590.2 41,91
380 1.43741 1.2818 757.8 591.2 45,01
581 1.43764 1.2822 739.5 592.3 45,11
582 1.43784 1.2827 761.1 593.4 4521
383 1.43809 1.2832 762.6 5943 45,30
58.4 1.43832 1.2837 764.3 595.4 45,40
3853 1.43854 1.2843 766.0 596.4 45,50
586 1.43877 1.2850 767.8 597.5 45,61
387 1.43899 1.2857 769.5 598.5 4571
588 1.43922 1.2863 FEER! 599.5 45,80
58.9 1.43944 1.2869 7729 600.6 4591
396 1.43966 1.2876 774.6 601.6 46,01
391 1.43988 1.2882 776.3 602.6 46,11
59.2 1.44011 1.2889 778.1 603.7 46,22
393 1.44034 1.2896 798 604.7 46,32
394 1.44057 1.2902 781.6 603.8 46,43
355 1.44679 1.2909 783.3 606.8 46,53
39.6 1.44102 1.2916 785.2 607.9 46,64
597 1.44124 1.2921 786.8 608.9 46,74
59.8 1.44147 1.2926 788.4 609.9 46,83
599 1.44169 1.2931 790.0 610.9 46,93
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Sacarosa Indice de Masa Azicaren Azucaren Grado alcohalico
s iy my refraccion a 20 °C volamicaa 20 °C gl g kg favola 20°C

6320 144192 1.2936 7917 612.0 37,03
60.1 1.44215 1.2942 7933 613.0 47.12
6.2 1.44238 1.2949 7952 6141 4723
&0.3 1.44260 1.2956 796.9 6151 4734
604 1.44283 1.2962 798.6 616.1 47.44
603 1.44305 1.2969 800.3 617.2 47 .55
60.6 1.44328 1.2976 802.2 618.2 47.65
60.7 1.44351 1.2981 803.9 616.3 47,75
60.8 1.44374 1.2986 805.3 620.3 47,85
60.9 1.44397 1.2991 8G7.1 621.3 47.94
61.0 1.44419 1.2996 808.7 622.3 48.04
61.1 1.44442 1.3002 810.5 623.4 48,14
61.2 1.44465 1.3009 812.3 624.4 48,25
61.3 1.44488 1.301 8142 625.35 48 36
61.4 1.44511 1.3022 8158 626.5 48.46
61.5 1.44534 1.3029 817.7 627.6 48,57
61.6 1.44557 1.3036 819.4 628.6 48.67
61.7 1.44580 1.3042 8213 629.7 48.7

61.8 1.44603 1.3049 823.0 630.7 48.89
61.9 1.44626 1.3036 8248 631.7 48,99
62.0 1.44648 1.3062 826.6 632.8 49,10
62.1 1.44672 1.3068 8283 633.8 49,20
62.2 1.44695 1.3075 830.0 634.8 49,30
623 1.44718 1.3080 831.8 6359 49 .40
62.4 1.44741 1.3085 833.4 636.9 49,50
62.5 1.44764 1.3090 835.1 638.0 49.60
62.6 1.44787 1.3095 836.8 639.0 49.71
62.7 1.44810 1.3101 838.5 640.0 49,81
628 1.44833 1.3108 840.2 641.0 49,91
62.9 1.44856 1.3115 842.1 642.1 50,02
63.0 1.44879 1.3121 8438 643.1 50,12
63.1 1.44902 1.3128 845.7 6442 50,23
632 1.44926 1.3133 8475 645.2 50,34
63.3 1.44949 1.3141 8493 646.3 50,45
634 1.44972 1.3148 851.1 647.3 50,56
635 1.44995 1.3155 853.0 648.4 50,67
63.6 1.45019 1.3161 854.7 649.4 50,77
63.7 1.45042 1.3168 856.5 650.4 50,88
63.8 1.45065 1.3175 858.4 651.5 50,99
639 1.45088 1.3180 860.0 6352.5 51,08
64.0 1.45112 1.3185 861.6 653.5 51,18
64.1 1.45135 1.3190 863.4 654.6 51,29
64.2 1.45158 1.3195 865.1 655.6 51,39
64.3 1.45181 1.3201 866.9 656.7 51,49
64.4 1.45205 1.3208 868.7 657.7 51,60
4.5 1.45228 1.3215 870.6 658.8 51,71
64.6 1.45252 1.3221 8723 659.8 51,81
64.7 1.45275 1.3228 874.1 660.8 51,92
64.8 1.45299 1.3235 876.0 661.9 52,03
64.9 1.45322 1.3241 877.8 662.9 52,14
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Sacarosa indice de Masa Azicar en Azncar en Grado alcoholice
s fm-my refraccén a 20 °C voitmicaa 20 °C 21 2'kg “evela207C
65.0 145347 1.3248 879.7 6630 3225
5.1 1.45369 1.3255 881.5 6630 52.36
652 1.45392 1.3261 8832 666.0 32,46
3.3 1.4516 1.3268 8356 7.0 52.57
5.4 1.45840 1.3275 886.9 668.1 52.68
653 1.43463 1.3281 888.8 669.2 52.79
65.6 1.45487 1.3288 890.6 670.2 52.90
63.7 1.43510 1.3295 892.4 671.2 33.01
658 1.4553¢4 1.3301 894.2 672.3 53.12
659 1.45357 1.3308 896.0 73.3 53.22
66.0 1.45583 1.3315 898.0 674.4 533
66.1 1.45605 1.3320 899.6 75.4 53,4
66.2 1.45629 1.3325 901.3 676.4 33,54
66.3 1.45652 1.333 903.1 6775 53,64
66.4 1.45676 1.3335 904 8 678.5 33.75
66.5 1.45700 1.3341 906.7 679.6 33.86
66.6 1.45724 1.3348 908.5 680.6 53.96
66.7 145747 1.3355 910.4 681.7 54,08
66.8 1.45771 1.3361 9122 682.7 54,18
669 1.45795 1.3367 913.9 683.7 54.29
67.0 1.45820 1.3374 9159 684.8 34.40
67.1 1.45843 1.3380 917.6 685.8 5451
67.2 1.45867 1.3387 919.6 686.9 54,62
673 1.45890 1.3395 921.4 687.9 54,73
67.4 1.45914 i3 9231 688.9 54.83
675 1.45938 1.3407 925.1 690.0 5495
67.6 1.45962 1.3415 927.0 691.0 55.06
7.7 1.45986 1.3420 928 8 692.1 35.177
678 1.46010 1.3427 930.6 693.1 55.28
679 1.46034 1.3434 932.6 694.2 55,40
68.0 1.46060 1.3440 9344 6952 55,50
63.1 1.46082 1.3447 936.2 696.2 55.61
68.2 1.46106 1.3454 938.0 697.2 35,72
68.3 1.46130 1.3460 939.9 698.3 55.83
684 1.46154 1.3466 941.8 699.4 55.94
68.5 1.46178 1.3473 943.7 700.4 36,06
68.6 1.46202 1.3479 945 .4 701.4 56.16
68.7 1.46226 1.3486 9474 702.5 56,28
68.8 1.46251 1.3493 9492 703.5 56.38
68.9 1.46275 1.3499 951.1 704.6 56.50
59.0 1.46301 1.3506 9530 705.6 56,61
69.1 1.46323 1.3513 954.8 706.6 56.72
69.2 1.46347 1.3519 956.7 707.7 56.83
693 1.46371 1.3526 938.6 708.7 56.94
69.4 1.463%6 1.3533 960.6 709.8 57.06
695 1.46420 1.3539 962.4 710.8 57.17
69.6 1.46444 1.3546 964.3 711.9 572
9.7 1.46468 1.3553 966.2 712.9 57.39
698 1.46493 1.3560 968.2 714.0 57.51
699 1.46517 1.3566 970.0 715.0 57.62
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Sacarosa Indice de Masa Azicaren Azucar en Grado alcohodlico
Yo ime m) refraccién a 26 °C volumicaa 28 °C gt ske Fevoia o L
70.0 1.4654¢ 1.3373 71.8 7180 37,72
70.1 1.46565 1.3579 738 717.1 57.84
70.2 1.46590 1.3386 9736 7181 37.95
783 1.46614 1.3393 977 6 7192 3807
704 1.4663% 1.3399 579 3% 7202 38.18
70.3 1.46663 1.3606 981.3 721.2 58,29
70.6 1.46688 1.3613 983.3 N3 58.41
yii v 1.46712 1.3619 9832 7234 38,32
70.8 1.46737 1.3626 937.1 7244 58.63
70.9 1.46761 1.3633 9889 7234 58.74
71.0 1.46789 1.3639 9909 726.3 58,86
711 1.46810 1.3646 992 8 727.5 5897
712 1.46835 1.3653 5948 728.6 59.09
71.3 1.46859 1.365% 996 6 729.6 36,20
71.4 1.46884 1.3665 5985 730.7 5931
713 1.46508 1.3672 1000.4 731.7 59,42
71.6 1.46933 1.3678 10022 7327 59,53
71.7 1.46957 1.3685 1004.2 7338 59,65
71.8 1.46982 1.3692 1006.1 7348 39,76
71.9 1.47007 1.3698 1008.0 735.9 55,88
720 1.47036 1.3705 10099 736.9 59.99
721 1.47056 1.3712 1012.0 738.0 60,11
722 1.47081 1.3718 1013.8 739.0 60,22
723 1.47106 1.3725 1015.7 740.0 60.33
72.4 1.47131 1.3732 1017. 741.1 60,45
725 1.47155 1.3738 1019.5 7421 60,56
716 1.47180 1.3735 1021.5 743.2 60.68
2.7 1.47205 1.3752 1023.4 7442 60,79
728 1.47230 1.3758 1025.4 745.3 60,91
729 1.4725¢4 1.3763 10273 7463 61.02
3.0 1.47284 1.3772 10293 747.4 61,14
73.1 1.47364 1.3778 1031.2 748.4 61.25
73.2 1.4732¢ 1.3785 1033.2 749.5 61,37
73.3 1.47354 1.3792 1035.1 750.5 61,48
73.4 1.47379 1.3798 10371 751.6 61,60
73.5 1.47404 1.3805 103%.0 752.6 61,72
73.6 1.47429 1.3812 1040.9 753.6 61,83
73.7 1.47454 1.3818 10428 754.7 6194
73.8 1.47479 1.3825 1644.8 7557 62.06
739 1.47564 1.3832 10468 756.8 62,18
74.0 1.47534 1.3838 1048.6 7578 62,28
74.1 1.47554 1.3845 1050.7 758.9 62,41
74.2 1.47579 1.3852 1032.6 759.9 62.52
743 1.47604 1.3858 1054.6 761.0 62,64
74.4 1.47629 1.3865 1056.5 762.0 62,76
74.5 1.47654 1.3871 1038.5 763.1 62,87
74.6 1.47679 1.387. 1060.4 764.1 62,99
747 1.47704 1.3885 1062.3 765.1 63.10
748 1.47730 1.3892 1064.4 766.2 63,23
749 1.47755 1.3898 1066.3 767.2 63,33
750 1.47785 1.3905 10683 768.3 63.46
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3. GRADO ALCOHOLICO VOLUMET: 'O

DEFINICION

El grado alcohdlico volumétrico es igual al niimero de hiros de etanol contenidos en 100
litros de vino, medidos ambos volimenes a la temperatura de 20 °C. Su simbolo es «%
Vols.

Nowa:

El etanol. sus homologos v los ésteres de ambos estan comprendidos en el grado aicohd-
lrco. por encontrarse en ef desulado.

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Destilacion del vino alcalinizado mediante una suspension de hidroxido de calcio. Deter-
minacion del grado alcohélico en el desulado.

Método de referencia: determinacion de la masa voliimica del destilado por picnometria.

Metodes usuaies

Determinecion def grado alcohdlico del destilado por areometria

Determinacion del grado alcohdlico del dessilado por densimerria con balanza hidrostaitica
Determinacion del grado aleohslico del destilado por refraciomertria

Nota:

Para expresar el grade alcoh5lico a partir de la masa volumica del destilade. utilicense las
tablas practicas L. I, 11 que figuran en el Anexo I de este capitulo. Se han calculado a
partir de Ia tabla alcohoélica internacional publicada en 1972 por la Organizacién interna-
ctonal de Metrologia Legal {(OIML) en su Recomendacion n° 22 y fue adoptada per la
OV (Asamblea general de 1974}

En Ia tabla I {Anexo I} se da la ecuacidén general por la que se relaciona el grado alcoho-
fico volumémco y la masa volimica de las mezclas hidroalcohdlicas en funcion de la tem-

peratura.

OBTENCION DEL DESTILADO

Material

Aparato de destilacion compuesto por:

— un matraz de fondo redondo de 1 litro de capacidad con esmerilado normalizado,

— una columna rectificadora de una altura de unos 20 cm o cualquier dispositivo para
impedir el arrastre,

— una fuente de calor; debe evitarse toda piogenacion de las materias extractivas
mediante un dispositivo adecuado,

— un refrigerante terminado en un tubo afilado que conduzca el destilado al fondo del
matraz aforado receptor que debera contener algunos mililitros de agua.

Aparato de arrastre por vapor de agna. formado por:
I. un generador de vapor de agua.

2. un borboteador,

3. una columna rectificadora.

4. ua refrigerante. .

Puede utilizarse caalquier otro modelo de aparato de destilacion o cualquier otro aparato
de arrastre por vapor de agua siempre que responda al ensayo siguients:
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Deszilar § veces consecunivas una mezcla hidroalcohohica de 167 vol. Después de la
quinta destilacion, of desulado debe presentar un grade alcohdlico de 9.9% voll como
minimo. es decir, no debe producirse una pérdida de alcohel supenor 3 4,62 %: vol duranie
cada desnlacion.

Reactives
Saspension de hidroxido de caicie 2 M

Se obutene vertiendo. con curdado. un liro de agua caliente (60-76 “C) sobre 120 g de cal
N
viva {a0.

Preparacion de ia muestra

En los vinos jovenes o espurnosos debe ehiminarse previamente Ia mayvor canuidad posible
de dioxido de carbono. agitando 250-300 mi de vino en un enenmever de 300 ml.

Procedimieato

Echar en un matraz aforado un volumen de vino de 200 mi.

Anotar fa temperatura def vino.

Verterio en ef matraz det aparato de destlacidon o en el borboteador del aparato de arrastre
por vapor de agpa. Lavar el matraz aforado cuatro veces con 5 ml de agua que se verteran
en el matraz de destilacion o en el borboteador. Anadir 16 ml de hidroxido de calcio
€3.2.1y v algunos fragmentos de matena porosa inerte {piedra poémez).

Recoger el destilado en ef matraz aforado de 200 mi que ha servido para medir el vino.
Debe recogerse un volumen igual a las tres cuantas partes. aproximadamente, del volumen
micial en el caso de Iz destilacion. e 198-199 ml de destilado en ¢l caso de arrastre por
vapor de agua. Completar a 200 ml con agua destlada a una temperatura idéntica a la
temperatura inicial, con una apreximacionde = 2°C.

Mezciar con precaucion. mediante un movimiento circular.

Nota:

En el case de vinos especialmente cargados de 1ones amontacales, efectuar una nueva des-

titacion del destilado en las condiciones anteriormente descritas, sustituvendo la suspen-
sion de hidroxido de calecio peor | ml de acido sulfarico al 10%: (v/v).

METODO DE REFERENCIA

Determinacion del grado alcohohico del desuilado por picnometria.

Aparates

Utilizar el picnometro calibrade como se mdica en e} capitulo «Masa volamica».

P dimsi
Determinar Iz masz volinsica aparente 2 T 7C del destilado (3 4% como se indica en el
capitalo «Masa volamica», en 43.1 v 43.2; sea . dicha masa volamica.
Expresion de los resnltados

Métode de cilenio

Expeesar ¢l grado alcohdhco a2 26 °C stifizando la tabla 1. En Ia linea horizontal de la
tabla correspondiente a [a temperatura T 7€ expresada en némero eatero buscar la menor
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masa voltmica supenor a p,. Empléese la diferencia tabular izida debaje de esta masa
volimica para calcular 12 masa volamica p 2 la 1emperatura T.

En la linea de ia temperatura T. buscar 1a masa velimica p’ inmediatamentie superiorap y
calcalar la diferencia entre las dos masas velumicas p y p'. Esta diferencia se dividira por
ta diferencia tabular leida a la derecha de la masa volamica p’. El cociente da la parte
decimal del grado alcohdlico, mientras que la pare entera de dicho grade viene indicada
en la cabecera de fa columna en que se encuentra la masa volomica o

En ef Anexo I de este capitulo figura un elemplo de ciloule del grids alcohalico.

Noea:

Esta comreccion de temperatura ha sido programac : . 27 sux Caso. puede efectparse auto-
maticamente.

Reperibilidad iri:

= 310% vol

Reproductibilidad Ri:

R = &19% vol

METODOS USUALES

Areometria

Aparatos

Alcobémetro

El alcobometro debe ajustarse a las especificaciones de los aparatos de las clases I o H
definidas en la recomendacion internacional o 44, «Alcohémetros ¥ aredGmetros para alco-
hob»_de Iz OIML.

Termometro graduado on grados v décimas de grado de 6° a 30 °C, con una aproxima-

<ton comprobada de 1720 de grado.

Probeta cilindrica de 36 mm de diametro y 320 mm de altura, mantenida en posicion verti-
cal mediante an soporie con tornitlos mveladores.

Procedimiento
Verter ¢f destilado : 3.4) en Ia probeta cilindnica. Mantener 1a probeta en posicion vertical.

Introducir ¢f termometro ¥ of alcobometro. Efeciuar la kectura def ermometro | min., des-
pués de haber agitadeo para igualer Ia temperatura de Ia probeta, del ermometro. del alco-
hbmetro ¥ def destilado. Retivar of termbmetro v leer of grado alcobolico aparente tras |
mrin. de repeso. Realizar per o menos tres kecruras utilizando una lupa En ¢f grado apa-
rente medido a ¢ ° € debe corregirse ka accion de a temperatura utilizande ia wabla 1L

Es necesario gue Iz iempersivra def iguido po s¢ diferencie oo mucho de ka remperatura
ambiente {3 7 C de diferencia, como miximo}.

Densimetria con buk idvestith

Utilizar ks balarea hidrostatica como s¢ mudica on of capituio «Masa volgmicas.
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Forma de operar

Proceder a la determinacidn de ia masa volimica aparente 3 17 C del destilade como se
indica en ol capitulo «Masa volémica» en 3.2.2.

Expresion de los resulrados

Expresar el grado alcobolico a 20 °C sigmende las indicacones del apartado 43,1 v unili-
zando a wmbla L. st el flotador es en vidno pyrex v ia wabla IH si el flotador ¢s en vidrio
normal.

Refractometnia

Marerial

Refiactometro gue permita la medida de los indices de refrac oo fon seadidis orire
13303 1346

En funcion del upo de aparato, las medidas deberan realizarse:
—  bien a 20 °C, con avuda de vn disposiivo adecuado;

— bien a temperatura ambiente 1 °C, medida con un termoOmetro que permita deternmi-
narla con una aproximacion de 0.05 °C, come minimo. Con ¢l aparato s¢ facilita una
tabla de comreccidon de temperatwra.

Procedimienio

La medida del indice de refracaion se efectiiz en el desidado de vine (3.4}, siguiepdo ¢l
procedimiento prescrito para el tpo de aparato utihizado.

Expresiin de los resultadps

E! indice de refraccién 2 20 - C se lleva 2 la tabla IV para obtener ef grado alcoholico.
Nota:

En b tabla IV fignre la correspondencia entre los indices de refraccion de las mezclas
hidroalcohdBcas puras ¥ de fos destilades de vino. En of caso de destilados de vino, se
tienen en cuenta las mmpurezas del destilado (principalmente alcoholes superioresy La

presencia de metanol se traduce en fa disminucion Jei indice de refraccién vy, por o tanto,
del grado alcobolico.

EJEMPLO DE CALCULO DEL GRADO ALCOHOLICO DE UN VINO
Las constantes def picndmetro s¢ deben determinar ¥ calenlar como se indica en el punto
6.1.1 del capitulo | «Masa volomica v densidad refativas.

Eremplo numenco
i1°C = 1890°C
o + destifadoat”C + 7 § 17 Cooregido = 1870°C
p+om—p = masadeldoniadoar C HE069% — 23074 = 1022624 ¢
Masa volomsica apareae at " C
pim-p b orempoc o JO22628
P otumen def prsomeso 3 B°C VOV = joiae ~ OTRNE
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¢ ieulo d-1 grade alcohélico

Se wubza el cuadro de masas volamicas
aparentes de ias mezclas hidroalcohdli-
cas a diferentes temperaturas, como se
indicd anteriormente

Picaonetriz con balanza mosoplato

En la linea 18 °C de la tabla de masas
volimicas aparentes, la menor masa supe-
rior a la masa observada 0983087 es
098398, en la columna 11

13 masa volamica a 18 °C es:

(983076 + 0.7 x 223 107 = 098323
G.9%398 — 098323 = 000075

La parte decimal del grado alcoholico es
T34 = 065

El grado alcoholico es: 11,63 % vol

Las constantes del picnometre se han determinado ¥ calculado en el punto 6.2.1 del capi-

tulo «Masa volimica v densiJad relatives.

Pesada del picnomerro Hene de destilado:

Peen del frasco tara en ¢f momento de la determinacion:

> romewro Heno de desnlado 2 2050 °C:

Variacion del empuje del arre:
Masa del destilado 32050 °C:
Musa volamica aparente del destilado:

Calenle def grade alcohdlico:

T. = 17191782
P. = 167.8438 ¢
aT = 1719”8 -
171.9160
= + 0.0018
L = 167.8438 — (67.6695
+ 0,0018)
= 1001725
1001725
XS °C = ———tml g3 94
P205°C = ors19s — 0983

En Ia hinca 20°C de Ia tabla de masas
volimicas aparentes, la menor masa supe-
rior 3 la masa observada 0983825 es
498471, en la columna 10%

La masa volimica a 20 °Coes:

{98382.5 + 050 x 24) 10-° = 0983945
098471 — 0983945 = 0000765

La parte decimal def grado akohodlico es:
75119 = 064

El grado alcobélico es: 10,64 % vol
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FORMULA PARA CALCULAR LAS TABLAS ALCOHOLICAS DE LAS MEZCLAS DE
ALCOHOL ETILICO Y AGUA

La masa volumica «p», expresada en kilogramos por metro cibico {(kg'm*). de una mezcla de alcohol
etiiico v agua a la temperatura t. expresada en grados Ceisius. viene dada por la formula siguiente. en
funcién de:

— ef grado en masa p expresado por un nimero decimal, (%)
— la temperatura t expresada en grados Celsius, {EIPT 63)

— los coeficientes numéricos que figuran a continuacion.

La formula es valida para las temperaturas comprendidas entre —20°Cy +40°C

12 6
0=A; +2 A pF 14+ 3 Bl -2
k=2 k=1

n =5 ms; =

n m
—aneocy m=11  m
+ Z kzl Ci,k pk(t 20°Cy m, =10 ms =

1=1 =

i
S IR-NV..

Coeficientes numericos de la formula

k Ax B«

kg/im®

1 9982012300 107 ~ 20618513 107 kg/(m® - °C)
2 - 1,929769455 - 1F ~ 352682542 - 107 kg/{m’ - °C?)
3 3.891238958 - 1P 3.613001 3 - 10 kg/(m* - °C?)
4 - 1668103923 - 10° - 3,895 7702 - 107 kgi(m® - °C*)
5 1.352215341-10° 7.169354 0 - 10° kg/(m® - °C%)
6 - 8.829278388 - 10 -9.973923 1 - 10 kg/(m® - °CY)
7 3062874042 1F

8 - 6,138381 234 - 10

9 7470172998 -10°

1 - 5.478461354- 10°
1T 22344603328 - 10F
17 - 3903285426 - 10

k Cli CZ.k

kgim’ - °C) kg/(m’ - °C7)
1 1683443461 530087 - 107! - 1.193 013005057 010 - 102
2 - 1,046 914 743455 169 - 10 2.517399633 803 461 - 107}
3 7.196353 469 546523 - 10 - 2,170 575 700 536 993
4 - THITATR054 272792 - 16 1,353 034 988843029 - 1¢¥
S 3.923090430035045 - 10° - 5,029988 758 547014 - 10!
6 - 1210 163 659068 747 - 10 1,096 355 666 ST7570 - 10
7 2.248646 550 W00 788 - 10° ~ 1,422 753 946 421 155 - 10°
8 - 2.605 562 982 188 164 - 10° 1.080 435 942 856 230 - 1(°
9 1852373922069 367 - 10° - 4414153 236817392 - 10!
16 - 7.420201 433430 137 - 16° 7442971530188 783

1285617831998 974 - 1P

k Csx Cax Csa
kgin’ - °Cj kgi(m® - °CY) kgi(m® - °C)
1 - 6802995733503 803 - 10~ 1.075 376 675622027 - 107* — 2,788 074354 782409 - 10°*
2 1876837 790289664 1077 - 8.763058573 471 110- 10™%  1.345612883493354 - 10°°
3 -200C561813734156- 1071 6.515031360099368-10°*
4 1022992966719220 - 1.515784 836 987 210 - 10~
5 - 2.895 696483903 638
6 4810060 584 300675
7 - 4,672 147 440794 683
8 2458043 10596 461
9 - SAIL 27671 436812 - 10°°

¢y Epmplo peaengndocsmasade 2% p = 812
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TABLA I

GRADO ALCOHOLICO INTERNACIONAL A 20 C
Tabla de masas volumicas aparentes de mezclas hidroalcohélicas Picnometro de vidrio pyrex
Masas volumicas at . corregidas del empuje del aire

Grado alechomemico volumetmco en 7

7 19 11
0319869311 001985931093

~0.02 ~1.01
U695 11.01 {985 94 10,97

301 .00

7T1O86.96 [1.U7]985.94 10,98
09.01 i
198695 (1.03
003
091986 9211,
0.

01986.88

1.0

TRE] EET 2 ST
0.18
114|984 59 11,12

%

0,19

11
IRI G311 221984 7111.191983 5211 .16
0.24

.31
X350

.32

126
11,28
128

1.29

1.29
1.30

[

"

131

[y
Ly
o

L

1.32

9782011 33197687 11.32)
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Grado sicohabico volumétnico en
= 16 18 ]
) {1} ROI9RT 53 SHORO O J
2 .95 4<
3 979
s 0.9%19
& .99
S
~
s 1.001674.1911.00
032
1.011973.87{1.02
2 (.33
,,; 1.021873.5411.0
3 335
1i1H 1.051973.1911.05
& & 0,35
A7l 10619739011 061972 8411 .06
26 .34 (.36
ZEIRIBOsIOR 11T 1079733611 OR]972 4R{1 .08

Grado alcohdiico volumetrico en
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Grado slcohdlico volumétrico en %
- 25 26 27 28 29 30 3
i &0 701977, 0. 711975 0313721674 3310 751973 3810771972 81 0.R01972 .01 10.83]971.18[0.871970 .31 {0.90
.26 .31 0.34 0.36 0.39 0.41
i 97479« 973271080972 47 1082 [971.65 [0.861970.79 [0.89 1969 90 [0.92
3,28 0.32 0.37 0.39 0.41
2 974 51 7293 71,2810 881970,4010.91 |969 49 10,95
028 33 { 0,38 .40 0.42
3 0.77 §7423 O20RS1971.77 10 871970 .20 10.901970.00 10,93 [969 07 [0 98
3 .26 34 0.36 0.38% 0.40 .43
E 0.7 73,94 2R HLRTI97] .41 1089|970 52 10.921969.60 10901068 64 |1 00
> 03¢ 33 (137 (139 0,42 ) 44
s 380 R61071 93 10.891971.0410.911970.1310,951969.1810,981968.20 11 01
a5 (.37 (.40 042 V.44
.86 SRIGO11970.67 10941069 7310971968 7611.00{967 .76 11.03
36 Y .30 {142 (RS
0997122 109319702910 96969 33 10.991968 34 1.021967.32!1.06
G 0.40 0.42 043 0.46
0.92[970 8510.961969 8910, 98196861 11 0G{967 .91 11.05{966.8611.07
0.38 .39 0.41 (.34 .46
210.931970.47 10971969 5611001968 5011.031967 47 (1.67{966 40{1 .09
. .39 .41 0.43 .45 0.46
31972.0010.951971.0510.971970,0810.991969 .09 {1.02|968.07 {1 05[967.0211 081965 9411.12
036 .38 .40 042 044 046 .47
S1971.6410.971970.67 10.991969.68 [1.01 [96R .67 [1.041967.63 |1.671966 .56 [1.09[965 47 ]1.13
.36 {1.38 .40 042 0,44 .45 (3,48
970.29 11011969 2811031968 2511.061967.1911.081966.11 {1.12]964.9911.1%
(.39 .41 0.43 0.45 .47 0,49
960 90 11.031968.8711.051967 82 11.081966.74|1.10{965.64 {1 .14{964.5011.17
.40 0,41 0.43 0.43 0.47 0.49
969.5011.04{968 46 11.071967 3911101966 2911 .121965.17[1.16]964.01 |1.19
0.40 ) 42 0,44 .46 0 4R () 49
1.041969.1011.06|968.0411.091966.9511.121963.83[1,141964.6911.171963.5211.21
.41 0,43 0.43 .46 048 0.51
3110319708011 .05 1.06]968.6011 081967 61 11.111966.3011.131965.3711.161964 21 {1.20]963.0111.22
7 .39 40 04z .44 0,45 0.48 Q.50 0.50
1051970 41 1061969 3511 D8J968.27 1. 101967171 .12]966.05]1.16{964 85 |1.181963.71 {1.20]962.51 {1,24
E {39 .41 043 Q.45 047 0,48 0.49 0.52
GLLO7{970.02 11 08 1968.93 |1 101967 R4:1.121966,72 11.141965.5811.171064 41 11.191963.2211.23]961.99}1 .25
1,46 .42 0,43 043 0,47 0,48 0.50 0.32
TORIOAD 6211 10]968.52 | 1.11{967.41 1 1.14]966.27 [1.16]965.11 [1,181963.9311.211962 .72 [1.25]961 4711 27
i} 41 .42 {1 45 .46 047 (.49 0,51 0.52
POGISTO 3L 100985 21 (111968 1011 14]{966 06 11 151965 8111 1710646411 20963 4411.231962.21|1.26|960.951.29]
Grado alcohdhico volumétrico en -
I 29 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3
T I973.5611 (RIG - 4811 0RIU7]1 011 DOI970. 3111101969 21 11,11]1968.1011.141966 9611, 151965 81{1.171964.6411.20]963,4411,231962 21 11,26}960,9511.29
; .44 0.43 0.46 0.49 0.50 0.52 0,53
st S3511.200964,1511.211962,9411.25{961 6911 271960.4211.31
(.49 0.51 0.52 0.54
1.211963.66[1,.231962.4311.261961.1711.291959.881.32
0.49 0.51 0.53 0.55
1.221963.17]1.251961 .92 |1.281960.64 |1.31 |939,33|1.33
0.51 0.52 0.534 0.55
1.241962.66{1.261961 4011.301960.10}1.321958 78 {1 .35
0,51 0.53 0.54 0,53
1.261962 1511 281960 .87 11.31]959.5611,331938,2311.37
051 0353 0,54 0.57
1.271961,6411.301960.34 {1.321956.02 11.361957.661.3§|
0.53 0.34 0,56 0.56
1.291961.11{1.311959.8011 341958 4611.36:957.10]1 40|
0.54 0,56 0.57 0.59
1.31}960.5711.331959.24 11351957 .8911.381956.51 {1.41
053 0.55 0.56 0.58
1.311960.0411.351958.6911.36]957.33}1.401955 931,42
9,58 9,55 0,58 0,58
3 1.331959.4911.351958,1411.39]956,75 1 1.401955.35|1.44
9, 3 . 0.55 0,537 0.58 (.60
. 2. 2911.351958.9411.37]957.57 11 4019561711 42195475 |1 .4
13 3 33 9.5 0.55 057 0,58 0.59
1201963 691 201062 4011 321961.08 11 33]959.7311.361958.3911.39{957.001.41 955,59 {1 43]954.16 1 .46
9.50 0.52 0.53 0.55 0,57 0.57 0.59 0.61
1.301963.19 11 31 {961 .88 {1,33|960.5511.351939.20 {1 381957.82 }1.39]956.43 |1 .43|955.00 {1 .45[953.55 {1,47
.51 0.53 054 .56 0,56 0.59 0.59 0,60
131]962 6811 331961 3511 34]960.01 [1.37]9SK 6411 381957.26{1.421955.8411.43}954.41 11.46|952,95{1.49
0.52 033 Q.53 0.56 0,58 0,58 0.60 0.62
1.32}962.1611.341960.82 11 361959.46 1138|958 08]1.40]956.68 |1.421955.2611, 451933 81 11,481952 33 {1.50,
453 054 0,53 9357 0.38 0.60 061 0.62
1341961 6311 33196028 |1 371958,91 | 1.401957 51 11 411956,10}1.341954.66{1.46]953.20 ;1 49{951 71 |1.51
7 o : 952'& 7 950"25 509 {1)'35 1.53
A 1135 1.451954.0611.47}952.59|1.50]951.09|1.53
%gg : .60 0621 .63
38 lo65.9a 1132|964 62 11 34963 28 11.35]961.9311 37 92311.461953.4611.49]951.9711.51]950.461.54
] G.49 050 8352 8353 6 061 0621 1 064
39 Jo65.4511 33196412 11 369627611 361961 4011 38 3211.471952.8511.501951.35[1.531949.8211 55
0.49 351 0.52 05 9 60 62 0.63 0.64
20 10649611 351963 61 (1 371962 2411 38[960.86;1 391959 2711 1110SR 0611 43]936.6311.44]955.1611 47{953.72{1. 491952 23 |1 51{950.7211,54|949.18 | 1.57
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TABLA 11

GRADO ALCOHOLICO INTERNACIONAL A 20°C

Tabla de correcciones a efectuar sobre el grado alcohélice aparente para corregir la accion de la temperatura

Sumar o restar al grado alcohélico aparenteat”

en esta tabla

° {alcohometro en vidrio ordinario) la correccion indicada

Grados aicohoiicos aparentesent “C

0 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 14 is 16

[t 076 1077 108210871095 |1.04 116113111491 1.701195]226126213,03|349 {4,02]4,56

i® 081|083 /087109211001 1.091120;13511521173}197 (22612591297 {340|3,871]436

2 0851087 1092]1097 1104 11131124138 [154]1.741197 224254289 1329]3.72]417

3 .88 1091 16951, 107 113112611391 1351173 1195{2201)248|2.80 {3.16 355395

4° 09 10921097 110211091117 1127 1140 | 15511721192 2,15{241 |271 1303338375

3° 391 10931098 103110 ;1,17 1271391153169 |1871{208}2331260]2.89 321|354

6° 092 1094 {098 11021109 1.16 1.25]137 1150165182 120112231247 1274 |3.02]3,32

Z 7 091 109310971101 1107114 112311331145 159(1.751192{2.12|2342581]283]3,10

E 8° = |089 1091 106941098 |1.04 11,11 11191128 11391152}166]|182/1200|220)2,42 265288

= 9 T 108 08 109110951101 1107 11,14 112311331144 1157 171|187 (205224244265

? Hr = GR2 1084 10871091 10961101 | 1.0811.16 1.25]135}11471160]174 1892062241243

‘ 117 0781079 (082 108 090109571101 108 }1.16{1.251136{1,47]1601}11,7311,88 203220

i 072 10741076 1079|083 | 088 ;0931099 1,07 {1,15}124 1341144 [156]11,6911821]1.96

13 066 067 106910721076 08008409 109 [103 1111191128 |138|149}1.61|1,73

14° 05 10601062 ,0641067 0711074079 (08510911097 [1.04}1,12]1.201129]1.39]149

13 0651 105210531055 [058 10610641068 10731077(0831089{095]10211.09]1.16}1.24

i6° 0421043 104 10460481050 105305610601063106710721077 108210881094 }1,00

HEn 03310331034 10351037103910411043}10461048 10510551059 106210671]071]075

18° 02310231023 10247102510260271029,031,0331035}037040)]042[045048 051

9 Hi2 101210121012 1013 1613101310151 0,1610.1710,1810.19{0201{0,21 {023 10241025

Grados alcohélicos aparentesent °C

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

27 01301310131 0,14101410,1510.1610,17]0,1810,1910,19[102010.22102310251{0,26

22 026 (02710281029 10301031}10321034(036{037,0391041 10441047 0491}052

23 040 1041 0421044 0451047 10491051105410577060}0631066107010.74}078

24° 055105 0581060062 ,06410671070(07310,771081 (08510891094 099|104

25° 0669 167110731076 (0791082[085108910931097 1021107113 11.19}11251131

€ 08510871090 ;0931096}1001041108:!1,13{1.1811241130}136|143]|1501157

- 27 1031107 1111 J 10501191123 1128 1134 114011461153 (1,60]16811.7611.84

g‘ 2% 1201125 11291133 113801431149 1155116211691 1.7711.8 119312021211

S 29 - 139 143 1147 1152 13811631170 11.76 118411921201 1210}1219{2291}239

;‘“ 3 ; 157 (16111661172 1178 1 1.84 1191 1198207 1215}12,25]235245}256]267
= Z

= 3y 175 1 1. 186 11921198 120512131221123012391249 (2601271283294

3r 19412001206 12.1312201227 12351244 125312631274 12861297 309322

33° 22012271234 124212501258 }1267127712881}2.99]3.121{324(3.37]3.,51

34° 24142, 2561264 1272128 1291 {302(3,1313.25}3.38}135113,65/3.79

35 26212701278 12861295 1305§3,1613271339}1351}364}1378|393]408

36 2831291 13001309 31913291341 3533653781391 405421437

37 33 132313331343 1354 136513781391 140414181433 1449 1465

ge 336 {347 {357 136813791391 [403 4171431 1446|461 [477 1494

39¢ 35913701381 1393 14051417330 |544145814741490]506]5.23

40° 3821394406418 1431 (44414571471 ]14861502(5.19]536{553
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Grados alcoholicos aparentes en t °C

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

o 349 402 1456 1511 1565616663 |7051739 17671791 |R07 8201830836

I° 346 1387 1436 1486 533 58216261664 696172317451 7.62!1775178 791

2° 329 1372 {417 1461 1505549 589 1623516551681 7021718 ;731740747

3 316 135513951436 1477 1517|553 58516141639 1659 1674168 1697703

4° 303 1338 03751411 [ 448 14841517 1548 1574 1597 1616 1631 1643 16531659

5° 289 1321 135443 420 1452 1483 1511 {535 15561374 158916001610 616

[ 274 1302 13321361 {391 142114491474 149615161533 3547 {558 1567 573

= 7° 258 128313103 3631390 {4,151438 /458 14771492 13055151524 }5.30

S 8° - 242 1265 {288 | 311 | 335359 {381 [ 402 [ 421 1438 452 1464 14741481 1487

= 9° = 224 1244 126512861307 1328|348 367 3883991412 142314321439 445
7y =

? 10° S 120612241243 1261 {280 12098 | 316333348 1361|373 |3.831391]398]4.03

= 11° 188 12031220236 2521268285 1298 3121324334 1343 350357362

127 169 1182 11.96 121012241238 {251 12641276287 29 {3,0513.1013161321

13° 145 1161 [ 173 1184 119612081220 1231 {241 125012581265 127112761]2380

14° 129011391149 1 158 1 168} 1.78 8 11,97 1206 121312201226} 231 2362239

15° 109 1116 } 124 11320140 1148 (1561164 11711177 183 1,8 11921196198

16° 088 109410061106} 1.12 1191251131 (1361411461130 1153156138

17° 0,67 1071 07508008 08 0941098 | 1.02 1105109 |1.1211.14]1.17]1.18

18° 0451048 1051 105310560359 {062 065068 0701072{074]076]0781]0.79

197 023160624 10251027 102810307031 (0330340351036 {037 0380391040

Grados alcoholicos aparentesent
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

27 023102510261 0281029(0306]031[0337034}1035,035/037}038|038]0.39

20 047 1049 1052103551057 1060{06210651067070107210,74107510.761]0.78

23° GMIDTSI078 {082 {0R 109010931097 11.01 11041107 110} 1,121 L1541.17

28 (194 1099 11 130 1151120 (12511291134 1139({14311461150(153]155

25° 1191251131137 1143[149] 1561162 16811731178 11831187 }190;1064

26° 143115300157 11651 1,73 1801 18711941201 20712°312191224]228232

27 168 1176 11 1931201 [2.10 218 (2261234 [ 241 | 248 | 255|261 266|270

2% 193 12021201 122142312, 249 1258 1267 12761283 12,90}1298 303 ]3.08

z 29 2193229 3 250 1260 127012811291 13001309 318 32613341340 ]346

’g ——3_0.‘ 5, 2451256267 12781290 1301 131213231334 |344 3533623701377 384
o =

é—“ 3t é 2TE 12831294 1307 13191331 13433551367 (37813881398 40714151422

= 3z 297 1309 132213361349 13621374387 1400411422433 ]1443 4511459

35 324 13371351 136513791392 1406 14200433 134514571468 1479488497

347 35113651379 (39414091423 [437 (45214661479 1491 150315151525 (534

350 378013931408 4231338 ;433146048 1498512526538 550561571

36 4051421 437 143521468 {484 5001516531 1546(560(573|586]597 608

37 4331249 [ 465|382 14098 SIS} S531 548|564 1580595609622 1633]|644

38 161 12771484 150215291546 1363 38013597 1613(6201643 6571669681

3¢° 390 13061523531 1559 157715941612!163016471663]1678169317. 7.18

wr 3195361553571 13001608 [626164331662168 1697 [7.13172817411754
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TABLA 111
GRADO ALCOHOLICO INTERNACIONAL A 20 C
Tabla de masas volumicas aparentes de mezclas hidroalcohdlicas. Aparatos en vidrio ordinario
Masas volamicas at ~ corregidas del empuje del aire
Grado alcoholico volumeétrico en -

- 0 3 5 6 7 10 11
01999 3. 11 .32 o811 992.3411.241991.70 {1.18]989 92 5198663 11.001083 .63 10,96
08 R 0,08 ~0.07 -0.05 0413 002
11999431152 i 992 4211251991 .17 11.20{989. .97 DR6.66 1101108565 10.97
.06 06 -0.05 1,08 104 -0.02 -0.01
21996 4611 T 1211, 99247 11.254991 22 11211900 01 986,68 1102|985 66 10,98
005 —6.01 -0.03 —0.03 0.00 0.3
31999 540 611 992 5111260991 251 21996 04 1] {k [986.68 11 (O3 [ORS 63 10,99
3,03 -0.02 A E AU XA 0.02

