MANUAL BASICO
DE LABORATORIO
ENOLOGICO

' Europa ;”‘"

invierte en las zonas rurales

S

Consejerfa de Agricultura, Pesca Instituto Andaluz de Investigacion
Aguay Desarrollo Rural y Formacidn Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccién Ecolégica

UNION EUROPEA Junta
Fondo Europeo Agricola de Desarrolla Rura de Andalucia




MANUAL BASICO
DE LABORATORIO
ENOLOGICO

Junta de Andalucia

Consejeria de Agricultura, Pesca,
Aguay Desarrollo Rural

Instituto Andaluz de Investigacién
y Formacién Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccién Ecolégica



Manual Basico de Laboratorio Enoldgico/ [Juan Manuel Ledn Gutiérrez, Susana Cruz Garcia,
Pedro Manuel Pérez Juan, José Morales Orddfiez, Pilar Ramirez Pérez]. - Sevilla. Consejeria de
Agricultura, Pesca, Agua y Desarrollo Rural. Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion
Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccion Ecoldgica. 2024.

Ortografia revisada segun la 23 edicién de la RAE

Coordinacion:
Pilar Ramirez Pérez!

Autoria:

Juan Manuel Ledn Gutiérrez!
Susana Cruz Garcia'

Pedro Manuel Pérez Juan!
José Morales Orddriez?

Pilar Ramirez Pérez!

Agradecimientos:

La elaboracion de este manual se enmarca dentro de las actividades del proyecto Formacion
Especializada en Vitivinicultura Sostenible (PP.FES.FES2022.022) cofinanciado al 90 % por el
Fondo Europeo Agricola de Desarrollo Rural, dentro del Programa de Desarrollo Rural de
Andalucia 2014-2022.

Edita y Publica:
Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccion
Ecoldgica (IFAPA). Consejeria de Agricultura, Pesca, Agua y Desarrollo Rural. Junta de Andalucia.

Serie:
Ingenieria y Tecnologia Agroalimentaria. Formacion

D.L. SE 1441-2024
[.S.B.N. 978-84-8474-313-2

Disefio y Maquetacion:
M? del Carmen Yruela Morillo?, Maria Ruano Garcia?, Alicia Gonzalez Vicente?

@ ®©© Este documento esta bajo Licencia Creative Commons
Reconocimiento-No comercial-Sin obra derivada

1. Centro IFAPA de Cabra. Junta de Andalucia.
2. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia. Junta de Andalucia.




’ d .
2. NORMAS DE SEGURIDAD EN LABORATORIO ........ccovuevueensunnsnssnnsensnsssnssnnes 1

2.1 RieSg0oSs €N €l [abh0ratorio .....ccceeiereriienieiieserteerteee ettt st sae s 7
2.2 Normas basicas de SEGUIIAAT........cceveerereieriieereeeteeeeeee et s e 8
3. PROTOCOLO GENERAL DE CONTROL DE MADURACION.......cccceeeveeeneneneneneneee 13
3.1 TOmMa de MUESTIAS 8 UVaA..cuiiiiiiiiiiiiciecieettee ettt sae s beesbe e e ssaesbeesbaessaesssans 13
3.1.1 Metodologia de la toma de MUESIA........ceeevereeerereieeeeereee et 15
3.2 Tratamiento de la MUESTIA ...ccciviiiiiiiieecee sttt saa e s es 16
3.3 Determinaciones @aNalitiCas ......cecucceereeeeeereiereeree ettt er et et s st s s se s neene 17
3.4 Determinacion de la fecha de vendimia ......ccceeeeveveieieecieeeeeee e 18
4. PARAMETROS BASICOS DE ANALISIS EN MOSTOS Y VINOS...........connruneen 21
4.1 PesO Medio de 1@ bhaya ....ccuuiiriiiiiiiiierectctese ettt 21
4.2 SOlIAOS SOIUDLES......oveeeetiteeeteteeetetetee ettt et ettt ensebesneneene 22
4.2.1 Determinacion de solidos solubles por refractometria.........ccceveeeveeereeereerennane. 23
4.2.2 Determinacion de solidos solubles por areometria.......c.cceeeeveeeeveeencceceerenenne. 26
4.3 PH Y aCIAEZ T0tAL.uuiiiiiiiieieceecece e 28
4.3.1 Método de analisis del PH ......oeeveeerieieiereeeecreeceeeetee et enie 29
4.3.2 Método de analisis de la acidez total.......cccueeereeeecieierereeeeeeeeeeee e 30
4.4 Nitrégeno facilmente asimilable........co.oeeeeeeeieecieeeeeeee s 32
4.5 AZUCAIES FEAUCTOIES......cvevereveeeeieteeieseteteseessesesesseseassesessesesesesessssesessesesensesessssesesssesanes 34
4.5.1 MELOAO REDEICIN ...ttt ettt be s se s se b nnens 35
4.5.2 Método SIMPLIfICAAO c..viueieireieieteeetecee ettt 37
4.6 Grado alcohOlico VOIUMELIICO ...viuevceiieieeectcetctete e 38
4.6.1 Determinacion del grado alcohdlico volumétrico por destilacion e hidrometria.....39
4.6.2 Determinacion del grado alcohélico volumétrico por ebulliometria.................. 41
4.7 ACIAEZ VOIALIL...vvieiereeeietceectceeteee ettt et b et s b s s s se s sens 43
4.7.1 Acidez volatil con destilacion por arrastre de Vapor..........cceevevevevevevereesverennnnns 44
4.7.2 MELOAO GAICIA TENG ..ottt es e ese st s s te s ss s s essesensesesensesn 46
4.7.3 MELOAO MALRIEU w..eveveveeeerereeeereeeeeteeete ettt ese e vt ss s sese s s se s esesnanas 47
4.8 SULFUrOSO lIDre Y t0tal...cccuecieiieieeeceeee ettt s a e s 49
4.8.1 MELOUO POUI ...ttt ae et s e eb s b s ensesensesesennenn 51
4.8.2 MELOTO RIDPEN c.eveveeveeeereeereereeeeereeeteereseseesessesesseseseseseesesseseesessesesessesensessesensenn 53
4.9 ACIAO MALICO 1ottt ettt essanes 56
L0 HIBITO weteieieeeiteeette sttt e st e st e s sta e e s be e s ba e e sabe e s bt e e abeessbaeesssaesssaeesssaesssaeessseesssaessssaennns 58

B, BIBLIOGRAFIA......vveuuunrerrsenssssnssssssssssssssssssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsB 1






INTRODUCCION

El Instituto Andaluz de Investigacién y Formacion Agraria, Pesquera,
Alimentaria y de la Produccion Ecoldgica tiene como objetivo la
contribucion a la modernizacion de los sectores agrario, pesquero y
alimentario de Andaluciay a la mejora de su competitividad a través de la
investigacion, la innovacion, la transferencia de tecnologia y la formacién
de agricultores, pescadores, técnicos y trabajadores de estos sectores,
desde su creacion con la Ley 1/2003 de 10 de abril, y la aprobacién de sus
estatutos a través del Decreto 359/2003 de 22 de diciembre.

Una de las principales herramientas disponibles para contribuir a mejorar
la cualificacion de los profesionales del sector agroalimentario son los
Proyectos de Formacion Especializada en los que se enmarca el Proyecto
de “Formacién Especializada en Vitivinicultura Sostenible” (PR.FES.
FES2022.022), que esta cofinanciado al 90 % por el Fondo Europeo Agricola
de Desarrollo Rural, dentro del Programa de Desarrollo Rural de Andalucia
2014-2020. Este tiene como objetivo principal proporcionar a viticultores,
bodegueros y trabajadores de las empresas vitivinicolas, formacion y
actualizacion de conocimientos en técnicas de cultivo y vinificacion. Uno
de los objetivos especificos es formar a personas del sector vitivinicola
para que, a través del andlisis quimico y sensorial, puedan evaluar y
mejorar la calidad de sus vinos, del cual nace la iniciativa de elaborar este
manual.

En el sector vitivinicola andaluz se encuentran grandes bodegas de
proyeccion internacional, cooperativas que agrupan a gran parte de los
viticultores y producen importantes volimenes, asi como pequefias
bodegas y lagares ya sean tradicionales o nuevos proyectos que van
naciendo a lo largo de toda la geografia andaluza.

Tanto las grandes bodegas como las cooperativas poseen personal
altamente cualificado dedicado al control quimico enoldgico de la uva, el
mosto y el vino. Sin embargo, en las pequefias bodegas y lagares, con un
marcado caracter familiar, no es tan frecuente dicha especializacion.
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Este manual podra servir de apoyo y consulta a todos ellos, incluso a los que no estan tan
familiarizados con la quimica, poniendo a su alcance métodos basicos de trabajo que les
permitan el control suficiente de las elaboraciones, desde la eleccion de la fecha de vendimia
hasta el momento de embotellado, pasando por los procesos de fermentacion.

Los parametros analiticos han sido seleccionados por suimportancia en la elaboracién de vinos
blancos, tintos y generosos por ser los mas frecuentes en Andalucia, descartandose en este
manual basico pardmetros en los que todos los métodos posibles requieran un equipamiento
costoso y dificilmente amortizable por bodegas con bajos volimenes de produccion. A su
vez, siempre que ha sido posible, se han presentado distintos métodos analiticos con los que
determinar un mismo parametro, que puedan seleccionarse seguin el equipamiento del que
se disponga, la sencillez, el tiempo de ejecucion y la precision requerida. Aun asi, todos los
métodos presentados son suficientemente precisosy sencillos para poder realizar un adecuado
seguimiento de los procesos de elaboracion de vino.

Parte de este trabajo esta inspirado en el “Manual Basico de Laboratorio de Bodega”, de Pedro
Manuel Pérez Juany José Morales Orddfiez, antiguos compafieros del IFAPA de Cabra, editado
por la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia en 1998. Este nuevo manual
supone una completa revision y actualizacion del editado hace 25 afios, con la inclusion de
parametros que resultan imprescindibles para el control de las elaboraciones actuales y
teniendo en cuenta los métodos propuestos por la Organizacion Internacional de la Vid y el
Vino.

Esperamos que este manual basico se convierta en una herramienta Gtil como lo fue su

antecesor, pues es el resultado del conocimiento y la experiencia de un equipo de personas a
fin de contribuir a la mejora del sector vitivinicola.

n MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO



NORMAS DE SEGURIDAD
EN LABORATORIO

Teniendo en cuenta los objetivos del presente libro y el tipo de laboratorio
al que esta destinado, se exponen en primer lugar los riesgos asociados
a los laboratorios y a continuacion, algunas normas basicas de higiene y
seguridad.*?

2.1 Riesgos en el laboratorio

En los laboratorios en general, no solo se deben considerar los riesgos
derivados de la manipulacion de productos quimicos y de las operaciones
que se realicen con ellos, sino también las instalaciones, equipos e
instrumentos.

En este apartado se hara un repaso a los principales riesgos derivados de
la utilizacion de algunos equipos y las medidas que se deben tomar para
minimizarlos. Se parte de la base de que todos estos equipos, servicios y
materiales cumplen con la legislacion que le es aplicable, desde el punto
de vista constructivo de los mismos, de su instalacion y respecto a su
correcto funcionamiento.

Riesgos asociados a la utilizacion de aparatos eléctricos

« Electrocucién por contacto directo o indirecto.

« Inflamacién o explosion por chispas o calentamiento del aparato
eléctrico.

Se debe evitar sobrecargar los enchufes (utilizacion de ladrones) asi como
evitar que se mojen los aparatos.

Riesgos asociados a la utilizacion de material de vidrio

+ Cortes o heridas por rotura del material de vidrio debido a su fragilidad
mecanica, térmica, cambios bruscos de temperatura o presion interna.

« Cortes o heridas por la apertura de material de vidrio obturado: tapones
esmerilados, llaves de paso, conectores, etc.
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« Explosidn, implosidn e incendio por rotura del material de vidrio en operaciones realizadas a
presion o al vacio.

Riesgos asociados a la utilizacion de refrigerantes

+ Corte del suministro de refrigerante (agua) de manera que no se produce enfriamiento, el
producto no condensay los vapores pasan a la atmésfera.

+ Roturainterna con entrada de agua a la mezcla de reaccién con riesgo de incendio, explosion o
fuga de vapores.

« Desconexion del tubo que suministra el refrigerante y riesgo de inundacion.

Riesgos asociados a la utilizacion de pipetas

« Ingestién de un liquido téxico o corrosivo.

« Cortes por rotura.

Riesgos asociados a la utilizacion de aparatos con llama (mecheros)

+ Incendioy explosion.

+  Quemaduras.

Las dos alternativas para minimizar estos riesgos son suprimir la llama o la presencia de
sustancias inflamables, mediante su separacion o alejamiento o una buena ventilacion.

2.2 Normas hasicas de sequridad

A continuacién, se exponen algunas normas basicas en cuanto a la organizacién en el
laboratorio, habitos personales, medidas de proteccion, manipulacion de vidrio, productos
quimicos, calefaccion, eliminacion de residuos y accidentes personales.

Organizacion

La organizacion dentro del laboratorio debe ser estudiada con el fin de procurar que sea
adecuada para el mantenimiento de un nivel preventivo. La limpieza y el orden son de gran
importancia. Las instalaciones, aparatos e instrumentos deben mantenerse en perfecto estado.
Es necesario mantener una adecuada ventilacion en los laboratorios a fin de prevenir la
acumulacion de productos que puedan dar lugar a accidentes posteriores.

Los reactivos quimicos deben estar etiquetados, almacenandose en el laboratorio en un lugar
adecuado, protegido del sol, y en estanterias no demasiado altas.

n MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO
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Los compuestos inflamables y altamente reactivos deben permanecer en las mesas de trabajo
el tiempo minimo indispensable para su utilizacion, posteriormente seran llevados a su lugar
de almacenamiento fuera del area de trabajo. Antes de su utilizacién el usuario debe asegurarse
de que no se encuentran cerca mecheros encendidos, calentadores o cualquier otro foco de
ignicion.

Habitos personales

En la realizacion del trabajo de laboratorio deberan observarse las siguientes normas:

« Nunca se debe fumar, comer o beber en los laboratorios.
« Eltrabajo se realizara en todo momento con las batas abrochadas.

« Se evitara cualquier accidon que provoque transferencia de agentes quimicos a la boca. No se
pipeteara con la boca y se utilizaran pipeteadores manuales o automaticos para tal fin.

« No se olera ningun producto quimico para intentar su identificacion, ya que puede ser nocivo
o toxico.

« Utilizar gafas de seguridad siempre que se manipulen productos quimicos que supongan riesgo
para el manipulador.

« Durante el trabajo en el laboratorio no es aconsejable llevar lentes de contacto, ya que, en
caso de accidente por salpicaduras o vapores, estas pueden fundirse y el tiempo para retirarlas
puede aumentar el riesgo de lesiones oculares.

« Se evitara el uso de pulseras, anillos, colgantes o mangas anchas que pudieran introducirse o
engancharse en los objetos o montajes de trabajo. El pelo se llevara recogido.

« Lasmanosdeben lavarse en cualquier operacion que implique el contacto con materialirritante,
toxico o caustico, siempre que se usen guantes protectores y antes de abandonar el laboratorio.

Medidas de proteccion

« Se debe conocer la localizacién y el funcionamiento de los equipos extintores cuyo
mantenimiento periddico asegura su perfecto estado.

« Esnecesario conocer el funcionamiento y situacion de las duchas de emergencia y lavaojos.

« Debe existir un botiquin de primeros auxilios. Los teléfonos de urgencia en caso de necesidad
deben tenerse a mano.

« Labatadeberdemplearsedurantetodalaestanciaenellaboratorio. Es conveniente la utilizacion
de bata, ya que evita posibles proyecciones de sustancias quimicas a la piel. Ademas, evitara
posibles deterioros en las prendas de vestir.

« Serecomienda disponer de gafas de seguridad que deberan ser de uso individual.

« Se utilizaran los guantes adecuados en funcion de la tarea que se vaya a desarrollar.

MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO
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Manipulacion de vidrio

« Esimportante saber el tipo de vidrio que se esta manejando: vidrio sédico que no soporta las
altas temperaturas o borosilicato (vidrio pyrex), que es el inico que puede calentarse.

« Antes de calentar el vidrio se comprobara la existencia de grietas, debiéndose desechar todo
material que presente defectos.

