METODOS ANALISIS
GRADO PROBABLE (mostos)

El contenido de azucares de un mosto también sgepleterminar por refractometria.
Existen refractometros de bolsillo muy manejablasagel control de las vendimias en
vifiedo, pero también los hay fijos para el conttella uva en la bodega e incluso de
laboratorio, de mayor precision. Hoy en dia casiosolos refractometros vienen
dotados de un sistema de correccion de tempenatigavarias escalas, donde se puede
leer directamente la riqueza en azlcares del nf@#ameé, °Brix, grado alcohdlico
probable, etc.

MASA VOLUMICA A 20°C Y DENSIDAD RELATIVA A 20°C (mo stos y vinos)

La masa volimica es el cociente de la masa de tenntieado volumen de vino o mosto a
20°C por ese volumen. Se expresa en gramos pditrmii su simbolo es p'20°C.

La densidad relativa a 20°C 0 densidad20°C/20°Ca e=lacion, expresada en nuamero
decimal, entre la masa de uncierto volumen de @ide mosto a 20°C y la masa del mismo
volumen de agua a la misma temperatura. Su singsado

Procedimiento: Verter en una probeta 250ml de maugstparada para el ensayo, introducir
el aerometro y el termoémetro. Leer el termémetraninuto después de haber agitado para
obtener el equilibrio de la temperatura. Retirartesimometro y leer la masa volumica
aparente a t°C sobre el tallo del aerometro trasinnoto de reposo.

Corregir la accion de la temperatura sobre la makanica aparente a t°C mediante las tablas
gue se aplican en los casos de vinos secos, mogioss que contienen azucar.

GRADO ALCOHOLICO VOLUMETRICO (vino)

El grado alcohdlico volumétrico es igual al nimeéeditros de etanol contenidos en 100 litros
de vino, medidos ambos voliumenes a la temperatu2®C. Su simbolo es "%vol".

El etanol, sus homoélogos y los ésteres de ambaa estprendidos en el grado alcohdlico,
por encontrarse en el destilado.

Fundamento: Destilacién del vino alcalinizado met#auna suspension de hidréxido de
calcio. Determinacion del grado alcohdlico en etitisdo.

Procedimiento: Echar en un matraz aforado un vatume vino de 200ml. Anotar la
temperatura del vino. Verterlo en el matraz derapade destilacion o en el borboteador del
aparato de arrastre por vapor de agua. Lavar eamatorado cuatro veces con 5ml. de agua
gue se verteran en el matraz de destilacién o barbbteador. Afladir 10ml. de hidroxido de
calcio y algunos fragmentos de materia porosaear(predra pomez).

Recoger el destilado en el matraz aforado de 20§umel.ha servido para medir el vino. Debe
recogerse un volumen igual a las tres cuartasgyapeoximadamente, del volumen inicial en



el caso de la destilacion, 6 198-199ml. de destild el caso de arrastre por vapor de agua.
Completar a 200ml. con agua destilada a una teryparaléntica a la temperatura inicial,
con una aproximacion de + 2 °C. Mezclar con praéayenediante un movimiento circular.

Verter el destilado en una probeta cilindrica den®6 de diametro y 320mm de altura.

Mantener la probeta en posicion vertical. Introdetitermdémetro y el alcohometro. Efectuar
la lectura del termémetro 1 minuto después de hadigmdo para igualar la temperatura de la
probeta, del termometro, del alcohometro y delildest Retirar el termémetro y leer el

grado alcohdlico aparente tras 1 minuto de rep&salizar por lo menos tres lecturas
utilizando una lupa. En el grado aparente medid® @ debe corregirse la accion de la
temperatura utilizando una tabla.

Es necesario que la temperatura del liquido nafeeedcie en mucho de la temperatura
ambiente (5° C de diferencia, como maximo).
ACIDEZ TOTAL (mosto y vinos)

La acidez total es la suma de los acidos valorahlasdo se lleva el pH a 7 afiadiendo una
solucién alcalina valorada.

Fundamento: Valoracién potenciométrica o valora@anpresencia de azul de bromotimol
como indicador del final de reaccion, mediante cara@on con un patron de coloracion.