QUG 571152 i 962 5311261991 271122199003 | R I986.67 11 041983 6311.00
0.0 6.00 0,00 0,02 0.03
1401998 21 11, 311992.5411.271991.2711,221990.03 98665 1.OSJ9RS 601,02
0.01 (.01 6.01 0.02 (.04 (.06
141995200410 T{992.5311.271991.2611.231900 .03 |} 98661 11.07]985.5411.,02
0.02 0.02 0,02 { R 1,03 0,06
1. 21992.3111.271991.2411.23{900.01 {1, 191988 8211 15]987.67 {1 . 11{986.56 {1.U81985 48 11,04/
0.04 0.05 005 01.06 (.07 0.07 0.08
i 992 4711.281991 19 {1.231989.96 {1.20[98R.76 11,16 |9R7.60|1.111986.49 |1 .09]985,40{1.05
0.04 0.03 0,06 0.06 0.06 (.08 (.08
! 992.4311.291991 .14 11,241989 9011 201988 7011, 16987 54 [1,13[986.41 |1,09|985.32{1.06
0,07 0.07 0.07 0.08 0,09 0,10 0,11
1. 331992.3611.291991.07{1.241989 8311 21|988.6211. 171987 4511131986 31 [1.10{985,21{1.07
07 0.07 0.07 ~ 008 0.09 .16 0.10 0.11
1.371993.6211 353[992.2G11.291991 D011 251989 75 11 221988 3311 IRIURT 351114 (986 21 |1,111985.101.08
.09 0.09 0.10 0,11 0.11 0.1 0,12 0.13
1.371993.5311.331992.2011.30{990.90 {1.26 {9R9.64 | 1.22[988 42 {1 IRI9R7 24 [1,15{986.09[1.12]984.97 |1.(8
0.30 0.10 0.10 0.10 0.3 (.12 013 0.14
TI1.381993 4311 331992 1011301990 80 11. 261089 34 11 231988 .31 11.19{987 1211, 1698596 11 . 13]984 83 {1,10
0.1 0.12 0.12 0,13 N.13 .14 0,15 0.16
1.381993.3211.34[991.9811.301990.68 11,27{989.41 | 1.23 1988 18 1. 20]986,98 |1, 17|95 81 |1.14|984.67|1.11
0,12 .12 0,13 0.13 014 0,14 .15 .16
1,381993 2011341991 8611.311990.55 11 271989 2811 241988 04 11 201986 8411 181985 A6 11.15|984 51 11,12
3 0.4 0.14 0.14 0.13 0.13 0.17 0.17 0.18
SH391993.0611.341991.7211.311990.41 | 1.2R81989,13|1.24|987 8911 2219R6.67 |1.18]985.4911.16|984.33[1.13
. 0.14 0.3 0.15 0.15 0.16 0.17 0.17 0.18
3111.39]992.9211.351991.5711.311990.26 | 1.28{98K,98 |1 .25{987.7311.22{986.5011.18]985.32{1.17{984.15{1.14
0.16 U.16 0,17 0.17 0.8 .18 0.19 0.19
1.39[992.7611,351991 .41 {1.321990.00 1 281988 8111 26987 .55 [1.23|986 32{1,191985.13[1,171983.96 | 1,15
0.16 0.16 0.17 .18 0.18 0.19 0.20 0,21
1.391992.6011,351991.25[1.33]989.9211.2G]|988.6311.261987.37{1.24|986.13 | 1.20{984 93 |1.18|983.75}1.16
4,19 4.1% 0.19 0.20 0.21 0.22 0,22 0,23
14019924111 35[991.0611 3319897311 30|988.43 127|987 1611 241085 9211211984 .71 }1,19}983 521,17

Grado alcoholico volumétrico en %

4 5 6 11
3.8111.401992.41 11.351991.06]1.331989.73 1.21 983,5211,17
0.19 0.20 0.20 023
211.301992.22 11 36199086 {1.33[989.53 1.22 983.2911.17
0.20 020 0.21 0.24
0 41986 32 1.23 983051118
022 0.25
989,10 1.23 982.8011.19
0.23 0.2
988 87 124 982,54 11.20)
0,24 0.27
198K 6311.321087 31 11 29198602 [1 27 |984 751125 982.2711.21
0.24 0.25 0.26 4.27 0.28
988.3911.33 3 1.281984 4811.25 981,9911.22
0,26 0.28 0.29
9R8.1311.33 1.29[9R4.20(1.26 981701123
0.27 .28 0.30
987 R6{1.34 1.291983.9211.27 981.4011,23
0.28 .29 0.31
987,58 11.34 1.29]983.6311.28 981.0911,24
3,28 0,30 032
987.2911,3419R5.9511 3219846311 301983 3311.28{982 04 {1 27|980,7711.25
0.30 031 0,31 4,32 .32 .32
§86.99 [1.351985.64 |1,331984.31 {1.30{983,01 [1.29]981.72]1.27{980.45]1.26
0,31 0.31 0.31 0.32 633 0.34
98668 11.331983 3311 3319830011, 31 |OR2.69{1.301981.39 (1 281980.11 11,26
0.31 .32 0.33 0.33 0.33 0.34
986.37 {1.361983.01 {1.34{983.67 |1.31 [9R2.36{1.31{981.05{1.28(979.77 |1.27
0.33 033 0.33 0.34 0,34 0.35
986.0411.36 68 11.341983 3411 32]982.021.31|980.71|1.291979.42[1.28
.33 0.33 0.33 (.34 0.34 0,35
985.71 [1.36]984.3511,34{983.01 [1.33{981 68]1.31}980.371.30/979.0711.29
8.32 9.34 0,34 0.35 033 0.36 0.37
994 0% O985.371.36[984.01 |1.35}982.6611.33{981,331.32]980.01 |1.31]978.70}1.29
3.33 0.33 0.35 0.36 0.36 0, 0.37
993.75 985.02|1.37}983,65|1.351982.3011.33|980.97 {1.32[979.65 |1 .32{978.33 130
0.34 0.36 0.36 .37 0.3 0.38 0.3
993 41 984 6611 3719832011 36}981.93 1 341986,59 11 32]979.2711.32|977.95}{1.31
.33 0.37 0.37 0.37 038 0.38 0.39
993.06 9842911 371982.9211.36{981 .56 11 341980 22 11 33978 8911 33{977.5611.31
.35 0.38 0.38 0,38 0.3 0.39 0.39
40 1992 7111.551991 161 .51{989.65 |1 48988 .1711.45|986.72]1 42{985.3011 39983 .91 {1.37}982 .54 |1 36]981.18 {1 .35|979. 83 |1 33978 .50 {1 33|977.1711.32
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Grado alcoholico volumetrico en "«

15 16 17
) 841982 G4 [ 81 1981.23 10,77 198,46 1075

19 20 21
07X 9% i :

.05 0.07 .1
S2I9R1IRIG.791980.39 1077 |9
0,06 0.08
${9R1.12 (0 K1 ]980 31 {079 ¢
0108 [IR1Y] R
GRIS 83198121 N (9T
0,08 G.10
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13
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G79.70 ;0 88
016
979 521090
116
976 3R16.¢2
xR
979 20010 9316
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G x2 (.81}

110,84 V.53

S .85 0851076,

0.87|976.8910.87|976.02 10 87

013
G71981.2610.93
. 12 ; . 0.16
10 686 3111 101083 2111 071984, 2983 1YL 2.9 10.991981.1010.9619

S610.89

67 [0.89]Y75.78 }0.89

(.91 (.91

Q\}ﬁ 19

97901 0,95 21093197619 0.93 010,92

(10 It 021

12 J986.05 11 975 R0H0.96 9 (.95 310,94 197 093
6.i3 021 28

13 {98395 11 X.55 0,98 0.971973 .961974 711096
13 0.23 27 0.29

14 [9R3 BRI 978.3610.99 .9% (.08]974 212|098
13 ( 0,30

15 J9RS 66 i1 211,01 (1,99 21L,001974.1211.00
6,17 = { 0.3

16 {983,491, 711.0219 1.01 2110197381 (1.02
(17 5 ) 0.31

17 1985 3241, 1.044¢ 1.02 S211.021973.50|1.04
019 0.33

18 3851311, 1.05 1.04 1.041973,1711.08
.20 2 (.34

19 1984 931 .1 1.07 1.03 106197283 11.06
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Grado alcohdlico volumétnico en 7
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0.36 0,37 0.3% 38 . 0
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.36 (.38 939 e e 0.
37 {97965 130197703 1130197573 11 291974 44 11.201973.15 |1 29971 86 |1.29]970.57 1. K
038 0.39 639 0.40 .41 .42 0 o 0.6 0.47 0.4%
38 197927 1 31197664 11 3097534 11 30lo7a nd 11 3097274 |1 .30]971 43 {1 30}970.14 |1 30{968.84{1.31{967.53{1.31|966.22|1.33{964 891134
) D38 8.39 0,40 .41 042 .43 0 .45 0.6 0.48 0.49
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Grado alcondiico volumetrico en
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(Grado alcohobico volumétnico en *
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Tabla de correspondencia entre los indices de refraccion a 20 ° Cy los grados alcoholicos a 20 °C de las

TABLA 1V

mezclas hidroalcoholicas puras y de destilados

indice
de refraccion

Grados alcoholicos a 20 °C

Mezclas

indice
de refraccion

Grados alcohdticos a 20 °C

Mezclas

Destilados

a20°C hidroalcohélicas Destilados a2 C hidroalcoholicas
1 1] ‘ - ]

133628 | 654 | oo | 648 13022 | 1676 16,65

13622 | 6 [ 0B 67 [ 0B 1303 1690 | 02 | 168 } o
1336 | 705 | 0% | 700 | 0B om0 |2 05 | 1702 1 o
1360 | 730 [ 0B 7y f 0 Boss 7w [ 03173 [ 0
133685 | 758 1 028 ) 75e 1 01N ke fures | 03|76 | 0%
13399 | 78 [ 02| 7o [ 0By 13nor se |05 | 3 [ 03
13373 | 809 | 0% 1 os | 0B 1Gwes sz | 0% | 1801 | 05
133727 | 834 [ 02 g0 f 0B ka9 36 | 03| 183 [ 0F
132 | 862 | 0B | 85 02N 1343|183 ] 0% | 184 | o)
153956 | 887 [ 0B | ga p OB 3se | [ 00 800 [ 05
13370 | 912 | 02| obe | 0BG 13mel | 1905 | 0% f1ew | o2
135784 | 936 [ 02| 930 § 02N imas fwoas | o3 | 007 | 0D
133799 | 963 | 027 | 955 | DB 3sw w51 ] 05 | 040 1 05
133813 | 987 [ 02| o1 [ 0% i3z |7 [ 0%l we | o3
133827 | 1002 ] 02 11005 | 02N 13a |oes | 05| 1986 | 073
138a1 1035 [ 0B bw00 f 02N 13am |22 1 00 009 [0
133856 | 1061 | 028 | 105 | 0B 13ass |0 ] 03 |03 ] o5
133870 | 1086 [ 02 [1078 [ 024 1358 | 2065 [ 0% | 2034 [ %
13388 [ 1100 1 028 o | 020 1 |09 | 05 | 2076 1 03
133898 | 133 [ 023 |26 | 02N 13ass |am [ 02 (0w [ 0D
13012 | a7 | 024 baso | 020 qdasw |23y 08 faa ) 0
TN BTE I vl BTR YR Aol IRYTE N G oo W BTV L
13300 | 1205 | 028 |1 1 02N 13 |2 ] 0p 2065 | 0%
133055 | 1230 [ 0% 222 | A 1asa [ 200 [ % | as | 0%
13360 | 1253 | 0B |12 | 02N 13esss |23y 0% [210 ] 0%
13983 | 1276 [ 02 | 1260 [ 02 1568 | 2m [ 02123 [ 03
1300 1300 ] 03 2w ) 03 s |26 | 03 |23 ] o5
1301|323 [ 08 (1315 [ 0B 13 |2 [ 0B 275 [ 0%
1305 | 347 ] 033 a0 | OB N 130 | 33 ) 970 | 29% 1 o3
13039 130 [ 0B e [ 05| 1363 | B3 [0 B [ 2]
1303 | 39 | 02 | 1386 | 02 || 13497 |35 ] 034 | BH 1 o5
13067 | 1406 [ 0B 11aoe | OB esi | 3B [ 032 | Bt | g%
134081 | 1441 | 0% | 1432 | OB 1365 2004 | 0P | BE | o5
13409 | 1466 [ 02 |57 | OB Ve |26 [ 0% 12509 [ 02
13410 | 1489 | 02 | 1481 | 22| 1360 | 2088 | 07 | 2631 | o2
13a2e (153 [ 02 Lusoe [ OB 1346 | 2472 [ 030 | 2436 [ 02
ras | 1536 ] 08 1528 ] 02 13m0 |24 | 0 | 478 |
a2 | 1559 [ 0B 1550 ;02 13 | 2506 [ 0By | 2500 [ 02
134166 | 158 | o2 | 57a | 02| 1w | 540 ) 030 1 53 Y 0
134180 | 1606 [ 32 | 1596 | 02 134760 | 2562 [ 035 | 545 | o5
130194 (1629 1 0B f1en0 | 0B 134 | 2586 | 0% |50 1 o
13008 | 1652 [ 0% | ear | 02N s | 2600 [ 5 | 598 [ 0
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4. EXTRACTO SECO TOTAL

Materias secas totales

DEFINICION

El extracto seco total 6 materias secas totales es el conjunto de todas las substancias que
no se volatilizan en determinadas condiciones fisicas. Estas condiciones fisicas deben
establecerse de tal forma que las substancias que componen el extracto sufran el minimo
de alteraciones.

El extracto no reductor es el extracto seco total menos los azucares totales.
El extracto reducido es el extracto seco total menos los aziicares totales que exceden de |
g/1, el sulfato potasico que exceda de 1 g/1. el manitol, si lo hubiere, y todas las substan-

ctas quimicas que se hayan afiadido al vino.

El resto del extracto el el extracto no reductor menos la acidez {ija expresada en acido
tartarico.

El extracto se expresa en gramos por litro v debe determinarse con una aproximacion de
05g.

FUNDAMENTO DEL METODO
Método tinico: método densimétrico.

El extracto seco total se calcula indirectamente a partir del valor de la densidad del mosto
¥. tratandose de vino, a partir de la densidad del vino desalcoholizado.

Este extracto se expresa como la cantidad de sacarosa que, disuelta en una cantidad de
agua suficiente para obtener un litro, da una solucién con la misma densidad que el mosto
o que ¢l residuo del vino sin alcohol. En la tabla I figura esa cantidad.

PROCEDIMIENTO

La densidad relativa d3§ del vino desalcoholizado (d.) se calcula mediante la formula:
d =4d, —d, + 1,000

donded, = densidad relativa del vino a 20 °C {corregida la acidez volatil) (*);

d, densidad relativa a 20 °C de la mezcla hidroalcohoélica del mismo grado

alcoholico que el vino.

Puede asimismo calcularse d, a partir de las masas volimicas a 20 °C, p, del vino y p, de
la mezcla hidroalcoholica del mismo grado, mediante la formula:

d, = i,0018 (p, — p) + 1,000

donde el coeficiente 1,0018 puede practicamente asimilarse a I cuando p, sea inferior a
1,05, siendo este caso el mas frecuente.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Llevar la densidad d.3 del vino desalcobolizado o 1a densidad d¥ del mosto de uva a la
tabla I para obtener ¢l peso de extracto seco total en gramos por litro.

Este peso se expresara con | decimal.

El peso del extracto seco total se expresa en g/1 con | decimal.

Antes de hacer este cilculo, 12 densidad relativa (0 la masa volamica) del vino, medida como se indica anteriormente, debe ser
cosregida de |a accion de la acidez votatil segin Ia formula:
d, = d&=% — 0.0000086 2 6 p. = px — 0,0000086 2 siendo a la cantidad de acidez volatil en miliequivalentes por litro.
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TABLA I
para el calculo del conteaido ea extracto seco total (g/1)

Tercera decimal de ia densidad relanva
Densidad
refativa con
dosdecimales | 0 1 2 3 1 5 6 8
Gramos de exiracte por lito
1,00 ] 2.6 5,1 77 103 129 154 180 206 232
1,01 2581 2841 310 33,6] 362} 388! 413 439! 465 491
1,02 51,7 343} 3691 3951 62,11 6471 6731 699 725 751
1.03 77,71 8034 829 8.5 8,1 97} 933] 959 985}101.1
1,64 1037110631090 111,61 1142111681119411220}12461127.2
1,05 1298 11324;135,0 1137611403 [ 1429 11455 [ 148.1 ] 150,7 | 1533
1.06 1559115861161,2]16381166,4116901171,6{17431176,911795
1.07 182,1 1184811874 11900 1192611952 1197,.8 1200520312058
1.08 2084 1211,0 12136 {216,2 12189 1221512241 12268 1 2294 12320
1.09 2347 12373123991242512452124781250,41253,11255712584
1,10 261.0 1263,6 12663 1268,91271,5;2742127681279,51282.1 {2848
1.11 287.41290,0129°.7129531298,01300,6303,31305,9308,6]311,2
1,12 313,91316,51319,2 1321813245 {327,113298 3324 335,1 3378
1,13 3404 1343,0 13457 1348,31351,01353,71356,31359,01361,6 {3643
i.14 366,91369.61372,3375,0377,6380,3 3829 385,6;388,3|390,9
1.15 3936 1396,2 1398,91401,6 404314069 1409614123 141504176
1.16 4203142301425,7142831431.01433,7 4364143904417 4444
1,17 4471 14498145241:45521457.81460,51463,214659 |468,61471.3
1,18 473914766 14793 148201484 7 | 487,41 490.1 1 492,.8 1 495,5 1 4982
1,19 500,9150351506,215089)1511,615143517.0519,7|52241525,1
1.20 527.8 - - - - - - - - -
Tabla mtercalar
# decymal 4 decimal 4* decimal
dela Gramos de dela Gramos de dela Gramos de
densidad EXIractod por densidad exrracto densidad extracto
refativa iiro refativa por hiro relativa por inro

1 03 4 1.0 7 18

2 0.5 5 1,3 8 2.1

3 0.8 6 1.6 9 23
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DEFINICION
Los azucares reductores estan constituirdos por ef conmnto de los argcares con funcion

cetonica o aldehidica determinados por su accién reductora sobre Ia solucidn cupro-alca-
fina.

FUNDAMENTO DE LOS METODOS -~

Defecacio

Método de referencia: paso del vino neutralizado ¥ sin alcohol por una columna inter-
cambiadora donde sus aniones son cambiados por ones acsticos, seguido de la defeca-
Cion por acetato neutro de plomo.

Métodos usuales: se trata ¢f vino con uno de los reactivos siguientes:

Acetato neutro de plomo

Ferrocianuro de cinc

ﬂ - P S~

Método snico: después de hacer reaccionar ¢l vino o el mosto defecado ¢on una cantidad
determinada de solecién cupro-zicalina, se determina el exceso de iones capricos por
yodometria_

DEFECACION

El liguido en ¢l gue s¢ van a determinar los aziicares debe presentar un contenido en azi-
cares comprendido entre 0.5 ¥ S g1

Si ¢f vino es seco, hay que evitar diluido durante la defecacion: st es dulce, hay que
diluirio mientras se le defeca, para conseguir un contenido en azicares comprendido eatre
dichos Hmites, segin e cuadro adjunto:

£ L i Masa volimica com- | Dilucidn que se prevé

h prendida entre 3

Mostos ¥ mistelas > 125 > 1,038 L

Vines dalces alcobo- |

Yrados o no 2% 125 1,005 ¥ 1,038 4

Vinos semisecos 5%28 0997 ¥ 1.005 20

Vinos secos ; menos de 5 < 0997 sin dilocion

R N

Sofucion de dcido clorhideico (CTHL I M
Solucion de acide acético (CH: COOHL 4 M
Sotucion de hidrixido de sodio (Na OHL I M

Resing mtercambiadora de anicers [tipo Dowex 1 (20~ 50 mallas) o sna resina equiva-
femte}

Preparacion de ka colemma de resina msercamsbiadors de zatones. Ex of fondo de ia
bureta, se coloca sn peguess tapde de lana de vidric ¥ 15 mi de resina intercambiadorna
die amiones {3.1.1.5)
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Fara peder utilizar 13 resina, se la somete a dos ciclos completos de regensracion, pasando
alternativamente soluciones M de acido clorhidrico (3.1.1.1) ¥ de hidroxido de sodio
3.1.1.2). Después de lzvar con 50 mi de agua destilada, se pasa ia resina 3 un vaso cilin-
drico, se afiaden 50 ml de solucién 4 M de acido acétice ¢3.1.53) y se agita durante 5
minutoz. Se vueive a llenar la bureta v se hacen pasar a través de la columna 100 ml de
solucion 4 M de acido acético (3.1.1.3). (Es preferible tener una reserva de resina conser-
vada en un frasco leno de solucidn 4 M de acido acético.)} Se lava la columna con agua
destilada hasta que el eluido sea neutro.

Regeneracion de la resina. Se hacen pasar 150 mi de solucién 2 M de hidréxido sddico
para climinar os &cidos y gran parte de la materia colorante fijada en la resina. Se lava
con 100 ml de solucidén 4 M de acido acético. Se lava la columna hasta que el eluido sea
neutro.

Solucion de acetato neutro de plomo (aproximadamente saturada):

Acetate aeutro de plomo Pb (CH; COOb, 3 H.0) 250¢g
Agua muy caliente csp. 500 ml
Carbonato de calcio, Ca CO;

Procedimiento

¥inos secos

Se ponen 50 ml de vino en un vaso de preapitado de 10 a 12 cm de diametro, aproxima-
damente_ v se abaden %+ (n — 0.5) ml de solucion M de hidroxido de sodio (3.1.1.2)
{siendo » el volumen de una solucién 0.1 M de ladréxido de sodio utilizado para 1a deter-
minacion de la acidez total de 10 ml de vino). Se cvapora sobre un baio de agea hir-
viendo, proyectando una coriente de aire caliente hasta que ef liquido se reduzca, aproxi-
madamente, 220 ml.

Hacor pasar este liquado a través de una columna de resina intercambiadora de aniones en
forma de acetato (3.1.1.5), a razon de 3 ml cada 2 minutos. El cluido se recoge en un
mateaz aforado de 100 ml. Lavar 6 veoes e vaso y 1a columna con 10 ml de agua destilada,
afiadir, agitando, 2.5 mil de solucion saturada de acetato de plomo (3.1.1.6) y 0.5 g de car-
bonato ¢e calcio (3.1.1.7); agitar varias veces y dejar reposar durante al menos 15 minutos:
enrasar con agea. Filtrar.
1 mi de este filtrado corresponde 2 0.5 mi de vino.
Mostos, mistelas, vinos dulces ¥ vinos semisecos
1.  Mostcs y misteias

Dilair al 10 % ¢} igmdo gue debe analizarse:; tomar 10 mi de dicha solucion.

2]

Vines dwices, alcoholizados o no, ceya masa volamica esté comprendida entre 1005 ¥
1,038 Tomar 20 ml ded higuido guc deba analizarse, previamcente diluido al 20 %

3. Finos semsiverps. cuya masa volomica esté comprendida eotre 0997 y 1,005, Tomar
26 mi de vino sin difux.

Hacer pasar of volumesn de vino o de mosto indicado anteriormente 2 través de una
coleans mercambiadora de aniones es formas de acetato, a razoe de 3 mi cada
2 misatos. Recoger o efwido cn wn matraz aforado de 100 ml, lavar la columna con
chicico, ¥ mi de acetato de plomo €6 solucion saterads: agitar v dejar reposar durante
al menos 15 wiautos, agitando de vez en caando; corasar con agua. Filtrar.

Pritoey cuso: | i de filtrado comesponde 2 0.61 mi de mosto o de mistela.
Segundio caso: | mi de filtradio corresponde a 0.04 mal de vino dulce.
Tercer casee: | ol de filvado cosrespoode a .20 mi de vino scmmseco.
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Métodos usuales

Defecacion con acetato neutro de piomo

Reactivos

Solucion de acetato neutro de plomo (aproximadamente saturada) (véase 3.1.1).

Carbonato de calcio.

Procedimiento

Vinos secos

Se ponen 50 mi de vino en un matraz aforado de 100 m! v se anade 172 (n—05) ml de
solucion M de hidroxido de sodio, sea n el volumen de solucion 0.1 M utilizada para
determinar la acidez total de 10 ml de vino. Afadir, agitando, 2.5 ml de solucidon saturada
de acetato de plomo (3.1.1.6) v 0.5 g de carbonato calcico (3.1.1.7); agitar varas veces y
dejar reposar al menos 15 minutos: enrasar con agua y filtrar.

I ml de este filtrado corresponde a 0.5 ml de vino.

Mostos. mistelas, vinos dulces y vinos semisecos

En un matraz aforado de 100 ml, colocar un volumen de vino (0 de mosto o de mistela)
asi definido: las diluciones que figuran a continuacion se dan a titulo indicativo:

1. Mostos y mistelas:

diluir al 10 %5 el liquido que deba analizarse. Tomar 10 ml de esta solucion.

R4

Vinos dulces. alcoholizados o no. cuya masa volimica esté comprendida entre 1,005 y
1,038. Tomar 20 ml de liquido que deba analizarse previamente diluido al 20 %.

3. Vinos semisecos. cuya masa volamica esté comprendida entre 0997 y 1,0C5. Tomar
20 mi de vino sin diluir.

Anadir 0.5 g de carbonato de calcio, 60 ml de agua aproximadamente, y0,5~1 0 2 mi

de acetato de plomo en solucion saturada; agitar y dejar reposar durante al menos
13 minutos, agitando de vez en cuando. Enrasar con agua v filtrar.

Primer caso: | m! de filtrado corresponde a 0,01 ml de mosto o mistela.
Segundo caso: | mi de filtrado corresponde a 0,04 mi de vino dulce.

Tercer caso: | ml de filtrado corresponde a 0,20 mi de vino semiseco.

Defecacion con hexaciaroferrato (11} de cinc

Dicho procedimiento de defecacion solo deberi utilizarse para los vinos blancos, vinos
dulces poco coloreados y mostos.

Reactivos

Sot~—m I de hexacianoferraic ¢11; de potasio

Hexacianoferrato (11} de potasio [K, Fe (CN3H0] i50g
Agua csp 1000 ml
Sobucices I de sulfato de cine:

Sulfato de anc (Zn SO, - 7 H:0) 00g
Agua csp 1000 mi
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Procedimiento

En un matraz aforado de 100 ml, poner un volumen de vino {0 de mosto o de mistela) asi
definido: las diluciones que figuran a continuacion se dan a titulo indicativo:

1.  Mostos y mistelas:

diluir al 10 % el liquido que deba analizarse, tomar 10 mi de dicha solucién.

Vinos dulces, alcoholizados o no. cuya masa volimica esté comprendida entre 1,005 v
1.038. Tomar 20 ml de liquido que deba analizarse previamente diluido al 20 %.

&

Vinos semisecos. cuya masa volimica esté comprendida entre 0,997 y 1.005. Tomar
20 m! de vino sin diluir.

"..;J

4. Vinos secos. Tomar 50 ml de vino sin diluir.

Afadir 5 ml de solucion I de hexacianoferrato (11) de potasio (3.2.2.1.1) y 5 ml de
solucion 1 de suifato de cinc {3.2.2.1.2). Mezclar. Enrasar con agua, esperar 10 minu-
tos v filtrar.

Primer caso: | mi de filtrado corresponde a 0,01 m! de mosto o de mistela.
Segundo case: | mi de filtrado corresponde a 0,04 ml de vino dulce.
Tercer caso: | mi de filtrado corresponde a 0,20 ml de vino semiseco.

Cuarto caso: | ml de filtrado corresponde a 0,50 ml de vino seco.

DETERMINACION
Reactivos

Solucion cupro-alcalina:

Sulfato de cobre puro (CuSO; . 5 H-O) 25¢g
Addo citrico (C@ Hg O-. H;O) 50 g
Carbonato de sodio cristalizado (Na. CO; . 10 H.O) 388¢g
Agua csp 1000 ml

Disotver el sulfato de cobre en 100 ml de agua, el acido citrico en 300 m! de agua y el
carbonato de sodio en 300 a 400 ml de agua caliente. Mezclar la solucidn de acido citrico
v ia de carbonato de sodio. Anadir después la solucion de sulfato de cobre y lievar hasta
un litro.

Solucion de yoduro de potasio al 30 %6:

Yoduro de potasio (KI) 30g
Agua csp 100 mi

Conservar en un frasco de vidrio topacio.

Acido sulfirico al 25 %6:
Acido sulfarico puro (H,S0,) p 20 = 1,84 g¢/mi 25g
Agua csp 100 mi

Verter el acido en el agua, dejar enfriar y Hevar hasta 100 mi.

Engrudo de abmidon de 5 g/1:

Disolver 5 g de almidon en 500 mi de agua aproximadamente. Llevar a ebullicion agi-
tando y mantenerlz durante 10 min.; afiadir 200 g de cloruro sodico (Cl Na). Lievar hasta
un litro una vez que hava enfriado.

— Thosalfato de sodio, solucion 0,1 M

— Solucion de aziicar invertido de 5 g/1:
esta solucion debe utifizarse para verificar la técnica de 1a determinacion.
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En un matraz aforado de 200 mi. se echa:

Sacarosa pura (C;-H-,0,,} 475¢
Agua, aproximadamente 100 mi
Acido clorhidrico puro (CI1H) p 20 = 1,16—1,19 g/ml) 5 mi

Poner el matraz al bafio de agua a 60 ° C durante tiempo suficiente para que la tempera-
tura de la solucion aicance 30 ° C. temperatura que se matendra durante 15 min. Dejar
después que el matraz se enfrie durante 30 min.; seguidamente, enfriarlo por inmersion en
un bafo de agua fria. Se pasa a un matraz aforado de | litro y se enrasa. Esta solucion se
conserva {esta solucidn tiene una acidez de 0,06 M, aproximadamente). con una solucién
de hidroxido sédico.

Procedimiento

En un erlenmeyer de 300 ml, poner 25 ml de solucién cupro-alcalina, 15 ml de agua y 10
mi de solucion de defecacion. Este volumen de solucion azucarada no debe contener mas
de 60 mg de azicar invertido.

Anadir algunos granos de piedra pomez. Acoplar al erienmeyer un refrigerante de reflujo v
llevar a ebullicion, que debera alcanzarse en 2 min. Mantener la ebullicion durante 10
min. exactamente.

Enfriar inmediatamente bajo un chorro de agua fria. Una vez que se haya enfriado com-
pletamente, anadir 10 ml de la solucién de yoduro de potasio al 30 % (4.1.2), 25 ml de
acido sulfarico al 25 % (4.1.3} y 2 ml de engrudo de almidon (4.1.4).

Valorar con la solucion 0.1 M de tiosulfato de sodio (4.1.5). Sea n el namero de mililitros
utihzados.

Por otro lado, realizar una determinacion testigo en la que los 10 m! de solucién azucarada
se sustituyen por 10 mi de agua destilada. Sea n’ el volumen de tiosulfato empleado.

Expresion de los resultados
Caélculos

La cantidad de azicar, expresada en azicar invertido, contenida en la muestra se daen la
tabla adjunta en funcion del nimero n” — n de mililitros de tiosulfato utilizados.

Expresar el contenido del vino en gramos de azicar invertido por litro con 1 decimal,
teniendo en cuenta las diluciones efectuadas durante la defecacion y el volumen de Ia
muestra.

Repetibilidad
r=0015x,

X, = concentracion del azicar invertido en g/l de la muestra

Reproductibilidad
R = 0,058 x,

x, = concentracion del azicar invertido en g/1 de la muestra
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Tabla de correspondencia entre el volumen de solucion 0,1 M de tiosuifato de sodio: (n’ — n) ml,
y la cantidad de azicares reductores en mg

Dife-
Na:S,0: Azicares - Na;$,03 Azicares : :
{ml 0.1 M) reductores (mg) rzix; (ml o.1 M) reductores (mg) Diferencia
1 2,4 24 13 33,0 2,7
2 48 2,4 14 35,7 2.8
3 7.2 2,5 15 38,5 2.8
4 9,7 2,5 16 413 2,9
5 12,2 2,5 17 442 29
6 14,7 2,6 18 47,2 29
7 17,2 2,6 19 50,0 3,0
8 19.8 2,6 20 53,0 3,0
9 224 2,6 21 56,0 31
10 25,0 2,6 22 59,1 3,1
11 27,6 2,7 23 62,2
12 30,3 2.7
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6. SACAROSA

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Meétodo de deteccién cualitativa por cromatografia en capa fina. La sacarosa se
separa de los otros azucares por cromatografia en capa fina, con placas de celulosa y
se revela con el reactivo urea — acido clorhidrico en estufa a 105 ° C.

Meétodo de deteccion y determinacién por cromatografia liquida de alta resolucion.
La sacarosa se separa mediante una columna de silice con alquilamina y se detecta
por refractometria. para calcular la cantidad, se establece una comparacion con un
patron externo analizado en las mismas condiciones.

Notas:

La autenticidad de un mosto o de un vino puede controlarse mediante el método de
RMN del deuterio, descrito para la deteccion del enriquecimiento de mostos, de mos-
tos concentrados rectificados y de vinos.

Para la investigacion y la dosificacion de la sacarosa la cromatografia en fase gaseosa
descrita en el capitulo 42 letra f) puede igualmente ser utilizada.

METODO DE DETECCION CUALITATIVA POR CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA

Material

Placas para cromatografia de capa fina de celulosa (véase 2.2.3).

Cubeta de cromatografia

Jeringa micrométrica o micropipeta

Estufa regulable a 105° C + 2° C

Reactivos

Carbon activo

Fase movil: cloruro de metileno — acido acético (p », = 1,05 g/ml) — etanol — metanol

—agua(50:25:9:6:10).

Revelador:

Urea S5g
Acido clorhidrico 2 M 20 mi
Etanol 100 mi

Solucion de referencia

Glucosa 35 ¢
Fructosa 35 g
Sacarosa 0S5¢g
Agua csp 1006 ml
Procedimiento

Preparacion de la muestra

Cuando el mosto o el vino tenga mucho color, la decoloracion se hara mediante trata-
miento con carbon activo.

Tratandose de mosto concentrado rectificado, se utilizara la solucion cuyo contenido en
azicares sea del 25 % (m/m) (25~ Brix), preparada tal como se indica en el punto'4.1.2 del
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método «Determinacion dei pH», v se diluira afadiendo agua a 25 mi de esta solucidén en
un matraz aforado hasta alcanzar 100 ml.

Obtencion del cromatograma

Depositar a 2,5 cm del borde inferior de la placa:
— 10 ul de la muestra

— 10 ul de 1a solucion de referencia.

Colocar la placa en la cubeta previamente saturada por los vapores de la fase mévil, y
dejar ascender el liquido hasta | cm del borde superior. Retirar la placa de la cubeta,
secarla con corriente de aire caliente. Repetir dos veces la migracion secando la placa
cada vez. Pulverizar uniformemente la placa con 15 mi de revelador y mantenerla en la
estufa a 105 ° C durante 5 minutos.

Resultados

La sacarosa y la fructosa aparecen bajo forma de manchas de color azul oscuro sobre
fondo blanco: 1a glucosa da una mancha verdosa menos intensa.

METODO DE DETECCION Y DETERMINACION POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Las condiciones cromatograficas se dan solo a titulo indicativo.

Material
Cromatografo de fase liquida de alta resolucion dotado de:

1. [Inyector con loop de 10 ul:

[

Detector refractometro diferencial o refractOmetro interferometro;

-

Columna grupo AMINO (25 cm de longitud por 4 mm de diametro interno):
4. Precolumna de la misma fase:

5. Un dispositivo para mantener aislado o a la misma temperatura (30 ° C) el conjunto
formado por la precolumna y la columna.

6. Un registrador o, en su caso, un integrador.

7. Flujo de la fase movil: 1 mb/min.

Dispositivo de filtracion por membrana (0.45 umj

Reactiveos

Agua bidestilada

Acetonitrilo (CH3;CN} de calidad HPLC

Fase movil: acetonitrilo-agua, previamente filtrados por membrana (0.45 um), (80 — 20 v/v).
Antes de su utilizacion se deberd desgasificar.

Solucion de referencia: solucion acuosa de sacarosa de 1.2 g/l1. Filtrada por membrana
€0.45 pm).
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Procedimiento
Preparacion de la muestra

- Vinos y mostos.
Filtrar por membrana (0,45 pm).

— Mostos concentrados rectificados. Utilizar la solucion obtenida diluyendo el mosto
concentrado rectificado al 40 % (m/v), tal como se indica en el punto 5.1.2 del
meétodo «Acidez total», y filtraria por membrana (0,45 um).

Determinacion cromatogrdfica
Inyectar sucesivamente en el cromatografo 10 pl de la solucion de referencia y 10 ul de la

muestra preparada como se indica en el punto 3.3.1. Repetir las inyecciones en el mismo
orden.

Registrar el cromatograma.

El tiempo de retencién de la sacarosa es de unos 10 minutos.

Calculos

Utilizar para el calculo el promedio de 2 resultados de la solucion de referencia y de la
muestra.

Vinos y mostos

Calcular el contenido en gramos por litro.

Mostos concentrados rectificados

Sea C g/l el contenido en sacarosa de la solucidn de mosto concentrado rectificado al
40 % (m/v).

Contenido en sacarosa en gramos por kilogramo de mosto concentrado rectificado: 2,5 . C

Expresion de los resuitados

El contenido en sacarosa de los vinos, mostos y mostos concentrados rectificados se
expresa en gramos por litro (vinos y mostos) y en gramos por kilogramo (mostos concen-
trados rectificados) con 1 decimal.
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7. GLUCOSA Y FRUCTOSA

DEFINICION

La glucosa y la fructosa pueden determinarse por separado mediante un método enzima-
tico, con vistas Unicamente a calcular la relacion glucosa/fructosa.

FUNDAMENTO

Se fosforila la glucosa y la fructosa con adenosin-trifostato (ATP) mediante una reaccidén
enzimatica catalizada por la hexokinasa (HK), dando como resultado glucosa-6-fosfato
(G6P) y fructosa-6-fosfato (F6P):

HK

glucosa + ATP G6P + ADP

HK

fructosa + ATP F6P + ADP

En un primer momento, la glucosa-6-fosfato se oxida a gluconato-6-fosfato mediante la
nicotinamida-adenin-dinucledtido-fosfato (NADP) en presencia de la enzima glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa (G6PDH). La cantidad de nicotinamida-adenin-dinucleétido-fos-
fato reducida (NADPH) que se origina corresponde a la cantidad de glucosa-6-fosfato y,
por lo tanto, a la de glucosa.

G6PDH ’
gluconato-6-fosfato + NADPH + H+

G6P + NADP+

La nicotinamida-adenin-dinucleotido-fosfato reducida se determina por su absorcion a
340 nm.

Una vez finalizada esta reaccion, la fructosa-6-fosfato se transforma en glucosa-6-fosfato
por la accién de la fosfoglucosa-isomerasa (PGI)

PGl

F6P ———= G6P

La glucosa-6-fosfato reacciona nuevamente con la nicotinamida-adenin-dinucledtido-fos-
fato para dar gluconato-6-fosfato y nicotinamida-adenin-dinucleotido-fosfato reducida,
deternmminandose esta altima.

APARATOS

— Espectrofotometro que permita efectuar medidas a 340 nm, méaximo de absorcion del
NADPH. Por tratarse de medidas absolutas (no existe curva de calibrado, sino refe-
rencia al coeficiente de extinicion de} NADPH), deben controlarse las escalas de las
longitudes de onda y de las absorbancias del aparato.

En su defecto, utilizar un espectrofotometro de espectro discontinuo que permita
efectuar medidas a 334 nm o 365 nm.

— Cubetas de vidrio de | cm de recomdo optico o cubetas de uso unico.

— Pipetas para ensayos eniiméticos de 0,02:0,05:0,1; 0,2 ml.

REACTIVOS

Solucioa 1: tampoén (trietanolamina 0.3 M: pH = 7.6: 4 10> M Me2+): se disnelven 11.2
g de clorhidrato de trietanolamina (C,H;xsN - HCL) y 0,2 g de Mg SO, - 7 H;0 en 150 mi
de agua bidestilada; afadir alrededor de 4 ml de solucion 5 M de hidroxido sodico
(NaOH) para obtener un pH igual a 7,6 y llevar a 200 ml.

Esta solucion tampén puede conservarse 4 semanasa + 4 °C.
Selucién 2: solucion de nicotinamida-adenin-dinucledtido-fosfato (11,5 10-3M aproxima-

damente): se disuelven 50 mg de nicotinamida-adenin-dinucleétido-fosfato disodico en 5
ml de agua bidestilada.
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Esta solucion se conserva durante 4 semanas a + 4 °C.

Solucion 3: solucién de adenosin—S'-tﬁfosfato (81 10-*M, aproximadamente): se disuelven
250 mg de adenosin-5'-trifosfato disédico y 250 mg de bicarbonato de sodio (Na HCO,)
en 5 m! de agua bidestilada.

Esta solucidn se conserva durante 4 semanas a + 4 °C.

Selucién 4: Hexoquinasa/glucosa-6-fosfato-deshidrogen:. - mezclar 0,5 ml de hexoqui-
nasa (2 mg de proteina/ml, es decir 280 U/ml) y 0,5 ml glucosa-6-fosfato-deshidroge-
nasa (1 mg de proteina por ml).

Esta mezcla se conserva durante un aioa + 4 °C.

Solucion 5: Fosfoglucosa-isomerasa (2 mg de proteina por ml, es decir 700 U/ml). La sus-
pension se utiliza sin dilucién.

Conservacién: un afioa + 4 °C.

Nota:

Ei conjunto de los reactivos necesarios para esta determinacion es comercializado.

PROCEDIMIENTO
Preparacion de la muestra

En funcién de la cantidad estimada de glucosa + fructosa por litro, efectuar las dilucio-
nes siguientes:

Medidaa 340nmy 334nm 365 nm Dilucion con agua Fac.or F de dilucion

hasta 0,4g/1 08g/1 _ —

hasta 4,0g/1 8.0g/1 I+ 9 10
hasta 10,0 g/1 200g/1 I+ 24 25

hasta 20,0 g/1 400g/1 1+ 49 50

hasta 40,0 g/1 80,0g/1 t+ 99 1060

por encima de 40,0 g/1 800g/1 1+ 999 1 000
Determinacion

Regulando el espectrofotometro a la longitud de onda de 340 nm, efectuar las medidas
con respecto al aire (sin cubeta en el trayecto optico) o con respecto al agua.

Temperatura, 202 25 °C.

En dos cubetas de | cm de wrayecto optico, introducir:

Testigo Determinacion
Solucion 1 (4.1}(a 20°C) 2,50 ml 2,50 ml
Solucién 2 (4.2) 0,10 mi 0,10 ml
Solucién 3 (4.3) 0,10 ml 0,10 ml
Muestra que va a determinarse 0,20 ml
Agua bidestilada 0,20 ml

Mezclar y, transcurridos 3 min. aproximadamente, leer la absorbancia de las soluciones
(A.). Desencadenar I2 reaccion. afiadiendo:

Solucion 4 (4.4) 0,02 mi 0,02 mi

Mezclar; esperar 15 min. ; medir la absorbancia y verificar el cese de la reaccion cuando
hayan pasado 2 min. {*,)}

Inmediatamente, anzdir.
Solucion 5 (4.5) 0,02 mi 0,02 mi
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Mezclar: leer al cabo de 10 min.; comprobar el cese dz la reaccion después de 2 min. (A;).