« El vidrio tiene el mismo aspecto cuando esta frio que cuando estd muy caliente. Antes de
tocar los recipientes que hayan estado sometidos a calor, se comprobara cuidadosamente su
temperatura.

« Todo el material de vidrio serd manipulado con maxima precaucion. Los montajes de reflujos,
destilaciones, etc, se deben realizar con especial cuidado, evitando forzar las piezas al querer
unirlas y tensiones, empleando soportes-abrazaderas.

« Evitar que las piezas de unidon queden atascadas dando una fina capa de grasa de silicona entre
las superficies de vidrio.

« Las gomas de los refrigerantes se cortaran cuando no se puedan sacar con facilidad.

« Cuando se calienten recipientes del tipo vasos de precipitados o matraces erlenmeyer a
temperaturas elevadas, se deberan colocar en un soporte adecuado, no se llenaran mas de la
mitad de su capacidady se introduciran trozos de porcelana porosa para evitar que la ebullicion
sea muy activa y se produzcan proyecciones del liquido caliente.

Productos quimicos

« Toda persona que manipule un producto quimico deberd conocer sus caracteristicas
fisicoquimicas y su toxicidad.

« La apertura de frascos que contengan sustancias quimicas debera hacerse con cuidado y
lentamente, asegurandose de que no haya ninglin desprendimiento violento. Después de su
utilizacion, se tendra especial cuidado en cerrar las botellas y frascos, especialmente si son de
sustancias inflamables.

« No se devolvera el sobrante de un producto quimico a su envase original.

« Los acidos se diluirdan echandolos sobre agua y nunca echando agua sobre los acidos
concentrados.

« Los productos quimicos nunca se tocaran con las manos ni se probaran.
« No se pipeteara nada con la boca. Se utilizaran peras de goma o pipeteadores automaticos.

« Se han de etiquetar debidamente las disoluciones preparadas en el laboratorio indicando el
producto quimico, laconcentracion, lafechade preparacionyeloperario quelahapreparado.No
se reutilizaran envases para otros productos sin quitar la etiqueta original. No se sobrepondran
etiquetas.
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Calefaccion

« Los recipientes o sistemas totalmente cerrados nunca se calentaran.

« Antes de encender un mechero se comprobara que no existen sustancias inflamables en los
alrededores.

Eliminacion de residuos de productos quimicos

« La eliminacién de acidos y bases poco corrosivas se puede hacer diluyéndolas primero con
abundante agua para su eliminacion posterior por el desagiie normal. La dilucidén debe hacerse
de forma que no se supere una concentracion del 5-10 %.

+ Los sélidos nunca se eliminaran por el desaglie. Si no son tdxicos o nocivos, se tiraran con el
resto de desechos. Si son toxicos se eliminaran en recipientes especificos.

« Los recipientes de productos no toxicos se enjuagaran tres veces antes de tirarlos.

Accidentes personales

« Salpicaduras. Si estas se producen sobre la piel o los ojos, se lavaran con abundante agua
mediante ducha o lavaojos respectivamente, y en ninglin caso se intentara su neutralizacion.
Siocurren sobre la ropa, esta debera quitarse lo antes posible para evitar que el producto entre
en contacto con la piel.

« Quemaduras. Si son producidas por acidos o sustancias fuertemente oxidantes, se lavaran con
agua abundante. Si la ropa esta impregnada de acido, se debe quitar inmediatamente. Si la
salpicadura es de acido sulftrico concentrado, antes de lavar la zona con agua es conveniente
eliminar la mayor parte del acido mediante un trapo o papel secamanos, ya que la reaccién de
este compuesto con el agua es extremadamente exotérmica. Los Gltimos restos de acido pueden
neutralizarse por aplicacion de una disolucién de bicarbonato de sodio al 5 %. Si la quemadura
es por productos alcalinos, el tratamiento es el mismo que para las quemaduras por acidos,
con la salvedad de que, para eliminar los ultimos restos de producto, después del lavado con
agua puede aplicarse una disolucion de acido acético al 1 % sobre la zona afectada. Si son
producidas por fuego o por superficies calientes, el tratamiento dependera de la profundidad y
extension de la zona afectada. En casos leves se podra aplicar agua fria abundante y un apdsito
con cremas comerciales adecuadas, en casos mas severos se buscara lo antes posible atencion
médica y no se aplicardan pomadas o cremas grasas.

« Cortes. Se lavaran con abundante agua fria para intentar cortar la hemorragia. Si son cortes
pequefios, se taparan con venda o aposito al efecto y se acudira al servicio médico. Si son de
consideracion, seintentara aplicar un torniquete, y se buscara atencién médica lo antes posible.

« Ingestion. Se consultara lo antes posible la ficha de seguridad del producto ingerido, o se
contactara con el servicio de informacion toxicoldgica (cuyo teléfono debe estar a mano en el
laboratorio). Por lo general no se provocara el vdmito, salvo indicacion expresa. Se acudira al
servicio médico con una etiqueta del producto.

MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO
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« Inhalacion. Como norma general no se olera ningtin producto para su identificacion, pues puede
resultar nocivo o tdxico. En caso de intoxicacidn por inhalacion, se colocara al afectado en un
lugar ventilado y se procedera como en el apartado anterior. En caso de duda, se consultaran
las fichas de seguridad de los productos quimicos implicados.

n MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO



PROTOCOLO GENERAL
DE CONTROL DE
MADURACION

La maduracién se define como el periodo comprendido entre el envero
de la uva y la vendimia. En este tiempo, se produce un complejo proceso
de transformacion en el fruto, que engloba fendmenos tales como el
engrosamiento y ablandamiento de la baya, enriquecimiento en azlcares,
pérdida de acidez, acumulacién de compuestos polifendlicos y formacion
de aromas.

3.1 Toma de muestras de uva

La toma de muestras es fundamental en el seguimiento de maduracién
de la uva, pues a partir de los datos obtenidos se tomara la decision de
vendimiar la uva para vinificarla, y esta debe tener las caracteristicas y la
madurez adecuada para el vino que queramos elaborar.

Es primordial, por tanto, obtener una muestra representativa de nuestra
parcela, para poder tomar una decision correcta. La forma de realizar el
muestreo es esencial y debe cumplir una serie de requisitos.*

1. Es preciso dividir la zona viticola a controlar en unidades homogéneas
de cultivo, donde se suponga que su produccion resultara homogénea
a lo largo de los afios. Se agruparan los vifiedos o parcelas con la misma
variedad y clon de cultivo, también los que posean un terreno de
similares caracteristicas, con microclimas parecidos y con los mismos
sistemas de conduccion. El andlisis de las submuestras se realizara
independientemente. Los resultados obtenidos ayudaran a organizar la
vendimia como mas interese.

2. El recorrido para la toma de muestras debe realizarse siguiendo la
direccion de mayor longitud.

3. Lamuestradeuvadebetomarsedecepasconuncomportamientonormal
dentro de la parcela (o subparcela) considerada. Deben descartarse las
extremas (excesivamente vigorosas o débiles) y las enfermas.

4. Seleccionar un nimero de cepas repartidas por la parcela, proporcional
a su extension, cuidando de que sean las mas representativas.
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5. Es preferible comenzar los muestreos en el envero, aunque unas dos semanas después sera
suficiente. El intervalo entre muestreos al principio sera semanal y después, cuando se acerca
la maduracion, habra que coger muestras con mayor frecuencia, para evitar que, en climas
calidos sobre todo, se pase el momento 6ptimo de madurez.

6. El nimero de racimos por muestra debera establecerlo la persona que realice el muestreo en
base a pardmetros de tamario de la parcela, grado de heterogeneidad de las cepas, experiencia,
etc. Los resultados estan mas determinados por la forma de tomar la muestra que por el tamafio
de la misma, dentro del intervalo anterior.

7. Es preciso tomar muestras tanto de los racimos situados bajo las hojas como de los expuestos
a la luz, tomando alternativamente de cada lado de lafila.

8. La maduracién de los racimos se ve condicionada por su posicion en la cepa, por lo que se
cogeran racimos de la parte alta, media y baja de la misma.

Figura 1. Proceso de toma de muestra de uva Figura 2. Muestra recogida en una subparcela
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3.1.1 Metodologia de la toma de muestra

El procedimiento que se propone en la obtencidn de la muestra consiste en recoger con tijeras
fragmentos de racimos (escadas) de 5 a 10 bayas de un hombro, cola y zona intermedia de
racimos situados en distintas posiciones de la cepa, mas o menos alejados del tronco, primer
o segundo racimo del pampano, y racimos soleados y no soleados. Esto es debido a que la
maduracion no es homogénea en la cepa ni en el racimo y la muestra debe ser representativa.

Cuando se trabaja con variedades de racimos compactos, los granos situados en el interior del
racimo a menudo estan menos adelantados en su maduracién. Se recomienda en estos casos
tomar muestras de racimos enteros para tener una idea mas precisa del nivel de maduracion
de la parcela. Esto es aplicable también en variedades con racimos pequefios.

Las muestras se recogeran en bolsas de plastico con la suficiente capacidad y resistencia.
Hay que evitar los golpes sobre la muestra durante la ejecucion del muestreo y el transporte
posterior. Asimismo, debe evitarse su exposicion al sol, ya que la uva se puede deshidratar y

ello repercute en los resultados analiticos.

El momento ideal de toma de muestras es a primera hora de la mafiana, una vez que se haya

evaporado el rocio nocturno.

Figura 3. Racimo de variedad tinta Figura 4. Detalle de las porciones muestreadas por racimo
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3.2 Tratamiento de la muestra

Unavezrecolectadala muestra de uva, debe trasladarse con precauciony rapidez al laboratorio.
El tratamiento al que se sometera la muestra es el siguiente:

En primer lugar, se separan las uvas para el calculo del peso medio de la baya. El procedimiento
sedetallaenelapartado 4.1 de este manual. Con el resto de la muestra se procede a su estrujado
y prensado para obtener el mosto que posteriormente analizaremos. Lo ideal es realizarlo con
una estrujadora y una prensa de laboratorio, pero si no se cuenta con este material, puede
hacerse de forma manual. Hay que extraer todo el mosto, pero sin llegar a la rotura de las
semillas ni de los raspones.

En el caso de uvas tintas puede utilizarse también una batidora eléctrica o licuadora.

Figura 5. Estrujadora y prensa manuales utilizadas para la extraccion
de mosto de muestras de uva blanca

i
g

Figura 6, 7 y 8. Proceso de estrujado, trasvase de la masa al jauldén de la prensa, prensado
y obtencién del mosto
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Figura 9. Extraccién de mosto de uva tinta mediante licuadora

El mosto obtenido es recogido en un vaso de precipitados de 1 o 2 litros de capacidad en el
que se ha de dejar reposar durante 15-20 minutos para que decanten las particulas sélidas de
mayor tamano.

Transcurrido este tiempo, se vierte con cuidado el mosto clarificado con la ayuda de un colador
a otro recipiente. Este mosto clarificado puede utilizarse para los analisis que se consideren de
interés.

Existen otros procedimientos de retirada de los fangos del mosto, como la filtracion a vacio
o por centrifugacion. Sin embargo, el método propuesto es suficientemente valido para los
pardmetros que se proponen y proporciona resultados 6ptimos.

En el caso de las uvas tintas, puede realizarse también el seguimiento de la madurez fendlica,
para lo cual habria que reservar una submuestra de escadas con las bayas enteras. En este
caso, el tamafio de la muestra tomada en campo debe ser mayor, con el fin de contar con uva
suficiente para todas las analiticas.

3.3 Determinaciones analiticas

Los anlisis fisico-quimicos minimos que deben realizarse durante la maduracion de la uva con
el fin de determinar la fecha 6ptima de vendimia son:

+ Peso medio de la baya
« Contenido en sdlidos solubles

+ pHyacidez total

La metodologia de cada uno de estos analisis se describe en el apartado 4 de este manual.
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3.4 Determinacion de la fecha de vendimia

Con respecto al momento de recoleccidn de la uva, hay que distinguir entre el momento de
madurez fisioldgica de la uva y el momento 6ptimo de vendimia. Dichas situaciones podran o
no coincidir segln el criterio de recoleccidon que se considere por parte del elaborador en base
al tipo de vino que se quiera producir.

Fisiologicamente hablando, la madurez se logra cuando se obtiene el maximo de peso de
vendimia con la mayor concentracion de azlcares o también cuando la relacion azlcares/
acidez es maxima®. Este momento también es conocido como madurez de la pulpa o madurez
industrial. Los posteriores incrementos de azlcares se deben Unicamente a la pasificacion o
sobremaduracion del fruto.

Lafacilidad paralasobremaduracion de lauvadepende, fundamentalmente, de lavariedad y de
las condiciones climatoldgicas del afio. Por ejemplo, la variedad Pedro Ximénez se caracteriza
por su rapidez de sobremaduracién, lo que le permite alcanzar elevadas graduaciones
alcohdlicas potenciales de sus mostos.

El momento 6ptimo de vendimia o madurez enoldgica corresponde al momento de realizar la
vendimia que permitira elaborar, en una situacion y en una afiada determinada, el mejor vino
posible®. Dependiendo también del tipo de vino a elaborar, en muchas ocasiones no coincidira
con la madurez de la pulpa, pues se atienden otros criterios como la madurez aromatica ligado
a la formacidn de aromas varietales, o la madurez fendlica, relacionada con el contenido en
antocianos y taninos y la facilidad de extraccidon de los mismos, de gran importancia para la
elaboracion de vinos tintos”.

A continuacion, se exponen las caracteristicas que debe tener la uva en el momento de la
vendimia para las elaboraciones de vino mas comunes:

Vinos blancos jovenes

En los vinos blancos jovenes es importante conseguir una uva madura con el maximo potencial
aromatico y una acidez suficiente. En climas calidos esto es complicado debido a las altas
temperaturas durante la maduracion. La situacion 6ptima seria recoger la uva en un momento
anterior a la madurez industrial, evitando todo efecto de sobremaduracion y con una acidez
aproximada del mosto de 8 g/L expresados en acido tartarico.

De forma genérica, y en funcion de las caracteristicas de la uva, seria conveniente vendimiar

la uva con un contenido en sélidos solubles en el intervalo 18,0-21,7 °Brix (10-12,5 % v/v de
alcohol probable) y con una acidez en el mosto de 5 a 8 g/L expresados en acido tartarico.
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Mostos destinados a la elaboracion de vinos generosos
Estos son finos, manzanillas, amontillados, olorosos, palos cortados, etc.

Debido a la propia naturaleza de la elaboracion, lo ideal es recolectar la uva con el maximo de
azlcares, alin a riesgo de perder peso y acidez por efecto de la sobremaduracion.

Vinos tintos jovenes

En estos vinos se buscan colores rojos intensos o violaceos, aromas frutales, que sean frescos
y que tengan cuerpo, pero hay que evitar en ellos una acusada sensacion tanica y herbacea.
Se propone como momento de la vendimia para vinos tintos jovenes un contenido en sélidos
solubles de 20,9-23,8 °Brix (12-14 % v/v de alcohol probable) y una acidez del mostode 6 a 7 g/L
expresados en acido tartdrico. En general, el indice de polifenoles totales (IPT) en tinto joven de
calidad debe estar comprendido entre 35-40 y el contenido de antocianos en estos vinos debe
ser como minimo de 400 mg/L".

Vinos tintos de crianza

Lo que se persigue conseguir en estos vinos principalmente es un buen contenido en
polifenoles. Para ser destinado a crianza, un vino debe poseer como minimo un IPT de 60,
de lo contrario probablemente se oxide y al final del proceso habra perdido gran parte de su
color. Ademas, los vinos que se destinen a crianza deben ser vinos con un grado alcohdlico
elevado y un pH bajo (menor de 3,50 unidades). Para que un vino sea apto para la crianza,
las condiciones Optimas serian un contenido mayor de 800 mg/L de antocianos, mas de
3 g/L de taninosy mas de 60 de IPT™. Ello se consigue en gran medida ajustando lo mas posible
el momento de la recoleccion a la madurez fendlica. Para conseguir estas condiciones en la
uva en climas calidos, como es el caso de algunas zonas viticolas andaluzas, sera necesario
vendimiar con una cierta sobremaduracion de la pulpa, con contenidos de sélidos solubles
cercanos a 23,8-24,6 °Brix (14-14,5 % v/v de alcohol probable) para conseguir una proporcién
de polifenoles adecuada y sobre todo una mayor maduracion de las pieles y las semillas.
Aun asi, a veces ocurre que cuando la maduracién de la pulpa es muy rapida por las elevadas
temperaturas del verano, se llega a concentraciones de azlicar muy elevadasy a contenidos de
antocianos adecuados, pero las semillas aiin no estan maduras.

MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO






PARAMETROS BASICOS DE
ANALISIS DE MOSTOS Y
VINOS

4.1 Peso medio de la baya
Definicion

El peso medio de la baya es la medida representativa de la masa de los
frutos de una parcela expresada como g por 100 bayas o g por baya.

Es un caracter varietal y esta relacionado con el estado hidrico de la planta
sobre todo durante el periodo preenvero y en menor medida durante la
maduracion.

Importancia enoldgica

El incremento del peso medio de las bayas es mayor al inicio de la
maduracién y conforme transcurre esta, el ritmo es cada vez menor
hasta llegar a un maximo y estabilizarse al alcanzar la madurez. A partir
de entonces, comienza la sobremaduracion, momento en el que se
producen pérdidas motivadas por la evaporacion de agua y la combustion
respiratoria de los acidos, y por lo tanto, valores menores del peso medio
de la baya. Controlando el peso de un muestreo representativo de bayas,
es posible definir la maduracion y el inicio de la sobremaduracion del
vifiedo, ayudando a decidir el momento de vendimia y evitar mermas de
produccién indeseadas.

Método de andlisis

Material
« Tijeras.

- Balanza analitica.

« Vasos de precipitados de 500 mL.
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Procedimiento

+ Sila muestra llega como racimos enteros, trocearlos en escadas de entre 15 a 20 bayas.
« Extender la muestra en una bandeja.

« Tomar unas 5 bayas por escada y cortar con cuidado con unas tijeras a ras de la cabeza del
pedunculo, sin arrancarlo. Obtener de esta forma 200 bayas.

« Tararen la balanza los vasos de precipitados.

+ Repartir las bayas al azar en 2 vasos de precipitados con 100 bayas y pesar cada grupo en una
balanza analitica.

Céalculo y expresion de los resultados

El resultado es la media de las dos medidas expresada en g con un decimal.

Figura 10, 11y 12. Proceso de corte, conteo y pesaje de 100 bayas de uva Pedro Ximénez

4.2 Solidos solubles
Definicion

Los soélidos solubles de los mostos y los vinos constituyen el conjunto de las sustancias
presentes, diferentes al agua, que se encuentran en la muestra en fase liquida. Su medida en
los mostos refleja la influencia de los compuestos disueltos mas pesados que el agua (azlcares,
acidos, sales, etc), mientras que, en el caso de los vinos, su determinacion refleja la influencia
resultante de los efectos contrapuestos de las sustancias mas pesadas (azlcares, acidos, sales,
etc) y de las mas ligeras (etanol, ésteres, etc) presentes en la muestra que se analiza.

Importancia enoldgica

El conocimiento de los sélidos solubles aporta informacién acerca de la maduracién de la
pulpa de la uva, lo que ayudara a optimizar el momento de vendimia. Este pardmetro esta
relacionado con el alcohol probable del vino.
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Métodos de analisis

Existen varios métodos para su determinacion, los mas habituales son los métodos fisicos
refractometria y areometria.

Los resultados pueden expresarse en diferentes unidades:

« Grado Brix o Balling (°Brix 0 % m/m sacarosa). Indican los g de sacarosa en 100 g de liquido. Por
ejemplo: un mosto con 180 g de azlcares por kg de mosto tiene 18 °Brix.

« Grado Baumé (°Bé). Es una unidad muy utilizada para expresar la densidad de las disoluciones
de sal comun. El agua pura tiene 0 °Bé a 15 °C, mientras que una disolucién acuosa del 15 %
de cloruro sédico a la misma temperatura le corresponden 15 °Bé. El uso de esta unidad en
enologia se debe a que su determinacion en mosto proporciona un dato muy aproximado
sobre su grado alcohélico potencial. Estrictamente hablando es exacto Unicamente para
10 °Bé que corresponden a 10 % v/v de alcohol probable, mientras que valores por debajo o por
encima de dicho valor proporcionan diferencias.

« Masa volimica (g/mL), o densidad, es el cociente de la masa de un determinado volumen de
mosto o vino a 20 °C por ese volumen. La temperatura de referencia es 20 °C y se simboliza
por p,. Se expresa en gramos por mililitro (g/mL), en gramos por centimetro cubico (g/cm?), en
gramos por litro (g/L) o en gramos por decimetro cubico (g/dm?).

« Grado alcohdlico volumétrico potencial o grado alcohdlico probable (% v/v o % vol.). Es el
nimero de volimenes de alcohol puro, a temperatura de 20 °C, que pueden obtenerse por
fermentacion total de los azticares contenidos en 100 volimenes de mosto a dicha temperatura
(R1308/2013). Se considera que existe una correlacion lineal entre los valores de aziicaren g/Ly
el grado alcohdlico probable. Aproximadamente 17 g/L de azlcar produciran 1 % v/v.

Azlcares (g/L) x 0,05943 = Grado alcohélico probable (% v/v)

Como muestra de control es posible utilizar una disolucion de 25 °Brix preparada a partir de
25 g de sacarosa de alta pureza y completando hasta 100 g con agua destilada.

4.2.1 Determinacion de sélidos solubles por refractometria

El fundamento de este analisis radica en las variaciones que experimenta el indice de refraccion
de un liquido al modificarse su contenido en sustancias disueltas. Los refractdmetros son
instrumentos opticos de precision que pueden ser manuales o de mesa. La refractometria es
el método de referencia para la determinacion de la concentracion de azlcares en mostos,
mostos concentrados y mostos concentrados rectificados (OIV-MA-A52-028).
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Los refractdmetros de mesa mas frecuentes en la actualidad suelen disponer de compensacion
de temperatura automatica a 20 °C. En caso contrario, es necesario hacer la correspondiente
correccion usando la tabla del Anexo I. Es posible encontrar refractdmetros que presentan los
valores en distintas unidades como °Brix, °Bé, grado alcohélico probable, el propio indice de
refracciony otras escalas menosfrecuentes o escalas utilizadas para otros alimentos (°Oeschsle,
°Plato, etc).

El alcohol constituye la principal interferencia en la medicion del indice de refraccion. Por ello
no se deben usar refractdmetros para determinar los sélidos solubles de mostos que estén
fermentando.

Una de las grandes ventajas del método es la minima cantidad de muestra necesaria, aunque
a su vez conlleva el principal inconveniente, que son los graves errores que se cometen si las
muestras no son representativas. Por este motivo, se insta a realizar el analisis sobre mosto de
una muestra de uva suficientemente representativa de la parcela, o mosto de un depdsito bien
homogeneizado.

Equipos y material

« Refractometro manual o digital.
«  Termdémetro.

+ Agua destilada.

« Pipetas Pasteur desechables.

« Papel secamanos.

Procedimiento
Se utiliza el mosto previamente decantado, para que no haya sélidos visibles en suspension.

Refractdmetro manual:

« Previamente a la realizacion de la medida, se ha de verificar la calibracion. Para ello, limpiar con
agua destilada y secar cuidadosamente la tapa y el prisma con papel secamanos por absorcion
sin frotar. A continuacion, poner unas gotas de agua destilada a 20 °C en el prisma con la ayuda
de una pipeta Pasteur. Al cerrar la tapa se forma una pelicula repartida homogéneamente entre
la tapa y el prisma. Evitar que se formen burbujas de aire, ya que esto podria tener un efecto
negativo en el resultado de la medicion.

« Sostener el refractdmetro hacia la luz solar y observar la escala a través del ocular. El limite
claro/oscuro (linea de agua) ha de estar situado en el 0. Si el limite claro/oscuro no se encuentra
en 0, ajustar con el tornillo de calibracién con la ayuda de un destornillador.

« En primer lugar, tomar nota de la temperatura del mosto.
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+ Lavar tres veces con la muestra el prisma y la tapa, vertiendo unas gotas de muestra sobre
el prisma, cerrando la tapa, abriendo y secando con papel secamanos. Poner unas gotas de
muestra en el prisma, cerrar la tapa evitando burbujas, dirigir el refractdmetro hacia la luz y
observar el valor del limite claro/oscuro obteniendo la lectura. Es conveniente realizar dos
lecturas de cada muestra.

« Si la temperatura del mosto fuese diferente a 20 °C, la lectura obtenida ha de corregirse
utilizando las diferentes tablas disponibles en el Anexo I.

Tapa del Prisma

Prisma e
\ enfocable

Tornillo de

e
calibracién .

Figura 13. Refractdmetro manualy sus partes Figura 14. Carga de muestra en el refractdmetro manual
Refractometro digital o de mesa:

Aunque existen diferencias de manejo segiin el modelo, el procedimiento a seguir es similar. En
todos los casos, previo a la medida de la muestra, se ha de calibrar utilizando agua destilada
para posteriormente proceder a realizar la medicion de las muestras.

«  Comprobarqueelequiposeencuentrasituadoen
una superficie firme y no presenta desperfectos,
prestando atencion sobre todo a las tomas de

electricidad si las tuviese. P —— ] B
+ Limpiar tres veces con agua destilada y secando .
con papel secamanos por absorcién el prisma 'y
la tapa si el equipo dispusiese de ella, y terminar - @
depositando unas gotas de agua destilada en el { B Wcatae gy

prisma. Cerrar la tapa o en caso de no disponer,

evitar la luz directa sobre el prisma.
Figura 15. Refractdmetro digital con correccidn

« En refractdbmetros no automaticos, ajustar con
de temperatura

la rueda la linea claro/oscuro sobre la marca
visible a través del visor (en refractdmetros automaticos no es necesario ni posible) y pulsar en
el botdn de “calibrado” o “zero”.

+ Limpiar tres veces el prisma con la muestra a medir, depositar unas gotas sobre el prisma y
tomar la medida pulsando el botén “lectura” o “read”.
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+ Entre muestras no es necesario limpiar con agua. Lo adecuado es limpiar tres veces con la
muestra siguiente.

« Esconveniente realizar dos lecturas de cada muestra.

« Si el refractdmetro no dispusiese de correccion de temperatura automatica, se ha de tomar
la temperatura de cada muestra antes de cada medida para posteriormente corregir a 20 °C
usando la tabla del Anexo I.

« Una vez acabada la sesion de analisis, limpiar con agua destilada tres veces el prisma
absorbiendo con papel secamanos.

4.2.2 Determinacidn de sdlidos solubles por areometria

Los aredmetros o densimetros, basados en el principio de Arquimedes, flotan en el liquido
a analizar y dan una medida del peso especifico de la disolucion, que esta relacionado con
el contenido total de sélidos solubles en esa disolucion. La areometria se considera método
auxiliar por la OIV para la determinacion de la masa volUmica (OIV-MA-A52-01B)E.

Equipos y material

« Aredmetros de escala variable graduados en °Brix, °Bé o masa vollimica.
«  Termoémetro.

« Probetas cilindricas de 250 mL de capacidad.

e
P L
@ =
1 ot BLELELELEL FLELEL L e
IPROTON

Figura 16. Densimetros escalados en g/dm?*a 20 °C Figura 17. Aredbmetros con escala °Bé a 15 °C

Procedimiento

« Transferir a la probeta unos 200 mL de mosto, teniendo cuidado para que se formen la menor
cantidad de burbujas. La probeta debe estar sobre una superficie nivelada.

«  Sumergir el termdmetro y agitar para uniformar la temperatura. Después de un minuto, se lee
la temperatura y se retira el termdmetro. Si la temperatura de la muestra no es de 20 °C, es
posible atemperar la muestra a dicha temperatura o corregir los resultados a posteriori para
expresarlos a 20 °C. Usando el Anexo |l es posible corregir la masa voliimica cuando es medida
a temperatura diferente de 20 °C en mostos, mostos concentrados y vinos.

« Elegir un aredmetro con la escala en un rango apropiado y sumergirlo en la solucién con un
suave movimiento de rotacion.

« Cuando alcance el nivel estable de flotacion, anotar la lectura. Dependiendo del aredmetro
utilizado, la lectura se realizara por encima o debajo del menisco, esta informacion estd indicada
en el cuerpo del areémetro.
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« Si el aredmetro se hunde al fondo, hay que utilizar uno de escala inferior. Si queda flotando,
dejando al aire todo el vastago, hay que utilizar uno de escala superior.

B

Figura 18. Determinacion de Figura 19. Detalle del menisco sobre el
sélidos solubles por areometria vastago donde se realiza la lectura

Calculos y expresion de resultados

El resultado puede representarse en las diferentes unidades ya mencionadas, siendo las mas
frecuentes el °Brix o °Bé expresados con un decimal y el grado alcohdlico probable (% v/v)
expresado con dos decimales. La expresion de los resultados como masa volUmica expresada
en g/mL o g/cm?con cuatro decimales también es frecuente, o directamente el indice de
refraccion con cinco decimales.

Es posible transformar los valores de una unidad a otra usando tablas de equivalencia como
la propuesta por la OIV en la Resolucién OIV-ENO 466-2012¢, donde se incluye el porcentaje en
masa de sacarosa o °Brix, indice de refraccion, masa volimica, azlcares en g/L, azlcares en
g/kgy grado alcohélico probable o la presentada en el Anexo Ill, donde ademas se incluyen los
solidos solubles en °Bé.

Para la trasformacion entre unidades también es posible utilizar las siguientes relaciones:

Grado alcohdlico probable (% v/v) = (0,6757 x °Brix)- 2,0839
Sélidos solubles (°Brix) = (600,90502 x indice de refraccién) - 799,58215

Sélidos solubles (°Brix) = 1,8 x Sdlidos solubles (°Bé)

Estas formulas son buenas aproximaciones en el rango de 15 a 25 °Brix.
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4.3 pHy acidez total
Definicion

Enenologia,laacidezde un mosto ovino se expresaatravés de dos conceptos complementarios:
la acidez real o pH y la acidez total. Cada una de ellas reviste una importancia distinta con
respecto al equilibrio fisicoquimico u organoléptico.

La acidez real expresada por el pH, constituye una medida de los protones cedidos al agua
por parte de las especies con actividad acida en la muestra®. El valor del pH del mosto o vino
depende mas del tipo de acido que de la concentracion, ya que unos acidos son mas fuertes y
otros mas débiles, disociandose en mayor o menor medida.

El pH se mide mediante la diferencia de potencial entre dos electrodos sumergidos en el liquido
que se estudia. Uno de los electrodos tiene un potencial que es una funcién definida del pH del
liquido, el otro tiene un potencial fijo y conocido y constituye el electrodo de referencia.

La acidez total o titulable es la suma de todos los acidos presentes en la muestra cuando se
titula o valora con hidréxido sédico (NaOH) hasta pH 7. El dioxido de carbono (CO,) y diéxido de
azufre (SO,) no se incluyen en la acidez total.

Otros conceptos utilizados clasicamente en enologia son la acidez fija, que refleja el contenido
en acidos libres del vino no susceptibles de ser eliminados por destilacion, y la acidez volatil,
que se refiere a los acidos libres y salificados que se pueden eliminar por destilacion. La acidez
total corresponde a la suma de la acidez fija y la acidez volatil.

Importancia enoldgica

El pHy la acidez total son de gran importancia durante todas las etapas. En la maduracién de la
uva se utiliza junto con los azlcares como indice de madurez para determinar la fecha 6ptima
de vendimia. La fermentacion alcohdlica se desarrolla con menos desviaciones y los vinos que
se obtienen son mas equilibrados quimica y organolépticamente cuando su pH y acidez son
los adecuados.

Generalmente, muestras de vino con pH bajo se corresponden con unos elevados contenidos
en acidez total y viceversa. Sin embargo, es posible encontrar vinos que, teniendo un pH
relativamente alto, contienen una acidez alta. Esto es debido en la mayoria de los casos a
contenidos altos de acidez volatil.

Laestabilidad de unvino, lafermentacion malolactica, el color, el potencial redoxy la efectividad

del didxido de azufre estan estrechamente relacionados con el pH del vino. Por tanto, su valor
influye en la calidad organolépticay en la evolucion quimica y microbioldgica de los vinos.
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Los valores de acidez total en un vino no deben ser inferiores a 3,50 g/L expresados en acido
tartarico®.