Procedimiento: Eliminacién del diéxido de carbom@nlocar aproximadamente 50ml. de
vino, en un matraz kitasato; agitar y, al mismmpe, hacer el vacio con una trompa de agua.
La agitacion debe durar de 1 a 2 minutos.

En un vaso de precipitados, echar 30ml. de agudadiesy hervida, 1ml. de solucion de azdul
de bromotimol y 10ml. si se trata de vino o 50eml.el caso del mosto. Afadir la soluciéon
0,1M de hidroxido sodico hasta obtener una colorasierdeazulada. Se denominara n al
namero de mililitros de solucién de hidroxido s@di; 1M utilizados.

La acidez total, expresada en gramos de acidaitarigor litro, sera 0,75.n

Acidez sulfurica x 1,530 = Acidez tartarica

pH (mostos y vinos)

Fundamento: Medida de la diferencia de potencieieatos electrodos sumergidos en el vino
que se estudia. Uno de los electrodos tiene umgialeque es una funcion definida del pH
del liquido, el otro tiene un potencial fijo y cando y constituye el electrodo de referencia.

Procedimiento: Operar directamente sobre los vimaisiendo efectuado previamente una
correcta calibracion del aparato.



ACIDEZ VOLATIL (vinos)

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

Fundamento: Valoracion de los acidos volatiles isefms del vino por arrastre de vapor de
agua Yy rectificacién de los vapores. Previamente ddiminarse el di6xido de carbono del
vino. La acidez del diéxido de azufre libre y condao destilado en dichas condiciones debe
restarse de la acidez del destilado. Debe restarseidez del acido sorbico eventualmente
afadido al vino. El acido salicilico que en algupasses se utiliza para estabilizar los vinos
antes del analisis, se encuentra en parte en tilhdes Es necesario valorarlo y restarlo de la
acidez.

Procedimiento: Poner alrededor de 50ml. de vinmrematraz kitasato; agitar y, al mismo
tiempo, hacer el vacio por medio de la trompa desmaga agitacién debe durar de 1 a 2
minutos.

Echar en el borboteador 20ml. de vino desprovigocarbénico. Anadir 0,5g. de acido
tartarico aproximadamente. Recoger, por lo mer@n2 de destilado.

Valorar con la solucién 0,1M de hidroxido sodicopresencia de dos gotas de solucion de
fenolftaleina. Se denominara n ml. al volumen zaiio.

Afadir 4 gotas de &cido clorhidrico diluido 1/4,|12me engrudo de almidén y algunos
cristales de yoduro de potasio. Valorar el dioxiboazufre libre con solucion 0,005M de
yodo. Se denominara n” ml. al volumen utilizado.

Afadir la solucion saturada de borato sodico hastareaparezca la coloraciéon rosa. Valorar
el dioxido de azufre combinado con la solucién BNMGde yodo.Se denominara n”". ml. al
volumen utilizado.

La acidez volatil, expresado en gramos de acéticditpo, con dos decimales, sera: 0,300 (n -
0,1n"- 0,05n7")

ACIDO L-LACTICO, ACIDO L-MALICO, GLICEROL (mostosy  vinos)

Son determinados por test enzimaticos segun metgidoldescrita por la Boerhinger-
Mannheim



DETERMINACION DEL ACIDO TARTARICO POR COLORIMETRIA
RAPIDA

1.- PRINCIPIO

El acido tartarico reacciona con el acido vac@dpara dar una coloracion
anaranjada medible a 500 nm. Los antocianos iaterfien esta reaccion, y en los vinos
tintos hay que hacer una segunda lectura, en lamasi condiciones de pH, para
eliminar las interferencias. También se puede rtlatanuestra previamente mediante
una E.F.S.
2.- REACTIVOS

Disolucion T-1:Acético al 30%

Disolucion T-2:Disolver 10 g de metavanadato amonico en 150emiNAOH
IN. Adadir 200ml de disolucion de acetato soadic@7 % . Llevar a un litro con
agua destilada ( no debe haber ningun precipitado)

Disolucion T-3:

D-A: Disolver 4.5 g de cloruro amonico erb01 ml de NaOH 1N .
Afadir 200 ml de disolucion de acetato sodicd?@l%. Llevar a un
litro con agua destilada.