Determinar las diferencias de absorbancia:
A,— A, correspondiente a la glucosa
A;— A- correspondiente a la fructosa

tanto para el testigo como para la determinacion.

Deducir la diferencia de absorbancia del testigo (A Ay) y la de la determinacion (A Ap) y
establecer:

para la glucosa: A Ag = AAp—A Ay
para la fructosa: A Ac = A Ap—A Ay

Nota:

El tiempo necesario para la accion de las enzimas puede variar de un lote a otro. Por lo
que, arriba, sdlo se da a titulo indicativo. Se recomienda determinario para cada lote.

Expresion de los resultados
Calculo

La formula general para el calculo de las concentraciones es la siguiente:

V. PM
= ———————— /
C=Ta v 1000 2AED

V = volumen del ensayo (ml)

v = volumen de ia muestra (ml)

PM = masa molecular de la sustancia que va a determinarse
d = trayecto Optico de la cubeta (cm)

E = coeficiente de absorcion del NADPH a 340 nm = 6,3 (mmole-' - | - cm~')
V = 292 mlpara la determinacion de la glucosa

V = 294 ml para la determinacion de la fructosa

v = 0,20 ml

PM = 180

d =1

Se obtiene:

para la glucosa: Cg/1 = 0,417 - A Ag
para la fructosa: Cg/l = 0420 - A A;

Si al preparar la muestra se ha efectuado una dilucion, multiplicar el resultado por el fac-
tor F.

Nota:
Si las medidas se han tomado a longitudes de onda de 334 0 365 nm, se obtiene:
— medidaa334nm:E = 62 (mmole-'-1-cm~’)

para la glucosa: Cg/1 = 0,425 - AAg
para la fructosa: Cg/l = 0428 - A A,

— medidaal6Snm:E = 34(mmole-!-1-cm-Y)
para la glucosa: Cg/1 = 0,773 - A Ag
para la fructesa: Cg/1 = 0,778 - A A, .

Repetibilidad (r}
r=0056x

Reproductibilidad (R}

R =012+ 0076x,
x, = contenido en glucosa o fructosa en gramos por litro.
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8. DETECCION DEL AUMENTO DEL GRADO ALCOHOLICO NATURAL DE MOSTOS, DE

I

MOSTOS DE UVA CONCENTRADOS, DE MOSTOS DE UVA CONCENTRADOS
RECTIFICADOS Y DE VINOS POR APLICACION DE LA RESONANCIA

MAGNETICO-NUCLEAR DEL DEUTERIO (RMN-FINS/SNIF-NMR)

DEFINICION

Los atomos de deuterio contenidos en los azicares y el agua de un mosto de uva se redis-
tribuirdn tras fermentacion en las moléculas I, 11, H1 y IV del vino:

CH.D CH, OH CH; CHD OH
i It

CH; CH.OD HOD
It v

La adiciéon de aziicares exdgenos (chaptalizacion) antes de la fermentacion del mosto
repercutira en la redistribucion del deuterio.

En comparacion con los valores de los parametros relativos de un vino testigo natural de
la misma region, el aumento artificial del grado alcoholico natural con azicar exégeno, se
traducira en las variaciones siguientes:

Vino Parémetros (D/H), (D/Hu | (D/HPw R
— natural — — ——— —_—
— adicion
— azticar de remolacha —_— — S —
— azticar de cafna
— aziicar de maiz — - - —

(D/H), : relacion isotopica de la molécula 1
(D/H), : relacion isotopica en la molécula 11
(D/H)S : relacion isotopica del agua del vino.

R = 2(D/H},/(D/H}, expresa la distribucion relativa del deuterio en Ias moléculas I y
R se mide directamente a partir de las intensidades h de las sefales, y por tanto R = 3h,,/
h,.

La medida de (D/H), caracteriza principalmente la especie vegetal sintetizadora del aza-
car y, en menor medida, la geografia del lugar de recoleccion (naturaleza del agua utili-
zada durante la fotosintesis).

(D/H)y representa Ia climatologia del lugar de produccién de las uvas (naturaleza del
agua de lluvia y condiciones meteorologicas) y, en menor medida, 1a concentracién de
aziicar del mosto inicial.

(D/ H)g. representa la climatologia del lugar de produccion y la riqueza en azicar del
mosto micial.

FUNDAMENTO

Se efectiia la determinacion de los parametros definidos anteriormente R (D/H): (D/H)
1 mediante RMN del deuterio en el etanol extraido del vino o de los productos de fermen-
tacién del mosto, del mosto concentrado y del mosto concentrado rectificado que se obtie-
nen en las condiciones dadas. Se completa eventualmente la determinacion estableciendo
12 relacién isotbpica del agna extraida del vino, (D/H)Z, y la relacion isotopica 13¢/12¢
del etanol.

Para ia constitucion de un banco de datos comunitanio:

— En ¢l caso de los vinos, la recogida de muestra de control efectuada en las zonas de
produccion, deberd ir acompaiiada de tomas de muestra testigo naturales (al menos
tres) del mismo origen (lugar geografico y milésima); para estas diversas tomas se
FECORETAn SICMPre res Muestras.

— En ol caso de mostos, de mostos concentrados v de mostos concentrados rectificados,
las muestras testigo (al menos 3) estarin constituidas por mostos naturales del mismo
origen (lugar geogrifico y milésima)
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Para los controles de les productos elaborados en su propio territorio v a la espera de la
constitucion de un banco de datos comunitarios, los Estados miembros pueden uvtilizar
transitoriamente un banco de datos nacionales.

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS
Extraccion del etanol y del agua del vino

Nota:

Se puede utilizar cualquier dispositivo de extraccion, con la condicion que permita recu-
perar entre el 98 v 985 % del alcohol del vino v que el titulo masico del destilado se
encuentre entre el 92 y el 93 % masa (95 % vol).

Material y reactivos

— Aparato para la extraccion del etanol (figura 1), que incluye:
— calentador eléctrico con regulador de voltaje,
— matraz esmerilado de 1 litro:

— columna Cadiot de cinta helicoidal (parte méovil de teflén), por ejemplo [Pro-
labo, ref. 06 (730-194)].

— matraces cénicos esmerilados de 123 mi,
— matraces con tapon de plastico de 125 y 60 mi:

— Reactivos para la determinacion del agua segiin Ia técnica de Karl Fischer (por ejem-
plo Merck 9241 y 9243).

Procedimiento

Determinar el grado alcohélico del vino, con una precision superior al 0,05 % en volumen:
se denominara este grado g*.

Extraccion del etanol

Introducir una muestra homogénea de 500 m! de vino de grado alcohdlico g, en matraz
del aparato de destilacion con una relacion de reflujo constante proxima a 0.9: para reco-
ger el destilado: colocar un matraz conico esmerilado de 125 ml pesado previamente.
Recoger el destilado con punto de cbullicion entre 78,0 y 78,2 °C, aproximadamente de 40
2 60 ml. Cuando la temperatura sobrepase los 78 5 °C, suspender la toma durante 5 minu-
tos.

Cuando Ia temperatura desctenda a 78 °C, volver a recoger el destilado hasta que ascienda
a 785 °C, repitiendo esta operacion hasta que la temperatura, una vez intemumpida la
recogida y funcionando en circuito cerrado. no vuelva a bajar. La destilacion completa
dura aproximadamente 5 horas. Operando de esta manera puede recuperarse entre ¢ 98 %
¥ €1 98,5 % del alcohol total del vino de un destilado con un grade comprendido entre 92 v
93 % masa (95 % vol) grado para el que se han establecido la condiciones de fa RMN des-

crita, en ¢l apartado 4.
Se pesa el etanol recuperado.

Sc conserva en un matraz de 60 ml una toma de muestra homogénca de 60 ml de las partes
finales de 1a destilacion; esta toma representara el agua del vino. Eventualmente se deter-
inara su relacion fSotdoi

Noia:

Si se dispone de un espectrometro dotado de una sonda de 10 mm (véase apartado 4) bas-
tard una toma de muestra homogénea de 300 ml de vino.

Determinacién del grado alcohélice del alcohol extraido

Se determina mediante ef método de Kari Fischer of contenido en agua p’ de una muecstra
de aicobol de aproximadamente 0.5 mi cuyo peso p se conoce exactamente.
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Figera §: Instalacién por ia extraccidn del etanol

El grado def etanol en peso vendra dado por Ia formula

P
32 Fermentaciin de mestes, de wastes conceatrades ¥ de mostes concestrades rectificades
325 Material y reactives

—— m‘ ;s m‘ .
— Base de nitrogeno pars icvadars sin asnacacde DIFCO.
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Si se conoce la relacion 1sotopica del agua del mosto, se pueden reactivar las levaduras
oreviamente a realizzr la siembra, durante 15 minutos en el minimo de agua tibia sin desti-
lar {{ g en 50 mli), de reiacién isotopica cercana. a la del agua del mosto.

Si no se conoce 'a relacion 1sctopica del agua del mosto, es prefenible realizar la siembra
directamente.

La cantidad de levaduras secas que se deben utilizar es del orden de 1 g esto es. alrededor
de 10 células para 1 litrs de mosto.

Recipiente para la fermentacion, de una capacidad de 1.5 litro, dotado de un dispositivo
que permita manipular al resguardo del aire ¥ condensar los vapores de alcohol, ya que no
debera tolerarse ninguna pérdida de etanol duraante la fermentacion. El indice de conver-
sién de los aziicares fermentables en etanol debera ser superior al 98 %,

Procedimienio
Mostos
— Mostos frescos

Colocar t litro de mosto, cuya concentracion en azicares fermentables se ha determi-
nado previamente, en el recipiente previsto para la fermentacion. Anadir | g de leva-
duras secas previamente reactivadas. Colocar el dispositivo que permite manipular al
abrigo del aire. Liévese Ia fermentacion a una temperatura proxima a los 20 °C hasta
que se agoten los azicares. Tras determinar el grado alcohdlico del producto de la
fermentacidn y sna vez calculado el indice de conversion de los azicares en alcohol,
se centrifuga el liquido fermentado y se destila para extraer el etanol.

Desulfitar un volumen de mosto algo superior a 1 litro (1,2 litro) haciendo burbujear
una corriente de nitrdgeno a través del mosto, calentado al bafio maria a reflujo hasta
70-80 °C, hasta que ¢l contemido total de dioxido de azufre sea inferior a 200 mg/1.
Procirese no provocar ningsna concenwacion de mosto por evaporacion de agua,
empleando un refrigerante eficaz al respecto.

Cdlocar | lino de mosto desuliitado en el recipiente de fermentacion y continuar
como se ha mdicado para los mostos frescos.

Nota: Si se ba utitizado metabisulfito de potasio para sulfitar el mosto, sera necesario
anadir 2 este acido sulfiirico antes de proceder al desuifitado, a razon de 6.25 mi de
icido saifiirico concentrado (p » = 1,84 g/ml) por gramo de metabisuifito utilizado
per hitre de mosto.

Mostos concenitades

Colocar en el recipiente de fermentacion un volumen V mil de mosto concentrado que
contenga una cantidad de azicares proxima a los 170 g Completar hasta | litro con (1 000
— Vi mi de agua con ka misma relacidén sotopica que ¢l agua del mosto natural testigo.
Sembrar de Ia misma forma que se indica en 3.2 1. Aadir 3 g de base de nitrogeno para
fevaduras sin aminoacidos DIFCO. Homogeneizar y continuar como se ha descrito antes.

Mes:os de uva coancentrados rectificados

Wwﬁh@ma;ﬂ. Basta i hitro con (1 000 — Vymil de
agua crn Ja misma refacion sotdpica gue of agua del mosto natural testigo, en jos gue se
habris diswelto 3 g de dcido tartirico.

Neoea:

Apaztar an volasmen de 50 mi de maestra de mosio ¢ de mosto disulfitado, de mosto con-
centrado o de mosto coacentrado reciificado para efectear ks extraccion eventoal de agua
¥ ka determinacién de se refaciin isotdpica (D H)IY. La exwraccién del 2gua de los mostos
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33 Preparacion de ia muestra de alcohol para su medida por RMN
331 Reactivos

N, N-tetrametilurea (TMU): utilizar una muestra de TMU de referencia. de relacion isoto-
pica D/H conocida y controlada. Podra obtenerse esta muestra de la Direccién General
de Ciencia. invetigacion y Desarrollo, Oficina Comunitaria de Referencia, Rue de la Loi,
200, B-1049 Bruselas.

332 Procedimiento
— Sonda RMN de 15 mm de didmetro:

Verter en un frasco pesado previamente 7 mi de alcohol obtenido segiin 3.1.2 pesan-
dolo con precision de 0,1 mg; se denomincra a este peso m,: se tomaran a continua-
cion 3 ml del estandar interno {TMU), peszndose con precision de 0,1 mg; se deno-
minara a este peso m_,. Homogeneizar por agitacién.

~— Sonda RMN de 10 mm de didmetro:

Bastan 3.2 ml de alcohol y 1,3 ml de TMU.

Segun el tipo de espectrometro y de sonda utilizados (véase apartado 4), se afadira
una cantidad suficiente de hexafluorobenceno como sustancia de estabilizacion
campo-frecuencia (lock).

Sonda
Espectrometro
10 mm 15mm
7.05T 150 ul 200 ul
94T 35ut 50 ul
34 Preeparacion de Ia muestra de agna para Ia medicion de RMN con vistas a 1a determinacion
eventual de su relacion isotopica
341 Reactivas

N, N,-tetrametilurea (TMU): véase 3.3.1.

342 Procedimiento

Colocar en un frasco ya pesado 3 ml de agua obtenida segun 3.1.2 o 3.2 (nota), pesandolo
con precision de 0,1 mg Se denominara a este peso m';; se tomara a continuacion 4 ml
del estandar interno (TMU) pesandose con precision de 0,1 mg: se denominara a este peso
m’.. Homogeneizar agitando.

Nota: Si el laboratorio dispone de un espectrometro de masas de proporciones isotopicas,
la medicion podra realizarse con este instrumento, a fin de disminuir Ia utilizacion del
espectrometro de RMN, va que, para cada serie de vinos estudiada, es necesario contrastar

ta proporcion Ty (5.2).

4 OBTENCION DE LOS ESPECTROS RMN *H DEL ALCOHOL Y DEL AGUA.
) a2 = won de foc paca * opr

4.1 Masterisf

— Espectromsetro de RMN dotado de una sonda especifica de deuterio ajustada a la fre-
cuencia caractesistics , del campo B, (por cjemplopara B, = 705 T, , = 46,5 MHz y
paa B, ~ 94T, , = 61.4 MHz) y que posea un canal de desacoplamiento de protén
B ¥ un canal de esuabilizacién campo-frecaenca (dock) a 1a frecuencia del flior.
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La resolucion medida en el espectro, transformada sin multiplicacion exponencial (es
decir LB = cero O) (figura 2 b) y expresada por la amplitud a media altura de las seiiales
de metilo y metileno del etanol y de la seiial de metilo del TMU, debera ser inferior a 0,5
Hz La sensibilidad, medida con un factor de multiplicacién exponencial LB = 2 (figura
2 a), deberz ser igual o superior a 150 para la seital de metilo del etanol de un grado de
95 % vol (93,5 % m/m). En estas condiciones, el intervalo de confianza en la medicion de
la altura de la senal, calculada para una probabilidad de 97,5 % (test de una cola) y 10
repeticiones del espectro, sera de 0,35 %.

— Cambiador automatico de muestras (eventualmente).
— Programa de tratamiento de datos.

— Tubos para muestra de 15 mm o de 10 mm, segiin las caracteristicas del espectrome-
tro.

Regulacion del espectrometro y verificaciones
Regulacion

Proceder a las regulaciones habituales de homogeneidades y de sensibilidad segin las
indicaciones del constructor.

Verificacion de la validez de las regulaciones

Utilizar etanoles de referencia, designados mediante las letras «C, Vy R», de un contenido
isotopico diferente pero comprobado con precision. El significado de estas iniciales es el
signiente: C, alcohol de cafia de azicar o de maiz; V, alcohol de vino, y R, alcohol de
remolacha. Las muestras pueden obtenerse en la Oficina Comunitaria de Referencia.

Segiin el procedimiento descrito en 4.3, determinar los valores isotopicos de estos alcoho-
fes que se designaran anotando Cupe, Vimed, Romes (VEase 5.3).

Comparar esto; valores con los valores de referencia correspondicntes dados, que se desig-
naran anotando C_, R, V. (véase 53).

| 3 1 4 ¥ b ¥ ’ 18 v 3 i i i I y
7.8 6.8 5.8 4.8 3. 2.9 1.8 8.
PPM
Figarala

Espectro RMN “H del etanol del vino con referencia interna
(TMU: N N-tetrametilurea)
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™
CHAD CHy OH
CHy CHOOH
0,4 Hz
_ 0.4 Hz —~4 10,4 Hz
P i T v I T : T 1
228 .8 178 .8 2.8
HERTZ HERTZ HERTZ
Figura2b

Espectro H del etanol realizado en las mismas condiciones que las de la figura 2 a pero sin
multiplicacion exponencial (LB = o)

La desviacion tipo de repetibilidad obtenida sobre la media de 10 repetictones de cada
espectro debera ser inferior a 0,01 para la relacion R o inferior a 0,3 ppm para (D/H), y
para (D/H)y,.

Los valores medios obtenidos para los diferentes parametros isotopicos [R, (D/H),
(D/H),))] deberan situarse dentro de la correspondiente desviacion es:..::dar de repetibili-
dad, ofrecida por la Oficina Comunitaria de Referencia para los parametros de los tres
alcoholes de referencia. En caso contrario, deberan repetirse las regulaciones.

Condiciones para obtener los espectros RMN

Colocar la muestra de alcohol preparada segin 3.3 o la muestra de agua, preparada segin
3.4 en un tubo de 10 o 15 mm e introducirla en la sonda.

Las condiciones para obtener espectros RMN son las siguientes:
— La temperatura de la sonda (por ejemplo 302 K) debera ser constante.

—~— Tempo de adquisicion, 6,8 segundos, como maximo, para 1200 Hz de amplitud
espectral (memoria 16 K), es decir, alrededor de 20 ppm a 61,4 MHz 0 27 ppm a 46,1
MHz.

—~— Impulso: 90 °.

— Regular el tiempo de adquisicion: su valor debera ser del mismo orden de magnitud
que el tiempo de toma de muestras (dwell time).

—~ Deteccion en cuadratura: fijar el offser 01 entre las seiiales de referencia OD y CHD
para el etanol y entre HOD y TMU para el agua.

— Determinar el valor del offser de desacoplamiento 02 a partir del espectro protonico
medido por la bobina de desacoplamiento sobre el mismo tubo. Se obtiene un buen
desacoplamiento cuando 02 se halla situado en el centro del intervalo de frecuencia
existente entre los grupos CH;— y CH.—. Utilizar el modo de desacoplamiento
mediante banda ancha.

Efectuar para cada espectro un nimero NS de acumulaciones que baste para obtener la
relacion sefial/ruido que figura en 4.1 y repetir NE = 10 veces esta serie de NS acumula-
ciones. Los valores de NS dependeran del tipo de espectrometro y de sonda utilizados
{véase punto 4); se escogera, por cjemplo:

10 mm i5Smm

705T NS =304 | NS =200

904T NS =200 | NS=128
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Etanol

Para cada uno de los 10 espectros (véase el espectro RMN del etanol, figura 2 a), determi-
nar:

R =3 hy 3 altura de la sefial 11 (CH; CHD OH)
T T altura de la sefial I (CH.D CH.OH)
/
— (D/H), = 15866 - T, - T . (B/Fs
M B
m. (D/H).
— (D/H)y = 23799 - T, D= (B7HDe
My gm
donde:
_ altura de la senal I (CH,D CH. OH)
"~ altura de la sehal del estandar interno (TMU)
T altura de la senal 1T (CH:T CHD OH)
— Ty =

altura de ia sefial del estandar interno (TMU)

— CH,CHDOH m,, y m,: véase 332,

— gb, véase3.1.2.3,

— (D/H)., = proporcion isotopica del estandar interno (TMU) indicado sobre el frasco.
El TMU puede obtenerse en la Oficina Comunitaria de Referencia.

La utilizacion de las alturas de las sefiales en lugar de las superficies medidas con menos
precision supone larguras de picos a media altura iguales, lo que es una aproximacion
razonable (figura 26).

Agua

Cuando se determina la proporcion isotopica del agua por RMN a partir de la mezcla
agua-TMU, se utiliza la relacion siguiente:

e . (D/H).

’

— (D/H)2 = 09306 - Ty, -

donde

superficie de la sefial (HOD) del agua extraida del vino
superficie de la sefial del estandar interno (TMU)

—Tn =

— m',ymg, véase 3.4.2.

— (D/Hp = proporcion isotopica del estandar intcrno (TMU) indicada sobre el frasco
suministrado por la Oficina Comunitaria de Referencia (BCR).

Para cada uno de los parametros isotopicos, calcular la media de las 10 determinaciones y
el intervalo de confianza.

Un programa opcional (por ejemplo, SNIF-NMR) adaptable al calculador del espectrd-
metro permite efectuar estos calculos en linea.

Nota: Si, tras la regulacion del espectrometro, subsiste una desviacion sistemitica entre los
valores medios obtenidos para las caracteristicas isotopicas de los alcoholes de referencia
(4.2.2) y los valores indicados por la Oficina Comunitaria de Referencia, del orden de la
desviacion-tipica, podri aplicarse la correccion siguiente para obtener el verdadero valor
de una muestra X cualquiera.

La interpolacién se cfectuara tomando los valores de las muestras de referencia que se
ajusten al de Ia muestra X.
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6.1.

)

Liamemos (D/H) ¢ al valor medido, y (D/H),xcn" al valor corregido

tendremos:
(D/HY = (D/H)R= + a [(D/ H)fmed — (D/H)} ”“’]

(D/H)j> — (D/H)
(D/H) met — (D/H)Rmee

endonde:a =

Ejemplo:

Muestras de referencia suministradas y calibradas por la Oficina Comunitaria de Referen-
cia:

(D/H)'> = 102,0 ppm {D/H)* = 91,95 ppm

Muestras de referencia medidas por el Laboratorio:

(D/H)Ym¢ = 102,8 ppm (D/H)"™ = 93 0 ppm

Muestra sospechosa no corregida:

(D/H) ™ = 100,2 ppm

Se calcul = 1,0255 y (D/H)*" = 993 ppm

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Comparar el valor RX obtenido para la relacion R de la muestra sospechosa con las rela-
ciones obtenidas para los vinos testigo. Si R presenta una desviacion superior a 2 desvia-
ciones-tipicas del valor medio R” obtenido para los vinos testigo, puede presumirse una
adulteracion.

Aumento artificial del grado alcoholico natural mediante azicar de remolacha, aziicar de
caiia o glucosa de maiz
Vinos

RX es superior a RT: presuncién de adicion de azicar de remolacha.
RX inferior 2 R7: presuncion de adicion de aziicar de caiia o de azicar de maiz.

Obsérvese que (D/H)Y, y (D/H)* han aumentado.
Examinar (D/H)} habra presuncion de:
- azucarado mediante azticar de remolacha:

st ¢l valor (D/H)Y¥ de la muestra sospechosa es inferior a (D/H)], valor medio obte-
nido de Ia muestras testigo, en mas 1 desviacion-tipica.

— azucarado mediante azicar de cana o aziicar de maiz;
s el valor (D/H)¥ es superior a (D/H)] en mas una desviacion-tipica.

— Calculo del aumento artificial del grado alcohdlico natural A, expresado en % vol de
etanol.

Aumento mediante aziacar de remolacha:

. (D/H) — (D/H)

A%vol =g (D7H) — (D/HR

(D/H)E = 92,5 (') relacion isotopica de la posicion I del alcohol de remolacha.
g¥ = grado alcohélico del vino analizado (X)

— Aumento mediante azicar de cana o de maiz:

_ . (D/H)' — (D/HY
A%vol = & 5 B (D/HY

Estos valores se dan a la espera de la constitucion de un banco de datos comunitario.
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6.1.2.

(D/H) = 110,5 (') relacion isotopica de la posiciéon I del alcohol de cafia de
azucar o de maiz.

g¥ = grado alcoholico del vino analizado (X).

Maostos, mostos concentrados y mostos concentrados rectificados

Los valores de los parametros isotopicos del alcohol extraido segun 3.1 del producto fer-
mentado obtenido (3.2) a partir del mosto, del mosto concentrado o del mosto concen-
trado rectificado, se examinan de acuerdo con las indicaciones dadas en el punto 6 «inter-
pretacion de los resultados», 6.1.1, comparandolos con el alcohol extraido del producto de
fermentacion de mostos naturales testigo.

El aumento artificial del grado alcohoélico natural, A % vol, expresa el volumen de alcohol
afnadido al producto fermentado. Conocida la dilucion eventual efectuada antes de la fer-
mentacion (mostos concentrados y mostos concentrados rectificados), y admitiendo que
16.83 g de aziicar dan | % vol del aicohol, calcular la cantidad en masa de azicar afiadida
por litro de mosto, de mosto concentrado o de mosto concentrado rectificado.

Aumento artificial del grado alcohdlico natural mediante mezcia de azucar de remolacha y
azucar de caiia o de glucosa de maiz

Las relaciones isotopicas (D/H), y R estan menos modificadas que en el caso del aumento
con 1 solo tipo de azucar.

(D/H),; y (D/H)Q aumentan.

Pueden confirmarse estas adiciones determinando la relacion 13C/12C del etanol por
espectrometria de masa; en este caso, la relacion aumenta.

¢'y  Estos valores se dan a la espera de la constitucion de un banco de datos comunitano.
]
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33.

34

3.5.

36.

5.1

9. CENIZAS

DEFINICION
Se denominan cenizas al conjunto de los productos resultantes de la incineracion del resi-

duo de evaporacion del vino, llevada a cabo de manera que se obtenga la totalidad de los
cationes (excluido el amonio) en forma de carbonato y o°ras sales minerales anhidras.

FUNDAMENTO DEL METODO

Incineracion del extracto del vino llevada a cabo entre 500 y 550 °C hasta la combustion
total del carbono.

APARATOS

Bafio de agua a 100 °C.

Balanza con una sensibilidad de una décima de miligramo.
Placa calefactora o evaporador de infrarrojos.

Horno eléctrico con regulacion de temperatura.

Desecador.

Capsula de platino de 70 mm de diametro y de 25 mm de altura, de fondo plano.

PROCEDIMIENTO

Colocar 20 ml de vino en una capsula de platino previamente tarada (P, g). Evaporar al
bafio de agua a 100 °C v calentar el residuo sobre una placa calefactora a 200 °C o bajo el
evaporador de infrarrojos hasta la carbonizacion. Cuando el residuo no emita vapores,
colocar la capsula en el homo eléctrico a 525 °C % 25 °C. Después de 15 minutos de car-
bonizacién, retirar la capsula del horno, anadir 5 ml de agua destilada que se evaporan
luego al bafio de agua o bajo el evaporador de infrarrojos, v calentar de nuevo a 525 °C
durante 10 minutos.

Si la combustion de las particulas de carbono no es total, volver a realizar las operaciones
de lavado, evaporacion del agua e incineracion.

Para los vinos ricos en azicares, se recomienda anadir al extracto algunas gotas de aceite
vegetal puro antes de proceder a la primera incineracion, para impedir que se desborde el
contenido.

Después de enfriar la capsula en un desecador, se pesa. Se denominara a este peso P,g.

El peso p en g de las cenizas contenidas sera: p = (P, — P,) g.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Modo de calculo

El peso P de las cenizas expresado en gramos por litro con dos decimales sera: P = 50 - p.
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33.

34

10. ALCALINIDAD DE LAS CENIZAS

DEFINICION

Se denomina alcalinidad de las cenizas a la suma de los cationes, distintos del amonio,
combinados con los acidos crganicos del vino.

FUNDAMENTO DEL METODO

Valoracion por retroceso en presencia de naranja de metilo. de las cenizas solubilizadas en
caliente por un exceso conocido de acido valorado.

REACTIVOS Y MATERIAL

Solucién 0,05 M de acido sulfarico (H.S0,)

Solucién 0,1 M de hidroxido sodico (NaOH)

Solucion de naranja de metilo al 0,1 % en agua destilada.

Bano de agua a 100 °C.

PROCEDIMIENTO

Anadir a la capsula de platino que contiene las cenizas de 20 ml de vino, 10 mi de solu-
cién 0,05 M de acido sulfarico (3.1): colocarla al bafio de agua a 100 °C durante 15 min
aproximadamente, rascando el residuo con una varilla de vidrio para activar la disolucion.
Aiiadir, a continuacion, 2 gotas de solucion de naranja de metilo y valorar el exceso de
acido sulfiirico con Ia solucion 0,1 M de hidroxido de sodio (3.2), hasta que el indicador
vire al color amarillo.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Modeo de calculo
La alcalinidad de las cenizas expresada en miliequivalentes por litro con | decimal, sera:

A = 5(i6-n)

n = namero de mililitros de hidréxido sodico 0,1 M.
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2.1
2.2.
23.
2.4

2.5.

3.3

4.1

4.2.

43

5.1

11. CLORURGS

FUNDAMENTO DEL METODO

Los cloruros se determinan directamente en el vino por potenciometria utilizando el elec-
trodo Ag/AgCL

MATERIAL

pH metro con escala de milivoltios graduada al menos de 2 en 2 mV.

Agitador magnético.

Electrodo Ag/AgCl con una solucion saturada de nitrato potasico como electrolito.
Microbureta graduada en centésimas de mililitro.

Cronémetro.

REACTIVOS

Solucion patron de cloruros: 2,1027 g de cloruro potasico, KCl (max. 0,005 % de Br), dese-
cado antes de su empleo por coservacion durante algunos dias en un desecador se disuel-
ven en agua destilada y se completa a 1 litro 1 ml de esta solucion contiene | mg de Cl.

Solucién valorada de nitrato de plata: 4,7912 g de nitrato de plata, AgNo,, para analisis,
se disuelven y se enrasan a | litro con una solucién alcohélica al 10% (v/v): 1 ml de esta
solucién corresponde a 1 mg de Cl-.

Acido nitrico puro al menos del 65 % (densidad (px = 1,40 g/ml).

PROCEDIMIENTO

5,0 m! de solucion patrén de cloruros se introducen en un vaso de precipitados de 150 ml
colocado sobre un agitador magnético, diluidos a 100 ml con agua destilada y acidificados
con 1,0 ml de acido nitrico del 65 % como minimo. Se sumerje el electrodo en el vaso de
precipitados y se determina afiadiendo por medio de la microbureta la solucion valorada
de nitrato de plata, Ia agitacién debe ser moderada.

Las adiciones efectuadas son inicialmente de 1,00 ml para los cuatro primeros ml, leer los
valores correspondientes en milivoltios. Después se adicionan los 2 ml siguientes en frac-
ciones de 0,20 mi. Finalmente se siguen las adiciones por fracciones de | ml hasta llegar a
un total de 10 ml. Después de cada adicion se esperan alrededor de 30 segundos antes de
efectuar la correspondiente lectura en milivoltios. Llevar los valores obtenidos sobre papel
milimetrado en funcién de los mililiiros de la solucién patron correspondiente y se deter-
mina el potencial del punto de inflexién de la curva obtenida.

5 ml de la solucion patron de cloruros se introducen en un vaso de precipitados de 150 ml.
Se afiaden 95 ml de agua destilada y 1 ml de acido nitrico del 65 % como minimo. Se
sumerge el electrodo y se valora, agitando, hasta la obtencién del potencial del punto de
equivalencia.

Esta determinacidn se repite hasta que se haya obtenido una buena concordancia de resul-
tados. Se debe efectuar este control antes de cada serie de determinaciones de cloruros en
las muestras.

Se introducen 50 mli del vino a analizar en un vaso de precipitados de 150 ml. Se afiaden
50 ml de agua destilada y | ml de acido nitrico del 65% como minimo y se valora

siguiendo el procedimiento del punto 4.2,
EXPRESION DE RESULTADOS
Caiculos

Si n representa el namero de mililitros de solucion patron de nitrato de plata, el contenido
en cloruros de la muestra analizada es:
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20 x n expresado en miligramos de Cl por litro
0,5633 x n expresado en miliequivalentes por litro

329 x n expresado en miligramos de cloruro sédico por litro.

52 REPETIBILIDAD (r)
r = 1,2 mg Cl por litro,
r = 0,03 megq por litro,

= 2,0 mg NaCl por litro.

5.3. Reproductibilidad (R)
R = 4.1 mg de CI por litro,
R = 0,12 megq por litro,

R = 6,8 mg NaC(l por litro.

6. Observacion: para determinaciones muy precisas

Hay que referirse a la curva de calibrado completa obienida durante la valoracion del
patron de cloruros con la solucion patron de nitrato de plata.

a) Poner 50 ml del vino a analizar en un vaso de precipitados de 150 ml. Anadir 50 ml
de agua destilada y 1 ml de acido nitrico ai menos del 65 %. Valorar por medio de la
solucion de nitrato de plata, procediend- a adiciones de 0.5 ml y anotando los corres-
pondientes potenciales en milivoltios. De esta primera valoracion se deduce el volu-
men aproximado de solucién de nitrato de plata necesario.

b) Comenzar la valoracion en las mismas condiciones. Proceder primero con adiciones
de 0,5 mi valorando hasta que el volumen empleado sea inferior en 1,5 a 2 ml del
volumen empleado en a). Proceder a adiciones de 0,2 ml, continuar las adiciones len-
tamente hasta el punto de equivalencia aproximadamente obtenido de una manera
simétrica, por adicion de 0,2 mi después de 0,5 ml.

El punto final de Ia valoracion y el volumen de nitrato de plata consumido exactamente
se obtiene:

— Trazando la curva y determinando el punto de equivalencia.

— Por calculo:
AAE,

V=V+AWAAE,+AA!-Z:

v = volumen de solucion valorada en ¢l punto de equivalencia.

\'d = volumen de solucién valorada antes del mayor salto de potencial.

AV, = volumen constante de las fracciones de solucion valorada ainadidas, o
sea 0.2 mi.

AAE, = segunda diferencia de potencial antes de la mayor variacion de poten-
cial.

AAE, = segunda diferencia de potencial después de la mayor vanacion de

potencial.
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Ejemplo:
v - . . - . Segunda Dife-
olumen solucion patron de AgNO; Potencial E Drferencia rencia
0 204
4
0,2 208 0
4
0.4 212 2
6
0,6 218 0
6
0.8 224 0
6
1,0 230 4
8
1,2 238 4
12
14 250 10
22
1,6 272 22
44
1.8 316 10
34
20 350 g
26
22 376 6
20
24 396

En el ejemplo el punto final de la valoracion se sitiza entre 1,6 y 1,8 ml: en este intervalo
aparece el mayor saito de potencial (A = 44 mV). El volumen de soluciéon valorada en

nitrato de plata consumido para determinar los cloruros en la muestra a analizar es:

V=16+02

22
22 +

10

= 1,74 ml
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12. SULFATOS

. PRINCIPIO DE LOS METODOS
1.1 Método de referencia

Precipitacion del sulfato de bario v pesada. El fosfato de bario precipitado en las mismas
condiciones es eliminado por lavado del precipitado con acido clorhidrico.

En caso de mostos o vinos ricos en dioxido de azufre, esta indicado un desuifitado previo
por ebullicion al abrigo del aire.

12 Método rapido de easayo

Clasificacion de los vinos en varias categorias por el método llamado de los limites,
basado en la precipitacion del sulfato de bario mediante una solucion valorada de ion
bario.

2 METODO DE REFERENCIA
2.5 Soluciones (Reactivos)
b ARE Acido clorhidrico, solucion 2 M.

Cloruro barico en solucion 200 g/ de BaClL;, 2H:O.

2z Procedimiesto
225 Caso general

Introducir en un tubo de centrifuga de 50 ml, 40 ml de la muestra a analizar, anadir 2 mi
de acido clorhidrico 2 M y 2 mi de solucion de cloruro de bario de 200 g/1. Agitar con una
varilia de vidrio, lavar Ia varilla con un poco de agpa destilada y dejar en reposo durante 5
minutos Centrifugar durante 5 minutos y decantar con precaucion el liquido sobrena-
dante.

Lavar ¢l precipitado de sulfato barico de la forma siguicnte: afiadir 10 mi de &cido clorhi-
drico 2 M poner ¢f precipitado en suspension y centrifugar durante 5 minutos. Separar con
precancion ¢l liguido sobrenadante. Repetir 2 veces el lavado del precipitado en las mis-
mas condiciones con 15 ml de agua destilada cada vez.

Trasvasar cuantitativamente el precipitado, lavando con agua destilada, a una capsula de
platino tarada y colocada en un bafho maria a 100 °C hasta evaporacién a sequedad. El
precipitado desecado se calcina varias veces brevemente sobre una Hlama hasta la obten-
¢ién de un residuo blanco. Dejar enfrniar en un desecador y pesar.

Sea m la masa en miligramos de sulfato de bario obtenida.

222 Caso particular: mostos sulfitados y vino con um contenido clevado de anhidrido
sulfuroso.

Proceder a la climinacién del anhidrido sulfureso.

En un matraz conico de 500 mi provisto de sn embudo de decantacion y de un tubo de
salida de vapor, introduecir 25 mi de agna y | ml de acido dorhidrico poro {densidad 20°
= 1,15 — LI8 g/ml) Hacer hervir para expulsar el aire, ¢ introducir por ¢f embudo de
decantacion 100 mi de vino mantenicado la chulhicon.

Countinpar la chullicidn basta que ¢ volumen del liguido contemido en ¢! matraz se
redszca 2 unos 75 ml ¥ se trasvasa cusatitativamenie, después de enfriar 2 un matraz afo-
rado de 100 mi. Compietar ¢f volumen cos agea. Proceder a a valoracion de los sulfatos
sobwe una muecstrs de easayo de 40 ml como se mdica er 221,
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Expresion de jos resultados

El contenido en sulfates expresado en miligramos por litro de sulfate de potasio SO:K:
es:

I367 x m

F! contenido en sulfatos de mostos ¢ vino s¢ expresa en miligramos por liro de sulfato de
potasio, sin decimales.

Reperitividad
Hasta 1 000 mg/i:r = 27 mg/1
Alrededor de 1 500 mg/1:r = 41 mg/1

R ructividad
Hasta 1 000 mg/1: R = 5t mg1
Alrededor | 500 mg/1: R = 81 mg/1

METODO RAPIDO DE ENSAYO
Reactivos

2 804 g de cloruro barico, BaCl;, 2H.O ¥ 10 mi de acido clorhidrico (densidad 20° = 1 15
= L I8 g/mi} se disuelven en una cantidad de agna suficiente para obtener 1 litro de diso-
lucién, | mil de esta solucion precipita una cantidad de iones suifato equivalente a 2 mg de

Acido selfirico (densidad 20 ° = 1,34 g/ml} en solucion diluida 1710 (m/v).

Precedimicnts

En tres tubos de ensayo, colocar 10 ml de mosto o vino, adadir al primero 3.5 mi, al
segundo 5 mi ¥ al tercero 10 mi de ka solucion de cioruro de bano. Agitar y llevar a cballi-
cién, dejar reposar de | a 2 boras. El liguido de cada tubo, decantado, se filtra y se divide
en dos muades. En ia primera mitad se afiaden unas gotas de icido sulfirico. en la
segunda mitad se aiiaden snas gotas de ka solucién de cloruro de bario. Examinar 1a hmpe-
dez ¢ Ia tarbadez de cada tubo. La condlusion se da en 1a signiente tabla

Vo filtrado +

Vino Ciorure Banco Rcido Scbfir S ;56 de
dithsido Clarers de Banio

Emix tmiy Turtndez Limpedez
menos 0.7 g1 K SO,
10 35 Limpidez | Twbider

Tusbidez Limpidez

i emsayo

0 s n:aguie 1 g/1K SO,

> emsaye
Limpidez | Tusbidez
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13. ACIDEZ TOTAL

DEFINICION

La acidez otal es la suma de los acidos valorables cuando se lleva el pH a 7 ahadiendo
una solucion alcalina valorada

El diéxido de carbono no se incluye ca la acidez total.

FUNDAMENTO DEL METODO

Valoracion potenciométrica o valoracion em presencia de azul de bromotimol como indi-
cador del final de reaccién, mediante comparacion con un patron de coloracion.

Solucion tampon de pH 7.0:

Fosfato monopotasico (KH.PO,y: 1073 g

Solucion M de hidroxide sddico {NaOH]} : 500 mi

Agna csp - 1 000 mi

También pueden utilizarse ias soluciones comerciales como solucion tampén de referen-
ca

Selucion 6,1 M de hidroxido sodico {NaOH)L

Solucién de azul de bromotimol de 4 g/1.

Frompa de vacio.

Potenciémetro con escala graduada on snidades de pH ¥ clectrodos. El electrodo de
vidrio debe conservarse en agua destilada. El clectrodo de calomelanos de doruro pota-
sico saturade debe comservarse en una sofucion satwrada de cloraro potasico. General-
mente se empies ux electrodo combinado. que se conserva en agua destilada.

Vasos de precipitados de 5¢ mi de capacidad {en caso de vinos) ¥ de 100 mi de capacidad
{en caso de mostos coucentrados rectificados).

Pregarsciis de Is sowestra
Fimo

matraz Ritacato: agitar ¥, &l mseo Gempo. hacer of vacio con una trompa de agoa La
agitaciine deboe darar de | 3 7 missaton.
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Mosto concentrado rectificado

Verter 200 g de mosto concentrado rectificado, exactamente pesado en un matraz aforado
de 500 ml. Enrasar con agua. Homogeneizar.

Valoracion poteaciométrica
Calibrado del pH-meiro

La calibracién del pH-metro se efectua a 20 °C, siguiendo las indicaciones del aparato
que se utitice, mediante la solucion tampon de pH 7.002 20 °C.

Técnica de una medida

En un vaso de precipitados (4.4) verter 10 ml, si se trata de vino. o 50 ml, en el caso del
mosto concentrado rectificado de muestra preparada, como se indica en (5.1). Apadir 10
ml de agua destilada, aproximadamente, y verter con una bureta la solucion 0,1 M de
hidroxido sodico (3.2) hasta que el pH sea igual a 7 a 20 °C. La adicién de la solucién
alcalina debe realizarse lentamente, agitando constantemente la solucion. Se denominara
n al namero de mililitros de NaOH 0,1 M vertidos.

Vaioracién coa indicador (azul de bromotimol)
Ensayo previo: obtencion del patron de coloracion
En un vaso de precipitados (4.4), echar 25 ml de agua destilada y hervida, | ml de solu-
cion de azul de bromotimol (3.3) y 10 ml si se trata de vino o 50 ml en el caso del mosto

concentrado rectificado de muestra preparada como se indica en (3.1). Afadir la solucion
0.} M de hidroxido de sodio (3.2) hasta obtener una coloracion verdeazulada. Afnadir 5 mi

de la solucién tamp6n pH 7 (3.1).