4.3.1 Método de analisis del pH

El método descrito corresponde al método OIV-MA-AS313-15. Método de referencia®.
Equipos y material

« pHmetro con compensacion de temperatura.

« Vaso de precipitados de 100 mL.

Reactivos

+ Agua destilada.
« Disolucién Tampén pH 7 (20 °C).
« Disolucién Tampén pH 4 (20 °C).

Procedimiento

« Comprobar que el equipo no presenta desperfectos ni roturas. Verificar el nivel de KCl 3 M del
interior del electrodo y rellenar si fuera necesario. Comprobar que no queden burbujas en el
cuerpo del mismo.

« Calibrar el pHmetro con las soluciones tampdn, usando los vasos de precipitados lo
suficientementellenosparaqueelbordeinferiordelamembranadel electrodo quede sumergido
en la disolucion, manteniendo la agitacion constante ya sea mediante agitador magnético,
agitador mecanico o manualmente, y teniendo la precaucion de enjuagar bien el electrodo y la
sonda de temperatura con agua destilada y secar por contacto con papel secamanos entre un
tampon y otro.

« Verter una cantidad suficiente de mosto o vino en el vaso de precipitados como para poder
introducir el electrodo del pHmetro en el liquido y agitar continuamente mientras se hace la
medida, que se ha de hacer eligiendo la opcion de medida por estabilidad en el pHmetro.

+ Cuando la medida se detenga, anotar el valor de pH.

+ Lavarelelectrodo entre muestras con agua destiladay secar con papel secamanos por contacto
sin friccion.

+ Durante la jornada, el electrodo y la sonda de temperatura se dejan sumergidos en agua
destilada.

« En el caso de que el pHmetro no cuente con compensacion automatica de la temperatura, o
bien llevar la muestra a 20 °C o medirla con un termdémetro e introducirla en el equipo.
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4.3.2 Método de analisis de la acidez total

El método de determinacion de la acidez total es una valoracién acido - base hasta un
valor de pH 7. Se puede determinar el punto final de la valoracion empleando un método
potenciométrico, con un pHmetro o bien utilizando una sustancia indicadora de pH. El
método OIV-MA-AS313-01 es considerado de referencia®.

El tratamiento de muestra es igual en ambos métodos. Esta debe estar decantada o
centrifugada o filtrada y libre de CO,. En muestras con CO, evidente como vinos espumosos o
de aguja, se debe desgasificar bien por agitacion, ultrasonidos o filtracion al vacio.

Valoracion por potenciometria
Equipos y material

« pHmetro con compensacion de temperatura.
+ Buretade 25 mL con divisiones de 0,1 mL.

« Pipeta aforada de 10 mL.

+ Vaso de precipitados de 100 mL.

Reactivos

« Solucién Tampdn pH 7 (20 °C).
« Solucién Tampdn pH 4 (20 °C).
« Hidroxido sddico 0,1 M.

Procedimiento

« Calibrar el pHmetro con las disoluciones tampén pH 7y pH
4 a20°C como se explica en el apartado 4.3.1.

« Pipetear 10 mL de muestra en un vaso de precipitados de
100 mL.

+ Afadir agua destilada hasta conseguir suficiente volumen
para que el borde inferior de la membrana del electrodo
quede sumergido.

+ Introducir el electrodo de pH junto con la sonda de
temperatura y realizar la medida de pH en la opcién de
medida en continuo con agitacion constante de la muestra

ya sea mediante agitador magnético o manualmente.

Figura 20. Medida de acidez total
por potenciometria
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« Valorar vertiendo con la bureta lentamente y en agitacion continua, el hidréxido sddico 0,1 M.
Se considera el punto final de la valoracion cuando se llega a pH 7. Anotar los mL gastados de
hidroxido sédico 0,1 M.

Valoracion con indicador de pH
Equipos y material

+ Bureta de 25 mL con divisiones de 0,1 mL.
+ Pipeta aforada de 10 mL.
« Vaso de precipitados de 100 mL.

Reactivos

« Hidroxido sddico 0,1 M.
+ Azulde bromotimol 4 g/L.

Procedimiento

+ Enelvaso de precipitados, afiadir unos 30 mL de agua destilada, 1 mL de azul de bromotimol y
pipetear 10 mL de la muestra.

« En agitacion constante mediante agitacion magnética o manualmente, valorar utilizando la
bureta, afiadiendo lentamente hidrdxido sddico 0,1 M hasta que se observe el viraje de verde a
verde azulado.

« Anotar el volumen gastado de hidréxido sodico 0,1 M.

Calculos y expresion de los resultados

La acidez total en mostos y vinos se expresa en g/L de acido tartarico o en g/L de acido sulfdrico
con dos decimales tras haber realizado la medida por duplicado. El factor de multiplicacién
procede de las formulas siguientes:

, , NNaOH X Pequivalente del c. Tartarico X VNaOH (mL)
Acidez total (g ac. Tartarico/L) =
muestra (m )
, ; NNaOH X Pequivalente del 4c. Sulftrico X VNaOH (mL)
Acidez total (g ac. Sulfdrico/L) =
muestra (m )
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Siendo:
cquivalente del éc. Tartérico = 19 8/MoOl V.o - Volumen de hidréxido sédico consumido
equivalente del ac. Sulfirico =49 g/mOI Vmuestra . VOIumen de muestra

Non : concentracion del hidroxido sédico

Para 10 mL de muestra e hidréxido sédico 0,1 M se obtienen los siguientes factores de
multiplicacion:

Acidez total (g ac. Tartérico/L) =0,75xV,_,,
Acidez total (g ac. Sulfarico/L) =0,49x V, .,

Para cambiar de la expresion en g de acido tartarico a g de acido sulfirico y viceversa se utilizan
los siguientes factores:

g ac. Tartarico/L=1,53 x g ac. Sulfdrico/L
g ac. Sulfarico/L=0,653 x g ac. Tartarico/L

Notas

« Sise emplea para la valoracion la soluciéon comercial de hidréxido sédico 0,204 M (N/4,9) y el
volumen de muestra utilizado es de 10 mL, el volumen en mL de hidrdxido sédico consumido
es directamente la acidez total expresada en g de acido sulfurico/L.

« Esposible realizar el analisis de pH y acidez total a la vez mediante potenciometria pipeteando
50 mL de muestra, midiendo el pH de la misma, y sobre esta, sin necesidad de afiadir agua
destilada, titular con hidroxido sédico 0,5 M hasta pH 7. Los factores de multiplicacién son
iguales a los descritos anteriormente.

4.4 Nitrdgeno facilmente asimilable

Definicién

El nitrégeno puede encontrarse en los mostos en distintas formas, distinguiéndose el nitrégeno
mineral como el cation amonio (NH4*) y el nitrégeno organico como aminoacidos libres,
polipéptidos, proteinas, nitrdgeno nucleico y aminas biégenas.

El parametro “Nitrégeno Facilmente Asimilable” (NFA) incluye el cation amonio (nitrégeno

inorganico) y los aminoacidos (nitrégeno organico), que son las formas nitrogenadas
indispensables para la nutricion de las levaduras.
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Importancia enoldgica

Los compuestos nitrogenados presentes en el mosto desempefian una funciénimportanteen la
fermentacidn. La concentracion de nitrégeno asimilable es un factor influyente sobre la cinética
en la mayoria de las fermentaciones y por eso su control es fundamental para que se desarrolle
esta sin problemas, ya que un exceso puede provocar uretanos, sustancias carcinogénicas con
limites maximos en diferentes paises y un defecto puede dar lugar a fermentaciones lentas,
paradas de fermentacion y formacion de compuestos azufrados en el vino final. La proporcion
entre nitrogeno organico e inorganico también afecta a la calidad sensorial del vino, ya que
la formacidn de alcoholes superiores y los ésteres aromaticos de estos, dependen de los
aminoacidos consumidos.

El valor de NFA necesario depende del contenido en sélidos solubles del mosto, de la variedad
de vid y de la cepa de levadura inoculada; valores por debajo de 150 mg/L pueden ocasionar
finales de fermentacion dificiles.

Método de anlisis

Para la determinacion del NFA uno de los métodos mas empleados es el de Sérensen o
titulacion con metanal. Este método consiste en la adicion al mosto de una solucion de metanal
(formaldehido) en unas condiciones de pH adecuadas y posterior valoracion con hidréxido
sodico. Este método no estd recogido en el Compendio de Métodos de Andlisis Internacional de
Vinos y Mostos de la OIV. El procedimiento es similar al método “indice de formol” descrito en
“Métodos oficiales de analisis. Productos derivados de la uva aguardientes y sidras” publicado
por Panreac en 1999, y utilizando un factor de multiplicacién para convertir dicho indice en
mg de NFA/L*.

Equipos y material

+ Vasos de precipitados de 100 mL.
¢ Bureta.

+  pHmetro.

+ Pipetade25mL.

« Cuentagotas.

Reactivos

« Hidréxido sédico 1 M.
« Hidroxido sddico 0,1 M.
« Solucion de metanal al 35 % corregida a pH 8,1 con hidréxido sédico 0,1 M.

« Peroxido de hidrégeno 30 % p/v (100 volimenes).

MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO




PARAMETROS BASICOS DE ANALISIS DE MOSTOS Y VINOS

Procedimiento

« Transferir 25 mL de muestra filtrada a un vaso de precipitados, afiadir 3 o 4 gotas de perdxido
de hidrégeno y ajustar a pH 8,1 adicionando hidréxido sédico 1 M y finalmente 0,1 M (puede
emplearse fenolftaleina como indicador, siendo preferible el uso de pHmetro).

« Adicionar 10 mL de la solucion de metanal (al 35 % neutralizada con hidréxido sddico hasta
pH 8,1).

+ Agitar bieny esperar 1 minuto exacto.

« Valorar hasta pH 8,1 con hidréxido sédico 0,1 M.

« Anotar los mL consumidos.

Calculos y expresion de los resultados

El calculo se realiza con la formula siguiente:

NFA (mg/L) =nx 56

Siendo n los mL de hidrdxido sddico 0,1 M consumido.

El resultado es la media de las dos medidas realizadas y expresada sin decimales.

4.5 AZI]C&I‘BS reductores
Definicion

Los azlcares reductores son el conjunto de los azlcares con funcion cetdnica o aldehidica
presentes en mostos de uva y vinos, y que presentan un efecto reductor sobre una disolucion
alcalina de cobre (l1).

Los azlcares predominantes en la uva son la glucosa y la fructosa, facilmente consumibles
por levaduras y bacterias. En los vinos secos, donde durante la fermentacion alcohdlica se han
consumido toda la fructosa y la glucosa, la fraccion de azlicares reductores esta compuesta
principalmente por pentosas (arabinosa, xilosa y ribosa) no fermentables. Las cantidades de
azlcares reductores que queda en los vinos tras la fermentacion oscila entre los 0,3y 2 g/L.

Importancia enoldgica
Esta determinacion tiene por objeto conocer la concentracion de azlcar en la uva, mosto y
vino. En el caso de la uva, permite seguir la evolucidn de la maduracién y ayuda a determinar

la fecha de vendimia. Durante la fermentacion del mosto, su determinacion posibilita un
seguimiento del proceso para detectar posibles paradas fermentativas y es necesaria para fijar
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el momento de intervencidn en el caso de perseguir vinos no secos y con contenidos variables
de azlcar. En el vino es Util para detectar fehacientemente el fin de la fermentacion alcohdlicay
controlar la posible presencia de azlcares residuales para evitar fendmenos de refermentacion
que puedan provocar alteraciones fisicoquimicas importantes.

También se utiliza en la clasificacion de los vinos seglin su concentracidn de azlcares.

4.5.1 Método de Analisis Rebelein

Elmétodo Rebelein*?se basa en la capacidad de la glucosay la fructosa de reducir sales clpricas.
El cobre en exceso que queda después de la reaccion con el azlcar se reduce con ion yoduro
produciendo una cantidad equivalente de yodo, el cual se valora a continuacion con tiosulfato
sddico. Para no tener que normalizar los reactivos, se valora un blanco (sin azlcares) de agua
destilada. El resultado se calcula comparando la valoracion de la muestra con la del blanco.

Equipos y material

+ Vasos de precipitados de 100 mL.

« Matraces erlenmeyer de 200 mL.

+ Pipetasde 2,5y 10 mL o micropipetas regulables de 5y 10 mL.
+ Placa calefactora.

+ Buretade 25 mL.

« Papel defiltro.

« Granos de piedra pémez.

Reactivos

« Solucion de sulfato de cobre: pesar 41,95 g de sulfato de cobre pentahidratado, disolver con
agua destilada y enrasar hasta un volumen final de 1 L.

« Solucion alcalina (sal de Seignette): puede utilizarse la solucién comercial de Fehling B o bien
prepararla de la siguiente forma:

*

Solucién a: en aproximadamente 400 mL de agua destilada, disolver 250 g de tartrato
sddico potasico.

Solucién b: en aproximadamente 400 mL de agua destilada, disolver 80 g de hidréxido
sodico.

Combinar cuidadosamente las soluciones ay b en un matraz aforado de 1 L y enrasar con
agua destilada.

« Solucion de yoduro potasico: pesar 300 g de yoduro potasico, adicionar 300 mL de agua
destilada. Una vez mezclado y disuelto, completar hasta un volumen final de 1 L con agua
destilada.
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« Solucion de almiddn 2 %: preparar disolviendo 20 g de almiddn soluble en 800 mL de agua
hirviendo. Mantener la ebullicién durante 10 minutos. Una vez fria, filtrar si fuese necesario y
enrasar hasta 1 L con agua destilada.

- Acido sulfirico 16 % v/v: en un matraz aforado de 1 L, introducir unos 700 mL de agua destilada
fria, y verter sobre ella lentamente y con la maxima precaucién 160 mL de acido sulftrico al
98 %. Dejar enfriar hasta unos 20 °Cy enrasar hasta 1 L con agua destilada.

« Tiosulfato sddico: pesar 13,66 g de tiosulfato sodico pentahidratado, afiadir unos 200 mL de
agua destilada y disolver. Enrasar hasta un volumen final de 1 L con agua destilada. También es
posible preparar a partir de 55,1 mL de tiosulfato sédico 1 M enrasado a 1 L con agua destilada.

« Carbon activo.

Procedimiento

Tratamiento de la muestra

Eltratamiento consiste en la eliminacidn de la muestra de sustancias que pudieran interferir
en el andlisis, principalmente polifenoles, ya que, al ser también sustancias reductoras, se
produciria un error por exceso.

Tradicionalmente, la eliminacion de estas interferencias se ha realizado mediante defecado
con acetato de plomo. Como método alternativo se propone realizar una decoloracién con
carbon activo.

« Disolver entre 0,5y 2 g (segun sea vino blanco o tinto) de carbdn activo en unos 50 mL de vino.

« Filtrar con papel de filtro doble para retirar el carbdn activo. Si la muestra todavia presentase
color tinto, se debe afiadir mas carbdn activo y volver afiltrar.

Si se estimase que la muestra presenta un contenido en azlcares reductores superior a 25 g/L,
como en el caso de los mostos, es necesario realizar diluciones que han de tenerse en cuenta a
la hora de realizar los célculos.

Valoracion de la muestra

« Enun matraz erlenmeyer de 200 mL afiadir 2 mL de muestra decolorada, 10 mL de la disolucion
de sulfato de cobre, 5 mL de solucién alcalinay 4 o 5 granulos de piedra pomez.

« Llevar a ebullicién, mantenerla durante 1 minuto y medio exactamente. Enfriar rapidamente
con un chorro de agua fria.

« Cuando este fria adicionar 10 mL de solucién de yoduro potdsico, 10 mL de solucidn de acido
sulfdrico al 16 %y 10 mL de la solucién de almiddn.

« Mezclary valorar con tiosulfato sddico hasta un punto final de color blanco-amarillo-crema.

« Anotar los mL consumidos (V).
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Valoracion del blanco

« Lavaloracion del blanco ha de realizarse en cada sesion de analisis y cada vez que se sustituyan
reactivos.

+ Realizar el procedimiento anterior sustituyendo los 2 mL de muestra por 2 mL de agua destilada.

« Anotar los mL consumidos (V).