D - B: Disolucion de acetico al 30%

La disolucion T -3 = 1vol D-A + 1vol-B

El pH de esta disolucion ha de ser igual al pHla disolucion obtenida al

mezclar 1vol de T-1 + 1vol de T-2. Sicwnciden ajustar el pH con

NaOH.

Patrones:

Preparar una disolucion de 5 g/l tartariconfgml).

En aforados de 50 ml, pipetear respectivamedte, 20, 30 y 40 ml de la

disolucion de 5 g/l, y envasar con agua desti(ask obtienen disoluciones de 1,

2,3y4gll, respectivamente).

Referencia = Agua



3.- MODO OPERATORIO

En 4 tubosdeensayo 1,2,3 y 4 eldsasiguientes volimenes

1 2 3 4

M T M T
Vino 0 mosto 1 0 1 0
Agua 0 1 0 1
T-1 10 10 O 0
T-2 10 10 O 0
T-3 0 0 20 20

Homogenizar por agitacion. Esperar como minimomifiutos y hacer la medida
dela DO a 500 nm bajo 1 cm.

Se llevan los valores de (DO1-DO2) - (DO3-DO4pbre una curva de
calibracion establecida bajo las mismas condicioneglizada con disoluciones
sintéticas de acido tartarico de 1, 2, 3, 4 y 5 gélculandose la concentracion de acido
tartarico presente en el vino., expresada en gfnyuna sola cifra decimal. La curva de
calibracion fué la siguiente:

y = 0,33099 + 4,3021x RA2 = 1,000

——— Concentracion

Concentracién

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Absorb

4. CONSIDERACIONES

En el caso de vinos blancos no es necesario narejos tubos 3 y 4 se puede
asimilar el valor de DO3 - D04 =0

Para determinaciones en serie los tubos 2 gjrven para toda la serie.

La curva de calibracion es estable y solamente duee rehacerla cuando se
cambien los reactivos.

Enlostubos 1 y 2 se realiza la reaccionrealda del acido tartarico. Enel 3 y
4 las reacciones para contrarrestar la colorgmidpia del vino.

La muestra ha de estar limpia. Se propone hafiliracion previa de la misma,
si es menester, y se puede hacer pasar previapwnia SepPak C18 antes de realizar
el analisis.



SULFUROSO LIBRE Y TOTAL (mostos y vinos)

Procedimiento:Determinacién del diéxido de azufveel por valoracién yodométrica directa.
Determinacion del dioxido de azufre combinado yaloracion yodomeétrica
tras hidrolisis alcalina.

Di6xido de azufre libre: En un erlenmeyer de 50(uhar:
-50ml de vino
-5ml.de engrudo de almidén
-30mg. de EDTA (complexona Ill)
-3ml. de &cido sulfarico al 1/10

Valorar inmediatamente con yodo 0,025M hasta quecdBracion azul se mantenga
claramente durante 10 a 15 segundos. Sea n miueghga de yodo utilizado.

Dioxido de azufre libre en miligramos por litro: 32n
Dioxido de azufre combinado: Afadir 8ml. de solac#M de hidréxido sodico, agitar una
sola vez y dejar 5 minutos en contacto. Verter degalpe, y agitando enérgicamente el
contenido de un pequeiio vaso en el que se hayadae&bml. de acido sulfarico al 1/10.

Valorar inmediatamente con yodo 0,025M. Sea n’kinaen de yodo empleado.

Afadir 20ml. de solucién 4M de hidroxido sodicojalleen contacto 5 minutos después de
haber agitado una sola vez. Diluir con 200ml. deadg més fria posible.

Agitando enérgicamente, verter de un golpe 30mladdo sulfarico al 1/10 previamente
colocados en una probeta. Valorar el diéxido ddradiberado con el yodo 0,025M. Sea el
n""el volumen de yodo empleado.

Di6xido de azufre total en miligramos por litro: 32(n+ n"+ n"")



DETERMINACION DEL NITROGENO FACILMENTE ASIMILABLE E N
MOSTOS (NFA) (Indice de formol)

El NFA estd constituido por el nitrégeno aminicomifoacidos) mas el nitrégeno
amoniacal menos la prolina (aminoacido no asinelglor las levaduras).