En un vaso de precipitados (4.4), echar 30 ml de agua destilada y hervida, | m} de solu-
cion de azul de bromotimol (33} y 10 ml si se trata de vino o 50 ml en el caso del mosto
concentrado rectificado de muestra preparada como se indica en (5.1). Aiadir la solucion
0.1 M de ldréxido sodico (3.2) hasta obtener una coloracion idéntica a la obtenida en el
ensayo previo (5.3.1). Se denominara n al namero de mililitros de solucion de hidroxido
sodico 0.1 M utilizados.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Métode de cilcule

Vino

La acidez total, expresada en miliequivalentes por litro, sera:
A=1I10n

Se dard con 1 decimal.

La acidez total, expresada en gramos de acido tartarico por litro, sera:
A=0075-A

Se dara con | decimal

Mostas concentrados rectificades

— Acidez total expresada en milieguivalentes por kilogramo de mosto concentrado rec-
tficado:a = 5 - n
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— Acidez total expresada en miliequivalentes por kilogramo de azticares totales:

P = contenido en % (m/m) de aziicares totales.
Se dara con | decimal.

Repetibilidad (r): para la valoracioa coa indicador (5.3):
r = 0,9 meq por litro
r = 0,07 g de dcido tartarico por litro

para los vinos blancos, rosados y tintos.

Reproductibilidad (R): para ia valoracion coa indicador (5.3)
Para los vinos blancos y rosados:

R = 3,6 meq por litro

R = 0.3 g de acido tartarico por litro.

Para los vinos tintos:

R = 5,1 meq por litro

R = 0.4 g de aaido tartarico por litro.
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14. ACIDEZ VOLATIL

DEFINICION

La acidez volatil esta constituida por los acidos grasos pertenecientes a la serie acética que
se encuentran en los vinos, bien en estado libre, bien en estado salificado.

FUNDAMENTO DEL METODO

Valoraciéon de los acidos volatiles separados del vino por arrastre de vapor de agua y recti-
ficacion de los vapores.

Previamente, debe eliminarse el didxido de carbono del vino.

La acidez del dioxido de azufre libre y combinado destilado en dichas condiciones debe
restarse de la acidez del destilado.

Debe restarse, asimismo, la acidez del acido sorbico eventualmente anadido al vino.

Nota: El acido salicilico que en algunos paises se utiliza para estabilizar los vinos antes
del analisis, se encuentra en parte en el destilado. Es necesario valorarlo y restarlo de la
acidez. El método de esta determinacion esta en el apartado 7 de este capitulo.

REACTIVOS

Acido tartarico cristalizado (C.HsO,)

Solucion 0,1 M de hidroxido sodico (NaOH)

Solucién de fenolftaleina al 1 % en alcohol neutro de 96 % vol
Acido clorhidrico (px = 1,18 a 1,19 g/ml) diluido 1/4 (v/v)
Solucién 0,005 M de yodo (1)

Yoduro potasico cristalizado (K1)

Engrudo de almidon de 5 g/1:

Diluir 5 g de almidon en 500 ml de agua, aproximadamente. Llevar a ebullicion agitando
y manteneria durante 10 minutos; afiadir 200 g de cloruro sodico. Una vez frio enrasar

hasta 1 litro.

Solucidn saturada de borato sédico (Na,B,O- - 10 H.0) es decir, aproximadamente 55 g/|
a2 C.

APARATOS

Aparato de arrastre de vapor de agua, compuesto de:

1) Un generador de vapor de agua: el vapor de agua producido debe estar exento de
diéxido de carbono.

2} Un berboteador.
3) Una columna rectificadora.
4} Un refrigerante.
Este aparato debe responder a los tres ensayos siguientes:

a) Poner en el borboteador 20 ml de agua hervida: recoger 250 ml de destilado y
anadiries 0,1 ml de solucion 0.1 M de hidroxido sadico (3.2) y 2 gotas de la solu-
cién de fenolftaieina (3.3): la coloracion rosa debe permanecer estable durante
10 segundos, por lo menos (vapor de agua exento de dioxido de carbono).

b} Poner en el borboteador 20 ml de solucion 0,1 M de acido acético. Recoger
250 ml de destilado. Valorar con la solucién 0,1 M de hidroxido sodico (3.2). El volu-
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men empleado debera ser igual a 19,9 ml, como minimo. (Acido acético arras-
trado > 99,5 %.)

cj Poner en el borboteador 20 ml de solucion M de acido lactico. Recoger 250 ml
de destilado y valorar su acidez con una soluciéon 0,1 M de hidroxido sodico
3.2).

El volumen empleado debe ser inferior o igual a 1,0 ml. (Acido lactico destilado
< 0.5 %.)

Todo aparato o técnica que satisfaga estos tres ensayos constifiye un aparato o
una técnica oficial internacional.

Trompa de vacio.

Matraz kitasato.

PROCEDIMIENTO
Preparacioa de la muestra: eliminacion del didxido de carbono.

Poner alrededor de 50 mi de vino en un matraz kitasato: agitar y, al mismo tiempo, hacer
el vacio por medio de la trompa de agua. La agitacidon debe durar de 1 a 2 minutos

Arrastre por vapor de agua

Echar en el borboteador 20 m! de vino desprovisto de carbonico como se indica en (5.1).
Anadir 0.5 g de acido tartarico (3.1) aproximadamente. Recoger, por lo menos, 250 mi de
destilado.

Valoracion

Valorar con Ia solucion 0,1 M de hidroxido sodico (3.2) en presencia de 2 gotas de solu-
cién de fenolftaleina (3.3). Se denominara n ml al volumen utilizado.

Anadir 4 gotas de acido clorhidrico diluido 1/4 (3.4), 2 ml de engrudo de almidon 3.7) y
algunos cristales de voduro de potasio (3.6). Valorar el didxido de azufre libre con la solu-
cion 0,005 M de yodo (3.5). Se denominara n’ ml al volumen utilizado.

Anadir Ia solucion saturada de borato sodico (3.8) hasta que reaparezca la coloracion rosa.

Valorar el diéxido de azufre combinado con la solucion 0,005 M de yodo (3.5). Se deno-
minara n” mi al volumen utilizado.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Métode de cilculo

La acidez volatil, expresada en miliequivalentes por litro, con | decimal, sera:
A=5mn-90l1ln —-005n")

La acidez volatil, expresado en granos de acido acético por litro, con 2 decimales, sera:

6300 (n — 0,Iin" — 0,05n")

Repetibilidad (r)

r = 0,7 meq por hitro
r = 0,04 g de acido acético por lro.

Reproductibilidad (R)

R = 1.3 meq por litro
R = 0,08 g de 4cido acético por hitro.
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Caso de an vino coa adicion de acido sorbico

Dado que el acido sorbico se arrastra por vapor de agua en un 96 % para un volumen de
destilado de 250 ml, su acidez debe restarse de la acidez volatil, sabiendo que 100 mg de
acido sérbico corresponden a una acidez de 0.89 miliequivalentes o de 0,053 g de acido
acetico y conoctendo el contenido en acido sorbico (mg/1) determinado previamente.

DETERMINACION DEL ACIDO SALICILICO QUE SE HALLA EN EL
DESTILADO UTILIZADO PARA VALORAR LA ACIDEZ VOLATIL

Fundamento

Una vez efectuada la determinacion de la acidez volatil y la correccion del dioxido de
azufre, la presencia de acido salicilico se caracteriza por la aparicién, previa acidificacion,
de una coloracion violeta tras haber anadido una sal de hierro 11

La determinacion del acido salicilico que se halla en el destilado se efectuara con un
segundo destilado cuyo volumen sea igual al del utilizado para determinar la acidez vola-
til. En este destilado., el acido salicilico se determinara mediante un método colorimétrico
de comparacion y se restara de la acidez volatil.

Reactivos
Acido clorhidrico (HCI) (px, = 1.18 2 1,19 g/ml).
Thiosulfato sodico (Na.S-0; - 5 H:0) 0.1 M.

Solucion de sulfato de hierro 111 v de amonio (Fex(SO.); - (NH):SO, - 24 H.O) al 10%
{(m/v).

Solucion de salicilato de sodio (Na C-H:0;) 0,01 M que contenga 1,60 g/1.

Procedimiento
Caracterizacion del acido salicilico en el destilado de la acidez volatil

Inmediatamente después de haber efectuado la determinacion de la acidez volatil y la cor-
reccion del dioxido de azufre libre y combinado, verter en el matraz erlenmeyer 0.5 ml de
acido clorhidrico (7.2.1). 3 ml de solucion 0,1 M de tiosulfato sodico (7.2.2) y I mi de solu-
cion de sulfato de hierro 111 vy de amonio (7.2.3).

En presencia de acido salicilico, aparece una coloracion violeta.

Determinacion del acido salicilico

En el matraz erienmever anterior, indicar mediante una senal de referencia el volumen del
destilado. Vaciar y enjuagar el matraz.

Someter una nueva toma de ensayo de 20 ml de vino al arrastre por vapor de agua y reco-
ger el destilado en el matraz erlenmeyer hasta la senal de referencia. Anadir 0.3 ml de
acido clorhidrico puro (7.2.1) v | ml de solucion de sulfato de hierro 1l v de amonio
(72.3). El contenido del matraz erlenmever adquiere una coloracion violeta.

En un matraz edenmeyer idéntico al de la senal de referencia, verter agua destifada hasta
¢l mismo nivel que el del destilado. Anadir 0.3 ml de acido clorhidrico puro (7.2.1), 1 ml
de solucion de sulfato de hierro IH1 y de amonio (7.2.3). Verter con una bureta la solucion
de salicilato sodico 0,01 M (7.2.4) hasta que se obtenga una coloracion violeta de la misma
intensidad que la del matraz erlenmever que contiene el destilado de vino.

Se denominara n” al namero de mlilitros utilizados.
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Correccién de 1a acidez volatil

Restar el volumen 0.1 - n” en mi, del volumen n, en ml de solucion de hidroxido sodico
0.1 M utilizado para valorar la acidez del destilado en una determinacién distinta de la de
la acidez volatil.
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i5. ACIDEZ FUA

FUNDAMENTO

La acidez fija se determina por la diferencia entre la acidez total y la acidez volatil.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
La acidez fija se expresa en:
-~ miliequivalentes por hitro,

— gramos de acido tartarico por litro.

16. ACIDO TARTARICO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Meétodo de referencia

El acido tartarico precipitado en forma de racemato de calcio, se determina gravimeétrica-
mente. Esta determinacion puede completarse con una determinacion volumétrica de
comparacion. Las condiciones de precipitacion: pH, volumen total empleado, concentra-
cién de los iones que precipitan, son tales que el racemato calcico precipita totalmente
mientras que el D(~ ) tartrato de calcio queda en solucion.

Cuando se haya anadido al vino acido metatartarico (lo que hace que la precipitacién del
racemato de calcio sea incompleta), debera hidrolizarse previamente.

Método usual
El acido tartarico, aislado mediante una columna cambiadora de aniones, se determina

por espectrofotometria en el eluido por la coloracion roja que da con el acido vanadico.
Este eluido contiene asimismo acidos lactico y malico, que no interfieren.

METODO DE REFERENCIA
Métod ..
Reactivos

Solucion de acetato calcico que contenga 10 g/1 de calcio:

Carbonato de calciopuro: (CaCO5) ........ ... ... ... ... 25g
Acido acético (CH;COOH) (px = 1.05g/ml) ... ... . . 40 mi
ASUACSP ... ... ... ...l 13

Racemato de calcio cristalizado: (CaC,O.H, - 4H,0):

En evn vaso de precipitados de 400 ml introducir 20 ml de una solucion de acido L(+)
tartarico de 5 g/1, 20 ml de una solucion de D(—) tartrato amoénico de 6,126 g/l y 6 ml de
la solucion de acetato calcico de 10 g de caicio per hitro (2.1.1.1).

Dejar que precipite durante dos horas. Recoger el precipitado en un crisol filtrante de
porosidad n° 4, lavarlo tres veces con 30 ml de agua destilada. Secar en estufa a 70 °C
hasta lograr un peso constante. Con las cantidades de reactivos empleados, se obtienen
aproximadamente 340 mg de racemato de calcio cristalizado, con 4 moléculas de agua.

Conservar en un frasco tapado.
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Licor de precipitacion (pH: 4,75):
—  Acido DX —)@rtarico ... ... ... 122 mg

—  Solucién de hidroxido de amontio 25 %

(Ps = 097 g/ml) diluido al 25%(v/v)y ... ... ... . .. .. 0,3 ml
— Solucién de acetato de calcio de 10 g de calcio por litro . 8.8 ml
— ABUACSD ... ... i 000 mi

Disolver el acido D{ —) tartanco y anadir el hidroxido amonico, Hevar el volumen aproxi-
madamente a 900 ml con agua; antadir 8,8 ml de solucion de acetato calcico (2.1.1.1). lle-
var hasta el litro y ajustar el pH a 4,75 con acido acético. Al ser el racemato cilcico

P4

ligeramente soluble en este licor, es conveniente anadir 5 mg de racemato de calcio por
htro, agitar durante 12 horas (una noche) y filtrar.

Procedimiento

Vinos a los que no se ha anadido acido metatartarico

En un vaso de precipitados de 600 ml, echar 500 ml de licor de precipitacion y 10 ml de
vino. Mezclar y ayudar la precipitacién frotando las paredes del vaso con la extremidad
de una varilla de vidrio. Dejar precipitar durante 12 horas (una noche).

Filtrar en ei crisol filtrante de porosidad n° 4 tarado y colocado sobre un kitasato, arras-
trando el precipitado. Lavar el vaso donde se ha realizado la precipitacion con el filtrado y

arrastrar las altimas particulas de precipitado.

Secar en estufa a 70 °C hasta lograr un peso constante. Pesar: se denominara p al peso del
racemato de calcio, CaC,O.H, cristalizado con 4 moléculas de agua.

Vinos a los que se ha afiadido acide metatartarico

Cuando se trate de un vino al que se haya anadido acido metatartarico o se suponga que
ha habido tal adicion, se procedera a la hidrolisis de este acido en las condiciones siguien-
tes:

En un erlenmeyer de 50 mi, echar 10mi de vino y 0.4ml de acido acético puro
(CH;COOH, p» = 1,05 g/ml). Cerrar el erlenmeyer con un tapon provisto de un escape y
Hevar a ebullicidn durante 30 minutos. Una vez frio, pasar el liquido del erlenmeyer a un
vaso de precipitados: enjuagar el erlenmeyer 2 veces con 5 ml de agua y continuar como
se indica en el procedimiento anterior.

El acido metatartarico se expresa como acido tartarico en el resultado de la determina-
cién.

Expresion de los resuliados

Una molécula de racemato calcico comresponde a 1/2 molécula de acido (L + ) tartarico
del vino. - .

La cantidad de acido tartarico por litro de vino sera:
— 3845 p, expresada en miliequivalentes,
— 28,84 p, expresada en gramos de acido tartarico,

—  36.15 p, expresada en gramos de tartrato cido de potasio.
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Se ‘ara con un decimal.

Determinacion volumétrica de comparacion
Reactivos
Acido clorhidrico (CIH) (p; = 1,18 a 1,19 g/ml) diluido a 1/5 (v/v).

Solucion de EDTA, 0,05 M:

— EDTA (sal disédica bihidratada del acido etilen-
diaminotetracético (C,;H :N.O«Na, - 2H-.Q) . .. 1861 g

— Aguadestiladacsp: ....... ... ... ... 1000 mi

Solucion de hidroxido sodico al 40 % (m/vj:
Hidroxido sodico (NaOH) . ... .. ... .. ... ... ......... 0 g

Aguadestiladacsp ... ... ... ... ... 100 ml

Indicador complexométrico del EDTA. 1 % (m/m):

Acido calcon carbénico o acido 2-hidroxi-4-sulfo-1-naftilazo-

3-naftoico (C;;HN-O-S - 3H-O) ... ... ... ......... g
Sulfato sédico anhidro (Na.SO.) ......................... 100 g
Procedimiento

Después de pesado se vuelve a colocar el crisol con el precipitado de racermato de calcio
en el matraz de vacio y se disuelve el precipitado en 10 ml de acido clorhidrico diluido
(2.2.1.1). Lavar el crisol filtrante con 50 mi de agua destilada.

Anadir 5 ml de hidroxido sodico al 40 % (2.2.1.3) y unos 30 mg del indicador (2.2.1.4).
Valorar con EDTA 0,05 M (2.2.1.2). Se denominara n al namero de mililitros empleados.

Expresion de resultados

La cantidad de acido tartarico por litro de vino expresado en miliequivalentes es igual a:
S5n.

El resultado se dara con 1 decimal.

La cantidad de acido tartarico por litro de vino, expresado en gramos de acido tartrico es
igual a: 0,375 n.

El resultado se dara con | decimal.

La cantidad de acido tartarico por litro de vino, expresado en gramos de tartrato acido de
potasio es igual a: 0,470 n.

El resultado se dara con | decimal.

METODO USUAL

Reactives

Para el tratamiento preliminar del vino

Acido acético (CH;COOH, py, = 1,05 g/ml) diluido al 30 % (v/v).

Intercambiador de aniones de foe < oasicidad (por ejemplo, intercambiador de aniones

HI de Merck de 20 a 50 mallas) er -wmna de acetato. Preparar una suspension con el inter-
cambiador (100 g aproximadamente) en 200 mi de acido acético diluido al 30 % (3.1.1.1).
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Mantener en contacto durante 24 horas. como minimo, antes de su utihizacion. Conservar
el intercambiador en acido acético diluido al 30 % para posteriores determinaciones.

Acido acético (CH.COOH. p., = 1,05 g/ml) diluido al 0,5 % (v/v).
Solucion de sulfato sédico (Na-SO.) al 7.1 g/ 100 ml (0.5 M).

Disolver 71 g de sulfato sddico anhidro {Na.SO.) en agua destilada hasta alcanzar un
volumen de | 000 ml.

Para la determinacion del acido tartarico
Solucién de acetato de sodio (NaCH:COO) al 27 % (m/v).

Disolver 270 g de acetato de sodio anhidro (NaCH;COO) en agua destilada hasta alcanzar
un volumen de | 000 mi.

Reactivo vanadico

Disolver 10 g de metavanadato aménico (NH.VO:) en 150 ml de solucion de hidroxido
sodico M (3.1.2.10). Pasar esta solucion a un matraz aforado de 500 ml v anadir 200 ml de
solucion de acetato de sodio al 27 % (3.1.2.1). Enrasar a 500 ml con agua destilada.
Solucion de H.SO:IM.

Solucion 0.5 M de H.SO..

Solucion 0.05 M de H.SO,.

Solucion de acido peryodico 0,05 M.

En un matraz aforado de 1 000 ml, introducir 10,696 g de peryodato sédico (NalQy), 50 mi
de acido sulfarico 0,5 M (3.1.2.4) y anadir agua destilada hasta obtener | 000 ml.

Solucién de glicerol al 10 % (m/v).

En un matraz aforado de 100 ml poner 10 g de glicerol (C;H;0;) y anadir agua destilada
hasta obtener 100 ml.

Solucion de sulfato sodico al 7.1 g p. 100 ml (véase 3.1.1.4).

Solucion de acido tartarico (C,H,Os) de 1 g/l

En un matraz aforado de 500 mi, poner 0,5 g de acido tartanico, 6,66 ml de solucion de
hidroxido sodicc M (3.1.2.10) v enrasar a 500 ml con la solucion de sulfato de sodio al

7.1 % (3.1.1.4).

Selucion de hidroxido sodico (NaOH) 1 M.

Aparatos

Columna de vidrio de 300 mm de longitud, aproximadamente, y de 10 a 11 mm de diame-
tro interior, provista de una llave.

Espectrofotometro que permita medir la absorbancia a una loagitud de onda de 490 nm,
con cubetas de 10 mm de recorrido optico.

Procedimients
Preparacion de la columna intercambiadora de iones

Poner en la columna de vidrio un tapén de tana de vidrio por encima de la llave (3.2.1).
Impregnar el tapon con agua destilada. Verter en la columna 10 ml de suspension de inter-
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cambiador de iones en fase de acetato (3.1.1.2). Dejar decantar. Colocar un tapon de lana
de vidrio en la superficie del intercambiador depositado (para evitar que, en posteriores
lavados, el intercambiador vuelva a formar una suspension).

El intercambiador sélo debera utilizarse una vez.

Atislamiento de los acidos organicos

Con la llave abierta, dejar que salga la solucion de acido acético hasta que rebase aproxi-
madamente 2 a 3 mm del tapon de lana de vidrio, colocado por encima del intercambia-
dor.

Anadir 10 ml de soluciéon de acido acético al 0,5 % (3.1.1.3) y dejar que salga el liquido
hasta que llegue al mismo nivel de la vez anterior. Repetir 4 veces mas la operacion de

lavado.

Tras el ultimo lavado, con la llave cerrada, verter sobre el intercambiador 10 mi de vino o
de mosto. Dejar salir el vino gota a gota (a razon de 1 gota por segundo) e interrumpir la
salida cuando el liquido se halle justo por encima del intercambiador. Volver a anadir en
la columna 10 ml de solucion de acido acético al 0,5 % (3.1.1.3). dejar salir a la misma
velocidad que la vez anterior y repetir el lavado otras 7 veces con 10 ml de agua cada vez.
En el altimo lavado, cerrar la Have en cuanto el nmivel del liquido se halle un poco por
encima del tapon superior de lana de vidrio.

Eluir los acidos fijados sobre el intercambiador con la solucidon de sulfato sodico al 7,1 %
(3.1.1.4); recoger el eluido en un matraz aforado de 100 ml hasta el enrase.

Determinacion del acido tartarico
Vinos a los que no se ha anadido acido metatartarico.
Introducir 20 mi de eluido en 2 matraces erlenmeyer «a» y «b».

El matrar erlenmeyer «a» sirve para efectuar la determinacion, el matraz erlenmeyer «b»,
en el que cl acido tartarico es destruido por el dcido peryadico, sirve de testigo.

Echar en el matraz erlenmeyer «a»:
— 2 mlde H:SOM (3.1.23),
—  5mide H,SO0,0,05M (3.1.2.5),

— 1 ml de glicerol al 10% (3.1.2.7).

Echar en el matraz erlenmeyer «b»:
— 2 mide H.SOM (3.1.2.3},

— 5 ml de solucidn de acido peryodico 0,05 M (3.1.2.6).

Esperar 15 minutos. Anadir:

— 1| ml de solucién de glicerol al 10 % (3.1.2.7) para destruir ¢l exceso de acido pery6-
dico.

Esperar 2 minutos.

Verster entonces, agitando, primero en el matraz erlenmeyer «b», y acto seguido en el
matraz «a», 5 mi de reactivo vanadico (3.1.2.2). Poner en marcha inmediatamente un cro-
nometro y colocar el contenido de los matraces «<a» y «b» en las cubetas del espectrofoto-
metro. Al cabo de 90 segundos medir la absorbancia, a 490 nm, del liquido procedente del
matraz erienmeyer «a» (determinacion), con relacion al testigo (matraz <b»). Si el eluido
contiene mucho acido tartarico y por consiguiente la absorbancia es muy elevada, diluir el
eluido con Ia solucién de sulfato sodico al 7.1 % y proceder a la medida de la solucion
diluida.
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Vinos a los que se ha anadido acido metatartarico.

Cuando se trate de un vino al que se ha anadido acido metatartarico o se suponga que ha
habido tal adicion. se procedera a la hidrolisis de ese acido tal como se indica para el
método de referencia.

Una vez frio, se vierte el contenido del matraz erlenmever, asi como el agua de lavados
(2 veces con 5 ml cada vez), en la parte superior de la columna de intercambiador. Conti-
nuar como se ha indicado antes.

El acido metatartarico esta incluido como acido tartarico en el resultado de la determina-
cion.

Obtencion de la curva patron

Verter 10, 26. 30. 40 v 50 mi de solucion de acido tartarico de 1 g/1 (3.1.2.9) en matraces
aforados de 100 ml y enrasar con la solucion de sulfato de sodio al 7.1 % (3.1.1.4). Las
concentraciones de estas soluciones corresponden en las condiciones de rabajo a conteni-
dos en el vino de 1. 2. 3, 4 ¥ 5 g de acido tartarico por litro.

En 2 matraces erlenmeyer «a» ¥ «b», verter 20 ml de estas solucitones y continuar como se
ha indicado anteriormente para el eluido de vino.

La representacton grafica de las absorbancias de estas soluciones en funciéon del conte-

nido en acido tariarico es una recta que se curva ligeramente hacia el punto cero. Si fuera
necesario precisar esta parte de la curva, medir soluciones cuyo contenido sea inferior a

10g/L

Expresion de los resultados

Llevar a la curva patron la absorbancia resultante de medir el eluido, para obtener el con-
tenido del vino en acido tartarico expresado en gramos por litro.

El contenido se indicara con | decimal.
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I7. ACIDO CITRICO

FUNDAMENTO DEL METODO

E! acido citrico se ransforma en oxaloacerato y acetato en una reaccidn catalizada por la
crrato-hasa {CLi:
CL

citrato oxaloacetato + acetato

En presencia de malato-deshidrogenasa { MDH) v de lactato-deshidrogenasa {LDHj, el
oxaloacetato y sy denvado Je decarboxilacion. e piruvato. se reducen en L-malato
L-factato por la micotinamida-adenma-dinuclectida reducida {NADH)-

MDH

Onxaloacetato + NADH + H- I-malaic + NAD-

LDH

Ptruvato + NADH + H- L-lactate + NAD-

La cantidad de NADH oxidada a NAD- en estas reacciones es proporcional al citrato
presente. La oxidacidon de la NADH se mide mediante la disminucion de su absorbancia a
una longitud de onda de 340 nm.

REACTIVOS
Tampon pH 7.8
ighcilghcina 051 MipH = 78:Zn"-:06 - 10-°M):

disolver 7,13 g de ghailglicina en 70 ml aproximadamente. de agua bidesulada: ajustar el

pH a 7.8 con 13 ml aproximadamente. de solucion de hidroxido de sodic 5 M: adadir
10 ml de solucidn de cloruro de anc Z, Cl. de 80 mg en 100 m! v enrasar hasia 100 mi con
g L

L2 solucion permanecera estable durante 4 semanas, por lo menos.a + 3°C.

Solucion de nicotinamida-adenin-dinuciedtido reducida (NADH) (aproximadamente
& - 186-'Mj: disolver 30 mg de NADH y 60 mg de NaHCO: con 6 ml de agua bidestilada.

Solucion de malato-deshidrogenasa lactato-deshidrogenasa (MDH LDHL. 05 mg
MDH 'mi: 25 mg LDH/mi)y se bace una mezcla de 0.1 mi MDH (Smg MDH- 'ml) -
0.3 mi de solucion de sulfato de amonio (3.2 M) ¥ 05 mi LDH (5 mg- mi). Esta solucion se
mantendra estable durante | afo, porlomenos,a + 4 °C.

Curato-hasa CL ¢5 mg de proteina ml). Disolver 168 mg de hofilizado en | mi de agua
muy fria. La solucion es estable por lo menos durante | semana a + 4°C v durante
4 semanas congelada.

Antes de la determinacién. se recomienda proceder a la comprobacion de la actividad de
Ia enzima.

Poiivinil pelipirolidona (PVPP)

Nota: El conjunto de estos reactivos s¢ comercializan preparados.

MATERIAL

Espectrofatometro que permita cfectoar medidas a 340 nm. maxime de absorcion de ha
En su defecto, fotdmewro de especyo discontinso gue pormnta cfectuar medidas 2 33 am
o 2 365 nm Dado gue se trata de medidas absolutas de absorbancia (a0 exisie gama de
contrasic, sino referencia al coeficienic de cxtincidn de ka NADHL deben controlarse las

€ ubetas de vidrio de | am de ravecto optice o cobetas de aso GnKo.

Micropipetas gue pormatan wwmar volamenes compreadidos entre 082 mi v Y mib
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PREPARACION DE LA MUESTRA

La determinacidn del citrato se efectiia directarnente sobre el vino sin decoloracién previa
y sin dilucién, siempre que el contenmido en acido citrico sea inferior a 400 mg/1 St no,
proceder a la dilucidn del vino de forma que la concentracion de citrato se site entre 20 y
400 mg/1 (cantidad de citrato en la muestra comprendida entre 3 ug ¥ 80 ug).

En =i caso del vine tinto rico en compuestos fendlicos, se recomienda tratario previamente
con PVPP:

pcner en suspension en el agua alrededor de ° g de PVPP ¥ dejar reposar 15 minutos.
Filtrar sobre filtro de phiegues.

Afadir a 10 ml de vino colocado dentro de un erlenmever de 50 ml. el PVPP himedo
exiraido con la espatula del filtro. Agitar durante 2 a 3 minutos y filtrar.

PROCEDIMIENTO

Se ajusta la longiud de onda del espectrofotometro 2 348 nm vy .¢ realizan las medidas de
absorbancia en cubetas de 1 cm. habiendo ajustado el cero de absorbancia con respecto al
aire {sin cubetas en el ravecto Optico}. Introducir en cubetas de | cm:

Testigo Muestra
Solucion 2.t 1,00 mi 1,00 mi
Sotucion 2.2 0,10 mi 0,10 mi
Muestra — 020 ml
Agua bidestilada 2,00 ml 1,80 ml
Seiucién 2.3 6,02 mi 6,02 mi

Mezclar; transcumidos unos 5 minutos, leer las absorbancias de las soluciones testigo ¥
muestra (A}

Anacdiv:
Solucién 2.4 G402 mi 602 mi

Mezciar: esperar a que finalice la reaccion {unos 5 minutos) y leer las absorbancias de las
soluciones testigo y mucstra {A:)

Determinar las diferencias de absorbancias {A. — A} del testigo ¥ de 1a muestra.

Restar ia diferencia de absorbancias del testigo de la diferencia de absorbancias de Ia
muesgra:

AA = AAy, — SA;

Nota: El tiempo necesario pera 1z accidn de las enzimas puede vanar de un lote a otro.
Unicamente se ha dado a titulo indicativo. Se recomienda determinario para cada lote.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El contenido en icido citrico se expresa en miligrames por litro {mg/1) sin decimales.
La concentracidn: zu mihigramos por biro viene dada por la formula general:

€& v

€ - -8 A
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Segin las condiciones operatorias expresadas en el punto 5 serian:
¥V = volumen total en mi (3,14 ml)
V = volumen de la muestra en mi (0.2 mi)

PM = masa molecular de la sustanca que va a determinarse {(&cido citrico anhi-
dro = 192.1)

d = trayecto optico de la cubeta en cm (1 cm)
£ = coeficiente de extincion del NADH:
a340nm,e = 63mmol-' -1-cm-%

Se obtiene:

C =479 - AA

Si al preparar la muestra se ha efectuado una dilucion, multiplicar el resultado por el fac-
tor de dilucion.

Nota:

a334mm:C =488 - AA(=62mmol-!-1-cm-Y)
a365nm:C =887 - AA(e=34mmol-'-l-cm-)
Repetibilidad (r):

Contenido en acido citrico inferior a 400 mg/1:r = 14 mg/1

Contenido en acido citrico superior 2 400 mg/1: r = 28 mg/1

Reproductibilidad (R):
Contenido en acido citrico inferior a 400 mg/1: R -~ 39 mg/1.
Contenido en acido citrico sun. ~3r 2400 mg/1: F = 65 mg/L
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18. ACIDO LACTICO

i FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Meétodo de referencia:

on
-

En presencia de nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD), el acido lactico total (L-lac-
tato y D-lactato) se oxida a piruvato en una reaccion catalizada por L-lactato deshidroge-
nasa {L-LDH) y D-lactato deshidrogenasa (D-LDH).

El equilibrio de la reaccion esta desplazado en el sentido del lactato. La eliminacion del
piruvato del medio de reaccion desplaza el equilibrio hacia la formacion de piruvato.

En presencia de L-glutamato. el piruvato se¢ transforma en L-alanina en una reaccion cata-
hzada por la glutamato-piruvato-transaminasa (GPT)

L-LDH
(1} L-lactato + NAD- piruvato + NADH + H-
L-LDH
{2) D-lactaio + NAD~ piruvato + NADH + H-
GPT

{3y Piruvato +~ L-glutamato L-alanina + a cetoglutarato

La formacién de NADH. medida por el aumento de la absorbancia a una longitud de
ondu 2o 340 nm. es proporcional a la cantidad de lactato presente.

Nota:
El acido L-lactico puede determinarse individualmente mediante las reacciones (1) y (3).

El acido D-lactico puede determinarse individualmente mediante las reacciones (2) v (3).

2 Meétodo usual:

El acido lactico, separado en una columna de resina cambiadora de aniones, es oxidado a
etanal vy se determina por colorimetria después de reaccionar con nitroprusiato y piperi-

dina.
z METODO DE REFERENCIA
2L Reactives
e 8 Solucion tampon pH 10 (ghciglicina 0.6 moles/1: L-glutamato 0,1 moles/1).

Dasolver 4.73 g de glicilghcina, 0.88 g de aaido L-glutdmico en unos 50 ml de agua bidesti-
fada: ajustar ef pH a 10 con solucion de hidréxido de sodic 10 M y Hevar a 60 mi con
agua bidestilad

La solucion permanece estable por o menos 12 semanasa + 3°C.

212 Solucion de micotinamida-adenin-dinuciedtido (NAD) de alrededor de 40 - 10-° M; disol-
ver %00 mg de NAD en 30 ml de agua bidesutada La solucion permanece estabie por lo
menos 4semanas a + 4°C.

213 Sespension de glutamato-pruvato-transaminasa {GPT) de 20 mg/ml. La suspensién es
estable por lomenos f afoa + $°C.

2i4 Suspension de L-lactato-deshidrogenasa {L-1 DH) de 3 mg ml. La suspension es estable
porlomenos [ afica + 4°C.

LS Suspensién de D-lactato-deshidrogenasa {D-LDH) de 3 mg-/mi. La solucdn es estable por

lomenos falioa + 4°C

Ames de proceder 3 ia detrminacion. se recomienda comprobar la actividad de las enzi-
mas.
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Nota: El conjunto de estos reactivos se comercializan preparados.

Material

Espectrofotometro que permita efectuar las medidas de 340 nm. maximo de absorcién de
la NADH.

En su defecto, fotometro de espectro discontinuo que permita efectuar medidas de 334 nm
0 a 365 om.

Dado que se trata de medidas absolutas de absorbancia (no se utiliza curva de calibrado
stno el coeficiente de extincion de la NADH). deben controlarse las escalas de las longitu-
des de onda vy de las absorbancias del aparato.

Cubetas de vidrio o desechables de | cm de trayecto optico.

Micropipetas que permitan tomar volumenes comprendidos entre 0,02 ml v 2 ml.

Preparacioa de la muestra

Evitese tocar con los dedos la parte del vidrio que entre en contacto con el medio reactivo.
va que podria ser causa de un aporte de acido L-lactico que falsearia el resultado.

Si la concentracion en acido lactico es inferior a 100 mg/1, la determinacion del lactato se
efectiia directamente sobre el vino sin decoloracion previa ni dilucién. Si la concentracién
del vino en acido lacnico esta comprendida entre:

190 mg/ty 1 g/1. diluir 110 con agua bidestilada,
1 g/l 25 g/1 diluir 1725 con agua bidesuilada,

25 g/1 ¥ 5 g/l diluir 1750 con agua bidestilada.

Procedimiesto
Determinacion del écido laciico total

La solucion tampon debe llevarse a una temperatura entre 20— 25° antes de proceder a la
dosificacion.

Se ajusta ia longitud de onda del especirofotometro a 340 nm y se realizan las medidas de
absorbancia en cubetas de 1 cm de travecto optico, habiendo ajustado el cero de absor-
bancia con respecto al aire {sin cubetas en el rayecto 6ptico) o con respecto al agua.

Introducr en las cubetas de | em de trayecto opiico:

Blanco Muestra
Sotucion 2.1.1 1.00 m! 1,00 mt
Solucion 2.1.2 020 mi 0.20 ml
Agua bidestilada 1.00 mi 0.30 mi
Saspension 2.1.3 0.02 mi 0.02 ml
Muestra — 0.20 mi

Mezclar con un agitador de vidnio o con uma vanila de material sintéuco de punta plana:
transcurnidos 5 munutos. aproumadamente. medir las absorbancias de las soluciones
bianco v moestra (AL

Asadir 602 mi de Ia solucidn 2.1.4 ¥ 0.05 m! de la solucién 2.1.5, homogeneizar. esperar a
que finafice fa reaccion funos 30 minutosi ¥ medir las absorbancias de las soluciones
blanco v moestra (A}

Determinar las diferencias de absorbancia tA. — A.j para ¢f blanco ¥ la moestra.
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Restar la diferencia de absorbancias del blanco (AAj;) de la diferencia de absorbancias de
la muestra (AAy)-

AA = AA\; - A‘AB

Determinacion del dcido L-lactico v del acido D-lactico

La determinacion del acido L-lactico y D-lactico puede realizarse por separado aplicando
el procedimiento indicado para el acido lactico total, pero operando tras haber determi-
nado A,.

Anadir 0.02 ml de la solucion 2.1.4, homogeneizar, esperar a que finalice la reaccion (alre-
dedor de 20 minutos) y medir Ias absorbancias de las soluciones blanco v muestra (A.).

Anadir 0,05 mi de solucién 2.1.5, homogeneizar, esperar a que finalice la reaccion (alrede-
dor de 30 minutos) ¥ medir las absorbancias de las soluciones blanco vy muestra (A;}.

Determinar las diferencias de absorbancias (A. — A,) para el acido L-lactico v (A: — A;)
para el dcido D-lactico en el caso del blanco v en el caso de la muestra.

Restar la diferencia de absorbancias del blanco de la diferencia de absorbancias de la
muestra.

AA = AAy — AA;

Nota: El uempo necesano para la accion de las enzimas puede variar de un lote a otro.
Agui solo se ha dado a titulo indicativo. Se recomienda determinarlo para cada lote. Si se
determina Gnicamente el acido L-lactico. el tiempo de incubacién tras la adicion de la
L-lactato-deshidrogenasa puede reducirse a 10 minutos.

Expresion de los resultados
La concentracion en acido lactico se expresa en gramos por litro (g/1) con 1 decimal.
Meérodo de calculo

La concentracion en gramos por litro se calcula con la formula general:

V. PM
£-d-v- 1000

V = volumen total en muhhiros {V = 224 ml de acido L-lactico. V = 229 ml de acdo
D-lactico ¥ acido lactico total)

v = volumen de la muestra en mihilitros ¢aqui: 0.2 ml)

PM = masa molecular de Ia sustancia que va a determinarse (aqui: acdo Dl-lac-
tico = 90,08}

d = travecto 6ptico de la cubeta en centimewros {agui: | cm}

£= coeficiente de extincion de la NADH a 340 nm
e=63¢tmmol-" -]-cm "}

Acido lactico total v acido D-lactice
C = 6,164 - AA

Si af preparar Ia muestra se ha efectsado una dilucion, mukiplicar el resultado por el fac-

Notg:
Medidaa34nom € = 8167 - AAie=62mmol " -1 -an- ')
Medida a365em C = 0303 AAéc=34mmol- -1 -cm ")
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Acido L-lactico
C = 0,160 - AA

Si al preparar la muestra se ha efectuado una ditucién, multiplicar el resultado por el fac-
tor de dilucion.

Nota:

Medidaa334nm:C = 0.163 - AA(e= 62mmol-' -1 - cm-1)
Medidaa 365 nm:C = 06.297 - AA(e=34mmol-" -1 - cm~¥)
Repetibilidad (r)

r=002+9007x g1

X, = concentracion en acido lactico de la muestra en gramos por litro.

Reproduciibilidad (R)
R =005 + 0125 x, g/l

X. = concentracion en acido lactico de ia muestra en gramos por litro.

METODO USUAL
Para el ratamiento preliminar del vino

Véase ¢l método del acido tartirico (3.1.1. Método usualy.

Para la determinacion del acido lactico

Solucién 0.1 M de sulfato de cerio IV en acido sulfirrico 035 M.

Disolver en frio 40,431 g de sulfato de cerio IV, Ce (S0O;})., 4H-0, en 350 ml de una solu-
<i6n M de acido sulfarico exactamente valorada (3.1.2.4)_ Llevar a 1 000 ml con agua des-
tilada.

Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 2.5 M.

Selucion de acetato de sodio de 270 g por litro (preparada a partir de acetato de sodio
seco Na CH.COO).

Selucion de acido sulfurico (H.SO,) | M.
Solucion de nitroprusiate de sodio [ Na, {Fe (CNENO) - 2H-Ojal 2% {m/v).

Conservar en un frasco bien cerrado v en la oscuridad.
Limite de coaservacitm de la solucion: § dias.

Solucion de piperidina (C:H,, Ny al 10 % {v/v)

Diluir cn 400 mi de agua 100 ml de acide lactico (C.H,0,}. Verter esta solucion en una
Mymambﬁokmk\mm4mm&va
en cuando of volemen con agua destilada. Lievar a un litro después de haber enfriado.
Valorar ef 3cido lictico en 10 mi de esta solucion con una solecion de hidroxido de sodio
¥€3~!ﬁiwhmmtﬁkwm¢%g

Soluciée de bidroxido de sodio (NaOH) | M.
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32 Material

326 Columna de vidno de una longitud de aproximadamente 300 mm y de un diametro
interno de 10 a |1 mm provista de un regulador de flujo.

322 Bafio de agua termostatado a 65 °C.

3.23. Espectrofotometro que permita efectuar medidas de absorbancia a una longitud de onda
de 570 nm con cubetas de 1 cm de trayecto optico.

33. Procedimiento

33.4L Preparacion de la columna cambiadora de iones
Veéase el método «acido tartanico» (3.3.1. Método usual).

332 Aislamienio de acides orgdnicos
Véase el método «acido tartarico» {3.3.2. Método usual).

333 Determinacion del acido lactico
Verter 10 ml de eluido en un tubo de vidrio de 50 ml de capacidad provisto de un tapon
esmenilado, anadir 10 ml de solucion de sulfato de cerio (3.1.2.1). Agitar; introducir el
tubo en un bafo de agua con termostato a 65 °C durante exactamente 10 minutos. Al
efectuar la inmersion. levantar durante algunos segundos el tapdn de vidrio para compen-
sar la presién provocada por el calentamiento: seguidamente, cerrer herméticamente el
tubo para evitar la pérdida del etanal formado. Retirar el tubo, enfriar bajo un chorro de
agua para lograr una temperatura aproximada de 20 °C, afadir 5 ml de la solucion de
hidroxido de sodio 2,5 M (3.1.2.2), mezclar y filtrar.
Extraer una muestra de 1S ml de filtrado y verteria en un matraz de 50 ml, con tapén
esmenlado, en el que previamente se habra vertido una mezcla homogénea de 5ml de
solucion de acetato de sodio al 27 % (3.1.2.3) v de 2 ml de acido sulfurico M (3.1.2.4). Aia-
dir 5 ml de 1a soluciéon de nitroprusiato de sodio (3.1.2.5), mezclar; aftadir a continuacion
5 mi de la soluc'én de pipendina (3.1.2.6), mezclar rapidamente e introducir de in nediato
esta solucion en la cubeta del espectrofotometro. La coloracion resultante, que varia entre
el verde ¥ el violeta, se mide 570 nm con respecto al aire (sin cubeta alguna en el trayecto
opticoj: la coloracion aumenta disminuyendo rapidamente a continuacion.
Seguir la evolucidon de la absorbancia correspondiente y escoger como valor definitivo su
valor maximo.
Si ¢l eluido contiene demasiado aaido lacuico y la absorbancia resulta demasiado alta,
diluir e} eluido con la solucion de sulfato de sodio al 7.1 % (3.1.1) vy medir la solucion
diluida.