Calculos y expresion de resultados

La concentracion de azlcares reductores se calcula con la siguiente formula:

g/L de azlcares reductores = (V, -V, ) x Dilucién

Siendo:
V,, = mL consumidos en la valoracién con el tiosulfato para la muestra de vino.
V. =mL consumidos en la valoracién con el tiosulfato para la muestra de agua.

Dilucion =factor de dilucidn al que se ha sometido la muestra.
Se realizaran dos medidas por cada muestra. El resultado se expresa con un decimal.

4.5.2 Método simplificado

Este método cualitativo permite determinar el final de fermentacidn alcohdlica, es decir, si el
contenido en azlcares reductores es menor de 2 g/L.

Material y equipos

« Matraces erlenmeyer de 50 mL.
+ Pipetas de 2y 5 mL o micropipeta regulable de 5 mL.
+ Placa calefactora.

« Granos de piedra pémez.

Reactivos

- Fehling A (Solucién de Sulfato clprico): disolver 69,298 g de CuSO, 5H,0 en aproximadamente
600 mL de agua destilada y enrasar a 1 L con agua destilada.

+ Fehling B (comercial).
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Procedimiento

« Enun matraz introducir 5 mL de vino, 2 mL de Fehling A, 2 mL de Fehling B, piedra pdmez y un
poco de agua destilada.

« Calentar sobre la placa calefactora hasta ebullicion que se mantiene durante 2 minutos
agitando. Retirar del fuego, enfriar y dejar que se deposite el precipitado en el fondo del matraz.

« Observar el color del liquido sobrenadante:

*

Azul: menosde 2 g/L

*

Amarillo: masde 2 g/L

~ -
L

Figura 21. Analisis cualitativo de fin de fermentacién alcohdlica. De izquierda a derecha: blanco con
0 g/L de azlcares reductores, muestra de vino con 1,2, 5y 10 g/L de az(cares reductores

4.6 Grado alcohdlico volumétrico
Definicion

El grado alcohélico volumétrico de una bebida es igual al nimero de litros de etanol contenido
en 100 litros de solucién hidroalcohdlica con la misma densidad que el destilado de la bebida,
medidos ambos volimenes a la temperatura de 20 °C. En el grado alcohélico volumétrico estan
comprendidos el etanol y sus homdlogos (metanol, alcoholes superiores, 2,3-butanodiol, etc)
producidos durante la fermentacion alcohdlica y las posibles adiciones posteriores, como en
los encabezados de los vinos de licor. Su simbolo es % vol. 0 % v/v.

Importancia enoldgica

El contenido en alcohol es importante porque de él dependen aspectos sensoriales como son
el cuerpoy el sabor. Ademas, también ejerce efecto sobre la estabilidad y el color.

El grado alcohélico volumétrico adquirido de los vinos debe figurar obligatoriamente en la
etiqueta del vino con un error de + 0,5 % v/v-.
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Métodos de analisis

Los métodos de referencia estan basados en la destilacidon del vino previa alcalinizacion con
una suspension de hidroxido calcico para prevenir la entrada de acidos volatiles y posterior
medida de la densidad del destilado. La medida de la densidad se puede realizar por
picnometria, mediante densimetro electrénico usando oscilador de frecuencia o mediante
balanza hidrostatica. Métodos comunes pero no de referencia, son la medicion por hidrometria
y refractometria.

Un método de rutina de uso muy comun en bodegas es la ebulliometria. Este estd basado en la
disminucion del punto de ebullicion de las mezclas de agua y alcohol.

Los equipos necesarios para la determinacion de la densidad de los destilados usando los
métodos de referencia no suelen estar presentes en bodegas pequefias y medianas, por lo
que en este manual se recogen las dos posibles vias de destilacion (comdn para los métodos
de referencia y métodos comunes) y la determinacion por hidrometria (OIV-MA-AS312-01B)%.
Ademas, se describe el método de rutina ebulliométrico.

4.6.1 Determinacion del grado alcohdlico volumétrico por destilacion e hidrometria
Equipos y material

« Montaje de destilacion directa compuesto por:

*

Matraz de fondo redondo de 1 L de capacidad con rodaje esmerilado.

*

Columna rectificadora de 20 cm de largo o cualquier dispositivo para impedir el arrastre.

*

Fuente de calor. Debe evitarse toda pirogenacion
de las materias extractivas mediante un dispositivo
adecuado.

Refrigerante de West de 40 cm de longitud, con
circulacion rapida de aguay dispuesto verticalmente.

Terminacion en un tubo afilado que conduzca el
destilado al fondo del matraz aforado receptor.

« También puede utilizarse un equipo de destilacion por
arrastre a vapor. El resto de materiales, los reactivos y el
procedimiento es similar.

*  Matraz aforado de 200 mL.

*

Termdémetro.

*

Alcohdmetros normalizados.

*  Probeta cilindrica de 250 mL.

*  Granos de piedra pémez. Figura 22. Montaje de destilacion
directa para la determinacion del

grado alcohélico
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Reactivos

« Lechada de cal. Suspension de hidroxido calcico 2M. Se prepara vertiendo con cuidado 1 L de
agua caliente (60-70 °C) sobre 120 g de cal viva (Ca0).

« Papelindicador de pH.

Procedimiento

+ Medir 200 mL de vino utilizando el matraz aforado.
« Anotar la temperatura del vino. Usar vino atemperado a 20 °C simplifica los calculos.

« Verter los 200 mL en el matraz del montaje de destilacion. Lavar el matraz aforado cuatro veces
con 5 mL de agua destilada que se verteran en el matraz del equipo de destilacion.

« Afadir 10 mL de lechada de cal. Comprobar que se tiene un medio basico utilizando el papel
indicador.

« Afiadir fragmentos de material poroso (piedra pémez o fragmentos de porcelana).

« Introducir el tubo final de salida del destilador en el matraz aforado de 200 mL que se utilizd
para medir el volumen de vino.

« Encender la fuente de calor e iniciar la destilacion. Se debe recoger un volumen de destilado
aproximadamente las tres cuartas partes del volumen inicial (150 mL).

+ Enrasar con agua destilada a una temperatura igual a la de la muestra de vino.
« Mezclar con precaucién mediante un movimiento circular.

« La lectura del grado alcohdlico se realiza por areometria. Para ello, verter el destilado en la
probeta cilindrica, mantener la probeta en posicion vertical, introducir el termémetro y anotar
la lectura. A continuacion, introducir el alcohdmetro y leer el grado tras un minuto de reposo.
Realizar al menos tres lecturas.

Calculos y expresion de los resultados

El grado aparente medido a una determinada temperatura, medida en grados centigrados
debe corregirse del efecto de la temperatura con el uso del Anexo |V.

% v/v (20 °C) = lectura grado alcohdlico + ¢

Siendo ¢ el término que se obtiene por interpolacion utilizando el Anexo IV. El
resultado se expresara con dos cifras decimales.
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4.6.2 Determinacion del grado alcohdlico volumétrico por ebulliometria

La ebulliometria se basa en la disminuciéon del punto de ebulliciéon causado por la presencia
del alcohol en una muestra acuosa. La diferencia entre el punto de ebullicién de la muestray el
del agua pura se relaciona con el porcentaje de etanol. En condiciones normales (760 mmHg/
cm?®) el punto de ebullicion del agua es 100 °Cy el del alcohol 78,5 °C. Una mezcla de alcohol y
agua que se mantenga constante mediante un refrigerante a reflujo, hervira a una temperatura
tanto mas proxima a la del agua cuanto menos alcohol contenga y viceversa. La principal
interferencia en esta determinacion es el contenido en azlcares, por lo que para vinos dulces
es preferible usar otro método de analisis, o realizar una destilacion previa.

En ocasiones el método ebulliométrico da resultados mas elevados, entre 1y 2 décimas en
comparacion con el método oficial, por lo que es buen método de rutina, pero ha de utilizarse
con precaucion para partidas comerciales.

Equipos y material

« Ebulliémetro.
«  Termdmetro.

« Abaco de interpretacién de resultados.

—8 s / S Partes:
1-Entradadeaguarefrigerante
2- Salida de agua refrigerante
. _ 3- Llave de purga
11—l 1 8 4- Embudo de llenado
5- Interruptor de encendido
6- Termometro

Figura 23. Ebulliémetro y sus partes
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Procedimiento

Determinacion del punto de ebullicién del agua

« Antes de iniciar el analisis, hacer circular agua por el refrigerante (1, 2), que debe permanecer
circulando durante toda la sesidon de analisis. Colocar el termdémetro (6) con el debido cuidado,
ajustando bien el tapdn.

+ Cerrarlallave de purga (3) y por el embudo sobre el refrigerante (4), verter agua destilada hasta
la marca de nivel en el cuerpo de vidrio.

« Accionar el interruptor del equipo (5). El interruptor permanece iluminado mientras esta
activado.

« Llevar a ebullicién y esperar a que la temperatura se estabilice. Anotar la temperatura de
ebullicion del agua.

Determinacion del punto de ebullicion del vino

« Apagar el interruptor, abrir la llave de purga.

« Encuanto se vacie del todo el tubo de purga, inmediatamente verter unos 15 mL de la siguiente
muestra por el embudo, esperar a que vuelva a vaciarse, cerrar la llave de purga y llenar con la
muestra hasta la marca de nivel en el cuerpo de vidrio.

« Encender el interruptor para llevar a ebullicion hasta estabilidad de la temperatura y anotar la
temperatura de ebullicion del vino.

« Alfinal de la sesion, volver a cargar con agua destilada y llevar a ebullicion a modo de limpieza.
Cadaciertonimero de sesiones es conveniente realizar una carga de limpieza con unadisolucion
de hidréxido sédico 0,5 N o incluso agua con unas gotas de hipoclorito sddico.

« Por ualtimo, tras apagar el equipo, cerrar el flujo de agua refrigerante y retirar el termémetro
pasados unos minutos teniendo la precaucion de que puede continuar caliente.

Notas

« Nunca debe ponerse en marcha el equipo sin agua o vino en su interior, asi como con el flujo de
agua del refrigerante cerrado.

« El punto de ebullicion varia con la presion atmosférica por lo que, en periodos de tiempo
inestable, se debe determinar la temperatura de ebullicion del agua cada dos o tres horas.

« Losazlcares reductores a concentracion superior a 2 g/L producen interferencias que dan lugar
a puntos de ebullicion erréneamente bajos y por lo tanto grados alcohdlicos mas elevados de
los reales.

« En una sesion de andlisis, la forma que por experiencia recomendamos es iniciar con una
ebullicién de agua para limpieza, la ebullicién de agua para la lectura de la temperatura, una
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cargade unvino de grado alcohdlico del rango de las muestras a determinar del que no se anota
la temperatura, la serie de muestras a analizar, anotando las temperaturas de ebullicién, y por
altimo una carga de agua para limpieza.

Calculo y expresion de los resultados

El resultado se calcula empleando uno de los abacos con doble escala (temperatura de
ebullicién y grado alcohdlico volumétrico). Ajustar el cero de la escala del grado alcohélico con
el valor de la temperatura de ebullicion del agua. Mantener la posicion del dbaco e ir anotando
la equivalencia de las temperaturas de ebullicion de las muestras de vino frente al grado
alcohdlico volumétrico.
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Figura 24. Abacos para el calculo del grado alcohélico por ebulliometria

O bien, sustituyendo los valores en la formula siguiente®*:

Diferencia de Temperatura (DT)=T? de ebullicion del agua - T? de ebullicién del vino
Grado alcohdlico volumétrico (% v/v) = (0,1036 x DT?) + (0,1729 x DT) + 2,7447

El resultado tras una doble medida se expresa con dos cifras decimales.

4.7 Acidez volatil

Definicidn

La acidez volatil es el conjunto de acidos grasos pertenecientes a la serie acética (acido
acético, formico, butirico, etc) que se hallan en un vino, libres o combinados formando sales.

Se excluyen los acidos lactico, succinico, salicilico, sorbico, asi como el CO, y el SO, ya que
introducen errores por exceso en los resultados finales.
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Importancia enoldgica

La acidez volatil de los vinos es un parametro fundamental en el control de la calidad, existe
una estricta normativa respecto a la cantidad maxima autorizada en los mismos para su
comercializacion. El limite maximo para vinos blancos y rosados es de 1,08 g acido acético/Ly
de 1,2 g acido acético/L para vinos tintos (Anexo | C del Reglamento Delegado (UE) 2019/934)%.
Se admite que los Estados miembros puedan conceder excepciones en determinados vinos
de denominaciones de origen protegida o vinos cuyo grado alcohdlico volumétrico sea igual o
superior a 13 % v/v siempre que el Estado lo notifique a la Comision.

La acidez volatil esta constituida en un 99 % por acido acético. El acido acético es un producto
secundario normal del crecimiento de las levaduras y se forma principalmente en las primeras
etapas de la fermentacion. Varios factores extrinsecos pueden afectar a la formacion del acido
acético, incluyendo pH, azlcares, nitrogeno disponible y temperatura de fermentacion, asi
como los efectos interactivos de otros microorganismos como levaduras no Saccharomyces
y bacterias. En la practica esta cantidad es pequefia y estd comprendida entre 0,1y 0,5 g/L de
acido acético.

Niveles excesivamente altos de acidez volatil pueden deberse a varias causas, entre las que se
puede destacar la utilizacion de uvas afectadas de podredumbre, arranques de fermentacion
por parte de determinadas especies de levaduras no Saccharomyces, el desarrollo anémalo
de la fermentacion alcohdlica (fundamentalmente paradas de la fermentacion), ataques de
bacterias acéticas y/o de bacterias lacticas.

Métodos de analisis

Se presentan tres métodos de analisis de la acidez volatil. El método de referencia y dos
métodos de rutina muy utilizados en los laboratorios de bodega.

4.7.1 Acidez volatil con destilacion por arrastre de vapor

Setrata de unavaloracion de los acidos volatiles separados del vino por destilacion con arrastre
de vapor y rectificacion de los vapores. De esta forma se evita la interferencia de los acidos
excluidos. El método descrito corresponde con el método de referencia OIV-MA-AS313-02.2

Material y equipos

« Equipo de destilacion por arrastre de vapor.
« Matraz especial para destilacion.
+ Pipetasde 5y 20 mL.

« Pipetas Pasteur desechables.
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« Matraces erlenmeyer de 500 mL.

« Tapones para matraces erlenmeyer.
« Vasos de precipitados de 100 mL.

« 2 buretas de 10 mL.

« Granos de piedra pémez.

Reactivos

« Disolucion de acido tartarico de 100 g/L. Disolver 100 g de acido
tartarico cristalizado (C,H.O ) enrasando a 1 L con agua destilada.

+ Solucion de fenolftaleina al 1 % en alcohol neutro de 96 % v/v.

« NaOH 0,1 M.

« HCI2MoHCI1M.

+ Yoduro potasico sélido.

« Engrudo de almidén 5 g/L. Diluir 5 g de almidén en 500 mL de
agua destilada. Llevar a ebullicién agitando y mantener durante

10 minutos. Afiadir 200 g de cloruro sddico. Una vez frio, enrasar )
. Figura 25. Equipo de
con agua destiladaa 1L. destilacién  por arrastre

+ 1,0,005M (0,01 N). de vapor

Procedimiento

« Comprobar el estado del equipo de destilacidn, prestando atencidn a la toma de corriente, a
las mangueras de refrigerante, a la toma de agua para vapor, a la manguera de desagiie del
refrigerante y a la manguera de purga del calderin de vapor. Comprobar que las mangueras de
desaglie estan dirigidas a una pila para evitar derrames.

« Llenar el depésito de agua para producir el vapor (usualmente 5 litros de agua destilada con
0,25 g de cloruro sddico. Consultar las instrucciones del equipo).

« Cerrar la llave de purga del calderin y abrir la llave de entrada de agua refrigerante.

« Encender el equipoy esperar a que se llene el calderin. Si el testigo sonoro de llenado dejase de
sonary el testigo luminoso indicase que no se ha llenado, apagar y volver a encender las veces
necesarias hasta que se expulsen las burbujas del sistema y el calderin se llene.

« Realizar una destilacion de limpieza usando el matraz de destilacion mas estrecho del equipo
con unos 10 mL de agua destilada y unos granos de piedra pdmez. Asegurar el ajuste de la boca
del matraz de destilacion. Recoger unos 250 mL de destilado en un matraz erlenmeyer de boca
ancha de 500 mL y desechar.