Reactivos:

1.-NaOH1N

2.-NaOH 0.1 N

3.-ChBalN

4.- CIH (d=1.19)

5.- Aldehido férmico al 40% (d=1.09)

Preparacion de la muestra:

* El mosto debe ser centrifugado previamente y dadardintes de la realizacién de
los analisis.

Procedimiento:

 Enun vaso de precipitados de 200 ml (forma ak#agisden 100 cc de muestra y se
llevan a pH = 8.0 con NaOH 1N (ajustar el pH aafioon NaOH).

e Afadir 10 cc de GIBa 1 N (para defecar).

* Esperar 15 min.

» Pasar la muestra a un matraz aforado de 200, ercasaagua destilada, agitar y
filtrar (embudo de 10 cc de didmetro con papellte).

* Recoger el filtrado en un vaso de precipitados.

e Sacar del filtrado 100 cc de muestra y llevar a8 con NaOH 0.1 N

e Afadir 25 cc de aldehido formico al 40%, anterianteellevado a pH = 8 con
NaOH 0.1 N

» Valorar con la soluciéon de NaOH 0.1 N hasta llegpH = 8.

Expresion del resultado:
Se expresa en mg/l de Nitrogeno
NFA =28 xn
Donde n = cc de NaOH 0.1 N consumidos en la valanac

Bibliografia:

Aerny J., 1996. Composeés azotés des modts et nesRevue suisse Vitic. Hortic. Vol.
28(3): 161-165.



Determinacion de NH;" : Test de BOEHRINGER MANNHEIM; Cat. No 1112732 (50
determinaciones)

METODOLOGIA PARA LA DETE,RMINACI(')N DE LA MADUREZ
FENOLICA

La determinacién de la madurez fendlica es de gtitidad para poder decidir la fecha

de vendimia Optima y para decidir la clasificacémbodega en funcion de su nivel de
calidad e incluso para poder incidir mediante laoti@ogia concreta de vinificacién en

el nivel de extraccion.

Existen diversas metodologias, si bien la maszatl sea probablemente la descrita
por el profesor Glories.

Prensar v determminar;
Peso v valumen

del mosto

Peso de los hollejos
Cirado alcohdélica
probable

Muestro
TCprescnl tarivo
2 veces
200 gramos de uva

— Acider total

Lote A Homogeneizar en una
batndora convencional

/

30 2 del homogeneizado 50 g del homogeneizado
} }
idéntico volumen de
Solucion pH=32

Agritar manualmente y esperar
4 horas

wlintico volumen de
Solucidn pH=1

Filtrar con lana de vidno

‘ .

Dreterminar la concentracién
en antocianos v la A28(0

Deerminar la concentracion
S ANOCTANDnS

Figura 3.15. Protocolo de determinacion de la madurez fendlica.

Una vez determinados los antocianos del extraptd a 1, asi como los antocianos y la
absorbancia a 280 nm del extracto a pH=3,2, seedeo@ calcular los antocianos
potenciales, los antocianos extraibles, y los pan@s EA% y MP%.



Los antocianos del extracto a pH=1 se asimilarsafdocianos totales presentes en la
uva, mientras que los antocianos del extracto a3gHse asimilan a aquellos que seran
extraidos durante la vinificacion.

EA% representa el porcentaje de antocianos querén sgtraidos.
MP% representa el porcentaje de taninos que aporasasemillas.
En teoria:

Los antocianos potenciales y los extraibles deberian @entar durante el proceso de
maduracion hasta alcanzar un valor maximo.

EA% y MP% deberian de disminuir al incrementarse el nivel de madurez de la uva.
(EA% oscila entre el 70 y el 20 %, mientras que M&#¥le hacerlo entre el 60 y el 10
%).

Para escoger la fecha 6ptima de vendimia, en ford#estos parametros deberiamos
apuntar hacia valores de antocianos potenciales @ttas de 1000 mg/1), y a niveles de
EA% y MP% bajos (inferiores a 30 % en ambos casBsg). desgracia, esto no siempre
es posible y en ese caso se deberia ajustar lacaodn al nivel de maduracion
fendlica.