334 Obtencion de la curva patron

Introducir 10 mi de la solucion de acido lactico | M (3.1.2.7) ¥ 10 ml de solucion valorada
de hidroxido de sodio I M (3.1.2.8) en un matraz aforado de ! 000 ml y enrasar con ia
solucion de sulfato de sodio al 7.1 % (3.1.1). Extraer 5, 10, 15, 20 v 25 ml ¢ introducitios en
matraces aforados de 100 mi. Enrasar con la solucion de sulfato de sodio al 7,1 %. Tomar
16 ml de las soluciones obtenidas ¥ determinar en el caso de cada una el valor de la absor-
bancia siguiendo el procedimiento utilizado para cf cluido y que se describe en ¢l punto
333

Estas solecioncs corresponden 2 los cluidos obtenidos a partir de vinos con un contenido
de 645 — 09 — 1.35 — 1,80 ¥ 2.25 g1 de acido lactico.

La represemtacion grafica de las absorbancias de estas soluciones en funcion del conte-
mido en dcdo lactico s una recta
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Expresion de los resultados

Llevar la absorbancia medida en el eluido a la curva patron para obtener el contenido del
vino en acido lactico en gramos por litro.

Este contenido se expresa con 1 decimal.

Nota: Los vinos con mas de 250 mg-1 de dioxido de azufre pueden presentar un contenido
en acido etanalsulfurico que se valora como 4acido lactico. En este caso. es preciso corregir
el resultado de la determinacidén con el del obtenido en la operacion complementaria
siguiente: mezclar 15 ml de eluido en una probeta. provista de un tapén esmerilado. con
5 ml de acetato de sodio al 27 ™ y 2 ml de H-SO, 0,775 M (77,5 ml de H-SO;M se cnrasa a
100 ml con agua destilada). A continuacion. como al determinar el acido lactico se anaden
3 ml de nitroprusiato de sodio al 2 °» v 3 ml de piperidina al 10 %». Tras haber efectuado la
mezcla, medir la absorbancia en las condiciones descritas para la determinacion del acido
lactico. Trasladar esta absorbancia a la curva de calibrado para obtener el valor aparente B
del acido lactico en gramos por litro, debido al acido etanalsulfénico. Si L™ es el contenido
aparente del vino en acido lactico en gramos por litro. el contenido real L en acido lactico
se obtiene mediante la siguiente formula:

L=L —B-04(g'h
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19. ACIDO L-MALICO

FUNDAMENTO DEL METODO

En presencia de nicotinamida-adenin-dinucleotido (NAD), el acido L-malico (L-malato)
se oxida en oxaloacetato en una reaccion catalizada por la L-malato-deshidrogenasa
(L-MDH).

El equilibrio de la reaccion esta desplazado en el sentido del malato. La eliminacion del
oxaloacetato del medio reactivo desplaza el equilibrio de la reaccion hacia la formacion
de oxaloacetato. En presencia de L-glutamato, el oxaloacetato se transforma en L-aspar-
tato, reaccion catalizada por el glutamato-oxaloacetato-transaminasa (GOT).

L-MDH
oxaloacetato + NADH + H-
GOT

(1) L-malato + NAD-

{2} Oxaloacetato + L-glutamato L-aspartato + « — cetoglutarato

La formacién de NADH. medida por el aumento de la absorbancia a la longitud de onda
de 340 nm. es proporcional a la cantidad de L-malato presente.

REACTIVOS

Sotucién tampon pH 10
tghcilglicina 0.60 M L-glutamato 0.1 M)

Disolver 4.75 g de glicilglicina y 0.88 g de acido L-glutamico en unos 50 m! de agua bides-
tilada: ajustar el pH a 10 con unos 4.6 ml de solucion de hidroxido sodico 10 M y Hevar
hasta 60 ml con agua bidestilada.

La solucion permanecera estable por lo menos 12 semanas a + 4 °C.
Solucion de nicotinamida-adenin-dinucleotido (NAD) de alrededor de 47 - 10-° M: disol-
ver 420 mg de NAD en 12 ml de agua bidestilada. La solucion permanece estable por lo

menos 4 semanasa + 4°C.

Suspension de glutamato-oxaloacetato-transaminasa (GOT) de 2 mg/ml. La suspension es
estable por lo menos lanoa + 1 °C.

Suspension de L-malato-deshidrogenasa (L-MDH) de 5 mg/ml. La suspension es estable
por lo menos | anoca + 4°C.

Nora: El conjunto de reactivos necesarios se comercializan preparado.

MATERIAL

Espectrofotometro que permita efectuar medidas a 340 nm, maximo de absorcion de la
NADH.

En su defecto. fotometro de espectro discontinuo que permiia efectuar medidas a 334 nm
0 a 365 nm.

Dado que se trata de medidas absolutas de absorbandia (no se utiliza curva de calibrado.
sino el coeficiente de extincion de la NADH). deben controlarse las escalas de las longitu-
des de onda v de las absorbancias del aparato.

Cubetas de vidrio 6 cubetas desechables de | em de wavecto 6ptico.

Micropipetas que permitan tomar volamenes comprendidos ente 0.01 v 2 ml.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Normalmente, la determinacion del L-malato se efectaa directamente sobre el vino sin
decoloracion peevia ni difucion. siemapre que ef contenido en acido L-malico sea inferior a
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350 mg/l (medidas a 365 nm). Si no, proceder a la dilucion del vino con agua bidestilada
de forma que la concentracion en L-malato se sitie entre 30 v 350 mg/! (cantidad de
L-malato en la muestra comprendida entre 3 v 35 ug.

St la concentracion del vino en malato es inferior 2 30 mg-1. el volumen de ia muestra
puede aumentarse hasta | ml. En este caso. se reducira el volumen de agua que debe ana-
dirse para que los volimenes totales sean iguales en las dos cubetas.

PROCEDIMIENTO

Se ajusta la longitud de onda del espectrofotémerro a 340 nm v se realizan las medidas de
absorbancia en cubetas de | cm de trayecto optico. habiendo ajustado el cero de absor-
bancia con respecto al aire (sin cubetas en el trayecto 6ptico} o con respecto al agua.

Introducir en las cubetas de | cm de travecto optico:

Blanco Muestra
Sotucion 2.1 1.60 ml 1,00 mi
Solucién 2.2 0.20 mi 0,20 mi
Agua bidestilada .00 mi 0.90 mi
Suspension 2.3 0.01 mi 0,01 mi
Muestra — 0.10 ml

Mezclar: transcurridos 3 minutos, aproximadamente, medir las absorbancias de las solu-
ciones blanco v muestra (A ).

Anadir:
Solucton 2.4 0.01 m} 0,01 ml

Mezclar: esperar a que finalice la reaccion (de 5 a 10 minutos) vy medir las absorbancias de
las soluciones blanco v muestra (A-).

Determinar las diferencias de absorbancia (A. — A,) del blanco (AAg) y de la muestra
(AAy).

Restar la diferencia de absorbancias del blanco de la diferencia de absorbancias de la
muestra

AA=AA“—AA8

Nota: El nempo necesario para la accion de las enzimas puede variar de un lote a otro.
Aqui solo se ha dado a titulo indicativo. Se recomienda determinarlo para cada lote.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

La concentracion en icido L-malico se expresa en gramos por litro ( g/1) con | decimal.

Meétode de calculo

La concentracion en gramos por litro se calcula con la formula general:

V.PM
C~ a0 32

V = volumen total en ml (aqui 222 mi)
v = volumen de la muestra en m! (aqui: 0.1 ml)

PM = masa molecular de la sustancia que va a determinarse (aqui: acido
L-mahco = 134.09;

d = travecto éptico de Ia cubeta en cm faqui: | cm)
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€ = coeficiente de extincion de la NADH a 340 nme = 6,3 mmol-' - 1 - cm-?)
Para el L-malato se obtiene:
C=10473 - AAg/]

Si al preparar la muestra se ha efectuado una dilucion, muliiplicar e} resultado por el fac-
tor de dilucidn.

Notia:

Medida a 334 nm: C = 0,482 xAA
Medida a 365 nm: C = 0,876 xAA

Repetibilidad (r)

r=003+ 0,034x,
X, = concentracion en acido malico de la muestra en gramos por litro.

Reproductibilidad (R)

R =005+ 0,071 x,
X, = concentracion en acido malico de la muestra en gramos por litro.
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20. ACIDO D-MALICO
(método enzimatico)

TEST-COMBINACION PARA 30 MUESTRAS APROXIMADAMENTE

™
2

3t

FUNDAMENTO

En presencia de D-malato deshidrogenasa decarboxil (D-MDH) el acido D-malico
(D-malato) se oxida a oxalacetato con la nicotinamida-adenin-dinucieotido (NAD).

E} oxalacetato formado se transforma en piruvato y acido carbénico.
D-MDH

D-Malato + NAD~ + Piruvato + CO. + NADH + H-

La formacion de NADH. medida por el aumento de la absorbancia a la fongitud de onda
de 334, 340 y 3635 am, es proporcional a la cantidad del D-malato presente.

COMPOSICION DEL TEST

a) Frasco n° | que contiene aproximadamente 30 m! de solucion tampon Hepes 4-[2-
hidroxietil)-1-piperacinetan-acido sulfénicol, pH = 9 y estabilizadores.

b) Frasco nv 2 que contiene aproximadamente 210 mg de NAD liofilizado.

€) Tres frascos n° 3 que contienen D-MDH liofilizado. cada uno de ellos con aproxima-
damente 8 U.

Preparacion de las soluciones.

Utilizar el contenido del frasco 2a sin diluir.

Termostatizar las soluciones a 20 a 25 °C antes de su empleo.
Disolver el cont- nido del frasco 2b en 4 ml de agua bidestilada.

Disolver el contenido de une de los frascos 2c en 0.6 ml de agua bidestilada. Termostati-
zar la solucidn a 20 a 25 °C antes de su empleo.

Estabilidad de las solucionnes

El contenido del frasco 2.1.1 se conserva al menos un anoa +4 °C.

La solucion 2.1.2 se conserva aproximadamente tres semanas a +4°C y 2 meses a
=20°C.

La solucion 2.1.3 se conserva cinco diasa +4°C.

MATERIAL

Espectrofotometro que permita efectuar medidas a2 340 nm. maximo de absorcion del
NADH y del NADPH.

En su defecto, fotometro de espectro discontinuo que permita efectuar medidas a 334 nm
023 365 om.

Cubetas de vidrio o cubetas désechables de 1 cm de travecto éptico.

Micropipetas que permitan tomar volumenes comprendidos entre 0,01 ¥ 2 mil.

PREPARACION DE LA MUESTRA

La camtidad de D-malato en la cubeta debe estar comprendida entre 2 ug v S0 ug. Si no.
dilur 12 muestra con agna destilada de tal manera que la concentracion en malato esté
comprendida entre 0,02 ¥ 0.5 271 s1 se va a medir a 365 nm o entre 0,02 v 0.3 g-1 si la lec-
tura se efectaa a 340 o 334 am.

St la diferencia de absorcion AA es < 6,100, o volumen de la muestra puede aumentarse
hasta 1 .30 mi. En este caso. s¢ reducira ¢l volumen de agua que debe anadirse para que los
volamencs totales scan iguales en las dos cubetas (muesira y testigo}).
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PROCEDIMIENTO
Temperatura: 20a25°C.
Volumen de test: 2953 mb

Medir frente a aire (sin cubeta en el trayecto optico) o frente al agua.

Introducir en las cubetas Testigo Muestra
Solucion 2.1.1 1.00 mi 1.00 ml
Solucion 2.1.2 0.10 m! 0,10 mi
Agua bidestilada 1.80 mi 1.70 ml
Muestra - 0,10 ml

Mezclar, después de aproximadamente 6 minutos leer las absorbancias de las soluciones
{A.}. Comenzar la reaccion por adicion de:

Solucion 2.1 3 0.05 mi 0.05 ml

Mezciar. Al final de la reaccion (aproximadamente 20 minutos), leer las absorbancias de
las soluciones (A-).

Determinar la diferencia de las absorbancias (A. — A.} del testigo v de la muestra. Restar
la diferencia de absorbancia del testigo de la diferencia de absorbancia de la muestra.

AA = Ay — AA;

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

L3 concentracién en acido D-malico se expresa en gramos por litro (g/1) con 1 decimal.

Métcdo de calculo

i a formula general para el calculo de las concentraciones es la siguiente:

€T Ex d‘ xxvpzil 000 AAED

¥V = volumen "ntal (mh

v = volumen de la muestra (mi)

PM = peso molecular de la sustancia a determinar
d = espesor de la cubeta (cm)

£ = coeficiente de absorcidon del NADH:

30nm = 63 ¢(mmol’ -1 - cm'}
Hg334am = 618 (mmof’ - | - cm')
Hg 365 am = 34immol’ - I - cor’)

Se obticne asi para ef D-malato:

295 x 1349 195
= x AA =
ex | x 81 x | 00O

x A A (g de D-malato 1 de solucion de la muestra)

Si se ha efectmado algena dlucidoe durante la preparacion de ia muestra. multiphicar el
resultado por ef factor de &ilpoéa F.
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Repetibilidad (r)

r= 005 x,

Rewroductibilidad

R=401x
X, = concentracion en acido D-mahcoen gL
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21. ACiDO MALICO TOTAL

METODO USUAL

.

39

&E

FUNDAMENTO DEL METODO

El acide nalico aislado mediante unz coiumna de resina cambiadora de aniones, se deter-
mina colorimétricamente en el eluido, debido a ia coloracion amarniila que da con acido
sulfarico del 96 % v acido cromomrdpico. Las sustancias contenidas en ¢f eluido interfieren
en esia reaccidon. Pero estas sustamcias reaccionan contraniamente al acide malico, con
acido sulforico del 36 % y acido cromotropico. Para eluminar esta interferencia. es sufi-
ciente restar de la abserbancia obtenida después de Ia reaccidn con el acido cromotrépico
y ¢t acido sulfarico del 96 %, ia absorbancia obtenida después de la reaccion con aado
cromotropico ¥ acido sulfarico del 86 %.

MATERIAL

Columna de vidrio de 250 mm de longitud aproximada y 35 mm de diametro interior, pro-
vista de Have.

Columna de vidrio de 300 mm de longitud aproximada y 10 a {1 mm de didmetro intenior,
provista de Have.

Bafo de aguaa 100°C.

Espectrofotometro que permita hacer lecturas de absorbancia a ia longitud de onda de
420 nm con cubetas de 10 mm de travecto optico.

REACTIVOS

Cambiador de iones de fuerte basicidad (por ejempio, Merck TH1).
Hidroxido sodico al 5 % im v}

Acide acético al 30 % (m/vL

Acido acético al 8.5 % ¢m/v).

Sotucitn de soifato sddico iNa; S0, al 0% (m v}

Acido sulfarico concentzado del 95 — 97 % {m/m)

Acido sulfirico def 86 %.im/m).

Sotuciée de acide comotripico al $ % fm v

Esta solucitn se debe preparar immediztamente antes de su wtilizacion, disolviendo 500
mg de sal disddica def dcice aremeotropico (C ,HNAGS., ZH O en 10 mi de agua.

Seolucion de acido di-malico de 8.5 g/1.

Disolver 250 mg/1 de acide malico T, H.O:) o0 una cantidad saficiente de sulfato sodico
at 16% 3.5 v enrasar ep un matraz aforado de S0 mi

FROCEDIMIENTO
P sém def consbinder de iones

Coloca por encha de Ia Bave de b cobanns de vodnio de 33 x 256 mm un tapon de lana
de vidrio mrpregnado de agna destifada Echar oo la columsna of cambiador de iones
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puesto om suspensidon eon agua vy de forma gque guede un espacio libre de
50 mm aproximadamente por encima de la superficie dei intercambiador hasta el exiremo
superior de fa columna. Despuds de pasar ! ! 000 mi de agua destilada. llenar 1a columna
con la solucidn de hidréxido de sodio al 5% v dejar pasar ef liquido hasia, aproximada-
mente, 2 2 3 mm por enama de la 5aperﬁc§e del cambiador de ones. repetir dos veces mas
esta operacidn y dejar en contacto durante una hora. Lavar Iz columna cor 1 000 ml de
agua destilada. Segutdamente Henar la columna con Ia solucién de acido acético al 30 %,
dejar pasar el liquido hasta aproximadamente 2 2 3 mm por encima de la superficie del
cambiador de 1ones. repetir esta operacion I vecss v dejar en contacto al menos durante 24
horas antes de empiearia. Conservar el cambiador de tones en dado acéuco al 30 % para
las determinaciones posteriores.

Preparacion de 1a comlamaa cambiadora de jomes.

Colocar en Ia columna de vidno de 11 x 300 mm por encima de Ia Have un tapon de lana
de vidrio, anadir a la columna el cambiador de iones preparado como se ha descrito en
4.1. hasta una altura de 10 cm. Estando ia Have abierta. dejar pasar iz solucion de acido
acetico al 30 *; hasta aproximadamente 2 a 3 mm por encima de ia sapemcxe del cambaa-
dor. Lavar el cambiador con 30 mi de la solucidén de dado acético al 0.5

Alsiamiente del acido di-malico.

Anadir sobre el cambiador preparado como se ha descrito en 4.2 16 mi de vino o de
mesto. Dejar pasar ¢f vino goia a gota {flujo medio, ena gota por segundo} hasta aproxi-
madamente 2 2 3 mm por encima de la superficie de! cambiador de iones. Llevar fa
columna. primeramente con unos 30 ml de solucion de acido acduico al 0.5 % v después
con 30 mi aproximadamente de agua destilada: dejar pasar estos hiquidos con la misma
velocidad que ef vino.

Eluwr fos acides fijados sobre el cambiador de tones. con la solucion de sulfato sadico al
10 % con la misma veioadad que las operaciones precedentes ¢ | gota segundo), recoger el
eturdo en un matraz aforado de 100 mi hasta ¢f enrase.

Se puede regenerar el cambiador de iones como se ha descritoen 4.1,

D inaciom del cide mili

Tomar dos tubos de boca ancha de 38 mi de capacidad con tapin esmenlado «Ax ¥ <Ba.
intreduc ¢n cada whbo 1.0 mi de cluide ¥ 1.0 mi de solucion de acido cromotropico al
5%. Anadir en ¢l tubo «A»> 100 mi de aado sulfirico al 96 %« (medidal. Tapar v 2gitar para
obtener una bomogenerdad perfecta sin mojar ¢l esmerilado. Sumergir los tubos durante
6 munutos exactamente en un bafo de agua pucsto previamente a ebullicion. Enfriar los
tubos a2 26 °C en Ia oscandad. Exaciamente % minutos despuéds del comienzo del enfria-
miento. medir la absorbanca del tsbo <B» con relacion al restigo (tubo <A-} a la longited
de onda de 479 nm en cubetas de 10 mm de ravecto optico.

Obtescios de 1a curva patron

Tomar 5. 100 13 ¥ 26 mi de fa sofucdn & & do Dl-mahicoe de 8.5 g/l mroducuios en
matraces aforados de 36 m de capacidad. enrasar con kv solecidon de suifato sddico al
E6 %y,

Las selucicnes asi obtenidas corresponden a ¢lusdos obtenidos a partir de vinos que con-
tenen 8.5: 1.8 .5 ¥ 1.0 g/1 de acide DlL-malico.

Continuar como se mdicaen 44

Bado que o mtensidad de v coloracios depende mucho de la concentracidn de aado
sulfarico. es necssario comprobar fa curvas de calitvado al menos en un punto on cada
serte de medidas para poner de smmmfiestc un cammbno cventoal on a concentracion del
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Llevar fa absorbancia media para el elurdo, sobre la curva de calibrado. para obtener el

contenido en acido DL-malico en gramos por liro. Este contenido se expresa con un deci-
mal

Repetibilidad:
Contentdo < 2g7l:r = 0,1 gL,

Contenido > 2g/tir = 02g/1.

Reproductibilidad:

R =03g1



PiZ2

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

3.10.90

{4

o
-
-

]
™
t

)
—
tet

o

P
b
I

22. ACIDO SORBICO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Método de determinacion por espectrofotemetria de absorcioa en el ultravioleta

El acido sorbico tacido hexadiens -2.4 oico trans. rans) separado por destilacion con
arrastre de vapor de agua se determina en el desulado mediante espectrofotometria de
absorcién en el uliravioleta. Las sustancias que interfieren en la medida de la absorcion en
el ultravioleta se eliminan por evaporacion a sequedad del destilado de la muestra. ligera-

mente alcalinizado por una solucidn de hidroxide de calcio. Los contenidos inferiores a
20 mg-} deben confirmarse por cromatografia en capa fina isensibilidad: | mg 1).

Metodo de determinacion por cromatografia de gases

El aczdo sorbico extraido en érer etilico se determina por cromatografia en fase gaseosa en
presencia de en patron mterno.

Metodo de deteccion de trazas por cromatografia de capa fina

El dcido sorbico extraide en &ter etilico se separa por cromatografia en capa fina v se eva-
laa su concentracion en forma semicpantitativa.

&ET(}DO’ DE DETERMINACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION EN EL ULTRAVIOLETA

Reactives

Acide tartarico C,H.0, cristalizado.

Solucion de hidroado de caicie CA (OH).. aproximadamente 0,02 M.

Solucion de referencia de acido sorbico de 20 mg por hiro.

Disofver 26 mg de acido sarbico C,H;0; en 2 mi aproximadamente de solucion 0.1 M de
hidrdxido de sodio. Verter en un matraz aforado de 1 000 ml, enrasar con agua. También

pueden disofverse 26.3 mg de sorbato de potasio C,H-KO. en agsa y completar con agua
hasta [ 000 mi

Aparato de destilacion con arrastre de vapor de agoa (véase «Acidez volatils).
Batio de agua a 100°C.

Espectrofotometro que permita efectuar medidas a una loagitud de onda de 256 nm con
cubetas de cuarzo de | cm de wayecto dptico.

Procedimients
Destilacic

Introducic en of borboteador def aparato de arrastre de vapor de agua 10 mi de vino, afia-
dir | 2 2 g de dcudo tartinico {2, 1. 1) Recoger 256 ! Je destilado.

Curva pairom

Preparar mediante dlaciones con agea a partir de a sofucion de referencia (2.1.3) cuatro
soluciones de referencia dilundas que coutengan respectivamsente 0.5: 1: 25 v 5 mg de
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acido sorbico por litro: medir con el espectrofotometro sus respectivas absorbancias a 256
nm respecto al agua destilada. Trazar la curva de absorbancias en funcién de la concentra-
cion de ias soluciones. La refacion es lneal.

Dererminacion

Introductr en una capsula de 55 mm de diamewro 5 ml de destilado, afiadir 1 ml de solu-
cion de hidroxido de calcio (2.1.2) v una gota de solucién de sulfato de cobre (2.1.3}. Eva-
porar hasta sequedad en un bafic de agua hirviendo.

Recoger ef residuo con algunos miliitros de agua destilada. arrastrar cuantitativamente en
un matraz aforade de 20 ml v enrasar con i agua de lavado. Medir la absorbanda a
256 nm con el especrofotéometro en comparacién con una solucion testigo obtenida con |
mi de solucion de hidréxido calcico ¢2.1.2) v dilucion a 20 mi con agua.

Llevar el valor de 1a absorbancia medida a la recta patrén v dedudir la concentracion C de
ia solucion en acido sérbico.

Nota: En la practica corriente. esta evaporacion a sequedad puede no ser necesaria. Medir
directamente la absoerbancia en ef destilado diluido a 174 frente a agua destilada.

Expresion de los resaltados

Metodo de cakeulo

La concentracién en dcido sorbico del vino expresada en miligramos por litro es igoal a:
6 < C

C = mmméééem&ias&nd&andmmwmﬁm{omm
tria, expresada en miligramos por litro.

METODO DE DETERMINACION POR CROMATOGRAFIA EN FASE
GASEOCSA

Reactiros
Eter etifico ¢C,H. 10 destilado en ¢ momento de su utilizacion.

Mé&p&éﬂ%ﬁm:%&kﬁ&m&u@m&;ﬂi@:mmﬂﬁk
vot de | 2 por htro.

Sotucion acuosa de acido salfurico H.SO, ip o, = 1 84 ¢/mi) diluido 143 (v/vL

Cromatografo de gases equipado com un detector de ionizacion de Hlama Columna de
acero inoxidable (4 m x Ef’&&m}WMMMMM&ﬁmy
éi%;?éﬁéaf@féricef!*e}f%ﬁ&ﬁ;maemmmdea&pac&éﬁw
7 %5 y scide fosforico (1 %) (DEGA — H.PO, Soporte sidido de Gaschrom Q 80 a 100
mallas.

sofucién al 2~ 3 g de DMDCS en wolueno, lavar inmediatamente Ia columna con metanol
corriente de nigrdgeno. Reflenaxta 2 comtinsacion

Condiciones de rabajo .

Temperatara det bocno: 175 °C.

Temperatura del imyector v det desector: 236 " C.
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Gas portador: nitrégeno {flujo = 20 mi‘min.L
Microjeninga de 10 microlitros de capacidad graduada en 0.1 microlitros.

Observacion: Otros tipos de columnas pueden igualmente permitir una buena separacion.
por ejemplo la columna capilar {FFAPL

El modo operatono deserito amiba se da a titulo de ejemplo.

Modo operatorio

Preparacion de la muestra para su anafisis

Introducer 20 mi de vino en un tubo de vidno con una capacidad de unos 40 mi v provisio
de un tapon esmeniado. Afadir 2 mi de solucidn del patron interne (3.1.2) ¥ | mi de solu-
cion diluida de aaido sulfonco i3.1.3)

Tras agitar ef tubo imvhuéndolo varias veces. anadir al contenido 10 ml de ¢ter eulico
3.1t Exwaer el acido sorbico en Ia fase organica agitando ef tubo durante 3 mintos.
Dejar decantar.

Preparacion de la selucion de referencia

Sefeccionar un vino cuyo cromategrama del extracto etéreo no presente ningun pico en ¢l
uempo de retencion correspoandiente al acido sorbico: anadir a este vino aado sorbico
hasta la concentracion de 10¢ mg por litre. Tratar 20 ml de la muestra segian ei proced:-
miento desento en el apartado 3.3.1.

Cromatografia

Invectar sucesivamente en el cromatografo X ul de la fase eiérea obtenida en el apanado
3.3.2 v 7 ul de la fase etérea obtemida en ef apartado 3.3.1.

Registrar los cromatogramas respectivos: compeobar la identidad de los tempos de reten-
cién respectivos det acido sérbico v del patron interno. Medir la altura (o ¢} area} de cada
Expresitn de los resultades

Meézodo de caleulo

La concentracion de acido sorbico del vino analizado, expresada en miligramos por hitro,
es iguatl &

H = abura def pico del acido sorbico on la solucion de referencia,
B = altura de} pico del acido sortwco en Iz mucstra para analisis,

L]

£ = altura del paco def patroe terno on ka muestra para anahisis.

Neta: la concentraciée de acudo sorbico puede determinarse del mismo modo 3 pante de
tas redidas de ia seperficie de los picos respectivos.

METODO DE DETECCION DE TRAZAS DE ACIDO SORBICO MEDIANTE
CROMATOGRAFEA DE CAPA FINA

Reactives

Eter esilico, ¢C-H. O
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Solucion acuosa de aade sulfanco H-SO, (p~ = 1.84 g/ml) diluido 1 3 (v/v).

Solucton de referencia de acido sorbico en una mezcla hidroctandlica a 10%: de etanol
(vol} aproximadamente con 20 mg por litro.

Fase movil: hexano — pentano — acido acético (20:20:3)
(C.H:— CH,- — CH.COOH.p~, = 1053 g/mb)

Material

Placas para cromatografia de capa fina listas para su uso de 20 x 20 cm recubiertas de gel
de poliamida (espesor - 0,15 mm), al que se afadira un indicador de fluorescencia.

Cubeta para cromatografia de capa fina.

Micropipeta o microjeringa que permitan obtener voliumenes de 3 microlitros con una
aproumacion de = 0.1 microhiros.

Lampara de ultravioleta {254 nm).

Procedimiento
Preparacion de la muestra para andlisis

Introducir 10 mi de vino en un tubo de vidrio con una capacidad de unos 23 mi v provisto
de un tapon esmenifado. Anadir | mi de solucion de dcido sulfirnico diluido (4.1.2) v 5 ml
de éter etibrco (4.1.1 1 Agnar el tubo mviriéndolo vanas veces. Dejar decantar.

A partir de la solucion 4.1.3, prepara mediante dilucion cnco soluciones diluidas de refe-
rencia con 2, 4, 6. 8 v 10 mg de aaido sorbico por litro, respectivamente.

Cromatografia

Utifizando una microjeringa o una micropipera, depositar a 2 cm del borde inferior de la
placa 5 ul de fase etérea obtenida e¢n 431 ¥ § ul de cada una de las soluciones diluidas de
referencia §4.3.2): ia distancia entre los puntos sera de 2 cm.

Introducir fa fase movil (4.1.4) en la cubeta para omatografia a una altura de aproxima-
damente 8.5 cmm ¥ dejar que la anmosfera de 1a cubeta se sature de los vapores de los disol-
ventes. Colocar la placa en Ia cubeta. Dejar desarroliar el comatograma entre 2 v IS om
tta duracién del desarrolio es de unos 30 min ). Secar 1a placa bajo una corriente de aire
fric. Examinar ef cromatograma bajo una lampara sltravioleta a 254 am.

Las manchas de dado sorbico. de color violeta oscuro, destacaran sobre ¢f fondo amanllo
fisorescente de ia placa

La comparacion cmire la intenssdad de la mancha de la muestra para anilsis v las man-

chas de las soluciones de referencia permite evaluar de manera semicuantitativa la con-

centracibe de dcido sorbico entre I v 10 mg por Bro. Podra determinarse uaa conceonira-

cide iguad 2 | mg por tro con s depisito de 10 pl de solecion de 1z muestra para
3Bk

Podria desrrinacye Concentraciones superiores 2 18 mg por btro con sn volumen de
depésito de lo solucion para andlisks inferior x 5 ol (medido coa ena mcrojeringa).
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23. ACIDO L-ASCORBICO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Los métodos que se propenen permiten determinar el acido L-ascorbico vy el acido dehi-
droascorbico presentes en VInos O moStos.

Méiodo de refereacia (flnorimétrice)

E! dcido L-ascorbico se oxida por la accidon del carbén activo a acido dehidroascorbico.
Este compuesto forma un compuesto fluorescente por reaccion con la ortofenilendiamina
{OPDA). La realizacion de una prueba testigo en presencia de acido bérico permite deter-
minar la fluorescencia parasita {mediante la formacidn de un complejo de acido borico —
acido dehidroascorbico} ¥ deducirla de la determinacion fluorimétrica.

Meétodo nsaal (colorimetrico)

Ei acido L-ascorbico se oxida con ei yodo en acido dehidroascorbico. Este compuesto se
precipita con la 2.4 dinitrofenilhidrazina como bis (2.4 — dinitrofenilhidrazona). Después
de una separacion por cromatografia en capa fina v solubilizacion en medio acético. este
compuesto, de color rojo. se determina por espectrofotometria a 300 nm.

METODO DE REFERENCIA (METODO FLUORIMETRICO)
Reactives

Seolacion de dibidre clorure de ortofenilendiamina (C.H..CL Ny a 0.02 g por 100 mi. pre-
parada mmediatamente antes de su empleo.

Soiucion de acetato de sodio uihidratado {CH,COONa . 3H.0) de 500 /1.
Selucron mixta de dcido barico y acetato de sodio.

Dhsolver 3 g de aado bérico H;BO; en 100 mi de solucién de acetato de sodio (2.12)
Dicha solucion debe prepararse mmmediatamente antes de su uso.

Sotucion de acido acético aistalizable CH.COOH (p., = 1,05 g/ml) diluida al 56 % (x7v}.
apstada a un pH 1 2, aproximadamente.

Solucion de referencia de acido L-ascorbico de | g/l

Disolver en of momento de su uso 30 mg de acido L-ascorbico C.HO,. previamente deshi-
dratado en un desecador fuera del alcance de 1a huz, en 50 ml de solucidn de acido acético
214

Carbda activo muy poro para analisis {7}

Introducy en un matraz erlenmever conico de 2 litros de capacidad 106 g de carbén
activo, afiadr 300 mi de una solucidén de aado clorhidrico (HCh {p. = 119 g 'mlal 10 p.
106 {v /vy Llevar a ebullicion. filtrar sobre un filtro de vidnio fritado de porosidad 3. Reco-
ger ¢f carbom asi ratado en un ericomever de 2 hitros de capacidad. afadir 1 htro de aguoa,
agsar ¥ Bltrar sobre en filtro de vidnio fritado de porosidad 3. Repetic dos veces esta ope-
racion ¢ mtroducy of ressdue oo una estufa reguiada a 113 = 5°C durante 12 horas {una
nocke. poc ciempiol

Maserind ¥ aparates

Fluorimetro. Emplear un sspectrofisormmetro squipado con una lampara de espectro con-
tnge wilando la potencia minima de Ia misma Las longitudes de onda de exvcitacién v
ennsiOon optimeas s¢ determinaran previameste ¥ dependen del aparato utilizado. Se puede
decir, con cmactey indicative. quc i loagaed de onda de excitacion s¢ sitéa aproximada-
mente on 356 am ¥ iz de ensisidn on 430 s Cobas con | cm de rayecto optico.

tna de las deponninaciomes comerciaies die oste sroducie o5 «tonte.
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Filoo de vidnio poroso n° 3.
Tubos de ensayo (diametro ~ 10 mmi.

Agitador para tubos de ensavo.

Procedimiento
Preparacion de fa muestra de vino o mosto

Poner en un matraz aforado de 100 m! un volumen de vino o mosto v enrasar con la solu-
cién de acido acénco al 56 % (2.1.4) con el fin de obtener una solucién cuya concentracion
de acido L-ascorbice, esté comprendida entre 0 v 60 mg/liro. Homogeneizar ef contenido
del matraz aforado por agitacion. Anadir 2 g de carbén activo (2.1.6) ¥ dejar en contacto
durante 15 minutos agitando de vez en cuando. Filtrar sobre papel de filtro ordinario, ehi-
minando los prmeros mililiros de filtrado.

Introducir en dos matraces aforados de 100 mi, 5 mi de filtrado v, respectivamente, 5 mli
de solucion mixea de acido bonce y de acetato de sodio (2.1.2) ¥ 5 ml de solucion de ace-
tato de sodio (2.1.2). Dejar en contacdo durante 15 min. agitando de vez en cuando y
enrasar con agua destilada.

Extraer 2 mi del contemdo de cada uno de los matraces, agadir 5 mi de solucién de ortofe-
nilendiamina {2.1.1) v agitar; dejar en reposo en la oscuridad durante 30 minutos para que
la reaccion tenga lugar y medir con el especirofluorimetro.

Curva pamron

En tres matraces aforados de 100 mi mtroducir, respectivamente, 2, 4 ¥ 6 m! de solucién
de referencia de acido L-ascorbico (2.1.5), completar hasta 100 mi con 1a solucion de acido
acético {2.1.4) y homogenezar por agitacion. Las soluciones de referencia preparadas con-
tendrian, respectivamente, 2. 4 ¥y 6 mg/ 100 mi.

Anadir 2 g de carbon acuvo (2.1.6} en cada uno de los matraces v dejar en contacto
durante 15 minutos, agitando de vez ¢n cuando. Filtrar sobre papel filtro ordinanio, elim-
nando los pnmeres mililitros. Introducy, respectivamente, 5 mi de cada uno de los filtra-
dos obtenidos en tres matraces aforados de 100 mi (primera senie) ¥ repetir la operacion en
ona scgunda serie de tres matraces aforados. Afadir en cada uno de los matraces de 1a
primera seric {correspoadicnte 3l ensavo testigo) 5 mi de solucion mixtza de daido borico ¥
de acetato de sodio 2.1 3} ¥ en cada uno de los matraces de la segunda serie 3 mi de solu-
cion de acetato de sodio (2.1 23

Dezar en contacto durante 15 munuros, agitando de vez en cuando v completar basta 100
mi con agua destilada. Extraer 2 mi del contenido de cada uno de los matraces, atadrr 5
ml de solucion de ortofenilendiamina {2 1.1}, agitar v degar en reposo en la oscuridad
durante 30 ounutos para gue la reaction teaga iugar v medir 2 continuacion con ¢f espec-
wofluorimetro.

5 acice Buorimetrica
Regular para cada solucidn de la curva patrdn ¥ para 1a solecion del problema o cero de
Ia escala de medidas con Ia prueba testigo correspondhente. Medir, a continuacion, ba
intensadad de ks fluorescencia de cada soluada patron ¥ de Ia solecdn del problema

Representar [a curva patron . &sta debera ser hacal ¥ pasar por ¢f ongen. Trasladar a esta

recta of valor del probiema ¥ deducir of conterado € de acdo L-ascirbeco + acido deldi-

droascirbico de Ia solucion anakizada

La concewtraciin de icdo L-ascisteco + &ido deladroascirbico cn of vino o mosto.

C. F
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F = facror de dilucion.

METODO USUAL (COLORIMETRICO)

Reactivos

Solucion de acido metafosforico al 30 % (m/ v

Tomar 30 g de acido metafosionrico (HPO::, previamente witurado ¢n un mortero. Lavar
rapidamente por inmersion v agitacion en agua desuilada. Disolver el acido lavado en
agua destilada agitando esta solucion en un matraz aforade de 100 ml v enrasar. La solu-

cion obtenida contendra aproximadamenie un 30 %: {m-v) de acido metafosfonco.

Solucion de acido metasfosforico al 3% {m/v) preparada inmediatamente antes de su
empleo por dilucion al | 710 con aguea destilada de la solucion 3.1. 1L

Solucion de acido metafosforco al 1% (m- v} preparada inmediatamente antes de su
empleo por dilucion al 1 /30 con agua destilada de la solucion 3.1.1.

Suspension de pehamida

Poner en suspension 10 g de polvo de poliammida para cromatografia con 60 ml de agua
destilada v dejar en contacto durante 2 horas. La cantidad preparada sera suficiente para 4
determinaciones.

Trourea tH-NCSNH)

Seolucton de vodo (1.1 0.05 M.

Selucion de 2. 4-diniwofenithidrazina al 6 % fm vy Poner en suspension 6 g de 2 4-dmitro-
fenithidrazina ¢C . H.N;O.) en S0 ml de aade acétice glacial (py. = .05 g/mi); anadir 50
mi de acido suifanico ip., = 1.84 g/mi) la 2 4-dinirofenithidrazina se disuclve por agita-
Acetato de etilo (C,H.O-} que contenga un 2 % {v/v) de acdo acético glacial (3.1.121
Cloroformo. CHCl,

Solucion acuosa de clmuddn al 05 % im vl

Fase mowi:

acetato de etilo e 50 vol.
cloroformo . . e 60 vol.
acde acépecoglacial . . ... S vol.

Dejar en reposo 12 boras antes de su uso.
Acide acético glacial, CH.COOH ipy, = 105g mit

Seducion de acido L-ascorbico al 0.1 g por 199 mi en soluecion de dade metafosforico al
P63 L3k

Material y aparates

Centrifoga v whos de centrifugacion de 50 mi de capacidad con mpones csmerilados.
Bafio de agsa refrigerads 2 ana temperatera entre 3y 10°C.

Badio de agua refrigevada 3 una temperatara de 20 °C.

Placas para cromatografia on Capa foxa Sspeestas para of »so de 20 x 20 om. recubuentas
de get de sifice G (ospesor de &25 ¢ 03 mmi
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Cubeta para cromatografia.
Micropipeta que permita obtener volimenes de 0.2 mi.

Espectrofotometro que permita efectuar medidas de absorbancia a 300 nm. equipado con
cubetas de | cm de espesor.

Procedimiesto
Oridacion del aeide L-ascorbico en dcido dehidroascorbico

Introducir 30 ml de vino en un matraz aforado de 100 ml. anadir 13 ml de suspension de
poliamida (3.1.4) v enrasar con la solucion de acido metafosforico al 3% (3.1.2). Dejar en
contacto durarie una hora agitando con frecuencia. Filmar por filiro de pliegues. Introdu-
cir 20 mi de filrado en un tubo de centrifuga con 1apon esmerilado, anadir I mi de solu-
cién 0.05 M de vodo (3.1.6). Homegeneizar por agitaciéon y. tras | minuto. reduair el
exceso de vodo con 23 mg de tlourga. aproximadamente.

Formacion v extraccion de la bis : 2 4-dinttrofenithidrazona del acido dicetoguionico)

Colocar et tubo en un bafo da agua refrigerada entre 3 ¥ 10 °C_ anadir 1 m! de solucion de
2 &-dinwrofentthidrazina ¢3.1.7) v homogeneizar el conomido del wbs evitando que se
moie ¢} tapon de vidrio. Maniener el twbo bien cerrado on un bafio de agua a 20°C
durante 16 horas aproximadamente (una nocue. por ejemplol

Anadir al contenido del wwbo de cenmifugacién 13 mi de acetato de etilo (3.1.8), tapario,
agitar durante 30 segundos v cenurifugar durante 3 minutos aplicando una fuerza centri-
fuga de 330 a 400 ¢ Tomar con la pipeta 10 mi del acetato de etilo de exmraccion e mtro-
ducirios en on erfenmever con tapén esmerilado. AfRadir al contenido del 1ubo de centrifu-
gacion 5 mi de acetato de etifo (3.1.8). Agitar durante 30 segundos y centnifugar durante 5
minutos a fa misma velocidad. Tomar 5 mi del acetato de etilo de extracaion ¥ anadir al
erienmever que contenga los 10 mi de la primera extraccion y agitar.

Aislamiento de la bis : 2 t-dinitrofenithidra-ona; por cromatografia: deberd efectuarse en las
2 horas sigutentes a la extroccion (3 3.2;

Dejando un margen de 2 cm en las pattes inferior y lateral de la placa. depositar sobre
toda la linea de partida 0.2 mi del extracto de acetato de etilo. Introducr Ia fase movil
¢3.1.1) en ia cubeta hasta una altura de 1 om v dejar que la atmosfera se sature de los
wapores del disolvente. Introducir 12 placa. dejar migrar ¢l solvente hasta el borde seperior
de ka misma vy secarla dwrante una hora bajo una campana ventilada. Raspar con una
em&mmmxahmdtmmhzm&mmmp
caracterisiica de la bis (2 4-dinurofenilbvdrazona) Recoger ¢l sustrato sobve una hop de
papel satinado v irasvasario ceantitativamente a2 un erlenmeyer con tapon esmerilado,
afadiendo 4 mi de acido acético £3.1.12) Dejar en contacio durante 30 minutos agitando
con frecuencia. Filtrar con papet filtro de pilegues directamente sobre la cubeta del espec-
trofotometre (3.2.7). E} filtrado debera estar perfectamente himpio. Regular el cero de la
escafa de absorbancias a 500 nm con of dado acétics (3.1.12) v medir la absorbancia de la

Curva potron

Introducir en 3 matraces aforados de 108 mi 5. 19 3 15 mi. respectivamente. de solucion de
scido L-ascoebico €3.1. 131 enrasar con fa solucide de acido metafosfonco al 1% (3.131
Eas soluciones asi obtenidas contienen 50, 100 v 150 mg por litro de acido ascorbico, res-
pectivaments

Tratar 50 mi de cada una de ostas solaciones segan ¢f procedimiento descrito en los apar-
ados 3.3.5. 332 v 333 Trazer la curva potron, gue debera ser hineal y pasar por of onges.