« En el matraz de destilacion, pipetear 20 mL de muestra, 5 mL de disolucién de acido tartarico
100 g/L y adicionar unos granos de piedra pémez.

+ Destilar unos 250 mL que se recogen en un matraz erlenmeyer de boca ancha de 500 mL. Tapar
rapidamente.
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« Sobre el destilado afiadir unas gotas de fenolftaleina y valorar con NaOH 0,1 M hasta viraje rosa
palido que ha de mantenerse durante 5 segundos.

« Sobre el destilado ya valorado, adicionar aproximadamente 1 mLde HClI2M o2 mLde HCI1 M
con una pipeta Pasteur, aproximadamente 2 mL de engrudo de almiddn con una pipeta Pasteur
y una pizca de yoduro potasico sélido.

« Valorar con,0,005M (0,01 N) hasta una coloracién azul violeta palido.
+ Alterminar la jornada, realizar otro lavado de limpieza con agua destilada.

« Tras apagar el equipo, cerrar la llave de la toma de agua para refrigeracion y abrir la llave de
purga del calderin.

Calculo y expresion de resultados

A partir de los volimenes en mL de hidréxido sédico y yodo consumidos, se calcula la acidez
volatil con la siguiente formula:

Acidez volatil (g ac. Acético/L) = 0,3 x (Volumen NaOH - 0,1 x Volumen L)

Tras analizar la muestra por duplicado, el resultado se expresa en g de acido acético/L con dos
decimales.

4.7.2 Método Garcia Tena

Es uno de los métodos mas habituales*’. Se trata de una destilacion fraccionada y posterior
valoracion de los acidos volatiles separados del vino.

Material y equipos

« Microdestilador con matraz esférico de 60 mL.

+ Pipeta 11 mL.

« Probetas con marcas de graduaciéona 5,1y 3,2 mL.
+ Buretade 10 mL.

« Matraz erlenmeyer de 100 mL.

« Granos de piedra pémez.

Reactivos

« Hidroxido Sodico 0,01 M.

« Solucién de fenolftaleina al 1 % en alcohol neutro de 96 % v/v.

Figura 26. Montaje Garcia Tena
para determinacion de acidez
volatil
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Procedimiento

« Comprobar el estado del material de vidrio y de la fuente de calor (mechero o resistencia). Usar
un poco de silicona en las juntas esmeriladas si fuese necesario.

« Pipetear 11 mL de vino en el matraz esférico de 60 mL, afiadir unos granos de piedra pémezy a
continuacion destilar.

+ Recoger los 5,1 mL primeros del destilado en la probeta marcada para tal fin y rechazarlos.
« Cambiar rdpidamente las probetas para recoger los siguientes 3,2 mL de destilado.

« Una vez recogidos los 3,2 mL, parar la destilacion y transferir al matraz erlenmeyer para su
valoracion, enjuagar varias veces con agua destilada la probeta y recogerla en el matraz.

« Valorar el destilado con la solucién de hidréxido sédico 0,01 M en presencia de unas gotas de
fenolftaleina en agitacion constante hasta el viraje a rosa palido. El color debe permanecer unos
10 segundos.

« Al terminar la jornada, realizar un destilado con agua destilada en vez de muestra para la
limpieza interna del montaje.

Calculo y expresion de los resultados

La formula para el calculo de la acidez volatil por el método Garcia Tena es:

Acidez volatil (g ac. Acético/L) = 0,18 x V

Siendo V: volumen en mL de hidréxido sodico 0,01 M consumido.

Tras la medida por duplicado, los valores se expresan en g de acido acético/L con dos cifras
decimales.

4.7.3 Método Mathieu

Consiste en realizar una destilacién en continuo, agregando durante la operacién agua a la
muestra que se analiza*’.

Material y equipos

« Montaje de destilacion de Mathieu comercial. Consta de un matraz de fondo redondo de 60 mL,
refrigerante, un embudo graduado posicionado encima del matraz marcado con los volimenes
0,6,12y 18 mL en sentido descendente y que ajusta mediante unién esmerilada con el elemento
anterior, y una llave que permite la adicion controlada del liquido depositado en el embudo. El
destilado se recoge en una probeta graduada de 24 mL sefialado con los volimenes 6, 12, 18y
24 mL.

« Matraz erlenmeyer de 100 mL.
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+  Mechero de alcohol.
o Buretade 10 mL.

+ Piedra pomez.

Reactivos

. NaOHO0,1 M.
« Disolucién de fenolftaleina al 1 % en alcohol neutro de 96 % v/v.
« Disolucién de HCI 2 M.
« Yodo 0,005 M (0,01 N).

+ Engrudo de almidén 5 g/L. Diluir 5 g de almidén en 500 mL H,0
destilada. Llevar a ebullicion agitando y mantener durante 10
minutos. Afiadir 200 g de cloruro sédico. Una vez frio, enrasar

con agua destiladaa 1L.
+ Yoduro potasico sélido.

Figura 27. Montaje Mathieu para
determinacién de acidez volatil

Procedimiento

« Pipetear 10 mL de vino en el matraz de destilacidn junto con unos granos de piedra pémez, y
situar en el montaje bajo el embudo.

+ Afadir agua en el embudo hasta el enrase con la llave cerrada.
+ Calentar a fuego suave.

« Cuando se han recogido 6 mL de destilado, retirar la llama y dejar caer 6 mL de agua del
embudo.

« Volver a destilar hasta 12 mL y repetir sucesivamente las adiciones hasta tener un volumen de
destilado de 24 mL.

« Eldestiladoy las aguas de lavado de la probeta de recepcion se pasan al matraz erlenmeyer de
100 mL.

« Valorar con unadisolucién de NaOH 0,1 M en presencia de fenolftaleina, hasta color rosa palido
persistente.

« Sobre el matraz valorado, afiadir aproximadamente 1 mL de HCl 2 M, una pizca de yoduro
potasico sélido y aproximadamente 1 mL de engrudo de almidén.

« Valorar con yodo 0,005 M (0,01 N) hasta coloracion azul violeta palido.

« Al finalizar la jornada, realizar una destilacion con agua destilada en vez de muestra para la
limpieza interna del montaje.
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Calculos y expresion de los resultados

Experimentalmente se ha comprobado que en las condiciones en las que se hace la destilacion
se recogen las 10/11 partes del acido acético que contiene el vino. Siendo V el volumen (mL)
gastado de NaOH 0,1 My V’ el volumen (mL) gastado de I, 0,005 M:

Acidez volatil (g acido acético/L)=0,66 x (V- (V’/10))

Tras el analisis por duplicado de la muestra, el valor es expresado con dos unidades decimales.

4.8 Sulfuroso libre y total
Definicion

Se denomina didxido de azufre (anhidrido sulfuroso o sulfuroso) al didxido presente en el
mosto o el vino en las formas siguientes: H,SO,, HSO,, SO,* cuyo equilibrio esta en funcién del
pHy de la temperatura.

Eldiéxido de azufre libre (SO, libre) abarca todas las formas inorganicas del SO, no combinadas
con componentes del mosto o vino, en sus formas libre y salificadas. El didxido de azufre
combinado (SO, combinado) se refiere a los compuestos de adicién entre elion bisulfito y otras
sustancias como los aldehidos, antocianos, proteinas y aztcares.

El resultado de la suma de las dos fracciones anteriores es lo que se conoce como didxido de
azufre total, es decir, el conjunto de las distintas formas de diéxido de azufre presentes en el
vino en estado libre o combinado con sus componentes.

SO, total = SO, libre + SO, combinado

Importancia enoldgica

El dioxido de azufre se utiliza en vinificacion por sus propiedades antisépticas (como inhibidor
de la actividad microbiana), reductorasy antioxidantes.

Cuando se afiade en un mosto o en unvino, una parte del SO, se combina con otros compuestos
existentes en el medio, y otra parte queda libre como tal. Ahora bien, solo la parte libre tiene
un efecto protector; es por lo tanto importante conocer cual es la fraccion libre y cual la
combinada.
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La accidn antiséptica es mas eficiente sobre las bacterias que sobre las levaduras. En el
mosto, antes de fermentar, realiza una seleccién de la microflora disminuyendo de forma
importante la poblacion de bacterias, y realizando una seleccion de levaduras favoreciendo a
las de fermentacion mas efectiva. El efecto reductor o de proteccion de ciertos componentes
del mosto y del vino frente a la oxidacidn tiene especial importancia en el caso de vendimias
atacadas por podredumbre, ya que tiene un efecto desnaturalizador sobre las enzimas
oxidasicas: polifenoloxidasa (tirosinasa) y lacasa.

Esindispensable conocerel contenido de SO, libre de un vino para saber si esta suficientemente
protegido durante todo el proceso de elaboracién y tras el embotellado.

Por otra parte, es necesario conocer el contenido en SO, total debido a que se encuentra
limitado legalmente, y cuando las cantidades de SO, utilizadas son altas se corre el riesgo de
sobrepasar dichos limites.

La legislacién comunitaria establece limites legales para el SO, total segln el tipo de vino.

Cantidad permitida de SO, total

<5 g/L aziicares reductores > 5 g/L aziicares reductores

Vinos blancos y ] 1
rosados AT .
Vinos tintos 150 mg/L 200 mg/L

Tabla I. Maximos permitidos de SO, seglin el Reglamento Delegado (UE) 2019/934:

En este mismo reglamento se especifican las excepciones a estas cantidades para ciertos vinos
de diferentes denominaciones de origen.

En la produccién de vinos ecoldgicos el contenido maximo de SO, total se encuentra atin mas

restringido.
Cantidad permitida de SO, total

Vinos blancos y rosados 150 mg/L
Vinos tintos 100 mg/L
Resto de categorias de vinos Nivel convencional - 30 mg/L

Tabla Il. Maximos permitidos de SO, total en vinos ecolégicos
seglin Reglamento de Ejecucidn (UE) 1165/2021%
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4.8.1 Método Paul

El método Paul, referencia para el calculo del sulfuroso total (OIV-MA-AS323-04A1)* y auxiliar
para la determinacion del sulfuroso libre (OIV-MA-AS323-04A2), se basa en la liberacidn del
sulfuroso libre del vino o mosto por acidificacion de la muestra con acido fosforico, arrastre
por corriente de aire, oxidacion por borboteo en agua oxigenada neutra y valoracion con
hidréxido sédico del acido sulfdrico formado. Mediante ebullicion moderada se libera el
sulfuroso combinado, que queda en el vino después de la extraccion del sulfuroso libre. Este
es tratado de forma analoga a la determinacion del sulfuroso libre. El sulfuroso total es la
suma del sulfuroso libre y del combinado. También es posible determinar el sulfuroso total
directamente acidificando el vino y actuando del mismo modo que en la determinacion del
sulfuroso combinado.

Material y equipos

«  Montaje de Paul.

«  Trompa de vacio o bomba, capaz de suministrar un flujo de 1 L/min.
+ Matraz redondo de 100 mL 0 250 mL.

« Matraz corazon.

« Frascoconaguay contapon atravesado por el tubo que comunica con el borboteador para hacer
vacio, y otro tubo sumergido en el agua para acusar la intensidad del vacio por la depresion de
la columna de agua en el interior del tubo.

« Pipetade 50 mL.
+ Buretade25mL.
+ Bafodeaguaa18-24°C.

« Manta calefactora, mechero o llama.

Figura 28. Montaje de Paul para la determinacion de anhidrido sulfuroso
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Reactivos

« Acido orto-fosférico al 25 %. Se prepara con 294 mL de &4cido fosférico al 85 % en un matraz
aforado de 1 L enrasado con agua destilada.

+ Indicador. Mezclar 100 mg de rojo de metilo, 50 mg de azul de metileno y 100 mL de etanol de
50 % v/v.

« Peroxido de hidrégeno 3 volimenes por 100. Diluir 3 mL de perdxido de hidrégeno 30 % p/v
(100 volimenes) hasta 100 mL con agua destilada en un matraz aforado. Debe prepararse la
dilucidon diariamente.

« Hidroxido de sodio 0,01 M.

Procedimiento
Determinacién del SO, libre

« Antes de cada nueva determinacion se recomienda limpiar el sistema con aire o nitrégeno
durante unos 5 minutos.

« En el matraz de corazén, colocar 2-3 mL de perdxido de hidrégeno de 3 volimenes con 2 gotas
del reactivo indicador.

« Neutralizar el perdxido de hidrégeno con unas gotas de NaOH 0,01 M. La solucién morada ha de
tornar a un color verde oliva.

« Adaptar el matraz de corazén al borboteador del montaje.
« Enelmatraz de 250 mL pipetear 50 mL de vino.

« Unavezadaptado el matrazal montaje, adicionar 15 mL de acido orto-fosférico al 25 % mediante
el embudo de la parte superior del montaje y adaptar el bafio para mantener la temperatura de
18 a 24 °C en el matraz. Iniciar el flujo de aire simultdneamente a la adicion del acido.

« Hacer borbotear aire (o nitrogeno) durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, parar el flujo de
aire y retirar el matraz de corazén del borboteador.

« Valorarel acido formado con la solucion de NaOH 0,01N. Anotar el volumen consumido como V.

Determinacion del Sozcombinado

« Después de terminar la valoracion del sulfuroso libre, limpiar el matraz de corazén y volver
a posicionarlo con 2-3 mL de perdxido de hidrégeno 3 volimenes y 2 gotas de indicador y
neutralizar con NaOH 0,01 M hasta conseguir la coloracion verde oliva.

« Llevar a ebullicién con manta calefactora o [lama pequefia el vino que quedd en el matraz
despojado del anhidrido sulfuroso libre por la determinacién anterior.

« Mantener la ebullicién con el paso de aire durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, parar el
flujo de aire y retirar el matraz de corazén del borboteador.
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« Valorar el acido formado con la solucidon de NaOH 0,01 M. Anotar el volumen consumido
como V..

Calculo y expresion de los resultados

Una vez realizadas las valoraciones y obtenidos los volimenes en mL V y V’ se aplican las
siguientes formulas:

SO, libre (mg/L) =6,4xV
SO,combinado (mg/L) =6,4xV’
SO, total (mg/L) = SO, libre + SO, combinado

El resultado se expresa en mg/L sin cifras decimales.

Notas

« Paravinos sensiblemente picados (con masde 2 g/L de acido acético) pueden arrastrarse acidos
volatiles, especialmente cuando la corriente de aire es intensa. Corregir determinando la acidez
volatil presente en el liquido del matraz de corazén, operando de la siguiente forma: Después de
la neutralizacién con el hidroxido sédico al valorar la acidez, afiadir un cristal de acido tartarico
y llevar el contenido del matraz al aparato de determinacion de la acidez volatil por destilacion
en corriente de vapor. Restar después del resultado anterior la parte correspondiente a los
acidos volatiles.

« Para producir la corriente de aire es posible insuflar aire por la entrada abierta bajo el embudo
para el acido orto-fosférico en vez de hacer vacio en la parte posterior al borboteador.

4.8.2 Método Ripper

Es el método més extendido para la determinacién de SO, libre y total como método de rutinayy
es considerado por la OIV como método auxiliar (OIV-MA-AS323-04B)“. En este método se valora
el didxido de azufre libre con yodo en medio acido, controlando el punto final de la valoracion
con solucién indicadora de almiddn. El sulfuroso combinado es determinado secuencialmente
después de una hidrdlisis alcalina.

Material y equipos

« Matraz erlenmeyer de 500 mL con tapdn.

+ Pipetasde 5,25y 50 mL.

+ Pipetas graduadas de 5y 10 mL o micropipetas de 5y 10 mL.
« Balanza de precision.

+ Bureta graduada.

« Cuentagotas.
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Reactivos

Yodo 0,025 M (0,05 N).

Acido sulfdrico 10 % v/v. Afiadir en un matraz aforado de 1 L y sobre unos 500 mL de agua
destilada, 100 mL de acido sulfdrico al 98 % con precaucion. Enfriary enrasar con agua destilada.

Engrudo de almidén 5 g/L. Diluir 5 g de almidén en 500 mL de agua destilada. Llevar a ebullicion
agitando y mantener durante 10 minutos. Afiadir 200 g de cloruro sédico. Una vez frio, enrasar
con agua destiladaallL.

EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) sal disodio.