La puesta en marcha de un sistema de decisionctia fie vendimia en funcién de
controles de madurez fendlica es realmente congaicaNuestra experiencia practica
en la aplicacion de esta metodologia indica qustexina variabilidad muy importante
en la toma de muestras y en el protocolo de maéerde las uvas y posterior analisis.

Esta metodologia, tal y como esta descrita, seshaplicar con un gran rigor. Si no es
asi, puede dar lugar a resultados erraticos queideten al endlogo.

Por todo ello, este es un tema aun abierto ya gueeeesario optimizar los métodos
existentes para la determinacion del grado de meadéendlica. Por una parte,
concretando mas aun las condiciones de prepardeidam muestra que disminuyan los
errores, y por otra disefiando sistemas que permitanautomatizacion del proceso.
Todo ello seria de gran utilidad en bodega, no pata decidir la fecha de la vendimia,
sino también para aplicar la estrategia de virifima que mas se ajuste al grado de
madurez real de la uva.

En el caso de que la uva llegue bien madura adaeds la extraccion de los antocianos
sera rapida y facil, y ademas la aportacion dentanastringentes procedentes de las
semillas sera baja y por tanto se podran realizaenaciones largas sijue se corra el
riesgo de obtener vinos agresivos.

En caso contrario, si la uva no estuviera lo seffittmente madura, el endlogo podra
actuar utilizando técnicas que permitan un incremee la velocidad de extraccion de
los antocianos, para de este modo obtener sufcigsior sin necesidad de alargar la
maceracion, ya que la extraccion de cantidades rtamges de tanino de semilla

pudieran hacer que el vino fuese demasiado dure.eddo y de otros aspectos que



influyen en la extraccion de los compuestos fen8lidurante la vinificacion, se hablara
en el proximo capitulo.

MADURACION FENOLICA: PROCESADO DE LA MUESTRA METODO DE
GLORIES

Muestra 200 bayas Triturar con Turmix dueadimin.
La muestra se divide en dos submuestras:

12 SUBMUESTRA:

Se COGEN 50 mL de la muestra

Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 3 minutos.

En el sobrenadante se analizan:

* el % Brix
* la acidez total y pH.

22 SUBMUESTRA:

Segun el grado Brix se conoce la densidad del mpston ella se pesa la cantidad
equivalente a 50 mL de la muestra. Se recogesuwmauestras iguales

« MUESTRA A (50 mL)
« MUESTRA B (50 mL)

Muestra A se le afiaden 50 mL de tampodn pH=3,2 (Agaedo tartarico).
Agitar

Macerar durante 4 h.

Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 3 min o filsabre lana de vidrio.

SE OBTIENE MUESTRA A’

Muestra B se le afladen 50 mL de tampon pH = 1 (Agd€l)

Agitar

Macerar durante 4 h.

Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 3 min o filsabre lana de vidrio.

SE OBTIENE MUESTRA B’

Con la muestra A’ (pH=3,2) se mide:

[.P.T.: 1 mL de muestra + 49 mL de agua destilagadir a 280 nm con cubeta de 1 cm
de cuarzo.

Antocianos: método de Puissant Leon:

Prueba antes de empezar el dia de muestreo de ldudion con HCI al 1%, la
lectura debe estar dentro 200-800 nm.
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Segun esta prueba la dilucion podré ser de la decaro la veinteava parte: 1:9 6
bien 1:19 mL.

Medir a 520 nm con cubeta de vidrio de 1cm de paso.

Expresion de resultados.

Antocianos (mg/L) = DO X 22.76 x dilucion adoptada.

Con la muestra B’ (pH=1) se mide:

Prueba antes de empezar el dia de muestreo de ldudion con HCI al 1%, la
lectura debe estar dentro 200-800 nm.

Segun esta prueba la dilucién podra ser de la decaro la veinteava parte: 1:9 6
bien 1:19 mL.

Medir a 520 nm con cubeta de vidrio de 1cm de paso

Antocianos (mg/L) = DO X 22.76 x dilucion adoptada.

Expresion de resultados:

Extractibilidad de los antocianos

Ea(%) = [(DO520 pH=1) — (DO520 pH=3,2)/ (DO520 phisd 100

Madurez de las pepitas

Mp(%) ={[(DO280 pH=3,2) — (DO520 pH=3,2 x 40)]/ (280 pH=3,2)}
x 100
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