L2 coacentracion def vino o aodo L-ascorbwco + acsdo delndroasoinrbico se expresara on
miligramos poe ftre
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Llevar a la curva patron el valor de la absorbancia medida en el apantado 3.3.3 v leer la
concentracion de acido ascorbico + acido dehidroascorbico de la solucion analizada.

Nota: Si la concentracion de acido L-ascorbico + acido dehidroascorbico es superior 2
150 mg/hitro, reducir ef volumen tomado de muestra a 2520 o 10 ml de vino v multiplicar
el resultado obtenido por el factor de dilucion F.
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24. pH

FUNDAMENTO
Medida de ia diferencia de potencial entre dos electrodos sumergidos en ef liquido que se

estudia. Uno de los dos electrodos tiene un potencial que es una funcion definida del pH
del hiquido, el otro tene un potencial fijo v conocido v constituve e} elecrodo de referen-

<ia.

MATERIAL Y APARATOS

pH metro graduado en unidades de pH que permita efecruar medidas con una aproxima-
c1on de 0,05 como minimo.

Electrodos:
Elecrodo de vidno, que debera conservarse en agua destilada.

Elecrodo de referencia de calomelanos de cloruro potasico saturado. que s conservara en
una solucion saturada de cloruro potasico.

O elecrodo combinado. gue debera conservarse en agua destilada.

REACTIVOS

Soluciones tampén:

Solucién saturace. de tartrato adcdo de potasio, al menos de 5.7 g/l de tartrato aado de
potasio (C.H:KQ,}j a 20 °C. Esta solucion puede conservarse hasta 2 meses en presencia
de 0.1 g de tmol por cada 200 mi}

i 357a26°¢C

pH 356a25°C
! 355a38°C

Solucién 0,05 M de ftalato acido de potasio. Solucion con 10,211 g1 de ftalato acido de
potasio {C H. KOy} a 20 °C (duracién maxima de la solacidon: 2 meses).

3999a15°C
4003220°C

pH - .
40083 25°C
E 36i5a30°C

{Duracién maxima de la solucion: 2 meses)
F 6902 13°C
 63%220°C
. &36a225°C
. &55a3°C
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PROCEDIMIENTO
Preparaciéa de ia maestra para anilisis
En ¢l caso del mosto y el vino

Operar directamente sobre los mismos.

En el caso del mosto concentrado rectificado

Diluirlo con agua a fin de obtener una concentracion de 25 + 0.5 % (m/m) en aziicares
totales (25 ° Brix).

Si P es el contenido en % (m/m) en azncares totales del mosto concentrado rectificado.
pesar una masa igual a

2500
P

¥ compietar con agua hasta 100 g La conductividad del agua utilizada debera ser inferior
a 2 microsicmens por centimetro.

Puesta s cers del aparste

Se cfectaard antes de cada medida, siguiendo las instrucciones dadas para el aparato utilv-
zado.

Calibende del pi metre
El calibradc se cfectiza 2 20 *C siguiendo las indicaciones del aparato atilizado, con las

solnciones de pH 6.88 ¥ 3,57 2 20 *C. Utilizar Ia solecion tampon de pH 4,002 20 °C para
msm&hm

Introducix el clectrodo cn bz mwestra analizada, caya temperatura debera estar compren-
didia catre 20 ¥ 25 °C y man proxisaa como sea posible 2 20 °C. Leer directamente ¢f valor
del pH.

Efectiense al menos 2 determinaciones de cada muestra

Fomaar como resultado ka media aritroética de ambas determinaciones.

EVRESION DE 1OS RESULTADOS

Bl pH del mosto, del vino o de Ia solucida al 25 % (m/m) (25 © Brix) del mosto concen-
teadio tectificado se exaresarin con 2 decimales.
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25. PIOXIDO DE AZUFRE

DEFINICIONES

Se denomina dioxide de azufre al dioxido de azufre presente en ¢l mosto o ¢l vino en las
formas siguientes: H.SO.. H SOx. cuvo equilibrio ¢s funcion del pH vy de la temperatura:

H.SO, H- + HSOs
H.S0, representa ¢l dioxido de azufre molecular.

Se denomina dioxido de azufre total al conjunto de las distintas formas de dioxido de
azufre presentes en el vino en estado libre 0 combinado con sus componentes.

DIOXIDO DE AZUFRE LIBRE Y TOTAL

Funidamesto de los métedos

Método de referencia

En el caso del vino ¥ ¢l mosto:

Asrastre del didxido de azufre con una cormriente de aire o de nitrogeno; fijacion y oxida-
El arrastre en frio (10 °C) garantiza la extraccion anicamente del dioxido de azufre libre.
En caliente (100 °C aproximadamente) se extrae ¢l didéxido de azufre total.

En ¢l caso del mosto concentrado rectificado.

Se extrae ¢l dioxido de azufre iotal por arrastre en caliente (aproximadamente 100 °C) del
mosto concentrade rectificado previamente diluido.

Método rapide de ensayo(vinos y mostos}

sis alcabina. La soma del didzido de azufre libre ¥ combinado permite obtener el didxido
de arufre total.

Métade de refereacia

Material y aparatos

El material utilizado debe ajustarse al esquema que figura a continuacion, principalmente
en jo qoe se refiere al refrigerante.

TErompm Oa: Sgu
——

Figwa 1
Las diasensiones estiia indicades ea milinetres. Los diimetres intevass de jus 4 tubes coucén-
wrices que constisuyen ¢f refrigerante sen: 45, 34,27 y Ham.
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2233
2233.L

E! wsbo de conduccidn de los gases al borboteador B termina en una pequena esfera de
I cm de diametro que lleva, en su mayor circulo horizontal, 20 agujeros de 0.2 mm de dia-
metro. También puede terminar en una placa de vidrio fritado que garantice la formacion
de gran namero de pequeiias burbujas, realizando asi un buen contacto entre las fases
gaseosa y liquida.

E1 flujo de gas que debe recorrer el aparato debe ser de 48 1/h aproximadamente. El frasco
situado a la derecha del aparato de destina a limitar de 20 a2 30 cmn de agua la depresion
producida por la trompa de agua. Para poder regular dicha depresion de forma que el cau-
dal sea el comrecto, eonviene colocar un medidor de flujo de tubo semicapilar entre el bor-
boteador y el frasco.

Microbureta

Reactivos
Acido fosforico al 85 % H,PO, {py = 1,71 g/ml).

Solucién de perdxido de hidrogeno de 9,1 g/1 H.O; (3 volumenes).

Reactivo indicador:

jeodemetilfo ... ...l 100 mg,
azuldemetilenn ... ... ... .. .. ... ... 50 mg,
AlcoboldeS50% vol ... . ... ... 100 ml

Solucion de hidroxido d e sodio (NaOH), 0,01 M.

Procedimiento

Determinacién del diéxido de azufre libre

El vino debe mantenerse a 20 °C en un frasco lleno y cerrado durante 2 dias antes de la

; inacid

— En el borbotcador B, colocar de 2 a2 3 mi de soluadén de perdxido de hidrogeno
{2222y y 2 gotas de reactivo indicador; neatralizar la solucién de peroxido de hidrd-
geno con ka solucion 0,01 M de hidroxido de sodio (2.2.2.4). Acoplar ¢l borboteador
al aparato 22.1.1).

— En cl matraz A de 250 mi del aparato de arrastre, imtroducir 50 mi de muesta y 15 mil
de acido fosfbrico (2.2.2.1}. Colocar ¢l matraz en su lugar.
Amm,bmmdﬁt{oﬂm)ém‘limamﬂﬁ
xido de azufre fibre amrastrado se oxida a acido sulfirico. Retirar ¢l borbeteador del
aparato y valorar ¢f acido formado con la solucidn de hidroxido sodico 0,01 M
2224)

Sea n ¢l namero de mililitros utilizade-.

Expresién de los resultados

DiGxido de azufre lbre en mg/1 sin decimales
Ciiculo

Diéxida de azufre Bbre cr miligramos por litro: 64 n.

Determinacitén del didxide de azaufre total

Ea ¢l caso del mosto concentrado rectificado, utilizar Ia solacién obtenida diluyendo Ia
mmesirs para anal-ar al 40 %(m/v} tal ¥ como se indica en ¢l capitalo «Acidez totals, en el
apartado 5.12 En o matraz A de 250 mi del aparato de arrastre introducir 50 mi de esta
sobacién ¥ $ ml de Scido fosforico (2.2.2.1). Acoplar of matraz al aparato 2.2.1:1.

Vinos y mostos
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22341

22342

22343

235
2315

Mauestras en las que se suponga que el contenido en SO, total sea < 50 mg/L

En el matraz A de 250 ml del aparzio de arrastre introducir 50 mi de muestra y 15 mil de
acido fosforice (2.2.2.1). Acoplar el matraz al aparato (2.2.1.1).

Sin embargo, hasta el 31 de diciembre de 1992 como fecha limite, para analizar el conte-
nido en diéxido de azufre de los zumos de uva se emplea 5 mi de acido fasforico (2.2.2.1)
diluido a 25 % (m/V}

Muestras en las que se suponga que el contenido en S0, total sea > 50 mg/1.

En el matraz A de 100 ml del aparato de arrastre introducir 20 mi de muestra y 5 mi de
acido fosforico (2.2.2.1). Acoplar el matraz al aparato (2.2.1.1.).

Introducir en el borboteador B de 2 a 3 mi de solucion de peroxido de hidrdgeno (2.2.2.2),
neutralizaria como se hizo anteriormente, llevar a ebullicion el vino contenido en el
matraz A con una pequefia llama de 4 2 5 cm de aliura que debe tocar ligeramente el
fonde del matraz. No colocar bajo el matraz ninguna tela metalica, sino depositario sobre
un disco perforado con un agujero de 30 mm de diametro. Se evita asi la pirogenacién de
las materias extractivas del vino sobre las paredes del matraz

Mantener la ebuilicién durante el paso de la corriente de aire (o de nitrogeno). En 15
minutos el dioxido de azufre total habra sido arrastrado y oxidado. Valorar el acido sulfa-
rice formado con la solucion 0,01 M de hidroxido sodico (2.2.2.4).

Sea n el namero de mulilitros utilizados.

Expresion de los resultados

El diéxido de azufre total se expresa en miligramos por litro (mg/1) o en miligramos por
kilogramo (mg/kg) de aziicares totales sin decimales.

Calculo
Vinos y mostos
Diéxido de azuire total en miligramos por litro:

— Muesiras con bajo contenido en didxido de azufre (muestra 50 mi):
64-n

— Onras mucstras (muestra 20 ml):
16-n

Mosto concentrado rectificado

Diéxido de azufre en miligramos por kilo de azicares totales (muestra: 50 ml de muestra
preparada (2.2.3.3.1):

1600 - n
P

P = contenido en % (m/m) de azacares totales.
Repetibilidad (r)
Coutenido < 50 mg/l (muestrade SOml), r = 1 mg/l
Contenido > 50 mg/l (muestra de 20 ml). r = 6 mg/L
Reproductibilidad (R)
Contenido < 50 my/l {mucstra de SO mi), R = 9mg/1.
Contenido > 50 mg/1 (muestra de 20 mi) R = 15 mg/1

Métade rigids de casaye

Reoctivas

EDTA (complexona II): sal disddica del icido ctilen diamino tetracético dihidratada
(C o N0, Na, - ZH O}
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Solucion 4 M de hidroxide sodico NAOH (160 g/1)

Acido sulfarico H.SO, (p = 1,84 g“ml), solucién a 1/10 (v/v)

Engrudo de almidén, solucion de 5 g/1.

Disolver 5 g de almidon en 500 ml de agua aproximadamente. Llevar a ebullicidon agi-
tando y mantener la ebullicion durante 10 minutos: afadir 200 g de cloruro sodico (NaCl).

Solucion 0,025 M yodo (1)

Erienmeyer de 500 mi
Burcta

Pipetasde 1,2, 5y 50 mi

Procedimiento

Dioxido de azufre libre

En un erlenmeyer de 500 ml, echar:

— 50ml de vino

— 5 ml de engrudo de almidén (2.3.1.4)

— 30 mg de EDTA {(complexona 111} (23.1.1)
— 3mlide H,50,al 1/10 v/v (23.13)

Valorar inmmediatamente con yodo 0,025 M (2.3.1.5) hasta que la coloracion azul se man-
tenga claramente durante 10 a 15 segundos. Sea n ml el volumen de yodo utilizado.

Dioéxido de azufre combinado

Afadir 8 ml] de solucion 4 M de hidroxido sodico (2.3.1.2), agitar una sola vez y dejar 5
minutos en contacto. Verter de un golpe, y agitando enérgicamente el contenido de un
mmmﬁ@egmmmw&mmd 1710 v/v (2.3.1.3).

iatamente con yodo 0,025 M (2.3.1.5). Sea n” el volumen de yodo empleado.

Afiadir 20 mi de solucién 4 M de hidroxido sodico (2.3.1.2), dejar en contacto 5 minutos
después de haber agitado una sola vez. Diluir con 200 mi de agua lo mis fria posible.

Agitando enérgicamente, verter de un golpe 30 mi de acido sulfiirico al 1/10 (2.3.1.3) pre-

viamente colocados en una probeta. Valorar el didxido de azufre liberado con el yodo
0,025 M (2.3.1.5). Sea n” i volumen de yodo empleado.

Expresiée de los resultados

Cialculo

Diéxido de azefre libre en miligramos por litro: 32 n.

Didxido de azufre total en miligramos por fitro: 32 (a2 + n° + 7).

Observaciones :

I. En ¢l caso de los vinos tintos con bajo contenido en SO,, conviene utilizar yodo mis

diluido que 8,025 M, por cjemplo: 0,01 M. Sustituir ¢l cocficiente 32 por 12,8 en las
formulas anteriores.



3.10.90

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

127

32

[

En el caso de los vinos tintos, procede iluminar el vino por debajo con un haz de luz
amarilla obtenida con una lampara eléctrica ordinaria y una seiucién de comato de
potasio, o con una lampara de vapor de sodio. Es preciso situarse en una camara
oscura y observar la transparencia del vino. que se hara opaco cuando se produzca el
viraje del engrudo.

Cuando la cantidad de dioxido de azufre encontrada se aproxime o supere ¢l limite
fegal, es conveniente determinar el dioxido de azufre total por el método de referen-
cia

Cuando se conceda especial importancia a la determinacion del didxido de azufre, se
operara de la forrna convencional sobre una muestra que se haya mantenido durante
4 dias antes del analisis al resguardo del aire y a una temperatura de 20 °C; la deter-
minacion debera realizarse a esta misma temperatura.

Dado que el yodo oxida determinadas sustancias en medio acido, en determinaciones
muy precisas sera necesario evaluar la cantidad de yodo asi utilizado. Para ello, el
didxido de azufre libre debe combinarse con un exceso de etanal o de propanal, antes
de efectuar la valoracidn con yvodo. Afadir, a 50 ml de vino colocados en un erlen-
meyer de 300 mi, 5 ml de solucion de etanal (C:H,0) de 7 g1 o 5 ml de una solucion
de propanal (C:H,O) de 10 g/1.

Tapar v dejar reposar durante 30 minutos por lo menos. Aiadir 3 ml de acido sulfi-
rico al 1/10 (2.3.1.3) y yodo 0,025 M (2.3.1.5) en cantidad suficiente para que vire el
engrudo de almidén. Sea n™ el volumen de yodo empleado. Debe restarse de n (dio-
xido de azufre libre) yde n + n* + n” (dioxido de azufre total). n™ es generalmente
bajo: 0.2 a 0,3 mi de yodo 0,025 M. Si se ha afadido al vino acido ascorbico, n™ serd
mucho mas elevado y, sabiendo que 1 ml de yodo 0,025 M oxida 4,4 mg de acido
ascorbico, el valor de n™ permitira medir, por lo menos aproximadamente, la canti-
dad de dicho producto. Asi, con la medida de n™ se pueden detectar sin dificultad los
vinos a los que se les ha afiadido acido ascorbico en cantidad superior a2 20 mg/1 y
que no se ha transformado en productos de oxidacion.

DIOXIDO DE AZUFRE MOLECULAR
Fusdamento de método

El porcentaje de diéxido de azufre molecalar, H,S0;, en el didxido de azufre libre se cal-
cula en funcidon del pH. del grado alcoholico y de la temperatura.

Para una temperatura y grado alcohélico determinados:

H:SO,

H+ + HSO;

L %

[uso] - o

con

L:

Ayl

PKu = PKr = 7T

[ 1o, ] + [nso.- ]

-

AyB = coeficientes que varian con la temperatura y el grado alcohélico,

K+

K

= constante termodinamica de disociacion; el valor de pk; viene dado en la,
tabla 1 en funcion del grado alcohélico y de la temperatura,

= constante mixta de disociacion.

Tomando para Ia fuerza ibnica | el valor medio 0,038, en la tabla 2 se dan los valores de
pks en funcién de la temperatura y del grado alcohélico.

El coatenido en dioxido de azufre molecular caiculado a partir de Ia relacion (1) viene
dado en la tabla 3 en funcion del pH, de Is temperatura y del grado alcohélico.

Ciiculo
Conociendo ¢l pH del vino y su grado alcohélico, el porcentaje de didxido de azufre
molecular viene dado en la tabla 3 para Ia temperatura t °C:sea X %.
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Contenido en dioxido de azufre molecular en mg/1:
X-C
C = contenido en didéxido de azufre libre en mg/1.

TABLA 1
Valores de ia constante termodinimica pK;

A)c:;bol Temperatura (°C)
en volumen 20 25 30 35 40
0 1,798 2.000 2,219 2,334 2,493
5 1,897 2,098 2,299 2,397 2,527
10 1,997 2,198 | 2,394 2,488 2,606
15 2,099 2,30 2,503 2,607 2,728
20 2,203 2,406 2,628 2,754 2,895
TABLA2
Valores de Ia constante mixta pKy, (1 = 0,038)
Alcobol Temperatura (°C)
%
en volumen 20 25 30 35 40
0 1,723 1,925 2,143 2,257 2,416
5 1,819 2,020 2,220 2,317 2,446
10 1,916 2,116 2,311 2,405 2,522
15 2,014 2,216 2,417 2,520 2,640
20 2,114 2,317 2,538 2,663 2,803
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TABLA 3
Dioxido de azufre molecular en porceataje del dioxido de azufre libre (1 = 6,838)

T=20°C
Alcohol % en volumen
pH
0 5 10 15 20
2.8 7.73 9,46 11.55 14,07 17,09
29 6,24 7,66 9,40 11,51 14,07
30 5,02 6,18 7.61 936 11,51
3,1 403 4,98 6,14 7,58 9,36
3,2 3,2 3,99 4,94 6,12 7,58
33 2,58 3,20 3,98 4,92 6,12
34 2,06 2,56 3,18 3,95 492
35 1.64 2,04 2,54 3,16 395
3,6 1,31 1,63 2,03 2,53 3,16
3,7 1,04 1,30 1,62 2,02 2,53
3.8 0,83 1,03 1,29 1,61 2,02
T=25°C
2,8 11,47 1423 17,15 20,67 24,75
2,9 9,58 11,65 14,12 17,15 27N
30 7,76 9.48 11,55 14,12 17,18
3.1 6,27 7,68 9,40 11,55 14,15
32 5,04 6,20 7,61 9,40 11,58
33 405 4,99 6,14 7.61 9,42
34 324 4,00 4,94 6,14 7,63
35 2,60 3,20 3,97 494 6,16
3,6 2,067 2,56 3,18 3,97 4,55
3,7 1,65 2,05 2,54 3,18 3,98
3.8 1,32 1,63 2,03 2,54 3,18
T=30°C
2.8 18,05 20,83 24,49 29,28 35,36
2.9 14,89 17,28 20,48 24,75 30,29
30 12,20 14,23 16,98 20,71 25,66
31 9,94 11,65 13,98 17,18 21,52
3,2 8,06 9,48 11,44 14,15 17,88
33 6,51 7,68 9,30 11,58 14,75
34 5,24 6,20 - 7,53 942 12,08
35 421 4,99 6,08 7,63 9,84
3.6 3,37 4,00 4,89 6,16 7,98
3,7 2,69 3,21 3,92 4,95 6,44
38 2,16 2,56 3,14 3,98 5,19
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Dioxido de azufre molecular en porcentaje del dioxido de azufre libre (I = 8,838)

TABLA 3 {continuacion)

T=35°C
Alcohol % en volumen
pH
0 5 10 15 20
2.8 22,27 24,75 28,71 34,42 42,18
2.9 18,53 20,71 2424 29,42 36,69
3,0 15,31 17,18 20,26 24,88 31,52
3.1 12,55 14,15 16,79 20,83 26,77
3,2 10,24 11,58 13,82 17,28 22,51
33 8,31 942 11,30 14,23 18,74
34 6,71 7,63 9.19 11,65 15,49
35 5,44 6,16 7,44 9,48 12,71
3.6 4,34 4,95 6,00 7,68 10,36
37 3,48 3,98 4,88 6,20 8,41
3.8 2,78 3,18 3,87 4,99 6,80
T=406°C

2.8 2923 30,68 34,52 40,89 50,14
2,9 24,70 26,01 29,52 35,47 44 74
3,0 20,67 21,83 24,96 30,39 38,85
3,1 17,15 18,16 20,90 25,75 33,54
32 14,12 14,98 17,35 21,60 28,62
33 11,55 12,28 14,29 17,96 24,15
34 9,40 10,00 11,70 14,81 20,19
35 7,61 8,11 9,52 12,13 16,73
3,6 6,14 6,56 7,71 9.88 13,77
3,7 494 5,28 6,22 8,01 11,25
38 3,97 424 5,01 6,47 9,15
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26. SODIO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Método de referencia: Espectrofotometria de absorcion atémica

El sodio se determina directamente en el vino mediante espectrofotometria de absorcion
atomica, previa adicion de un tampon espectral de cloruro de cesio para evitar la ioniza-
ci6n del sodio.

Método usual: fotometria de llama

El sodie se determina directamente en el vino diluido al menos a 1/10 por fotometria de
{lama.

METODO DE REFERENCIA

Reactivos

Solucion de sodio de 1 g/1.

Utilizar una solucion estandar de sodio comercial de 1 g/1. Esta solucidon puede prepararse
disolviendo 2,542 g de cloruro sodico (NaCl) desecado, en agua destilada y ajustando el
volumen a 1 litro.

Conservar esta solucion en un frasco de polietileno.

Solucion de referencia:

Acido citrico (CHO-, H:O0) .. ... .. .. .. e 35¢g
Sacarosa {CH»Ou) - ol i.5g
Glicerol (C:HO3) .. ... ... .. ... .l 50¢g
Cloruro de calcio anhidro(CaCl) ....................... 56 mg
Cloruro de magnesic anhidro(MgCl) ... ... ... ......... 50 mg
Alcohol absoluto (C;HOH) ... ... ... ... ... .. 50 mg
AGUACSP ... 500 mli

Solucion de cloruro de cesio al 5 %% en cesio.

Disolver 6,33 g de cloruro de cesio (Cs CI) en 100 ml de agua destilada.

Aparstos
Espectrofotometro de absorcion atomica provisto de un mechero alimentado por aire y
acetileno

Lampara de catodo hueco de sodio.

Procedimiento -

Wdelam

Tomar 2,5 mi de vino, cchar en un matraz aforado de 50 ml, afiadir 1 ml de la solucién de .

cloraro de cesio (2.1.3) y enrasar con agua destilada.
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Calibrado

En una serie de matraces aforados de 100 ml introducir 5,0 ml de solucién de referencia,
echar 0; 2,5; 5;: 7,5 y 10 ml de la solucion de sodio de 1 g por litro (2.1.1) previamente
diluida a 1/100, afadir en todos los matraces 2 ml de la solucion de cloruro de cesio
(2.1.3) y enrasar hasta 100 ml con agua destilada.

Las soluciones patron preparadas tienen vn contenido de 0; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00 mg de

sodio por litro respectivamente y | g de cesio por litro. Estas soluciones deberan conser-
varse en frascos de polietileno.

Determinacion

Seleccionar la longitud de onda 589,0 nm. Regular el cero de la escala de absorbancias
con la solucion de calibrado que contiene 1 g de cesio por litro (2.3.2). Aspirar directa-
mente el vino diluido en el mechero del espectrofotometro, y seguidamente hacer lo

mismo con las soluciones patron (2.3.2). Leer las absorbancias. Efectuar las determinacio-
nes por duplicado.

Expresion de los resultados
Método de calculo

Trazar la curva de vaniacion de la absorbancia en funcion de la concentracion en sodio de
las soluciones patron.

Llevar a esta curva el valor medio de las absorbancias obtenidas de la muestra y determi-
nar la concentracion C de sodio en miligramos por litro.

La concentraciéon de sodio expresada en miligramos por litro de vino sin decimales sera:

20-C

Repetibilidad: r
r=1+ 0,024 x, mg/1

x; = concentracion de sodio en la muestra en mg/1

Reproductibilidad: R
R =25+ 095 x;, mg/i
x; = concentracién de sodio en la muestra ea mg/1.

METODO USUAL
Reactivos
Solucion patron de sodio de 20 mg por kitro.

Alcohol absoluto (C,H:OH) ................... ... RERRPS 10 ml

Acido citrico (CaH0, H:0) .. ... .. ... ... 700 mg
Sacarosa ({C,;H,0,) ... ... .. 300 mg
Ghicerol (C:HO:) .. ... .. 1000 mg
Tartrato acido de potasio (CHKOg) . ... ... ... ..... 4813 mg
Cloruro calcicoanhidro (CaCly) ........ .. ... .......... 10 mg
Cloraro de magnesio anhidro (Mg Cl) ..... ... ... ... ... 0 mg
Clormro sédicodesecado(NaCly ......................... 50,84 mg
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Soi. on de dilucion

Alcoholabsoluto t O, H.OH) ... o . ..ol 10 mi

Acido citrico (CsHsO5, Ho0) oo 700 mg
Sacarosa (CoHuOu) oo oo 300 mg
Ghicerol (GGH05) ... L. 1000 mg
Tartrato acido de potasio (C.H;KOg) ... ... ... ... ... 4813 mg
Cloruro célcicoanhidro (CaCl) ... ... ... . ..... . ...... 10 mg
Clorure de magnesio anhidro(MgChL) .................... 10 mg
ABUacsp ... ... ...t | .

Para preparar las soluciones 3.1.1 y 3.1.2, disolver el tartrato acido de potasio en unos
500 m! de agua destilada muy caliente, mezclar 1a solucion con los demas compuestos pre-
viamente disueltos en 400 ml de agua destilada y enrasar a 1 litro. Las soluciones se con-
servaran en frascos de polietileno, afiadiendo 2 gotr de isotiocianato de alilo.

Aparate

Fotometro de llama alimentado »¢ + . mezcla de aire y butano.

P dimi
Calibrado

En cinco matraces aforados de 100 ml, echar 5, 19, 15, 20 y 25 ml de la solucion de sodio
de 20 mg/1 (3.1.1) y completar hasta 100 ml con la solucion de dilucion (3.1.2). Se obten-
dran soluciones con un contenido de 1, 2, 3, 4 y 5 mg d= sodio por litro, respectivamente.

D

Efectuar las medidas a 589,0 am. Regular el 100% de transmisién con agua destilada.
Aspirar directamente en el mechero del foiometro las soluciones patrén (3.3.1), seguida-
mente hacer lo mismo con el vino diluido a 1/10 con agpa destilada y leer los porcentajes
de transmision. Si fuera necesario, diluir ¢l vino, ya diluido a 1/10, con la solucién de
dilucién (3.1.2).

Expresién de los resultades

Métode de cileulo

Frazar la curva de variaciones del porcentaje de transmision en funcion de 1a concentra-
cién de sodio de las soluciones patron. Llevar a esta curva la transmision correspondiente
a la muestra de vino diluido y determinar la concentracién C en sodio. La concentracion
en miligramos de sodio por litro sera:

C-F

F = factor de dilucion.

Repetibilidad: r
{cxcepto vinos dc Bcor)yr — 1,4 mg/1
vines de icor:r = 2,6 mg/1

Reproductibilidad: R
R =47 + 008 x, mg/1
x; = concentracion de sodio en la muestra en mg/1.
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27. POTASIO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS
Elpotasio se determina directamente en el vino diluido por espectrofotometria He absor-

cion atdOmica previa adicién de un tampon espectral de cloruro de cesio para evitar la ioni-
zacion del potasio, especialmente cuando se utifiza la Hama acetileno-aire.

El potasio se determina directamente en el vino diluido por fotometria de llama.

METODO DE REFERENCIA

Reactives

Solucion de potasio de 1 g1

Utilizar una solucién estandar de potasio comercial de | g/1. Esta solucién puede prepa-

rarse disolviendo 4,813 g de tartrato acide de potasio (C.H:KO,) en agua destilada y ajus-
tando el volumen a | litro.

Acido citrico (CH:O- H:O) ... ... ... ... 35g
Sacarosa (CooHnOn) - ooooooooo i 1.5g
Ghicerol (C;Hs05) ... i 50g
Clorarocélcicoanhidro(CaClL)y ... ... ... .. ... ... ... 50 mg
Clororo de magnesioanhidroMg CLy ... . .. .. ... .. 50 mg
Alcobol absolwto (C:HOHy ... ... ... ... ... ... 50 mi
ABBRCSP . .. iiiiiiceieaas 500 mi

Sobucion de cloruro de cesio al 5 %8 en cexio
Disolver 6,330 g de clorere de cesio (Cs Cl) en 100 mi de agua destilada.

g!l‘"“l l‘.
acetileno:

Procedimients
Preparacion de la muestra
Toman 2.5 wl dc vimo (pecviamcnte diluado al 1/10), cchxilos cn us mataz aforado dc

S0 mi, afiadir 1 ml de Ia solucidn de cloraro de cesio (2.1.3) y enrasar con agna destilada
hasta b marca ded aforo.

Calibwad

En waa serie de wsatraces aforados de 100 md introduc 5 mil de solecion referencis (2.1.2),
echar 0: 2.0: 48 6.0 y §.0 mi de Ia sobaciée de patasio de 1 g por litro (2.1.1) previamente
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diluida al 1/10, afiadir en todos los matraces 2 ml de Ia solucién de clorure de cesio (2.1.3)
¥ ajustar el volumen a 100 mi con agua destilada. Las soluciones pawrdn preparadas tienen
un contenido de potasio de 0; 2; 4; 6 ¥ § mg por litro respectivamente ¥ 1 g de cesio por
litro. Estas soluciones deberan conservarse en frascos de polietileno.

233 Determinacion
Seleccionar ka longitud de onda 7699 nm. Regular el cero de la escala de absorbandcia con
Ia sofuciéa referencia que contiene 1 g de cesio por litro (2.32). Aspirar directamente el
vino dilmdo (2.3.1) en el mechero del espectrofotometro, ¥ seguidamente hacer lo mismo
con las soluciones patron (23.2); tomar las absorbancias. Efectuar las determinaciones
por duplicado.
24 Expresién de los resuitades
241 Meétodo de sbtc..i
Trazar 'z cuva s &7 .0 de la absorbancia en funcién de la concentracion en potasio
Irs-eiugicas poson. Livvar a esta curva ef valor medio de las absorbancias correspon-
izln!::s;trz 2o zo diluido ¥ determinar la concentracién C de potasio en mili-
5 gmEr B0
sizaxs . de potasio, expresada en miligramos por litro de vino, sera:
F = factor de difucion (aqui, 200).
2 Repetibifidad: r
r=35mg/L
243 rzprodctibifidad- R
R = 66 mg/lL
244 Otras expresiones de los resultaodes
— ¢n mileqguivalenmies por itro: G256 - F- C
—_ mm%&muﬂmwh«:
4813-F-C
3L Renctives
S Solciin de referencia de 166 mg de potasio por btro
Alcobolabsolmto (C:HOHY ... ... ... . ... ... ... 10 mi
Acido citrico(C.HO H0) ... ... ... 7O mg
Sacawosa(CoH-O) ... ...l 300 mg
Ghcerod(C:HO) ... ... . ... e 1000 mg
CloomodesodiofMaCh ... . .. ... .. ... .. ... 508 my
Closwo cilcicoaaddro (CaCly ... .. ... ... _ ... 19 mg
Clorwo de magnesio sahidvo (Mg CL) ... .. ......._.. 10 mg
Tareato hcido de potasio desccado (CHXOS ... .. .. 4813 mg
AGRECHP .. ..ioiviinnniiicibuiivnn Sk awd n b 1000 mi

,Md““&muws&ﬂ&mmm

calbense. meaciar I solwcitn con Tos dewmi dlementios previamente disnelios en 400 ml de
agns destiindn ¥ cnteinr 3 | heo.
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Solucion de dilucion

Alcobol absoluto (C;H.OHY .. ... ... ... ... . . ... _ . 10 mi
Acdido citrico (C,H,0-, H.O) .. .. ... e 700 mg
Sacarosa{C.-H-Oy) ... ... ... ... ... ... .. .. 300 mg
Glhicerol (C:HOs) ... ... ... ... ... ... .. 1000 mg
Clorurodesodio(NaCh _.......................... . ___. 50.8 mg
Cloruro cilcico anhidro (CaCl) ... ............_ ... . .. 10 mg
Cloruro de magnesio anhidro (Mg CL.) ... .. ... . ... . .. 10 mg
Acido tartarico (C.HO) ... ... ..............__ .. ... 383 mg
AEBACSp ... ... ... ... ... ... 1000 mi

Las soluciones se conservarin en frascos de polietileno, anadiendo 2 gotas de isotiocia-
nato de alilo.

Mssesial
Fotometro de Hama alimentado por una mezcla de aire y butano.

Procedimiente
Calibrado

En cuatro matraces aforados de 100 mi, echar 25, 50, 75 y 100 mi de 1a solucion de referen-
ca (3.1.1) y completar hasta 100 mi con la solucioa de dilucidn (3.1.2). Se obtendran sohs-
ciones con un coatenido de 25, 50, 75 y 100 mg por litro de potasio, respectivamente.

D L

Efectuar as medidas 2 766 ar Regular el 100% de transmision con agua destilada. Aspi-
rar divectamente ¢u ¢f mechero dei fotometro las solaciones patron (3.3.1), scguidamente
hacer lo mismo coa ¢f vino diluido al 1/10 con agaa destilada y tomar los porcentajes de
transmision. Si fuera nccesario, diluir de nuevo ¢f vino ya diluido a 1710, con Ea solucién
de dilucion (3.1.2)

Expresiie de los resaltades

Mésode de cilouk

Frazae Ia curva de variacion de los porcentajes de transmision en funcion de fa concentra-
€idn em potasio de kas solaciones patron. Lievar a esta curva la transmisién obtenida con
Ia mmestea de vino diluido v determinar Ia concentracida C en potasio.

La coucentracion co miligramos de potasio por fitro serd:

C-F

F = facsor de dilocion..
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344 Otras expresiones de los resultades:
— en miliequivalentes por litro: 90,0256 - F - C
— en tartrato icido de potasio en miligramos por hitro: 4813 - F - C.
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28. MAGNESIO

FUNDAMENTO

El magnesio se determina directamente en el vino, convenientemente diluido, por espec-
trofotometria de absorcidn atémica.

REACTIVOS
Mmmammnmtnﬁoklgmlm.
Utilizar una solucién estandar de magnesio comercial.

Dicha solucion podra prepararse disolviendo 8,3646 g de cloruro de magnesio (MgCl,,
6 H,O) en agua destilada y enrasando el volumen a 1 litro.

Solucion patrén diluida de magnesio, con un contenido de 5 mg por litro.

Nota: Conservar las scluciones patron de magnesio en frascos de polietileno.

MATERIAL

Espectrofotometro de absorcion atémica equipado con un mechero alimentado por aire y
acetileno.

Lampara de catodo hueco de magnesio.

PROCEDIMIENTO

Preparacién de Ia muesira
Diluir e vino a 1/100 con agua destilada.

Cailibrado

En una seric de matraces aforados de 100 ml, echar 5, 10, 15 y 20 ml de 1a solucion 2.2 y
earasar a 100 ml con agua destilada. 1as soluciones preparadas tienen un contenido de
magnesio de 0,25, 6,50, 0,75 vy | mg por litro respectivamente. Estas soluciones se conser-

D ——
Secleccionar la longitud de onda 285 nm.

Reguiar ¢ cero de 1a escala de absorbancias con agua destilada. Aspirar directamente ¢l
vino diluido ca ¢l mechero del espectrofotémetro, hacerlo 2 continuacion con las solucio-
nes patron preparadas en 42, :

Leer las absorbancias; cfectuar las determinaciones por daplicado.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Métede de cilcule

kam&m&ﬁ&&h&aﬁa&mm&hmﬂéﬂmm
sio de las soluciones patron.

&mammdwm&bmmasmhmdem

] ﬁsymhmﬂucgw
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La concentracién en magnesio, expresada en miligramos por litro de vino sin decimales,

sera:
100 - C

52 Repetibilidad: r
r = 3mg/lL

53. Reproductibilidad : R

R = 8mg/l
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29. CALCIO

FUNDAMENTO

El calcio se determina directamente en el vino, convenientemente dituido, por espectrofo-
tometria de absorcion atomica, previa adicion de un tampon espectral.

REACTIVOS

Solucion patroa de calcio con an coatenido de 1 g por litro.

Utilizar una solucion estandar de calcio comercial.

Dicha solucion podra prepararse disolviendo 2,5 g de carbonato de calcio (Ca CO;) en la

cantidad suficiente de HCI a 1/10 (v/v) para obtener su disolucion y enrasando el volu-
men a | litro con agua destilada.

Solucién patron diluida de calcio cos un contenido de 50 mg por litro.

Nota: Conservar las soluciones patron de calcio en frascos de polietileno.

Solucion de cloruro de lantano de 50 g/1 en lantano.

Disolver 13,369 g de cloruro de lantano (La Cl;, 7 H;0) en agua destilada; afiadir | m! de
HCL diluido 1/10 (v/v) y enrasar a 100 ml.

MATERIAL

Espectrofotometro de absorcion atomica equipado con un mechero alimentado por aire y
acetileno.

Lampara de ciatodo hueco de calcio.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de 1a muestra

En un matraz aforado de 20 ml, echar I ml de vino, 2 ml de solucién 2.3 y enrasar con
agua destilada. El vino diluido a 1/20 contiene 5 g de lantano por litro.

Nota: En el caso de vinos dulces, Ia concentracién de 5 g de lantano por litro sera sufi-
ciente, siempre que la dilucion lleve el contenido en azicares a menos de 2,5 g por litro.
Para concentraciones en aziicares superiores, sera necesario aumentar a 10 g por litro el
contenido en lantano.

Calibrado

En cinco matraces aforados de 100 ml, echar 0, 5, 10, 15 y 20 ml de la solucién 2.2, afiadir
en todos los matraces 10 ml de Ia solucion 2.3 y enrasar a 100 m! con agua destilada. Las
soluciones patrén preparadas ticnen un contenido de caicio de 0, 2,5, 5, 7,5 y 10 mg por
litro respectivamente y 5 g de lantano por litro. Estas soluciones se conservaran en frascos

de polietileno.

D inncié

Seleccionar la longitud de onda 4227 am. Regular el cero de la escala de absorbancias
con Ia solucién que contiene 5 g de lantano por litro (4.2). Aspirar directamente el vino
diluido en ¢l mechero del espectrofotometro, seguidamente hacer lo mismo con las solu-
cionies patron preparadas en 4.2. Leer las absorbancias. Efectuar las determinaciones por
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Meétodo de cilculo

Trazar la curva de variacion de la absorbancia en funcidén de la concentracion en calcio de
las soluciones patron.

Llevar a esta curva el valor medio de las absorbancias obtenidas con la muestra de vino
diluido y determinar la concentracion C en calcio. La concentracién en calcio, expresada
en miligramos por litro de vino sin decimales, sera:

2-C

Repetibilidad: r
contenido < 60 mg/l:r = 2,7 mg/1
contenido > 60mg/l:r = 4 mg/l.

Reproductibilidad: R
R=0114x, - 05

X, = concentracion en mg/! de la muestra.
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30. HIERRO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS
Método de referencia

El hierro se determina directamente por espectrofotometria de absorcion atémica, previa
dilucion del vino y eliminacion del alcohol.

Método usual
Después de 12 mineralizacion del vino con perhidrol, el hierro que se encuentra en forma

de hierro I11 se reduce al estado de hierro II y se determina por la coloracion roja que se
produce con la ortofenantrolina.

METODO DE REFERENCIA

Reactivos

Solucién patron concentrada de hierro 111, de | g/1.

Uhtilizar una solucion estandar comercial. Esta solucion puede prepararse disolviendo
8,6341 g de sulfato de hierro 11 [FeNH(SO,); - 12H,;0] y de amonio en agua destilada

ligeramente acidificada con acido clorhidrico M y enrasando ¢l volumen a 1 litro.

Solucion patrén diluida de hierro, de 100 miligramos por litro.

Material
Rotavapor con bafio de agua termostatado.

Espectrofotometro de absorcién atomica equipado con un mechero alimentado con aire y
acetileno.

Lampara de catodo hueco de hierro.

Procedimient
Preparacién de la muestra

Eliminar el alcohol del vino mediante concentracion del volumen de la muestra a su
mitad en un rotavapor (50-60 ° C). Completarlo a su volumen inicial con agua destilada.

Si fuera necesario, efectuar una dilucion previa a la determinacion.

Calibrado

En una serie de matraces aforados de 100 ml, echar 1, 2, 3, 4 y 5 ml de la solucion de
hierro de 100 miligramos por litro (2.1.2) y completar hasta 100 ml con agua destilada. Las
soluciones preparadas tendrin un contenido de hierro de 1, 2, 3, 4 y 5 mg por litro.

Estas soluciones se conservaran en frascos de polietileno.

D

=

Seleccionar 1a longitud de onda 2483 nm. Regular el cero de la escala de absorbancias
con agua destilada. Aspirar directamente la muestra diluida en el mechero del espectrofo-
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33.
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tometro, seguidamente hacer lo mismo con las soluciones patron preparadas en 2.3.2. Leer
las absorbancias. Efectuar las determinaciones por duplicado.

Expresion de los resultados

Meétodo de cadlculo

Trazar la curva de variacion de la absorbancia en funcion de la concentracion de hierro de
las soluciones patron. Llevar a esta curva el valor medio de la absorbancia obtenida con la

muestra de vino diluido y determinar la concentracion en hierro C.

La concentracion en hierro. expresada en miligramos por litro de vino con | decimal, sera:
C-F

F = factor de dilucion.