Procedimiento

Determinacién del SO, libre

Afadir 50 mL de muestra si la muestra es de vino blanco y 25 mL si la muestra es de vino tinto
dentro de un matraz erlenmeyer de 500 mL, 3 mL de acido sulfirico 10 % v/v, 5 mL de engrudo
de almidon y 30 mg de EDTA.

Valorar inmediatamente con yodo 0,025 M (0,05 N), hasta que la coloracién azul se mantenga
claramente durante 10 a 15 segundos.

Anotar los mL gastados de yodo 0,025 M como V.

Determinacion del SO, combinado

Sobre el matraz donde se ha valorado el sulfuroso libre, adicionar 8 mL de hidréxido sddico 4 M,
agitar una sola vez, tapar y dejar en reposo durante 5 minutos.

Mientras se agita vigorosamente, afiadir 10 mL de acido sulfarico de golpe.
Valorar inmediatamente con yodo 0,025 M.

Anotar los mL gastados de yodo 0,025 M como V.

Determinacion de interferencias

Una causa de error en los vinos tintos, especialmente en aquellos con un elevado contenido
polifendlico, es el consumo de yodo por parte de dicha materia polifendlica, que provocaria un
error por exceso. Para solucionar este problema se procede paralelamente del siguiente modo:

En un matraz erlenmeyer de 500 mL adicionar 25 mL de muestra y 5 gotas de perdxido de
hidrégeno 30 % p/v (100 voliumenes) y agitar.

Valorar como una muestra de sulfuroso libre.

Anotar el volumen en mL de yodo consumido como V”.
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Calculo y expresion de los resultados

Para vinos blancos usando 50 mL de muestra:

SO, libre (mg/L) =32xV
SO, combinado (mg/L) =32 xV’
SO, total (mg/L) = SO, libre + SO, combinado

Para vinos tintos usando 50 mL de muestra y estimacion de interferencias:

SO, libre (mg/L) =32 x (V-V”)
SO, combinado (mg/L) =32 xV’
SO, total (mg/L) = SO, libre + SO, combinado

Para vinos tintos usando 25 mL de muestra y estimacion de interferencias:

SO, libre (mg/L) =64 x (V-V”)
SO, combinado (mg/L) =64 xV’
SO, total (mg/L) = SO, libre + SO, combinado

Los valores se expresan en mg/L sin decimales después de realizar la determinaciéon por
duplicado.

Nota

« En el caso de los vinos tintos de alta intensidad colorante,
ademas de utilizar 25 mL de muestra, se puede realizar la
valoracion con pocaoningunaluzambientaleiluminandoel
fondo del matraz con luzamarilla, observar la transparencia
delvino, que se hard opaco cuando se produzca el viraje del
almidon.

Figura 29. Valoracién con yodo de anhidrido
sulfuroso por el método Ripper
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4.9 Acido malico
Definicion

El 4cido malico es uno de los acidos predominantes en la uva y su concentracion se ve afectada
por la variedad, tipo de suelo, condiciones climaticas, practicas culturales de la vid y estado
de madurez de la uva. Este se encuentra en gran cantidad en la uva verde y desaparece poco
a poco en el transcurso de la maduracion. Durante la fermentacion alcohdlica la cantidad de
acido malico disminuye de un 20 a un 30 % bajo la accion de las levaduras.

Su transformacion mas importante ocurre durante la fermentacion malolactica, en la que el
acido malico es completamente fermentado por bacterias lacticas que lo transforman en acido
lactico y gas carbodnico. La fermentacion malolactica es promovida en los vinos tintos y en
algunos vinos blancos secos.

En la mayoria de los vinos blancos secos y rosados se intenta conservar el acido malico y evitar
la fermentacion malolactica para preservar la acidez y frescura que aporta este acido desde el
punto de vista organoléptico, por lo que la fermentacion malolactica se impide sulfitando los
vinos®.

Importancia enoldgica

Las bacterias lacticas causantes de la fermentacion malolactica, son muy sensibles al anhidrido
sulfuroso. Mientras no se concluya la fermentacion malolactica, el vino ha de mantenerse a
niveles de SO, libre por debajo de 15 mg/L, y por lo tanto hay muy poco margen de proteccién
frente a oxidaciones y contaminaciones por bacterias acéticas. De ahi el interés en su
determinacion, con el fin de poder realizar un seguimiento de esta fermentacion y asegurar
que ha llegado a su fin, es decir, que todo el acido malico se ha transformado en acido lacticoy
poder continuar con la estabilizacion del vino.

Métodos de analisis

Existen métodos cuantitativos de analisis del acido malico basados en métodos enzimaticos
y espectrofotometria que requieren de equipos y reactivos de coste alto para bodegas de
tamafio medio. Una solucidon econdmica en estos casos es el analisis cualitativo mediante
cromatografia liquida con fase estacionaria de celulosa y una solucion hidroalcohdlica como
eluyente o fase movil. Este es método que se propone.

Es una determinacion cualitativa de facil ejecucion que permite comprobar si el vino ha sufrido
o no la fermentacion malolactica.
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El fundamento del método es la separacion de los acidos sobre papel y visualizacion mediante
azul de bromofenol (indicador de pH introducido en el eluyente)?.

Material y equipos

« 2 placas Petri con tapa de distinto diametro.

« Soporte metalico.

« Campana de cromatografia.

« Papel de cromatografia de 6 x 14 cm (Papel Whatman n° 1).
« Pipetas Pasteur.

« Lapiz.
Reactivo

« Revelador. Mezcla de 50 mL de azul de bromofenol en n-butanol (alcohol butilico) con 20 mL de
acido acético (alta pureza) al 50 %.

Procedimiento

« Preparar la placa Petri de mayor didmetro como base e introducir en esta la placa Petri menor.

+ Rellenar con revelador la placa Petri pequeia hasta la mitad de su volumen y tapar las dos
placas.

« Se toma una hoja de papel cromatografico, se sitla

en vertical junto al soporte metélico dejando un
espacio entre el papel y la mesa de unos 2 mmy se

n
r ]

dobla la parte superior sobre el alambre horizontal Sl YUETRA Y
del soporte metélico quedando la hoja colgando de 1

este.
) L. Acido lactico —
+ Enesta hoja se marcan con lapiz dos cruces (marcas

de donde se adicionara la muestra) equidistantes

entre si y los bordes laterales, en la parte baja del el

papel a unos 15 mm del borde inferior, y en la parte L o=
Acido tartarico

superior junto al doblez y en la vertical de las cruces

se ha de indicar a lapiz el codigo identificativo de la
muestra.

» Apoyando el papel en horizontal en la mesa o sobre
la tapadera de la placa Petri, se deja la mitad inferior

al aire y se afiaden dos o tres gotas de muestraensu ~ Figura 30. Cromatografia de una muestra
de control con los acidos tartarico, malico
y lactico y una muestra con la fermentacion

malolactica terminada

cruz dejando secar al aire entre gota y gota.
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+ Abrir las placas Petri e introducir la parte baja del papel colgado dentro del revelador dejando
la base del soporte rodeando la placa Petri pequefia y todo dentro de la de mayor diametro que
hace de base. El papel se debe asegurar con un clip. Tapar el conjunto con la campana.

« Dejar que ascienda el liquido revelador por el papel hasta casi alcanzar la parte superior. El
proceso tarda entre 90 minutos y 2 horas.

+ Retirar el soporte con el papel colgado y dejar secar en un lugar aireado en ausencia de vapores
acidos. Duracién entre 2y 4 horas.

« Una vez bien seco se pueden observar manchas amarillas sobre fondo azul repartidas en la
vertical a lo largo de cada muestra.

« Los acidos del vino se separan siguiendo el orden de abajo a arriba: acido tartdrico, acido
malico, acido lactico + acido succinico.

Calculos y expresion de los resultados

La identificacién de las manchas correspondientes a los acidos se puede efectuar por la
comparacion del desplazamiento de patrones con las de los vinos (disolucién de 3 g/L de 4cido
tartarico, 3 g/L de acido malico y 3 g/L de acido lactico).

Si la mancha en la franja del 4cido malico es inexistente o muy difusa y se aprecia la franja
correspondiente al acido lactico, es indicativo de la ausencia o muy baja concentracion de
acido malico y por lo tanto se puede dar por concluida la fermentacion malolactica.

4.10 Hierro
Definicion

El hierro contenido en el vino tiene varios origenes. La uva contiene siempre pequefias
cantidades de este metal, como maximo 3 0 4 mg/L. La tierra que transportan los recipientes de
vendimia, sobre todo si llueve, también aportan pequefias cantidades de hierro. Sin embargo,
la fuente mas frecuente y significativa de contaminacion es el material de vinificacion: tolva,
sinfines, bombas, estrujadora, despalilladora, prensa, recipientes de cemento y de hierro mal
inertizados, etc. Aunque cada vez es menos comun por el uso del acero inoxidable.

Importancia enoldgica

El hierro contenido en el vino se encuentra bajo dos formas quimicas: Fe?"y Fe**, siendo esta
dltima la que realmente provoca las alteraciones en los vinos. La conversion de una forma
en otra viene provocada por procesos oxidativos que se desarrollan durante la elaboracién
(trasiegos, aireaciones, etc). Este metal actlia como catalizador de reacciones de oxidacién
y polimerizacion de compuestos fendlicos, que tienen una importancia capital en el
pardeamiento de vinos blancos y finos.
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Si las dosis de hierro son elevadas en los vinos, se provoca la denominada quiebra férrica, cuya
manifestacion depende del tipo de vino y que se caracteriza por una turbidez de distinto color
que puede evolucionar hasta la formacion neta del precipitado. En vinos blancos es de color
blanco (fosfato férrico), en los vinos tintos de color azul-negro (Fe-taninos) y en los vinos finos
de color verde-negruzco.

No hay unas cantidades fijas de hierro a partir de las que se pueda asegurar que no haya quiebra
férrica, ya que influyen ademas de la concentracion de este cation, otros parametros como la
presencia de fosfatos, taninos, y del pH del medio. Sin embargo, si las cantidades superan los
8 mg/L, al menos seria conveniente, para asegurarse, efectuar un ensayo de quiebra férrica.

Método de andlisis

El analisis propuesto se fundamenta en la formacion de un compuesto coloreado del cation
Fe* con el anién sulfocianuro. El Fe** es oxidado con H,0, a Fe* y este se combina con el
sulfocianuro en medio acido, formandose un compuesto de color rojo? %,

Material y equipos

« Tubos de ensayo de 200 x 20 mm con tapon.
+ Pipetasde 1,10y 15 mL.

+ Matraces aforados de 25,100y 1000 mL.

« Cuentagotas.

« Soporte para tubos de ensayo.

Reactivos

+ Tiocianato de potasio (sulfocianuro de potasio, KSCN) al 20 %. Tomar 20 g de sulfocianuro de
potasioy enrasar hasta 100 mL con agua destilada en un matraz aforado.

« Disolucién de HCl al 5 % aproximadamente. Tomar 15 mL de HCl puro comercial al 37 % y
enrasar con agua destilada hasta 100 mL.

« Perdxido de hidrégeno (H,0,) 20 voliimenes. Tomar 20 mL de H,0, de 100 voliimenes (comercial,
al 30 %) y enrasar hasta 100 mL con agua destilada en un matraz aforado.

« Disolucion de Fe 0,1 g/L. Disolver 0,863 g de FeNH, (SO,), 12 H,0, 0,863 g de NH,Cl y 10 mL de
HCl al 37 %, en 100 mL aproximados de agua, y posteriormente enrasar a 1.000 mL en un matraz
aforado con agua destilada.

. Eterdietilico.
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Procedimiento

« A partir de la disolucion de Fe preparar disoluciones de 2, 4, 8, 12, 14, 16 y 20 mg/L. Para ello
poner respectivamente 0,5, 1, 2, 3, 4 y 5 mL de dicha disolucidn en otros tantos matraces de
25 mL y enrasar con agua destilada.

« Ensiete tubos de ensayo afiadir 10 mL de las soluciones

de Fe preparadas, 1 mL de HCl al 5 %, 1 mL de KSCN al m

20 %y 5 gotas de H,0, de 20 volimenes.

« Tapar los tubos y agitar durante unos segundos.
Apareceran distintas intensidades de coloracion roja
dependiendo de la concentracidn de hierro del patrén.

« Paravinos blancos o poco coloreados, sustituir los 10 mL
de patrén afiadidos al tubo de ensayo por 10 mL de la

muestra.

« Enelcasode los vinos tintos se repite la operacion, pero

al final se afiaden 10 mL de éter dietilico, se agita y se
dejareposarunos minutos. El complejo férrico coloreado  Figura 31. Disoluciones patrén para la
aparecera en la fase liquida superior. determinacion del contenido de hierro

Calculos y expresion de los resultados

La comparacion de color de las muestras ensayadas con la de las disoluciones patrén indica
aproximadamente el contenido de hierro de las mismas.

Puede determinarse también la concentracion de hierro total por espectrofotometria
realizando una recta de calibrado. Asi se obtiene un valor mas exacto de la concentracidon de
hierro.

Para ello se ha de seleccionar la longitud de onda de medida de absorbancia a 508 nm en el
espectrofotometro, y ademas de los patrones, se ha de preparar un blanco preparado igual
que las disoluciones, con 10 mL de agua destilada, 1 mL de HCl al 5 %, 1 mL de KSCN al 20 %y
5gotasde H.0..

Con los patronesy el blanco, se construye una recta de calibrado representando la absorbancia
frente a la concentracion en mg/L. Se mide la absorbancia de la muestra y con la recta de

calibrado se obtiene la concentracion de hierro total.

Los datos se expresan en mg/L con un decimal.
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ANEX0S

ANEXO |

Correccion en caso de medicion del porcentaje en masa de sacarosa a
una temperatura (T) diferente de 20 °C. Es preferible que la variacion de
temperatura respecto a 20 °C no exceda de £ 5 °C.

Porcentaje en masa de sacarosa medida (°Brix)

COL o s o] ]3035 el IsolsTeoles ]l

-082 087 -092 -09 -0,99

-080 082 -087 -090 -0,%

5

6

7 074 078 -082 -08 08

8 -0,69 -0,73 -0,76 -0,79 -0,82

9 -0,64 -067 -0,71 -0,73 -0,75

10 059 062 -065 067 -06 071 072 073 074 075 075 075 075 0,75
1 -0,54 -0,57 -0,59 -0,61 -0,63 -0,64 -0,65 -0,66 -0,67 -0,68 -0,68 -0,68 -0,68 -0,67
12 -0,49 -0,51 -0,53 -0,55 -0,56 -0,57 -0,58 -0,59 -0,60 -0,60 -0,61 -0,61 -0,60 -0,60
13 -0,43 -0,45 -0,47 -0,48 -0,50 -0,51 -0,52 -0,52 -0,53 -0,53 -0,53 -0,53 -0,53 -0,53
14 -0,38 -0,39 -0,40 -0,42 -0,43 -0,44 -0,44 -0,45 -0,45 -0,46 -0,46 -0,46 -0,46 -0,45
15 032 033 -034 -03% 036 -037 -037 038 -038 -038 038 -038 -038 -038
16 026 027 -028 -028 029 -030 -030 -030 -031 -0,31 -0,31 -0,31 -0,31 -0,30
17 -0,20 -0,20 -0,21 -0,21 -0,22 -0,22 -0,23 -0,23 -0,23 -0,23 -0,23 -0,23 -0,23 -0,23
18 -0,13 -014 014  -0,14 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15 -0,15
19 -0,07 -0,07 -0,07 -0,07 -0,07 -0,08 -0,08 -0,08 -0,08 -0,08 -0,08 -0,08 -0,08 -0,08
20 0 REFERENCIA 0