METODO USUAL

Reactivos

Solucién de peréxido de hidrogeno (H,0,) al 30 % (m/v) exenta de hierro.

Solucidn de acido clorhidrico exento de hierro, 1 M.

Hidroxido de amonio (px = 0,92 g/ml).

Piedra pémez tratada con acido clorhidrico a 1/2 hirviendo y lavada con agua destilada.
Solucién de hidroquinona (CsHg0;) al 2,5 %, acidificada con |1 ml de acido sulfiirico puro
(p» = 1,84 g/ml) para 100 mi de solucion. Esta solucion se conservara en un frasco topa-

cio en nevera y se sustituira en cuanto aparezca el mas minimo tono marrén.

Solucién de sulfito de sodio (Na;SO;) al 20 % preparada a partir de sulfito neutro y anhi-
dro.

Solucion de ortofenantrolina (C;.HgN, - H,0) al 0,5 % en alcohol de 96 % vol.

Solucion de acetato de amonio (CH; COONH,) al 20 % (m/v).

Solucion de hierro HI de 1 g de hierro por litro. Utilizar una solucion estandar comercial.
Esta solucion puede prepararse disolviendo 8,6341 g de sulfato de hierro y de amonio
[NHFe(SO,);]. 12 H,O en 100 ml de solucion 1 M de acidoe clorhidrico (3.1.2) y enrasando

el volumen a 1 litro con la solucién 1 M de acido clorhidrico (3.1.2).

Solucién patron de hierro diluida, de 100 miligramos por litro.

Material
Matraz Kjeldahl de 100 ml.

Espectrofotémetro que permita efectuar medidas a una longitud de onda de 508 nm.

Procedimiest
Mineralizacion

Vino cuyo contenido en azicares sea inferiora 50 g/1:

Introducir en un matraz de Kjeldahl 25 ml de vino, 10 ml de solucién de perdxido de

hidrogeno (3.1.1) y algonos granos de piedra pomez (3.1.4). Concentrar el liquido hasta un
volumende 2a 3 ml.



Diario Oficial de las Comunidades Europeas

3.10.90

33.1.2.

33121

33.1.2.2

332

333.

334.

34.

34.1.

Una vez frio, aiiadir al residuo obtenido, sin mojar las paredes del matraz, hidroxido de
amonio (3.1.3) en la cantidad necesaria para alcalinizar el medio y precipitar los hidroxi-
dos.

Después de que se enfrie, aitadir al liquido alcalino la solucion 1 M de acido clorhidrico
(3.1.2) en la cantidad necesaria para disolver el precipitado de los hidroxidos y transvasar
la solucion obtenida a un matraz aforado de 100 mi. Después de lavar el matraz de Kjel-
daht con la solucién M de acido clorhidrico (3.1.2), enrasar el volumen a 100 ml con la
misma solucion.

Mostos y vinos cuyo contenido en azlicares sea superiora 50 g/1:

Contenido en aziicares comprendido entre 50 y 200 g/1:

la muestra de 25 ml de mosto o de vino se tratara con 20 ml de solucion de peroxido de
hidrogeno (3.1.1).

Continuar como se describe en (3.3.1.1).

Contenido en aziicares superior a 200 g/1:

las muestras de mosto o de vino deberan diluirse previamente a 1/2 o incluso a 1/4 y tra-
tarse como se indica en el procedimiento 3.3.1.2.1.

Ensayo zn blanco

Efectuar un ensayo en blanco con agua destilada empleando el mismo volumen de solu-
cion de peréxido de hidrogeno (3.1.1) que el uiilizado para la mineralizacion y siguiendo
el protocolo experimental descrito en 3.3.1.1.

Determinacion

Tomar 20 ml de la solucién clorhidrica del producto de mineralizacion de la muestra
(3.3.11) y 20 ml de la solucion clorhidrica «ensayo en blanco» (3.3.2) e introducirlos en dos
matraces aforados de 50 ml. Afadir en cada matraz 2 ml de la solucién de hidroquinona
(3.L.5), 2 ml de la sclucion de sulfito (3.1.6) y 1 ml de la solucién de ortofenantrolina
(3-1.7). Dejar reposar durante 1S minutos para favorecer la reduccion de Fe III en Fe IL.
Aitadir 10 ml de la solucion de acetato de amonio (3.1.8), completar el volumen hasta
50ml con agua destilada y agitar los dos matraces aforados. Medir la absorbancia a
508 nm de la solucion que va a determinarse regulando el cero de la escala de absorban-
cias con la solucion procedente del ensayo en blanco.

Calibrado

En cuatro matraces aforados de 50 ml, echar 0,5, 1, 1,5 y 2 ml de Ia solucion de 100 mg de
hierro por litro (3.1.15) y 20 mi de agua destilada; continuar como se indica en et procedi-
miento 3.3.3 y medir la absorbancia de cada una de las soluciones patron preparadas, que
corresponden, respectivamente, a 50, 100, 150 y 200 microgramos de hierro en la muestra.

Expresion de los resultados
Meétodo de cilculo

Trazar la curva de las variaciones de la absorbancia en funcion de la concentraciéon en
hierro de las soluciones patron. Leer la absorbancia obtenida con la solucién problema y
determinar la concentracién en hierro C contenida en la muestra de 20 ml de solucién clo-
rhidrica de mineralizacién, es decir en 5 ml de la muestra que va a analizarse.

La concentracidn de hierro, expresada en miligramos por litro de vino, con 1 decimal,
sera:

200-C

Si el vino (o el mosto) ha sido diluido, Ia concentracion de hierro expresada en miligramos
por litro de vino, con | decimal, sera:

200.-C-F
F = factor de dilucién.
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31. COBRE

FUNDAMENTO DEL METODO

Empleo de la espectrofotometria de absorcion atomica.

MATERIAL

Capsula de platino.

Espectrofotémetro de absorcion atémica.
Lampara de catodo hueco de cobre.

Gas de alimentacion: aire, acetileno y/o protoxido de nitrogeno.

REACTIVOS
Cobre metalico.
Acido nitrico conceatrado al 65 % (HNO;, px = 1,38 g/ml).

Acido nitrico diluido al 1/2 (v/v).

Solucion de cobre de 1 g/1
Utilizar una solucion estandar de cobre comercial.

Esta solucién podra prepararse pesando ! 000 g de cobre metalico y transfiriendo cuanti-
tativamente en un matraz aforado de 1 000 ml. Anadir acido nitrico diluido a 1/2 (3.3) en
cantidad estrictamente suficiente para disolver el metal, afiadir 10 ml de acido nitrico con-
centrado (3.2) y enrasar con agua bidestilada.

Solucién de cobre de 100 mg/1.

Tomar 10 ml de la solucién 3.4 e introducirlos en un matraz aforado de 100 ml, comple-
tando el volumen con agua bidestilada.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de la muestra y determinacion del cobre

En caso necesario, preparar una dilucior adecuada con agua bidestilada.

Calibrado

Tomar 0,5, 1, 2 ml de Ia solucién 3.5 (100 mg de cobre por litro) ¢ introducirios en matra-
ces aforados de 100 ml completando el volumen con agua bidestilada; las soluciones
obtenidas contendrin respectivamente 0,5, 1, 2 mg/1 de cobre. Con los valores de absor-
bancias de estas soluciones, medidas como se especifica en 4.1, trazar Ia curva de caii-
brado.

Desificacié

Seleccionar ia longitad de onda 324.8 nm. Ajustar a cero la escala de las absorbancias con
el agua bidestilada. Aspirar dircctamente la muestra diluida en ¢l mechero del espectrofo-
tometro, despraés sucesivamente las solaciones patron preparadas en 4.2. Hallar las absor-
bancias. Efectuar ias determinaciones por duplicado.
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Modo de calcule

Construir la curva de variacion de la absorbancia en funcién de 1a concentracion en hierro
de las soluciones patrén.

Trasladar a la curva patron la absorbancia leida para la muestra de vino diluido y hallar la
concentracion C en mg/1.

Si F es el factor de dilucion el contenido de cobre del vino seri en miligramos por litro:
F . Cy se dara con 2 decimales.

Observaciones:

a)

b)

Las soluciones para establecer a curva patron y las diluciones de la muestra deben
elegirse en funcion de la sensibilidad del aparato utilizado y de la concentracidn del
cobre presente en la muestra.

Cuando en la muestra hay concentraciones muy bajas de cobre, el procedimiento es
el siguiente: echar 100 ml de muestra en una capsula de platino, evaporar en un baino
de agua a 100 °C hasta que adquiera una consistencia de jarabe, afiadir, gota a gota,
2,5 ml de icido nitrico concentrado (3.2) intentando cubrir todo el fondo de la cap-
sula. Incinerar con precaucion el residuo en una placa calentadora eléctrica o sobre
una pequeiia llama; introducir a continuacion la capsula en un horno de mufla regu-
lado a 500 °C * 25 °C, manteniéndola una hora aproximadamente. Cuando se haya
enfriado, humedecer las cenizas con | m} de acido nitrico concentrado (3.2), trituran-
dolas con una pequena varilla de vidrio, evaporar e incinerar de nuevo como en el
caso anterior. Meter otra vez la capsula en el horno durante 15 minutos: repetir tres
veces, como minimo, este tratamiento con acido nitrico concentrado. Solubilizar las
cenizas aftadiendo en la capsula 1 ml de acido nitrico concentrado (3.2) y 2 ml de
agua bidestilada; pasar a un matraz aforado de 10 ml. Lavar la capsula tres veces con
2 ml de agua bidestilada cada vez y enrasar con agua bidestilada.
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32. CADMIO

PRINCIPIO DEL METODO

El cadmio se dosifica directamente en el vino por espectrofotometria de absorcion ato-
mica sin Hama.

MATERIAL

Todo el vidrio debe ser lavado antes de su uso con acido nitrico concentrado caliente (70
a 80 °C) y enjuagado con agua bidestilada.

Espectrofotometro de absorcion atomica equipado con hormo de grafito, comrector de
ruido de fondo y de un registrador multipotenciométrico. ’

Lampara de catodo hueco de cadmio.

Micropipetas de 5 ul provistas de puntas desechables especiales para medidas de absor-
cién atomica.

REACTIVOS

El agua utilizada debe ser agua bidestilada en un aparato de vidrio borosilicatado o agua
de pureza equivalente. Todos los reactivos deben ser de pureza analitica reconocida y, en
particular, estar exentos de cadmio.

Acido fosférico del 85 % (p = 1,71 g/ml).

Solucion de acido fosforico obtenido por dilucion de 8 mi de acido fosforico a 100 mi con
agua.

Solucion 0,02 M de la sal disédica del acido etilendiaminotetracéticc (EDTA).

Solucién tampén de pH 9 obtenido disolviendo en un matraz aforado de 100 ml 54 g de
cloruro amoénico en algunos mililitros de agua, se ahade 35 ml de solucion de hidroxido
aménico (py = 0,92 g/ml) diluido a 25 % (v/v) y se enrasa con agua.

Negro de eriocromo T: dilucién solida al 1 % (m/m) en cloruro sodico.

Salfate de cadmio (3C4SO,, 8H,0).

La pureza del suifato de cadmio debe ser comprobada segin el siguiente procedimiento:
Pesar exactamente 102,6 mg de sulfato de cadmio, arrastrar con agua cuantitativamente a
un vaso de precipitado, agitar hasta que se produzca la disolucion, afiadir 5 ml de la solu-
cion tampoén de pH 9, 20 mg, aproximadamente, de negro de eriocromo T. Valorar con la
solucion de EDTA, hasta que se produzca el virage del indicador al azul.

El volumen de EDTA anadido debe ser igual a 20 ml. St el volumen difiere poco, corregir
adecuadamente la pesada de sulfato de cadmio utilizada para la preparaci6n de la solu-

Selucion de referencia de 1 g por litro de cadmio.
disolviendo 2,2820 g de sulfato de cadmio en agua y enrasando a 1 litro con agua desti-

PROCEDIMIENTO

Preparacion de ks muestra
Diluir el vino a 1/2 (v/v) con 1a solucién de icido fosforico.
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Preparacion de las soluciones de Iz curva de calibrade.

A partir de la solucion de referencia de cadmio, preparar por diluciones sucesivas solucio-
nes de 2,5-5-10-15 microgrames por litro de cadmio.

P N
Programa del horno (se propone a titulo indicativo}
Secado a 100 °C durante 30 segundos.

Mineralizacion a 900 °C durante 20 segundos.
Atomizacion a 2 250 °C de 2 a 3 segundos.

Flujo de nitrogeno {gas de transporte): 6 litros por minuto.

Nota: Al final de la operacion, subir la temperatura hasta 2 700 °C, para purgar el horno.

Medida en absorcion atomica.

Seleccionar 1a longitud de onda a 228.8 nm. Ajustar el cero de la escala de absorbancia
con agua bidestilada. Inyectar en el horno, mediante una micropipeta, tres veces 5 ul cada
una de las soluciones de la escala de patrones y de la solucion de muestra que se va a
analizar. Registrar las absorbancias medidas. Calcular el valor medio de la absorbancia a
partir de los resuliados relativos de las tres inyecciones.

EXPRESION DE RESULTADOS
Cilcalo

Representar la carva de las absorbancias en funcion de las concentraciones de cadmio de
las soluciones de 1a escala de patrones. La curva es lineal. Llevar el valor medio de la
absorbancia de 12 muestra a anafizar sobre Ia recta de calibrado, obteniendo Ia concentra-
cion C de cadmio. La concentracion en cadmio expresada en microgramos por litro del
vino es igual a-

2C
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33. PLATA

FUNDAMENTO DEL METODO

Empieo de 12 espectrofotometria de absorcion atomica, previa mincralizacion de la mues-
i W

MATERIAL
Capsuiz de platino.

Baiio de agua 2 una temperatura de 100 °C.
Horno regulado de 500 a 525 °C.
Espectrofotometro de absorcion atomica.
Lampara de citodo hucco de plata.

Gas de alimentacién: aire, acetileno.

REACTIVOS
Nitrato de plata (AgNO:).
Acido nitrico conceatrado al 65 % (HNO,), p» = 1,38 g/ml).

Acido pitrico dilnido al 1/10(v/v)

Solucion de plata de | g/1.
vicado 1,575 g de nitrato de plata en Scido nitsico dilmido y esrasando kasta 1 000 mi con
acado aitrico dilwido (3.3).

Selucion de plats de M mg/l
Se diluyen 10 ml de Ia solucion 3.4 hasta 1 000 sl com icido witrico dilwido (3.3).

Prepucaciis de ks anestes

Echir 20 i de sasesics en sna cipssla de platino y cvaporar a sequedad en ws balio de
agna ex chullicidn. laciacrar Rasta que 3¢ conviertas o cenizas blsacas ou nn horso cléc-
trice de SO0 2 525 *C. Recoger las cosizas com 1 mil de icido sisico concemtrado (3.2,
cvaporar cx un bailo de agua 2 100 *C, volver 2 aiiadiv 1 mal de Scido silsics 3.7) y cvapo-
rax. Adcadie S mil de Scido sisvico dilwido (3.3) y calentar Ngeramente hasts disolecida.

G -,‘,"i? ‘
sﬁ-:z,ggs, 10y 20 mil de soleciin {1.5) de 10 mg por lste de phats en wna sevic de

matraces afexsdos de 108 mi ¥ cusanan con of icide sitsico dileido (3.33. Estas scluciencs
m&ﬁ:ﬁ‘:ﬁ’;‘ﬂ; 15y 28 mg/1 de pluna.

cow ol iciidie nivics dilvids 3.3). Aapicar disvctamente of Squids checaido segha 41 en of
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mechero del espectrofotometro v seguidamente las soluciones patron. Anotar las absor-
bancias. Efectuar las determinaciones por duplicado.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Método de cilcnlo

Trazar la curva de vaniacion de la absorbancia en funcion de la concentracién en plata de
las soluciones patron.

Lievar la absorbancia leida para la solucion obtenida segiin 4.1 sobre 1a curva de calibrado
¥ obtener la concentracion Cen mg/1.

El contenido de plata en el vino, expresado en mg/1 es: 0,25 °C; este dato se da con 2
decimales.

Nota: Las soluciones de referencia para obtener la curva de calibrado, 1a cantidad de
muestra tomada y ¢l volumen final de liquido. pueden modificarse en funcién de la sensi-
bilidad del aparato utilizado.
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34. CINC

FUNDAMENTO

El cinc se determina directamente en el vino desalcoholizado por espectrofotometria de
absorcion atomica.

REACTIVOS

El agua utilizada debe ser agua bidestilada en un aparato de vidrio borosilicatado o agua
de pureza equivalente.

Solucion patron de cinc de 1 g por litro.

Utilizar una solucion estandar de cinc comercial. Esta solucién puede prepararse disol-
viendo 43975 g de sulfato de cinc (Zn SO,, 7H.O) en agua y enrasando el volumen a
1 hiro. y

Solucion patron diluida de cinc de 100 miligramos por litro.

MATERIAL
Rotavapor con termostato.

Espectrofotometro de absorcion atdmica equipado conr un mechero alimentado con aire y
acetileno.

Lampara de catodo hueco de cinc.

PROCEDIMIENTO

Preparaciéa de s mmestra

Fhminar el alcobol del vino mediante concentracidn al 2 de 100 ml de vino en un rotava-
por {temperatura: 50 a 60 °C). Completar hasta el volumen inicial de 100 ml con agua

Calirade

En cuatro matraces aforados de 100 ml, echar 0.5; 1: 1,5 y 2 ml de 1a solucion de cinc de
100 mg/ (2.2) y enrasar a la marca de aforo con agua bidestilada. Las soluciones patron
corresponden respectivamente 2 0.5; 1; 1.5 y 2 mg de cinc por fitro.

D P

Scieccionar Ia longitud de onda 2139 nm. Regnlar el cero de 12 escala de absorbancias
con agna bidestilada. Aspirar directamente el vino en ¢ mechero del espectrofotometro,
segnidamente hacer lo mismo con las soluciones patron. Tomar las absorbancias. Efectnar
las determinaciones por dupficado.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Métads de cilcale
Trazar Ia curva de vaziacion de Ia absorbancia en fancidn de la concentracion de cinc de

las solisciones patron. Trasladar ¢l valor medio de las absorbancias obtenidas con el vino y
determinar Ia concentracion de cinc en miligramos por fitro de vino, con | decimal.
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35. PLOMO

PRINCIPIO DEL METODO

El plomo es medido directamente del vino por espectrofotometria de absorcion atomica
sin Hama.

MATERIAL

Todo el material de vidrio se lavara con acido nitrico concentrado caliente (70 2 80 °C) y
aclarado con agua destilada.

Espectrofotometria de absorcion atomica equipado con horno de grafito, corrector de
absorcién no especifica y registrador multipotenciométrico.

Lampara de plomo de catodo hueco.

Micropipeta de S pl provista de puntas desechables para medidas de absorcion atomica.

REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de pureza analitica reconocida y en particular estar exentos
de plomo. El agua utilizada debe ser agua bidestilada en un aparato de vidrio borosilica-
tado o agua de pureza equivalente.

Acido fosforico 85 % (px = 1,71 g/ml).

Solucion de acido fosforico obtenida por dilucion de 8 ml de acido enrasados a 100 mi
con agua destilada.

Acido nitrico (px = 1,38 g/mi).
Solucién de plomo a | g por litro.
Utilizar una solucion estandar comercial. Esta solucion puede obtenerse por disolucion de

1 600 g de nitrato de plomo I, PB{NO,), en acido nitrico diluido al 1 % v/v y enrasar a
1 litro. Conservar la solucion en matraz de vidrio borosilicatado con tapon esmerilado.

PROCEDIMIENTO

Preparacién de 1a muestra

Dilutr el vino a ¥ o % con la solucion de acido fosforico segiin 1a concentracién esperada
de plemo.

Preparaciéa de Ias soluciones de 2 escala de patromes.

A partir de Ia solucion de referencia de plomo, preparar por diluciones sucesivas con agua
destilada lIas soluciones patron que contengan respectivamente 25, 50, 100 y 150 ug de
plomo por litro.

D —
Programa del horno (propaesto a titulo indicativo).
Secado a 100 °C durante 30 segundos.
Mincralizacion a2 900 °C durante 20 segundos.
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Atomizacton a 2 250 °C de 2 a 3 segundos.
Flujo del nitrogeno (gas de transporte) $ litros por minuto.

Nota: Al final de la operacion elevar ia temperatura a 2 700 °C para purgar el horno.

432 Medidas

Seleccionar la longitud de onda a 217 nm. Regular el cero de la escala de absorbancias
con agua bidestilada. Inyectar en ¢l horno ya programado, con la ayuda de una micropi-
peta, tres veces 5 ul de cada una de las soluciones de la escala de patrones y de la solucién
de la muestra a analizar. Registrar las medidas de absorbancia. Calcular el valor medio de
la absorbancia a partir de los resultados de las tres inyecciones.

5. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

5.1. Calculo

Representar la curva de los valores de absorbancia en funcion de las concentraciones de
plomo de las soluciones de la escala de patrones. La variacion es lineal. Lievar el valor
medio de la absorbancia de la muestra a analizar sobre la recta de calibrado, sacar la con-
centracion C en plomo de la muestra. La concentracion en plomo expresada en microgra-
mos por litro de vino es igual a:

CxF

F = factor de dilucion.
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36. FLUORUROS

FUNDAMENTO DEL METODO

El contenido en fluoruros del vino, con adicion de una solucion tampon, se determina con
ayuda de un electrodo especifico con membrana solida. El potencial medido es proporcio-
nal al logaritmo de la actividad de los iones fluoruro en el medio estudiado segin la rela-
cién:

E = E,xSlogar

E = potencial del electrodo i6nico especifico medido con relacidon al electrodo de
referencia en el medio estudiado.

E, = potencial patron de ia célula de medida.

S = pendiente del electrodo i6nico especifico (factor de Nernst). A 25 °C Ia pen-
diente tedrica es igual a 59,2 mV.

ar = actividad de los iones fluoruro en la solucion estudiada.

MATERIAL

Electrodo con membrana cristalina especifica del ion flaor.
Electrodo de referencia (calomelanos o Ag/AgCl)
Milivoltimetro (pH-metro con graduacion en milivoltios) de precision 0,1 mV.

Agitador magnético con placa de aislante para proteger la solucion del calor del motor.
Iman agitador recubierto de plastico (polietileno o material equivalente).

Vasos de plistico de 30 o 50 ml y frascos de plastico (polietileno o material equivalente).

Pipetas de precision {pipetas graduadas en microlitros u otras equivalentes).

REACTIVOS
Solucién madre de fluoruro de 1 g/L.

Utilizar una solucion comercial estandar de 1 g/1. Esta solucion puede prepararse disol-
viendo 2,210 g de fluoruro sédico (desecado a 105 °C durante 3 o 4 horas) en agua desti-
lada. Enrasar con agua destilada a I 1. La solucion se conserva en frasco de plastico.

Las soluciones patron de fluoruro de concentracion apropiada se preparan por dilucion de
la solucién madre con agua destilada y conservadas en frascos de plastico. Las soluciones
patrén con un contenido en fluoruro del orden de mg/1 deben ser preparadas inmediata-
mente antes de su empleo.

Solucion tampén pH 5.,5.

18 g de dcido ciclohexano-diamino (1,2) tetraacético (CDTA) se disuelven en 50 ml de
agua, afiadir una solucion gue contenga 58 g de cloruro sddico y 29,4 g de citrato trisodico
en 700 mi de agua destilada. El CDTA se disuelve afiadiendo una solucién de hidroxido
sodico al 32 % (m/v) (aproximadamente 6 ml).

Afadir 57 ml de cido ac&ico (densidad py = 1,05 g/mi) y ajustar ¢l pH a 5,5 con la
solucién de hidroxido sodico al 32 % (aproximadamente 45 mi). Dejar enfriar y Hevara 1 |
con agua destilada_
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4.1.

4.2.

PROCEDIMIENTO

Observacion preliminar:

Debe tenerse la precaucion de que todas las soluciones conserven durante la medicion
una temperatura de 25 * 1 °C (una desviacion de + | °C provoca una modificaciéon de

+ 02 mV).

Método directo

En un vaso de plastico introducir un volumen de vino y un volumen igual de solucion
tampon.

Se agita la solucion moderadamente. Cuando el aparato de medida esté estable (se
obtiene la estabilidad cuando el potencial varie como maximo de 0,2 a 0,3 mV/3 min),
leer el valor del potencial en mV.

Método de adiciones conocidas

Sin interrumpir la agitacion, se afiade a la muestra a analizar mediante una pipeta de pre-
cision un volumen conocido de soluciéon patron de fluoruros. Cuando el aparato de
medida esté estable, leer el valor del potencial en mV.

Elegir la concentracion de la solucion patron de la siguiente forma:

a) doblar o triplicar la concentracion en fluoruro de la muestra estudiada;

b) el volumen del medio estudiado debe permanecer practicamente constante
(aumento de volumen < 1 %).

(La condicion b simplifica los calculos; ver 5.)

La concentracion aproximada del medio estudiado se Heva sobre una recta de calibrado
trazada en coordenadas semilogaritmicas con las Soluciones patron que contengan 0,1;
0,2: 0,5 1,0; 2,0 mg/1 de fluoruros.

Observacion. Si 1a concentracion aproximada del medio sobrepasa la concentracion de las
soluciones patron, diluir la muestra.

Ejemplo:

Sea 0,25 mg/l F~ la concentracion aproximada del medio estudiado (volumen 20 ml); la
concentracion debe ser aumentada en 0,25 mg/1. Para ello afiadir, por ejemplo, a la solu-
cion, oon la pipeta de precision adecuada 0,20 mi (= 1 %) de una solucidn patron que
contenga 25 mg/1 F~ 0 0,050 ml de una solucion patron d= 100 mg/1 F~.

CALCULOS

El contenido en fluoruros del medio estudiado expresado en miligramos por litro se
obtiene mediante la siguiente formula:

Ce = C,x V, x : 1
v, {antilog AE/S) — 1
C: = concentracion en fluoruro del medio estudiado (mg/1)
C, = concentracion de fluoruro afiadido en mg/1 en el medio estudiado (Va)
V, = volumen en mi de Ia solucion patron adicionada
V, = volumen inicial del medio estudiado (antes de la adicién)

AE = diferencia entre los potenciales E, y E; obtenidosen 4.1 y4.2en mV
S = pendiente del electrodo en la solucion estudiada.

Si V, es muy proximo a V, (véase 4.2) 1a formula se simplifica:



156 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 3.10.90

|
(antilog AE/S) — 1

CF=C.X

El valor obtenido debe multiplicarse por el factor de dilucién que proviene de la adicion
del tampon.



3.10.90

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

157

I.1.2.

PARREY

2112

2.1.2.

2121

2122

2.1.23.

213

37. DPIOXIDO DE CARBONO

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Método de referencia

Caso de vinos tranquilos (sobrepresion de CO, < 0,5 - 105 Pa) (1)

El volumen de vino tomado de la muestra y llevado a una temperatura préxima a los 0 °C
se vierte en un exceso suficiente de solucion valorada de hidroxido de sodio para lograr
un pH de 10 a 11. Se valora con una solucion acida en presencia de anhidrasa carbonica.
El contenido en di6éxido de carbono se deduce del volumen empleado para pasar de pH
8,6 (forma carbonato acido) a 4,0 (acido carbonico). Una valoracién testigo efectuada en

las mismas condiciones sobre el vino desprovisto de CO, permite tener en cuenta el volu-
men de solucion de hidroxido de sodio consumido por los acidos del vino.

Caso de vinos de cguja y vinos espumosos

Se leva la muestra de vino que deba analizarse cerca de su punto de congelacion. Des-
pués de tomar un cierto volumen que servira de testigo una vez desprovisto de CO,, se
alcaliniza el resto de la botella para fijar todo el CO, en forma de Na,COs. Se valora con
una solucidn acida en presencia de anhidrasa carbonica. El contenido en didxido de car-
bono se deduce del volumen de solucién acida empleado para pasar de pH 8,6 (forma
carbonato acido) a pH 4,0 en 4cido carbonico. Una valoracion testigo efectuada en las
mismas condiciones sobre el vino desprovisto de CO, permite tener en cuenta el volumen
de solucion de hidroxido de sodio consumido por los acidos del vino.

Meétodo usual: en el caso de los vinos de aguja y espumosos

Método manométrico: medida de la sobrepresion de dioxido de carbono directamente en
la botella utilizando un afrometro.

METODO DE REFERENCIA

Caso de vinos tranquilos (sobrepresion de dioxido de carbono < 0,5 - 105 Pa).

Material
Agitador magnético.

pH-metro.

Reactivos

Solucién de hidroxido de sodio (NaOH), 0,1 M.
Solucidn de acido sulfarico (H,S0,), 0,05 M.
Solucion de 1 g/1 de anhidrasa carbonica.

Procedimiento
Enfriar la muestra de vino hasta los 0 °C, aproximadamente, asi como la pipeta de 10 ml
que sirva para la toma de muestra.

Tomar en un vaso de precipitados de 100 ml, 25 mi de solucidén de hidréxido de sodio
(2.1.2.1); afiadir 2 gotas de solucién acuosa da anhidrasa carbénica (2.1.2.3). Introducir 10
ml de vino con ayuda de la pipeta enfriada 2 0°C.

(') 10° pascal (P2) = | bar.
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Poner el vaso de precipitados en el agitador magnético, colocar el electrodo y la varilla
magnética y llevar a cabo una agitacion moderada.

Cuando el liquido esté a la temperatura ambiente, echar, mediante afusion lenta, la solu-
cidn de acido sulfirico (2.1.2.2) hasta lograr ¢l pH 8,6.

Continuar las afusiones de acido sulforico (2.1.2.2) hasta pH 4,0. Sea n’ ml el volumen
utilizado entre el pH 8,6 y 4,0.

Por otro lado, eliminar el CO, de 50 ml de vino, aproximadamente, agitando bajo vacio

durante tres minutos y calentando el matraz en un bafio de agua a 25 °C aproximada-
mente.

Aplicar el procedimiento anterior a 10 ml de vino desprovisto de CO,: sea n’ ml el volu-
men utilizado.

Expresion de los resultados
I ml de solucion valorada de hidroxido de sodio 0,1 M corresponde a 4,4 mg de CO-.

La cantidad de CO, en gramos por iitro de vino se expresa mediante:
0,44 (n — n")
con 2 decimales.

Observacion: En el caso de vinos con bajo contenido de CO, (CO- < 1 g/1), no es necesa-
ria la adicion de anhidrasa carbonica para catalizar la hidratacion dei CO..

Caso de vinos de aguja y vinos espumosos
Material
Agitador magnético.

pH-metro.

Reactivos
Solucion de hidroxido de sodio al 50 % (m/m) (NaOH).
Solucién de acido sulfurico (H.SOy), 0,05 M.

Sotucién de | g/1 de anhidrasa carbonica.

Procedimiento

Trazar una marca, al nivel del llenado, sobre la botella de vino que deba analizarse y
enfriarla hasta el inicio de la congelacién.

Dejar que la botella se caliente ligeramente, agﬁando hasta que desparezcan los cristales
de hielo.

Dcsﬂpwrépidamemeyéparmenunaprobetagmdnadaﬁamm!deﬁnoque serviran
para Ia determinacién testigo. El volumen exacto de esta toma, v ml, se determinara

mediante lectura sobre la probeta, cuando el vino esté a la temperatura ambiente.

Aiiadir, inmediatamente después de haber efectuado la toma, 20 mi de solucién de hidré-
xido de sodio (2.2.2.1) en 1a botella para un contenido de 750 ml.

Esperar a que el vino esté de nuevo a temperatura ambiente.
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Colocar en un vaso de precipitados de 100 ml, 30 ml de agua destilada hervida y 2 gotas
de solucion de anhidrasa carbénica (2.2.2.3). Ahadir 10 ml de vino alcalinizado.

Poner el vaso en el agitador magnético, colocar el electrodo y la varilia magnética y llevar
a cabo una agitacion moderada.

Echar, mediante afusidn lenta, la solucion (2.2.2.2} e acido sulfarico hasta lograr el pH
8.6.

Continuar las afusiones de acido sulfarico (2.2.2.2) ha:-.a pH 4,0. Sea n ml el volumen uti-
fizado entre pH 8,6 y 4,0.

Pos otro lado, eliminar el CO, de los v mi de vino apartados para la determinacion testigo,
agitando bajo vacio durante tres minutes y calentando el matraz en un bafio de agua a
25 °C aproximadamente. Tomar 10 ml de vino desprovisto de CO, en 30 ml de agua desti-
lada hervida, afiadir 2 o 3 gotas de solucidn de hidroxido de sodio (2.2.2.1) para llevar el
pH a 10-11. Aplicar después el procedimiento anterior. Sea n’ ml el volumen de acido sul-
farico 0,05 M empleado.

Expresion de los resultados
1 ml de solucion de acido sulfirico 0,1 M corresponde a 4,4 mg de CO..

Vaciar la botella del vino alcalinizado y determinar con una aproximacién de | ml el volu-
men inicial de vino, llenandola con agua hasta la marca, sea V ml.

La cantidad de CO- en gramos por litro de vino se expresa mediante:

V-—-v+20

044(n — n') - v _ v

y con 2 decimales.

Cilculo de Ia sobrepresion
La sobrepresion a 20 °C, Papha, expresado en pascales, viene dada por la formula:

_ _Q ' Patmn
Paph 20 = 1,951 x 10-3(0,86 — 0,01 AY(1 — 0,00144 S) -

Siendo:

Q: contenido en gramos de CO, por litro de vino,

A: grado alcohdlico del vino a 20 °C,

S: contenido en azacares del vino en gramos por litro,

Patm: presion atmosférica expresada en pascales.

.

METODO USUAL (VINOS DE AGUJA Y ESPUMOSOS)
Material
Afrometro

Es un aparato que sirve para medir la sobrepresion en las botellas de vinos de aguja y
espumosos; tiene distintas presentaciones que dependen del tapon de Ia botella (capsula
metilica, corona, tapdm de corcho o de plastico; véanse figuras 1 y 2).

Estan graduados en pascales (abreviatura: Pa) (). Resulta miés practico utilizar el 10° pas-
cal (10°Pa) o ¢l kilopascal (kPa) como unidad.

¢y 1 pascal (Pa) = | N/m? = 10— Sbares.
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Pueden ser de distintas clases. La clase de un mandmetro es la precision de la lectura res-
pecto de la escala completa expresada en términos porcentuales (ejemplo «mandémetro
1 000 kPa clase 1» significa presion de utilizacion maxima 1 000 kPa lectura a + 10 kPa).
La clase 1 se recomienda para lecturas precisas.

Los afrometros deben verificarse con regularidad (al menos una vez al aio).

Procedimiento
La medida debe efectuarse en botellas cuya temperatura esté estabilizada desde, como
mimimo, 24 horas antes.

Tras haber perforado la capsula o el tapon, la botella debe agitarse vigorosamente hasta
obtener una presion constante para efectuar la lectura.

9

Figura | — Afrometro para capsulas Figura 2 — Afrometro para tapones

Expresion de los resultados
La sobrepresion a 20 °C (Paphy) se expresa en pascales (Pa) o kilopascales (kPa).

Debera concordar con la precision del mandometro (ejemplo: 6,3 10° Pa 0 6,3 kPa y no 6,33
10° Pa 0 633 kPa para un manémetro 1000 kPa de escala completa y de clase 1).

Cuando la temperatura de medida difiera de 20 °C, resulta conveniente corregir multipli-
cando la presién medida por el coeficiente

Paphy,
Paph, ’

indicadoenlatabla! pmavolveralatempetaunadcm°c.
RELACION ENTRE LA PRESION Y LA CANTIDAD DE DIOXIDO DE

CARBONO PRESENTE EN UN VINO ESPUMOSO ()

A partir de Ia sobrepresion a 20 °C (Paphy), se calcula Ia presion absoluta a 20 °C (Pabsy)
de acuerdo con la formula:

Pabs,y = Patm + Paphy

4} Mxﬁma@hm&mw(%&&)mmﬁdadsmhjsdmmtwminﬂmcias

a2 sobrepresion.
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Patm = presion atmosférica expresada en pascales.

La cantidad de diéxido de carbono contenida en un vino viene dada por las siguientes
relaciones:

— en litros de CO- por litro de vino:
0,987 - 10-5 Pabsx (0,86 — 0,01A) (1 — 0,00144S)
— en gramos de CO: por litro de vino:
1,951 - 10~ Pabsy, (0,86 ~ 0,01A) (1 — 0,00144S)
en las que:
A = grado alcohoélico del vino a 20 °C.

S = contenido en aziicares del vino, expresado en gramos por litro.
2

TABLA |
Relacién entre la sobrepresion Paph,s de vinos de aguja y espaumosos a 20 °C a la sobrepresién
Paph, a2 una temperatura t
0 1,85 13 1,24
1 1,80 14 1,20
2 1,74 15 1,16
3 1,68 16 1,13
4 1,64 17 1,09
5. 1,59 18 1,06
6 1,54 19 1,03
7 1,50 20 1,00
8 1,45 21 0,97
9 1,40 22 0,95
10 1,36 23 0,93
i1 1,32 24 0,91
12 1,28 25 0,88
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38. CIANG-DERIVADOS

FUNDAMENTO DE LOS METODOS

Meétodo ripido de emsaye: control de los vinos tratados con hexacianoferrato (11) de pota-
sio.

Verificacion de la ausencia de precipitado de hexacianoferrato Il de hierro 111 en suspen-
sién en el depésito.
Verificacion de la ausencia de formacion de hexacianoferraio IT de hierro 11 por adicion
de una sal de hierro 111 al vino acidificado.

[

Verificacion de la presencia de hierro que puede precipitarse por adicion al vino acidu-
Iado de una mezcla de hexacianoferrato I y de hexacianoferrato 111 alcalinos.

Método usual

Determinacion argentimétrica del acido cianhidrico total liberado por hidrolisis acida y
separado mediante destilacion:

METODO RAPIDO DE ENSAYO

Control de los vinos tratados con hexacianoferrato 11 de potasio.

Material
Es preciso disponer de uno de los siguientes aparatos:
Centrifugadora que permita aplicar una feerza centrifuga de 1 200a 1 500 g.

Dispositivo de filtracion para filtros de membrana {(diametro de los poros 0,45 um).

Reacti

Acido clorhidrico diluido a 1/2 (v/v) obtenido por dilucién en volamenes de acido clorhi-
drico (HC1), px, = 1,18 a 1,19 g/ml) exento de hierro.

Solucion de sulfato de hierro 1 y de amonio FeJ SO}, (NH,): SO,, 24H,0, al 15 %
{m/v)

Solucién de hexacianoferrato H de potasio, K, [Fe (CN)L 3H:0, al 10 % (m/v).

Solucion de hexacianoferrato 11 de potasio, K; [Fe (CN) 1. al 10 % (m/v). Preparar inme-
diatamente antes de sy empleo.

Procedinsicnts

Deteccion de trazas de hexacianoferrato 11 de hierro 11 en suspension

Tras haber agrtado Ia mucstra, mtrodecir 20 mil de vino en un tubo para centrifugar de 30
ml; aiiad | mi de icido clorhidnico (2.2.1). Centrifugar durante 15 minutos o filtrar en
filtro (didmetro de Jos poros 0,45 pm). El fondo del tsbo para centrifagar o of filtro debera
estar tolalmente exento de particaias azules.

Deteccidn de trazas de iones hexacianoferrato H en sobacion

Aiadir 1 gota de sna solucidn de selfato de hierro 111 y de amonio (22.2) al sobrenadante
o al filtrado obtenidos en ka precha 231 Agitar y dejar reposar al menos- 24 horas. Centri-
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fugar 15 minutos o filtrar en filtro (didmetro de los poros 0,45 um). El fondo del twbo de
centrifuga o el filtro deberd estar totalmente exento de particuias azules de hexaaanofe-
rrato ¥ de hierro IIL

Comprobacicn de la presencia de iones hierro en el vino

Introducir en un tubo de ensaye 20 mi de vino, I mi de dcide dorhidrico (2.2.1), | gota de
una solucion de hexacianoferrato 11 de potasio {2.2.3) ¥ | gota de una solucion de hexa-
cianoferrato I de potasio (22.4) En menos de 30 minsutos debera aparecer una colora-
cion o un precipitado de color azul. Tras centrifugacién o filtracion en filtro (diametro de
los poros 0,45 um) seguida del lavado del filtro dos veces con 5 ml de agua, debera obser-
varse un deposito azul en ¢l tubo para centnifugar o en el filtro.

METODO USUAL

Material

Aparato de destilacién constituido por un matraz de fondo redondo de 500 m! unide
mediante un tubo esmerilado al extremo superior de uvn refrigerante en posicion vertical
con una longitud de 350 mim al menos.

El extremo inferior de este refrigerante llevard una alargadera estrechada en su punta que
conduce ¢i destilado hasta ef fondo de un matraz de 50 ml gue esiara totalmente sumer-
gido en agua helada

Bafio de agua con termostato a 100 °C, calentado elécincamente.

Reactives
Acido sulfirico diluido a 1/5 (v/v).

Mezciar con precaucion 200 mi de acido sulfrico H.SO, (p» = 1.84 g/mi) con una canti-
dad de agua suficiente para obtener | itro de solucion.

Cloruro de cobee 11 cristalizado, Cu CL, 2 H,O.
Solucion de rojo de fenol.

Disolver 0,05 g de rojo de fenol en 1.4 mi de una solfucion 8.1 M de hidroxido de sodio:
enrasae a | 000 ml

Solucion de yodwro de potasio.

Disolver 250 g de yoduro de potasio, KI cn una cantidad de agua saficiente para obeener |
Btro de solacion.

Soluciéa 0.00f M de nitrato de plata.

Diluir 10 mi de una sobecion 0,1 M de nitrato de plata, Ag NO,. hasta 1 000 mi tras adadic
0.5 mi de acido nitrico concentrado (HNO;, p-, = 1,40 g/ml)

Procedimicute

Itroducis 100 mi de vino filtirado (o sia filtrar, si se quiere detescinar también o acido
cianhideico contenido cu of posibic eatwrbiamsicnto zrwl), adiadir aprozimadamente 5 mg
de clorweo de Cu 31 ©@.22) 3 10 md de dcido selfinico dilmido (3.2.1}. Introducir en o
matvaz receptor S ml de solucids de hideéxido de sodic (3.26) Destilar hasts gue o

Se vierse este dessiladio en wny vase de precipieados &= 400 @i colocado on sn baiio de agns
2 108 °C y para acelexar b cvaporaciin dirigir saz fecrie corricate de aire frio a Is superfy-
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cie del liguido alcalino. Hay que reducir el volumen hasta 3 o 7 ml, lo que require aproxi-
madamente 30 munutos {(no reducir nunca ¢l volumen a menos de 3 mi).

En caso necesario, se filtra la solucién enfriada recogiendo el filtrado en un tubo de
ensayo de 20 mm de didmetro y de 180 mm de longitud o se trasvasa directamente a este
tubo. Lavar el vaso de precipitados y. en su caso, el filtro con aigunos mililitros de agua y
anadirlos al tubo.

Colocar el tubo de ensavo sobre un fondo negro ¢ iluminario lateralmente mediante un
haz de luz blanca_ El liquido debe estar completamente transparente ().

Afadir dos gotas de solucdn de rojo de fenol (3.2.3) para sensibilizar el viraje (°) v | gota
de solecadn de yoduro de potasio (3.2.4). Valorar con 1a solucion 0,001 M de nitrato de
plata {3.2.5) hasta que se produzca un ligero enturbiamento, que sca estable. Sea n el volu-

Preparar, por otra parte, un tubo semejante con 5 mi de solucién de hidroxido de sodio
€3.2.6), 2 gotas de solucion de rojo de fenol (3.23)3), | gota de solucion de yoduro de
potasio (3.2.4) ¥ una cantidad de agua suficiente para obtener un volumen idéntico al del
ensayo anterior. Anadir la solucién 0,001 M de nitrato de plata (3.2.5) en cantidad sufi-
ciente para obtener ¢l mismo enturbamiento, sea n' ¢l volumen empleado ().

Expresion de jos resuitados

f ml de solucion 0.001 M de nitrato de plata corresponde a 54 ug de aado cianhidrico
{HCN)

La canndad de acido cranhidrico total contenido en 1 |1 de vino, expresada en miligramos,
es: 0,54 (n — n'). Se expresa con 2 decimales.

Sélo deben considerarse come significativos de presencia de compuestos cianhidricos en
<l vino aquellos ensayos en los que o — n’ sea supenora 0.5 ml.

Cuando a — ¥ sea superior a 10 ml, volver a efectuar todas las operaciones utilizando
una solucion de nitrato de plata 0,01 M.

o wns sobecide i
o e igani 8 &85 o &J ik i of valuenen de agass swplendo e inferior s 16 ml Para obeencry un viesje sensible, es
Mq&“nhm&“uhp&‘w&w“bm
o primcinel
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39. ISOTIOCIANATO DE ALILO

FUNDAMENTO DEL METODO

El isotiocianato de alilo, presente, en su caso, en el vino es recuperado por destilacion y se
identifica mediante una técnica de cromatografia en fase gaseosa.

REACTIVOS
Etanol absoluto.

Solucion estandar: solucién en alcohol absoluto de isotiocianato de alilo con 15 mg/1 de
principio activo.

Mezcla refrigerante constituida por etanol y nieve carbonica (temperatura —60 °C)

MATERIAL

Aparato de destilacion por arrastre mediante corriente de nitrogeno segin la figura.

Envuelta termogena termorregulable.
Medidor de flujo.

Cromatégrafo de fase gaseosa con detector fotométrico de llama, provisto de un filtro
selectivo para los compuestos azufrados (A = 394 nm), o cualquier otro detector apro-

Columna de cromatografia ¢~ acero inoxidable, didmetro interno 3 mm, loagitud 3 m: re-
Hena de Carbowax 20 M al 10 % sobre chromosorb WHP, 80 a 100 mallas

Microjeringa de 10 pul.

PROCEDIMIENTO

Tomar 2 | de vino e introducirios en el matraz de destilacion. Echar algunos ml de etanol
(2.1) en los dos tubos de recuperacion hasta que se produzca Ia total inmersion de la parte
porosa para la dispersion gaseosa. Enfriar, por Ia parte exterior, los dos tubos con Ia mez-
cla refrigerante. Comunicar el matraz con los dos tubos receptores y comenzar a enviar
dentro del aparato una comriente de nitrogeno de 3 | por hora, aproximadamente. Calentar
el vino a 86 °C regulando convenicntemente la temperatura del recinto termégeno y recu-
perar en total 45 a 50 mi de destilado.

Estabilizar ¢l cromatégrafo; es aconsejable tener las condiciones operatorias siguientes:
— tempevatura del inyector: 200 °C,

— temperatura de Ia columna: 130 °C,

—  gas portador helio con un flujo de 20 mil por minuto.

Inyectar con I aysda de I microjeringa una cantidad de solucion estandar tal que el pico
correspondicnte al isotiocianato de alilo pueda ser faciimente identificado sobre el coma-
tograma.

Inyectar, de I misma forma, una parte alicoota de destilado y comprobar la correspon-
mmdm&m&im&aﬂoydmm

En kas condiciones indicadas para el ensayo, ningén compuesto natural del vino produce
mmawam&hmm
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40. CARACTERISTICAS CROMATICAS

VINOS Y MOSTOS
Definiciones
Se consideran caracteristicas cromaticas de un vino la luminosidad y cromaticidad.

La luminosidad corresponde a la transmitancia y varia en razén inversa a la intensidad
colorante del vino.

La cromaticidad corresponde a la longitud de onda dominante (que caracteriza la tonali-
dad) y a la pureza.

Convencionalmente y por razones de comodidad, las caracteristicas cromaticas de los

vino tintos y rosados podrian ser definidas por la intensidad colorante y la tonalidad, de
acuerdo con un procedimiento que se ha adoptado como método usual.

Fundamento de los métodos
Método de referencia
Método espectrofotométrico que permite el calculo de los valores triestimulares y de los

coeficientes tricromaticos necesarios para especificar el color en los términos de la Comi-
sion Internacional del Alumbrado (CIE).

Meéies’: »sual (aplicable a vinos tintos y rosados)

Método espectrofotométrico de acuerdo con el cual las caracteristicas cromaticas se expre-
san convencionalmente como se indica a continuacion:

ia intensidad viene dada por la suma de las absorbancias en cubetas de |1 cm de trayecto
optico para las radiaciones de longitudes de onda iguales a 420, 520 y 620 nm,

la tonalidad se expresa por la relacion entre la absorbancia a 420 nm y la absorbancia a
520 nm.

Método de referencia
Material
Espectrofotometro que permita efectuar medidas entre 300 y 700 nm.

Cubetas de vidrio, disponibles por parejas, de un trayecto optico b, igual 2 0,1: 0,2: 0,5;
1.2y4cm.

Procedimiento
Preparacién de la muestra

Si el vino esta turbio, debe clarificarse por centrifugacion o por filtracion a través de una
membrana.

En los vinos jovenes o espumosos debe eliminarse la mayor cantidad posible de didxido
de carbono mediante agitacion al vacio.

Medidas

El trayecto optico b de las cubetas utilizadas debe elegirse de forma que la absorbancia
medida esté comprendida entre 0.3 y 0.7.
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A titulo indicativo, se aconseja utilizar cubetas de 2 cm (o 4 cm) de trayecto optico para
los vinos blancos, 1 cm para vinos rosados y 0,1 cm (o0 0,2 cm) para los vinos tintos.

Efectuar las medidas espectrofotométricas utilizando como liquido de referencia agua des-
tilada en una cubeta del mismo trayecto éptico b, para regular el cero de la escala de
absorbancias a las longitudes de onda 445, 495, 550 y 625 nm.

Tomar, para el trayecto Optico b, las cuatro a»sorbancias obtenidas para el vino Ay, A,
Assp ¥ Agas (con 3 decimales).

Calculos
Tomar los valores de las absorbancias para b expresados en cm de trayecto optico y buscar
en la tabla I las transmitancias (T %) correspondientes, es decir: Ty, T, Tssoy Tense
— Calcular los valores triestimulares X, Y y Z, expresados en fracciones decimales:
X =042 - Tos + 035 Tso + 0,21 - Tyys
Y =020 Toxs + 0,63 - Tsso + 0,17 - Tyos
Z=024- Ty +094 - Ty

~— Calcular las coordenadas del color x e y:

X Y

**TX+vvy+z YT X+v+z

Expresion de los resultados

La luminosidad relativa viene dada por el valor de Y expresado en porcentaje. (En el caso
del negro Y % = 0, en el caso del incoloro Y % = 100.)

La cromaticidad se expresa por la longitud de onda dominante y la pureza.

Para su determinacion hay que recurrir al diagrama de cromaticidad, delimitado por el
spectrum locus. que se da en la figura {. En él se indica el punto 0 que corresponde a la
fuente de luz blanca utilizada, representada por el iluminante estandar C de coordenadas
Xo = 0,310l e Y, = 0,3163, correspondiente a Ia luz de un dia medianamente claro.

— Longitud de onda dominante

Situar en el diagrama el punto C de coordenadas x e y. Cuando el punto C se sitie
fuera del tridangulo AOB, trazar la recta de union entre el punto O yelpunto C y
prolongaria: cortara el spectrum locus en un punto S que corresponde a la longitud de
onda dominante.

Cuando ¢l punto C se encuentre dentro del triangulo AOB, trazar una recta desde C
hasta O: cortara el spectrum iocus en un punto que corresponde a la longitud de onda
det color complementario del vino. Dicha longitud de onda se expresa por su valor
seguido de la letra C. )

— Pureza

Cuando e} punto C se encuentra fuera del triangulo AOB, la pureza se expresa en
porcentaje mediante la relacion:

distancia del punto C al punto O
distancia del punto O al punto S

100

Cuando el punto C esta dentro del triangulo AOB, la pureza se expresa en porcentaje
mediante la relacion:

distancia del punto C al punto O (")
distancia del punto O al punto P

100 -

¢!) Esta distancia debe medirse en ef seatido OC.
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Siendo P el punto en que la recta OC corta la linea de los purpuras.

La pureza también puede conocerse directamente a partir de los diagramas de croma-
ticidad conociendo x e y (figuras 2,3, 4, Sy 6).

Resultados

La luminosidad, la cromaticidad (expresada por la longitud de onda dominante) y la
pureza definen por compieto el color de un vino.

Deben indicarse en el boletin de analisis con el valor del trayecto 6ptico ai que se hayan
efectuado las medidas.

Método usual
Material
Espectrofotometro que permita medidas entre 300 y 700 nm.

Cubetas de vidrio, disponibles en parejas, de trayecto 6ptico b, iguala 0,1;0,2; 0,5y | cm.

Tratamien’o previo de la muestra

Si el vino esta turbio, debe clarificarse por centrifugacion o por filtracion a través de una
membrana.

En los vinos jovenes o espumosos debe eliminarse la mayor cantidad posible de dioxido
de carbono mediante agitacién al vacio.

Procedimiento

El trayecto optico b de la cubeta de medida debe elegirse de forma que la absorbancia A
esté comprendida entre 0,3 y 0,7.

Efectuar las medidas espectrofotométricas utilizando como liquido de referencia agua des-

tilada en una cubeta del mismo trayecto Optico b, para regular el cero de la escala de
absorbancias a las longitudes de onda 420, 520 v 620 nm.

Expresion de los resultados
Calculos
Calcular las absorbancias en cubetas de 1 cm de trayecto optico para las 3 longitudes de

onda, dividiendo entre b, expresado en cm, las absorbancias halladas, es decir, Ay: As ¥
A

Convencionalmente, la intensidad viene dada por:
= Apg + Asze + Aen
Se expresa con 3 decimales.

Convencionalmente, la tonalidad viene dada por:

Ace
N= A

Se expresa con 3 decimales.
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TABLA |
Transformacion de las absorbancias ea transmitancias (T %)
Instrucciones de uso:

Leer la primera cifra decimal del valor de la absorbancia en la columna vertical 1 y la
segunda cifra decimal en la linea honizontal 2.

Tomar la cifra situada en su interseccion. Para obtener la transmitancia. esta cifra debera
dividirse entre 10 si la absorbancia tiene un valor inferior a 1, entre 100 si esta compren-
dida entre | y 2 y entre | 000 si esta comprendida entre 2 y 3.

Nota:

La cifra situada en el angulo superior derecho de cada casilla permite tener en cuenta, por
interpolacion. la tercera cifra decimal del valor de la absorbancia.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

3 » 2 2 2 2 2 19 19 19

0 1000 | 977 955 933 912 891 871 851 832 813
18 18 17 17 16 16 16 15 15 15

1 794 776 759 741 724 708 €92 676 661 646
14 14 14 14 13 13 13 2 12 12

2 631 617 603 589 575 562 549 537 525 513
11 11 n 1 10 9 9 10 10 9

3 501 490 479 468 457 447 436 427 417 447
9 9 9 8 8 8 8 8 7 8

4 398 389 380 371 363 355 347 339 331 324
7 7 7 7 6 7 6 6 6 5

5 316 309 302 295 288 282 275 269 263 257
6 s 6 5 5 5 5 5 5 5

6 251 245 240 234 229 224 219 214 209 204
4 s 4 4 4 4 4 4 4 4

7 199 195 190 186 182 178 174 170 166 162
3 4 3 4 4 3 3 3 3 3

8 158 155 151 148 144 141 138 135 132 129
3 3 3 2 3 2 3 2 3 2

9 126 123 120 117 115 112 110 107 105 102

Ejemplo:
Absorbancia Optica: 0,47 147 2,47 347
T %: 339% 34% 0.3 % 0%

Las transmitancias T % se expresaran con una aproximacion de 0,1 %.
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Figura |
Disgrama de cromaticidad en el que se represeata Ia localizacion de todos los colores del
espectro
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MOSTO CONCENTRADO RECTIFICADO

Fundamente
Medida de la absorbancia, a 425 om en cubetas de | cm de espesor, del zniosto concen-

trado rectificado cuya concentracidn en azacares se haya reducido al 25 % (m/m) (25°
Brix).

Espectrofotometro que permita efectuar medidas entre 300 ¥ 700 nm.

Cubetas de vidrio con un trayecto optico de | cm.

Filro con membrana v de una porosidad de 0.45 um.

P i

Preparacion de la muestra

Utilizar ur1 solucion cuyo valor en azicares sea del 25 % {(m/m)} (25° Brix) y que se habra
preparado del modo indicado en e capitulo <pH» (4.1.2). Filtrarla en un filtro con mem-
brana de una porosidad de 6,45 pm.

D inacion de la absorbanci

Regular la absorbancia cero para la longitud de onda 425 no cn sna cubeta de 1 cm de
trayecto OpUico que contenga agna destilada.

Determinar la absorbancia A a esta longitud de onda de 1a solscion al 258 de anicares
{25° Brix} obtenida en ¢l apartado 23.1 y colocada en una cubeta de 1 cm de trayecto
g

Expuesidn de los resnliades

La absorbancia 2 425 om del mosto concenirado rectificado en solucion al 25 % (m/m) de
azbcares {25° Brix) se expresard con 2 decimales.
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41. INDICE DE FOLIN-CIOCALTEU

DEFINICION

El indice de Folin-Ciocalteu es el resuliado de 1a aplicacién del método que se describe a
FUNDAMENTO

El conjunto de los compuestos fendlicos del vino se oxida por el reactive Folin-Ciocaheu.
Este itlitimo esta constituido por una mezcla de acido fosfotangstico (H:PW,-0,) y acido
fosfomolibdico (H:PMo,:04) que se reduce, por la oxidacién de los fenoles, en una mez-
cia de éxidos azules de tungsteno (W;0-.) v de mohibdeno (Mo,0-:}

La coloracion azul producida posee una absorcion maxima en torno a 750 nm. Es propor-
cional ai porcentaje de compuestos fendlicos.

REACTIVOS

Los reactivos deben ser de calidad analitica. El agua utifizada sera agua destilada o agua
de pureza equinvalente.

Reactive de Folin-Ciocalten

Este reactive se encuentra ¢n ef comercio listo para su empleo. Puede prepararse de la
forma siguiente: disolver en 700 mi de agua destilada 100 g de tungstato de sodio Na. WO,
- 2H.O ¥ 25 g de molibdate de sodio Na,MoO, - 2H.0: ahadir 50 mi de acido fosforico al
83 % (pw = L71 g/ml), 100 ml de acido dorhidrico concentrado (px = 1,19 g/mi). Lievar
2 eballicion bajo reflujo duranie 10 horas, afiadir a continuacién 150 g de sulfato de litio,
algunas gotas de bromo y hervir de nuevo durante 15 minutos. Enfriar y completar hasta 1

Carbounato de sodio (Na-CO:} anhidro en solacion al 20 % (m/v).

MATERIAL
Mazerial cormente de laboratorio, y en particular:
Matraces aforados de 100 mi.

Espectrofotometro que permita trabajar a2 750 nm.

PROCEDIMIENTO
Case de Jos vinas tintes
En uz matraz aforado de 100 mi (4.1). introducir respetando of orden siguiente:
I mi de vino diluido af 5,
50 sl de agna destifada,
§ il de reactive de Folin-Ciocalten (3,11,
20 mi de solucide de carbonato de sodio (3.2)
Entasar 2 100 mi con agsa destilada.
Agitar paxa homogeneizae. Esperar 30 minutos, para goe se estabilice 1a reaccion. Deter-
mina fa sbsovtancia 2 750 s con sna cobeta de 1 cm con refacion  va testigo prepa-

Si In absorbancis leids 8o csta proxima a 83, kay que modificar 1a dilucion del vino para
abtewer Jichs almorbancia.
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Caso de los vinos blancos

Operar de Ia misma forma con 1 ml de vino sin diluir.

Case del mesto concentrado rectificado

Preparacion de la muestra

Utilizar una solucion cuyo contenido en azicares sea del 25 % (m/m) (25 ° Brix), prepa-
rada del modo indicado en el capitulo «pH» (4.1.2).

Medida
Proceder como en el caso de los vinos tintos (5.1) en 5 ml de muestra preparada de

acuerdo con el apartado 5.3.1, midiendo la absorbancia en relacion con un testigo prepa-
rado con 5 ml de solucion de azicar invertido al 25 % (m/m).

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Meétodo de cilculo

El resultado se expresa en forma de un indice obtenido al multiplicar la absorbancia por
100 en el caso de los vinos tintos diluidos al /5 (o por el factor correspondiente a la dilu-

cion empleada) y por 20 en el caso de los vinos blancos. En el caso de mostos concentra-
dos rectificados, 1a absorbancia hay que multiplicarla por 16.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultineamente o
inmediatamente una después de otra por el mismo analista no debe ser superior a 1.

La buena repetibilidad de los resultados depende de la utilizacion de un instrumental
¢matraces aforades y cubetas del espectrofotometro) rigurosamente limpio.
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42. METODOS DE ANALISIS ESPECIFICOS PARA MOSTOS DE UVA CONCENTRADOS
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RECTIFICADOS

CATIONES TOTALES
FUNDAMENTO

Se trata la muestra con un intercambiador de cationes de elevada acidez. Se intercambian
los cationes por H+. Se expresan mediante la diferencia la acidez total del efluente y Ia de
la muestra.

MATERIAL

Columna de vidrio de aproximadamente 300 mm de longitud y 10 a 11 mm de diametro
interno, provista de un grifo.

pH metro graduado, como minimo, en décimas de unidades pH
Electrodos

— electrodo de vidrio, que debera conservarse en agua destilada,

— electrodo de referencia de cloruro mercarico de cloruro de potasio saturado, que
debera conservarse en una solucion saturada de cloruro de potasio,

— electrodo combinado, que debera conservarse en agua destilada.

REACTIVOS

Cambiador de cationes de acidez elevada, de forma H~+, preparada previamente a su
empleo, manteniéndola en agua, al menos durante una noche para que se hinche.

Solucion 0,1 M de hidroxido de sodio.

Papel indicador de pH.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de ia moestra

Utilizar la solucion que se haya obtenido diluyendo el mosto concentrado rectificado al
40 % (m/v), tal y como se indica en el capitulo «Acidez total> (5.1.2).

Preparacion de Ia colmmna intercambiadora de iones

Introducir en la columna 10 ml, aproximadamente, de cambiador de iones en forma H+
previamente hinchado; lavar la columna con agua destilada hasta eliminar la acidez, que
se controlara con el papel indicador. ’

Cambio de iones

Hacer pasar por la columna 100 ml de la solucion de mosto concentrado rectificado, pre-
parada del modo indicado en ¢l apartado 4.1, a razon de una gota por segundo. Recoger el
efluente en un vaso de precipitados. Lavar 1a columna con 50 ml de agua destilada. Valo-
rar la acidez del efluente (incluida e agua de lavado) con Ia solucion 0,1 M de hidroxido
de sodio hasta que se alcance un pH de 7 a 20 °C. La adicién de licor alcalino debera
efectuarse lentamente, agitando continuamente 1a solucion.

Sea n mi ¢l volamen de solacién 0,1 M de hidroxido de sodio empleado.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los cationes totales se expresan en mihiequivalentes por kilo de azicares totales con
1 decimal.
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Calculos

— Acidez del efluente expresada en miliequivalentes por kilo de mosto concentrado rec-
tificado:
E=25-n

— Acidez total del mosto concentrado rectificado en miliequivalentes por kilo (véase
«Acidez total» 6.1.2):a

— Cationes totales en miliequivalentes por kilo de azicares totales:

25n—a

P - 100

P = contenido % (m/m) en azicares totales.

CONDUCTIVIDAD

FUNDAMENTO

Medida de la conductividad eléctrica de una columna de liquido, delimitada por dos elec-
trodos de platino (que se mantendran paralelos), que constituye una de las ramas de un

puente de Wheatstone.

La conductividad varia con la temperatura y se expresara a 20 °C.

MATERIAL

Conductimetro que permita efectuar medidas de conductividad en un sector comprendido
entre 1 y I 000 microsiemens por cm.

Baiio de agua que permita alcanzar una temperatura de aproximadamente 20 °C (20
2°C).

REACTIVOS

Agua desmineralizada de conductividad especifica inferior a 2 microsiemens por cm a
20°C.

Solucion de cloruro de potasio de referencia.

Disolver en agua desmineralizada (3.1) 0,581 g de cloruro de potasio, KCl, previamente
secado hasta obtener una masa constante a la temperatura de 105 °C. Completar hasta

1 litro con agua desmineralizada (3.1). Esta solucién posee una conductividad de 1 000
microsiemens por cm a 20 °C. Su periodo de conservacion se limita a 3 meses.

PROCEDIMIENTO

Preparacién de Ia muestra pars anilisis

Utilizar una solucién con vn contenido de aziicares totales del 25 % (m/m) (25 ° Brix), tal
y como s¢ indica en el capitulo «pH>» (4.1.2).

D imaciéa de Ia conductividad

Poner la muestra para anilisis a una temperatura de 20 °C mediante inmersion en un
bailo de agua. Comprobar 1a temperatura con una aproximacion de 0,1 °C.

Lavar dos veces la célula de medida del conductimetro con la soluciém que vaya a anali-
zarse.

Medir la conductividad expresada en microsiemens por centimetro.
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS

La conductividad se expresa en microsiemens por centimetro (15 cm-') a 20 °C sin deci-
males para la solucién al 25 % (m/m) (25 °C Brix) de mosto concentrado rectificado.

Cilculos

En caso de que el aparato no cuente con un compensador de temperatura, corregir la con-
ductividad que se haya medido mediante la tabla 1. Si la temperatura es inferior a 20 °C,
anadir la correccion: si la temperatura es superior a 20 °C, restar la correccion.

TABLA 1

Correcciones de conductividad para temperaturas distintas de 20 °C en microsiemens cm!

Temperaturas
Conductivi-
dad 202 204 20.6 20.8 210 21.2 214 216 218 [22.0(1)
19.8 19.6 194 19.2 19.0 i8.8 18.6 18.4 18.2 118.0(2)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

50 0 0 i 1 1 1 1 2 2 2
100 0 ! i 2 2 3 3 3 4 4
150 i I 2 3 3 4 5 5 6 7
200 i 2 3 3 4 5 6 7 & 9
250 1 2 3 4 6 7 8 9 10 1
360 I 3 4 5 7 8 9 11 12 13
350 i 3 5 6 8 9 11 12 14 15
400 2 3 5 7 9 1t 12 14 16 18
450 2 3 6 8 10 12 14 16 18 20
500 2 4 7 9 1 13 15 18 20 22
550 2 5 7 10 12 14 17 19 22 24
600 3 5 8 1§ 13 16 I8 21 24 26
¢!y Restar la correccion
() Sumar la correccion
HIDROXIMETILFURFURAL
FUNDAMENTO
Métod lorimétri

Los aldehidos derivados del furano, de los cuales el principal es el hidroximetilfurfural,
reaccionan con el acido barbitirico y la paratoluidina, obteniéndose un compuesto rojo
que se determina por colorimetria a 550 nm.

Meétedo por cromatografia liquida de alta resolucion

Separacién en columna de fase inversa y determinacion a 280 nm.

METODO COLORIMETRICO

Msterial
Espectrofotometro que permita cfectuar medidas eatre 300 y 700 nm.
Cubeta de vidrio de trayecto optico ignal a | cm de espesor.
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Reactivos
Acido barbifirico en solucion al 0.5 % (m/v).

Disolver 50 mg de acido barbitirico, C;0:N,H,, en agua destilada calentandolo ligera-
mente en uM baio de agua a 100 °C: enrasar hasta 100 ml con agua destilada. La soluci6n
se conserva yproximadamente una semana.

Paratoluiditta en solucion al 10 %0 (m/v).

Introducir W) g de paratoluidina, C,H(CH:) NH., en un mairaz aforado de 100 ml: afiadir
50 ml de isopropanol, CH:CH(OH)CH: y 10 ml de acido acético glacial, CH;COOH (px

= 1,05 g/ml); completar hasta 100 ml con isopropanol. Esta solucion debe prepararse dia-
riamente.

Etanal (CH {CHO) en solucion acuosa al I %6 (m/v).

Debera prepararse inmediatamente antes de su empleo.

Hidroximetilfurfural, C403Hs. en solucion acuosa de 1 g/1.

Preparar en diluciones sucesivas, soluciones con 5, 10, 20, 30 y 40 mg/1. La solucion de
1 g/ y sus diluciones deberan estar preparadas.

Procedimiento
Preparacion de¢ la muestra

Utilizar la splucion obtenida diluyendo el mosto concentrado rectificado al 40 % (m/v).
tal y como é¢ indica en el capitulo «Acidez total» (5.1.2). Efectuar la determinacion con
2 mt de esta solucion.

Determinacitv colorimétrica

Introducir 2 mi de muestra preparada del modo que se indica en el apartado 2.3.1 en dos
erienmeyer ¥ y¥ b de 25 ml provistos de tapones esmerilados. Verster en cada erlenmeyer 5
ml de solucipn de paratoluidina (2.2.2); mezclar. Anadir en ¢l crlenmeyer b (testigo) | mi
de agua destilada y, en el erlenmeyer a (medida), | m! de solucién de acido barbiturico
(2.2.1). Agitir para homogeneizar. Transvasar el contenido de los erlenmeyer en las cube-
tas de 1 cm (e travecto optico del espectrofotometro. Regular el cero de la escala de absor-
bancia con ¢ contenido del erlenmeyer b para una longitud de onda 550 nm y determinar
1a absorbanyia del contenido del erflenmeyer a:tomar su valor maximo A, que se alcanzarad
entre 2 y 5 siinutos.

Las muestri#s cuyo comtenido en hidroximetilfurfural sea superior a 30 mg/l1 deberan
diluirse antey del analisis.

Curva patroi

Introducir +i dos erlenmeyer a y b de 25 ml, 2 ml de cada una de las soluciones de hidro-
ximetilfurfigal de 5, 10, 20, 30 y 40 mg/1 (2.2.4) v aplicaries el procedimiento descrito en ¢l
apartado 2.3.2.

La represewiacion grifica de las absorbancias en funcion de los contenidos en miligramos
el origen.

Expresiia d¢ los resaltados

El coatenidty ¢n hidroximetilfurfural del mosto concentrado rectificado se expresara en
miligramos jux kilogramo de aziicares totales.
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Método de calculo

El contenido C mg’l en hidroximetilfurfural de la muestra para analisis se obtendra lle-
vando a la curva patron la absorbancia A determinada en esta muestra.

El contenido en hidroximetilfurfural expresado en miligramos por kilogramo de azucares
totales es igual a:

250 -

iAo

P = contenido % (m/m) en aziicares totales del mosto concentrado rectificado.

METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
Material
Cromatografo de fase liquida de alia resolucion equipado con:

— uninyector con loop de 50 10 ;{l,
— un detector, espectrofotometro que permita efectuar medidas a 280 nm,

— una columna de silica dopada con octadecil (por ejemplo: Bondapak C,, Corasil,
Waters Ass.),

— un registrador y, en su caso, un integrador,

— flujo de la fase movil: 1,5 mi/min.

Equipo de filtracion de muestra y disolventes para eliminar particulas superiores a 0.45 um
Reactives

Agua bidestilada.

Metanol, CH;OH destilado o de calidad HPLC.

Acido acético, CH;COOH (px = 1,05 g/ml).

Fase mévil: agua-metanol (3.2.2) acido acético (3.2.3) previamente filtrado (0,45 um), (40,
9. 1v/v)

Esta fase movil debera prepararse diariamente y desgasificada antes de su uso.

Selucién de referencia de hidroximetilfurfural de 25 mg/1 (m/v).

Introducir en un matraz aforado de 100 mi 25 mg exactamente pesados de hidroximetil-
furfural C,H,0,, y completar el volumen con metanol (3.2.2). Diluir esta solucion al 1/10
con metanol (3.2.2) y filtrarda con una membrana (0,45 pm).

Esta solucion se conservara de 2 a 3 meses si se introduce en un frasco de vidrio topacio
herméticamente cerrado y se mantiene refrigerada.

Procedimicnts
Preparacion de ia muestra
Utilizar la solucidon que se haya obteaido diluyendo ¢l mosto concentrado rectificado al

46% (m/v) del modo indicado en ¢l capitulo «Acidez total» (5.1.2) y filtrarla con una
membrana (0.45 pm).
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Determinacion cromatogrdfica

Inyectar en el cromatégrafo 5 (o 10) ul de la muestra preparada del modo indicado en el
apartado 3.3.1 y 5 (¢ 10) ul de solucion de referencia de hidroximetilfurfural (3.2.5). Regis-

trar el cromatograma.

El periodo de retencion del hidroximetilfurfural se aproxima a 6 o 7 minutos.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El contenido en hidroximetilfurfural del mosto concentrado rectificado se expresa en mili-
gramos por kilogramo de aziicares totales.

Medo de calculo

Sea C mg/1 el contenido en hidroximetilfurfural de la solucién de mosto concentrado rec-
tificado al 40 % (m/v).

El contenido en hidroximetilfurfural en miligramos por kilogramo de azicares totales
viene expresado por:

P = contenido % (m/m) en azicares totales del mosto concentrado rectificado.

METALES PESADOS

FUNDAMENTOS

Método ripido de evalaacion de metales pesados.

La presencia de los metales pesados se pone de manifiesto en el mosto concentrado recti-
ficado convenientemente diluido por la coloracion que da la formacion de sulfuros. Se

evalian comparandolos a una solucion patron de plomo comrespondiente al contenido
maximo admisible.

Determinacion del contenido en plomeo por espectrofotometria de absorcion atomica.
El quelato que se obtiene del plomo con pirrolidinditiocarbamato de amonio se extrae con

metilisobutilcetona, cuya absorbancia se mide a 2833 nm. El contenido en plomo se
determina por el método de adicion.

METODO RAPIDO DE EVALUACION DE METALES PESADOS
Reactives
Acido clorhidrico dituido al 70 %6 (m/v)

Fomar 70 g de acido clorhidrico (HCl), (p = 1,16 — 1,19 g/ml) y completar hasta 100 mi
con agua.

Acido clorkidrico dituido af 20 %0 (m./v)

TFomar 20 g de acido clorhidrico (HCI) (p = L,16 — 1,19 g/mi) y completar hasta 100 ml
con agua. .

Amoniaco dilwido

Tomar 14 g de amoniaco, NH; (p = 0,931 — 0934 g/ml) y completar hasta 100 ml con
agua.
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Solucion tampon pH 3.5
Disolver 25 g de acetato de amonio (CH:COONH,) en 25 ml de agua y afadir 30 ml de

acido clorhidrico diluido (2.1.1). Ajustar el pH en caso necesario con acido clorhidrico
diluido (2.1.2) o amoniaco diluido (2.1.3) y completar hasta 100 ml con agua.

Solucion de tioacetamida. (C;H;sNS), al 4 %0 (m/v).
Solucion de glicerol (C;HgO3j al 85 %0 (m/vj
(np™® ¢ = 1,449 — 1.455).

Reactivo de ticacetamida
Anadir a 0,2 ml de solucion de tioacetamida (2.1.5) | ml de una mezcla de 5 ml de agua,
15 mi de hidroxido de sodio en solucion 1 M y 20 mli de glicerol (2.1.6). Calentar en un

bafio de agua a 100°C durante 20 segundos. Preparar inmediatamente antes de su
empleo.

Solucion de plomo de 0.002 g/1
Preparar una solucién de | g/1 de plomo disolviendo en agua 0,400 g de nitrato de plomo,

Pb (NO;). y completar hasta 250 ml con agua. Diluir con agua esta solucion en el
momento de su uso al 2 %e (v/v) para obtener una solucion de 0,002 g/1.

P i
Disolver una muestra de 10 g de mosto concentrado rectificado en 10 ml de agua. Anadir
2 ml de solucion tampon pH 3.5 (2.1.4) y mezclar. Afiadir 1,2 ml de reactivo de tioaceta-
mida (2.1.7) y mezclar inmediatamente. Preparar el testigo en las mismas condiciones uti-
lizando 10 mi de solucion de 0,002 g/1 de plomo (2.1.8).

Transcurridos 2 minutos, la posible coloracion marron de la solucion de mosto concen-
trado rectificado no debera ser mias intensa que la del testigo.

Cilcslos
El ensayo testigo corresponde en las condiciones de funcionamiento a un contenido

maximo admisible de metales pesados expresados en plomo de 2 mg/kg de mosto concen-
trado rectificado.

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN PLOMO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

Material

Espectrofotometro de absorcion atdmica equipado con un mechero alimentado por aire y
acetileno.

Lampara de citodo hueco de plomo.

Reactives

Tomar 12 g de acido acético glacial (px = 1,05 g/ml) y compietar hasta 100 mi con agua.
Solucion de pirrolidinditiocarbamato de amonio C;Hy; N;S; al | % (m/v).
Metilisobutiicetona (CH;), CHCH,COCH,.
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324. Solucion de plomo de 0,010 g/1 de piomo.

Diluir al I % (v/v) la solucién de plomo de 1 g/1(2.1.8).

33 Procedimiento
331 Solucion para andlisis

Disolver 10 g de mosto concentrado rectificado en una mezcla de voliimenes iguales de
acido acético diluido (3.2.1) y agua y completar hasta 100 m! con esta mezcla.

Anadir 2 ml de solucion de pirrolidinditiocarbamato de amonio (3.2.2) y 10 ml de metili-
sobutilcetona (3.2.3). Agitar al abrigo de la luz viva durante 30 segundos. Dejar que se
separen las dos capas. Utilizar la capa de metilisobutilcetona.

3.3.2. Soluciones de referencia

Preparar 3 soluciones de referencia que contengan, ademas de los 10 g de mosto concen-
trado rectificado, 1, 2 'y 3 ml de la solucién de plomo de 0,010 g/1 (3.2.4), respectivamente.
Seguir el mismo procedimiento que con la solucion para analisis.

333. Testigo

; Preparar un testigo siguiendo los mismos pasos que en el apartado 3.3.1 con la solucién
: para analisis, pero sin aftadir mosto concentrado rectificado.

334 Determinacion
Seleccionar la longitud de onda 2833 nm.

Pulverizar en la Hama la metilisobutilcetona procedente del ensayo testigo y regular la
absorbancia a cero.

Operando sobre sus solventes de extraccion respectivos, determinar las absorbancias co-
rrespondientes a la solucion para analisis y a Ias soluciones de referencia.

34 Expresion de los resultados

Expresar el contenido en plomo en miligramos por kilogramo de mosto concentrado recti-
ficado con | decimal.

34.1. Calculos

Trazar una curva que represente la variacién de las absorbancias en funcién de la concen-
tracion del plomo afiadido a las soluciones de referencia, correspondiendo 1a concentra-
cion cero a l1a solucion para anilisis.

Extrapolar Ia recta que une los puntos hasta que aicance el eje de las concentraciones de
Ia parte negativa. La distancia entre este punto y cf origen representa la concentracion en
plomo dc Ia solucién para analisis.

) DETERMINACION QUIMICA DEL ETANOL

wm‘amxmmmmdmm&mm
poco contenido de alcohol, como ¢l mosto, ¢l mosto concentrado y el mosto concentrado
rectificado.
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FUNDAMENTO

Destilacion simple del liquido. Oxidacion del etanol del destilado mediante el dicromato
de potasio. Valoracion del exceso de dicromato mediante una solucion de hierro 1.

MATERIAL

Utilizar el aparato de destilacion que se describe en el apartado 3.2 del capitulo «Grado
alcoholicos.

REACTIVOS
Solaciéa de dicromato de potasio

Disolver 33,600 g de dicromato de potasio (K,Cr.0-) en una cantidad de agua suficiente
para obtener | hitroa 20 °C.

Un mililitro de esta solucion oxida 7,8924 mg de alcohol.

Selucion de sulfato de hierro 11 y amonio

Disolver 135 g de sulfato de hierro Il y de amonio, Fe (NH,), (50.). - 6H.0 en una canti-
dad suficiente de agua, anadir 20 ml de acido sulfirico concentrade, H.SO, (p = 1,84
g/ml) v enrasar a | litro. Esta solucion se oxida lentamente. Cuando esta recientemente
preparada, un volumen de esta solucion corresponde a medio volumen de Ia solucion de
dicromato potasico.

Selucion de permsnganato de potasio

Disolver 1,088 g de permanganato de potasio, KMnO,, en una cantidad de agua suficiente
para obtener 1 litro.

Acide sulfirico diluido al 172 (v/v)

Anadir 2 500 ml de agua, lentamente y agitando, 500 ml de acido sulfirico, H.SO, (px =
1.84 g/mi).

Reactivo de ortofenantrolins ferross

Disolver 0,695 g de sulfato ferroso, FeSO;, 7 H;O en 100 ml de agna, aiiadir 1,485 g de
monohidrato de ortofenantrolina C;-HyN,, H,O. Calentar para favorecer 1a solucion. Esta
disolucion es de color rojo intenso y se conserva muy bien.

- PROCEDIMIENTO

Destilacié

Introducir en el matraz de destilacion 100 g de mosto concentrado rectificado y 100 ml de
agua. Recoger el destilado en un matraz aforado de 100 ml y enrasar con agua.

Oxidacii

En an frasco de 300 ml con tapdn esmerilado, cuyo cucllo termine en una parte ensan-
chada, Ia caal permite lavar el cuello sin que sc produzcan pérdidas, introducir 20 mi de
solucién valorada de dicomato de potasio y 20 ml de icido sulfirico diluido al 1/2 (v/v)
(34 y agitar. ABadir 20 ml de destilado. Tapar el frasco, agitar y esperar al menos 30
minutos agitando de vez en caando (frasco «muestras»).
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Valorar la solucién de sulfato de hierro 1 y amonio (3.2} en relaciéon con la solucién de
dicromato de potasio introduciendo en un frasco idéntico las mismas cantidades de reacti-
vos, pero sustituyendo los 20 ml de destilado por 20 ml de agua destilaca (frasco «testi-

go»).

Valoracidn

Afadir 4 gotas de reactivo de ortofenantrolina (3.5) al contenido del frasco «muestra».
Valorar el exceso de dicromato introduciendo la solucion de sulfato de hierro 11 3.2) v
amonio. Dejar de afadir solucioén ferrosa cuando el medio pase de color azul-verdoso a
marrron.

A fin de precisar el viraje, pasar del marmron al azul-verdoso con la solucion de permanga-
nato de potasio (3.3). Restar la décima parte del volumen empleado de esta solucion del
volumen de solucion de sulfato de hierro 11 vertido, sea n esta diferencia.

Seguir el mismo procedimiento con el frasco «testigo». Sea n’ la diferencia.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El etanol se expresa en gramos por kilo de azicares totales con | decimal.

Meétodo de cilcuio

n’ ml de solucion ferrosa reducen 20 mi de solucion de dicromato, que oxidan 57,85 mg de
etanol puro. ’

Un mililitro de solucion de hierro 1 tiene el mismo poder reductor que:

157,85
-

mg de etanol

n’ — n ml de solucion de hierro 1 tienen el mismo poder reductor que:

’

15785 - E—;—:—E mg de etanol

Etanol en g/kg de mosto concentrado rectificado:

?,892- E’—’ﬂ
o
Etanol en g/kg de aziicares totales:
X n—-n
7892 - TP

siendo P = contenido % (m/m) ¢n azicares totales.

MESO-INOSITOL, SCYLO-INOSITOL Y SACAROSA
FUNDAMENTO DEL METODO
Cromatografia en fase gascosa de derivados silanizados
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REACTIVOS

Patron interno: xilitol (solucién acuosa aproximadamente de 10 g/1 adicionada de una
punta de espatula de azida sédica)

Bistrimetilsililtriflaoroacetamida — BSTFA — (C;H;sF:NOSH:)
Trimetilclorosilano (C;H, C1 Si)
Piridina p. a (C;H:N)

Meso-inositol (C.H,;-O0)

MATERIAL
Cromatografo de gases, equipado coa:

Columna capilar (por ejemplo, silice fundida, OV 1, espesor de 0.15 u, longitud 25 m, dia-
metro interior 0,3 mm)

Condiciones operatorias:

— gas portador: hidrogeno y helio,

— caudal del gas portador: 2 ml/minuto aproximadamente,
— temperatura del inyector y del detector: 300° C,

— programacién de temperatura: | minuto a2 160° C. 4° C/minuto hasta 260° C, iso-
terma a 260° C durante 15 minutos,

— relacion de split: I a 20.
Integrador

Microjeringa de 10 pi
Micropipetas de 50, 100 y 200 pl
Viales de 2 mi con tapén de teflon

Estufa

PROCEDIMIEN1G

Poner alrededor de 5 g de MCR {mosto concentrado rectificado), pesado exactamente, en
un matraz de 50 ml, adadir 1 ml 3e solucion patron de xilitol y enrasar con agua. Después
de homogencizar 1a muestra, tomar 100 ul de solucién ¢ introducir ea un vial, secar con
una ligera corriente de aire después de haber aniadido 100 i de etanol absoluto para faci-
fitar la evaporacion. Disolver cuidadosamente ¢l residuo en 100 pl de piridina (2.4) afadir
I@F‘k bistrimetilsililirifluoroacetamids {2.2)y iOﬂ&Mﬁm@lﬂo{ﬁ}.m
el vial con ¢ tapon de teflon y colocar en estufa 2 60° C durante una hora. Tomar 05 pl
&mmhym&wn@hmyaﬁmmhm&sp&m
mencionada. .

CALCULO DE LOS FACTORES DE RESPUESTA

Pregacss sus selaciés gue confengs:

60 g/1 de glucosa, 60 g/1 de frecsosa, 1 g/1 de meso-inositol y 1 g/1 de sacarosa.
Mig&mﬂdﬁymmdmi‘&w&dﬂww

nido, caicular los factores de respucsta del meso-inositol y de ks sacarosa en refacidn al
xilitol.

»
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6.1.

Para el scylo-inositol, que nc se comercializa v cuyo tiempo de retencidon esta compren-
dido entre of dltimo pico de las formas anoméricas de la glroosa y del mesro-inositol
(véase figura adjunta), utilizar i mismo factor de respuesta que de! meso-inositol.

EXPRESION DE RESULTADOS

El meso-inositol y ¢l scylo-inositol se expresan en miligrameos por kilogramo de azticares
totales. La sacarosa s¢ expresa en gramos por kilogramo de mosto.
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