21 +0,07 4007 +007 +007 +008 +008 +008 +0,08 +008 +008 +0,08 +0,08 +0,08 +0,08
22 +0,14 40,14 +0,15 40,15 40,15 +015 40,06 40,6 +0,96 +0,16 +0,16 +0,16 40,15 +0,15
23 +021 4022 +022 +023 4023 +023 +023 +024 +024 +024 +024 +023 +023 +0,23
24 +029 +029 +030 +030 4031 +031 +031 4032 +032 +032 +032 +031 +031 +031
25 +036 +037 4038 +038 +039 +039 +040 +040 +040 +040 +040 +039 +039 +0,39
26 +044 +045 +046 +046 +047 +047 +048 +048 +048 +048 +048 +047 +047 +046
27 +0,52  +0,53 +054 +055 +055 +056 +056 +056 40,56 +056 +056 40,55 +055 +0,54
28 +060 +061 +062 +063 +064 +064 +064 +065 +065 +064 +064 +064 +063 +0,62
29 +0,68 +069 +0,70 +0,71 4072 +0,73 4073 +0,73 +073 4073 +0,72 4072 40,71 +0,70
30 4077 4078 4079 4080 +081 +081 +081 +082 +081 +081 +081 +080 +079 +078
31 +085 +087 +088 +089 +089 +09 +090 +090 +090 +090 +089 4088 +087 +0,86
32 +094 +095 +09 +097 +098 +0,99 +099 +099 +0,99 +098 +097 +0,9% +095 +094

33 +1,03  +1,04 +105 +106 +107 +108 +108 +1,08 +107 +107 +106 +1,05 +1,03  +1,02




Continuacioén

T Porcentaje en masa de sacarosa medida (°Brix)

COL o s J o] osJ30]ssJao]assolssTeo]e ]

34 112 #1190 41,15 4115 #1060 41,17 4117 #1170 41,060 41150 1,14 +1,13 41,12 +1,10
35 112 B 4124 4125 1,25 4126 4126 1,25 +125 4124 1,23 +121 4120 +1,18
36 4131 132 4133 4134 135 4135 4135 +135 4134 4133 4132 +130  +128  +1,26
37 4 42 4143 144 F14 1144 144 F14 41430 1480 #1400 4138 4136 +1,34
38 4151 4152 4153 4153 +154 154 #153  +153 4152 4151 +149 4147 +145  +14
39 4161 4162 41,62 41,63 +1,63  +1,63  +1,63  +1,62 +161 +1,60 +158 +156 +153  +150

40 w71 72 AR A3 13 B 172 71 #1700 41,69 +167 41,64 +1,62 41,59

n MANUAL BASICO DE LABORATORIO ENOLOGICO



W09 665 16 LS 9 78S sEs 'S 9% Sy sy oy 8ty SUY 0% l6'e L6 €9 05’ SEE LTE 90T of
8's oS L€ LES  S0'S 06 wh 8SY  6€%  07% 00 06'E  08'E 69t (St 9Y'E  vE'E  TCE 60'E [6T 98T  bLT o7
o8y 08% €Y €Y ISY €% v 80y 6'E SU€ S 8t st 8T'e o't 90'E 96T ST T 9T ST 6£7T o8
0y v WY w0 pe'e T8 69t S§'e 6€'e  wr'e L0 00 L6T €8T w7 9T 9T T 9T 9T 9T LT o
0 Tt S§'e ss't [g€'t ore St g0t 16T 8T 9T 9T 6T T €T STT 81T 0T T %1 ¥l 9 o7
97 6T 067 87 18T WT T ST ST vE€T  wr 9T 60T 07T S6L 88l 8L vl L9 651 TSL WL o7
(€7 S€T €T €T T AT WTo 0T Sl 9L 9rL 1L 9L 091 b1 syl el €L LEL STL 6L SVl o
601 1 S SO 8L 1oL 8sL L 9L 6€L el 6L STL 1L 9L Tl 80l 0L 660 S60 060 780 o7
6UL 6UL AL LTt 6L 9L 20l 60 €60 /80  ¥80 180 80 940 €0 0L0 90 90 190 850 S50 o7
090 090 650 650 50 950  ¥50 IS0 80 90 w0 €0 0 0¥0  6£0 €0 9€0 €0 €€0  LE0 670 870 |7

VIDN3Y3434 W07
090 650 850 850 S50 ¥50  7§0 050 80 90 &0 €0 w0 W0  6£0 860 9€0  S€0 €0 LE0  0£0 870 oL

0z'L 0z'L 8L’ 9L'L 60'L 'L T0'L 660 S60 060 80 T80 080 L0 w0 w0 690 S90 €90 650 950 €50 o8

9o U3 eanjesadwa)

6L'L SL'L L L €9'L 5L w6 A €'l LW 8L vl 60'L 50'L 00 960 160 980 80 90 o]
w'e 9€'C 0£'C €'t T 60T  wT w6l 18l L' 59’ 9L Sl 6L &l L€ LE'L STl 6L'L a'r 90l 001 49|
L0'€ 6'C 68'C 08T LL'T 19 IS ov't 8Tt 9t 0T L6l 681 T8l SLL 891 09'L €51 'l £ 6TL LIzt | s
9 L5'¢ 9v'€ sg€'e yre  n'e 66t 8T €t St wt o vE'Tt st T 80T 00T T6L w'l A R N A N 1 |
744 uy 66'c 98¢ Tt vse  w'e 8T l'e vt LT 89T 6ST 8T 8€T 8T LT L0T 961 gL vl [

o
=2
=}

=}
—

LY 9 1454 L&Y Y L0 6 we s§'e sg'e wl'e €' w6t WT 0T 8ST  M'T ¥ET IZc 80T 6L 18l ol

67’ §1L's 's 8% 69y v €% SlY  w6'€ lr'e 8v'e  L€£e vr'e  n'e 66T 98T €T 6ST  w'T 6Tt 9T 00T o|)

.2

Factor de correccion c requerido para la masa volimica de mostos naturales o concentrados

medida con hidrometro para corregir a 20 °C.
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Pt (c/1000). Restarsilatemperaturaes menorde 20°C Sumar si la temperatura es mayor de 20 °C
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Continuacion

Factor de correccion c requerido para la masa voliumica de vinos secos y vinos secos
desalcoholizados medida con hidrometro para corregir a 20 °C.
PPt (c/1000). Restar silatemperaturaes menorde 20°C Sumar si la temperatura es mayor de 20 °C
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ANEXO 11

Tabla de equivalencias entre el porcentaje en masa de sacarosa a 20 °C (°Brix) determinado
mediante un refractdmetro graduado, el indice de refraccién a 20 °C, la masa volimica en
g/mL a 20 °C, azlcares en g/L, azicares en g/kg, solidos solubles en °Bé a 20 °C y el grado
alcohdlico probable (G.A.P.) en % v/v a 20 °C.

Sacarosa _— »

i Indlce.d,e Mas.a Asticares Asticares Sélidos G.AP.
20C refraccion Volimicaa () (ko) solubles a a20°C

(oBrix) a20°C 20°C(g/mL) 20 °C (°Bé) (% v/v)

10,0 1,34782 1,0391 82,2 79,1 5,57 4,89
10,1 1,34798 1,0395 83,3 80,1 4,95
10,2 1,34813 1,039 84,3 81,1 5,68 5,01
10,3 1,34829 1,0403 85,4 82,1 5,08
10,4 1,34844 1,0407 86,5 83,1 5,80 5,14
10,5 1,34860 1,0411 87,5 84,1 5,20
10,6 1,34875 1,0415 88,6 85,0 5,91 527
10,7 1,34891 1,0419 89,6 86,0 532
10,8 1,34906 1,0423 90,7 87,0 6,02 539
10,9 1,34922 1,0427 91,8 88,0 5,46
1,0 1,34937 1,0431 92,8 89,0 6,13 5,52
A 1,34953 1,0436 93,9 90,0 5,58
1,2 1,34968 1,0440 95,0 91,0 6,24 5,65
13 1,34984 1,0444 96,0 92,0 5,71
14 1,34999 1,0448 97,1 92,9 6,35 5,77
15 1,35015 1,0452 98,2 93,9 5,84
11,6 1,35031 1,0456 99,3 94,9 6,46 5,90
"7 1,35046 1,0460 100,3 95,9 5,96
1,8 1,35062 1,0464 101,4 96,9 6,57 6,03
119 1,35077 1,0468 102,5 97,9 6,09
12,0 1,35093 1,0472 103,5 98,9 6,68 6,15
12,1 1,35109 1,0477 104,6 99,9 6,22
12,2 1,35124 1,0481 105,7 100,8 6,79 6,28
123 1,35140 1,0485 106,8 101,8 6,35
124 1,35156 1,0489 107,8 102,8 6,90 6,41
12,5 1,35171 1,0493 108,9 103,8 6,47
12,6 1,35187 1,0497 110,0 104,8 7,02 6,54
12,7 1,35203 1,0501 11,1 105,8 6,60
12,8 1,35219 1,0506 112,2 106,8 7,13 6,67
129 1,35234 1,0510 113,2 107,8 6,73
13,0 1,35250 1,0514 1143 108,7 7,24 6,79
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Continuacion

Sacarosa _ "

o i Indlce.dle Mas'a Azticares Asticares Sélidos G.AP.
209 refraccion Volimicaa (/) (ko) solubles a a20°C

(oBrix) a20°C 20°C(g/mL) 20 °C (°Bé) (% v/v)

131 1,35266 1,0518 115,4 109,7 6,86
13,2 1,35282 1,0522 116,5 110,7 7,35 6,92
133 1,35298 1,0527 117,6 11,7 6,99
134 1,35313 1,0531 118,7 12,7 7,46 7,05
13,5 1,35329 1,0535 119,7 113,7 7N
13,6 1,35345 1,0539 120,8 114,7 7,57 7,18
137 1,35361 1,0543 1219 115,6 7,24
138 1,35377 1,0548 123,0 116,6 7,68 731
13,9 1,35393 1,0552 124,1 117,6 7,38
14,0 1,35408 1,0556 125,2 118,6 7,79 7,44
14,1 1,35424 1,0560 126,3 119,6 7,51
14,2 1,35440 1,0564 127,4 120,6 7,90 7,57
143 1,35456 1,0569 128,5 1216 7,64
144 1,35472 1,0573 129,6 122,5 8,01 7,70
14,5 1,35488 1,0577 130,6 1235 7,76
14,6 1,35504 1,0581 131,7 124,5 8,12 7,83
14,7 1,35520 1,0586 1328 125,5 7,89
14,8 1,35536 1,0590 133,9 126,5 8,23 7,96
14,9 1,35552 1,0594 135,0 127,5 8,02
15,0 1,35568 1,0598 136,1 128,4 8,34 8,09
151 1,35584 1,0603 137,2 1294 8,15
152 1,35600 1,0607 1383 130,4 8,45 8,22
153 1,35616 1,0611 139,4 1314 8,28
154 1,35632 1,0616 140,5 1324 8,56 8,35
15,5 1,35648 1,0620 141,6 133,4 8,42
156 1,35664 1,0624 142,7 134,3 8,67 8,48
15,7 1,35680 1,0628 143,8 1353 8,55
15,8 1,35696 1,0633 144,9 136,3 8,78 8,61
159 1,35713 1,0637 146,0 1373 8,68
16,0 1,35729 1,0641 147,1 138,3 8,89 8,74
16,1 1,35745 1,0646 148,2 1393 8,81
16,2 1,35761 1,0650 149,3 140,2 9,00 8,87
16,3 1,35777 1,0654 150,5 14,2 8,94
16,4 1,35793 1,0659 151,6 142,2 9,11 9,01
16,5 1,35810 1,0663 152,7 143,2 9,07
16,6 1,35826 1,0667 153,8 144,2 9,22 9,14
16,7 1,35842 1,0672 154,9 145,1 9,21
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Continuacioén

Sacarosa _ "
%m/ma indice .d,e Mas.a Azticares Azticares LI
209 refraccion Voltimica a () (/kg) solubles a
(Brix) a20°C 20°C(g/mL) 20°C(°Bé)
16,8 1,35858 1,0676 156,0 146,1 933 9,27
16,9 1,35874 1,0680 157,1 147,1 9,34
17,0 1,35891 1,0685 158,2 148,1 9,45 9,40
17,1 1,35907 1,0689 159,3 149,1 9,47
17,2 1,35923 1,0693 160,4 150,0 9,56 9,53
173 1,35940 1,0698 161,6 151,0 9,60
174 1,35956 1,0702 162,7 152,0 9,67 9,67
17,5 1,35972 1,0707 163,8 153,0 9,73
17,6 1,35989 1,0711 164,9 154,0 9,78 9,80
17,7 1,36005 1,0715 166,0 154,9 9,87
17,8 1,36021 1,0720 167,1 155,9 9,89 9,93
17,9 1,36038 1,0724 168,3 156,9 10,00
18,0 1,36054 1,0729 169,4 157,9 10,00 10,07
18,1 1,36070 1,0733 170,5 158,9 10,13
18,2 1,36087 1,0737 171,6 159,8 10,11 10,20
183 1,36103 1,0742 172,7 160,8 10,26
18,4 1,36120 1,0746 1739 161,8 10,22 10,33
18,5 1,36136 1,0751 175,0 162,8 10,40
18,6 1,36153 1,0755 176,1 163,7 10,33 10,47
18,7 1,36169 1,0760 177,2 164,7 10,53
18,8 1,36185 1,0764 1784 165,7 10,44 10,60
18,9 1,36202 1,0768 179,5 166,7 10,67
19,0 1,36219 1,0773 180,6 167,6 10,55 10,73
191 1,36235 1,0777 181,7 168,6 10,80
19,2 1,36252 1,0782 1829 169,6 10,66 10,87
193 1,36268 1,0786 184,0 170,6 10,94
19,4 1,36285 1,0791 185,1 1715 10,77 11,00
19,5 1,36301 1,0795 186,2 172,5 11,07
19,6 1,36318 1,0800 187,4 173,5 10,88 11,14
19,7 1,36334 1,0804 188,5 174,5 11,20
19,8 1,36351 1,0809 189,6 1754 10,99 11,27
199 1,36368 1,0813 190,8 176,4 11,34
20,0 1,36384 1,0818 1919 1774 11,10 11,40
20,1 1,36401 1,0822 193,0 178,4 11,47
20,2 1,36418 1,0827 194,2 179,3 11,21 11,54
203 1,36434 1,0831 195,3 180,3 11,61
20,4 1,36451 1,0836 196,4 181,3 11,32 11,67
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Continuacion

Sacarosa _ -
%m/ma indice .({e Masla Azdcares Azicares Sl
20C refraccion Voldmica a (o) (/kg) solubles a
(oBrix) a20°C 20 °C (g/mL) 20 °C (°Bé)
20,5 1,36468 1,0840 197,6 182,3 11,74
20,6 1,36484 1,0845 198,7 183,2 11,43 11,81
20,7 1,36501 1,0849 199,8 184,2 11,87
20.8 1,36518 1,0854 201,0 185,2 11,54 11,95
20,9 1,36535 1,0858 202,1 186,1 12,01
21,0 1,36551 1,0863 2033 187,1 11,65 12,08
211 1,36568 1,0867 204,4 188,1 12,15
21,2 1,36585 1,0872 205,5 189,1 11,76 12,21
213 1,36602 1,0876 206,7 190,0 12,28
214 1,36619 1,0881 207,8 191,0 11,87 12,35
21,5 1,36635 1,0885 209,0 192,0 12,42
216 1,36652 1,0890 210,1 192,9 11,98 12,49
21,7 1,36669 1,0895 2113 193,9 12,56
218 1,36686 1,0899 2124 194,9 12,09 12,62
21,9 1,36703 1,0904 213,6 195,9 12,69
2,0 1,36720 1,0908 214,7 196,8 12,20 12,76
2, 1,36737 1,0913 2159 197,8 12,83
22,2 1,36754 1,0917 217,0 198,8 12,31 12,90
23 1,36771 1,0922 218,2 199,7 12,97
24 1,36787 1,0927 2193 200,7 12,42 13,03
22,5 1,36804 1,0931 220,5 201,7 13,10
26 1,36821 1,0936 21,6 202,6 12,52 13,17
22,7 1,36838 1,0940 228 203,6 13,24
22,8 1,36855 1,0945 23,9 204,6 12,63 13,31
29 1,36872 1,0950 225,1 205,5 13,38
23,0 1,36889 1,0954 226, 206,5 12,74 13,44
231 1,36906 1,0959 27,4 207,5 13,51
232 1,36924 1,0964 28,5 208,4 12,85 13,58
233 1,36941 1,0968 229,7 209,4 13,65
B4 1,36958 1,0973 230,8 2104 12,96 13,72
235 1,36975 1,0977 2320 M3 13,79
23,6 1,36992 1,0982 2332 2123 13,07 13,86
23,7 1,37009 1,0987 2343 2133 13,92
38 1,37026 1,0991 2355 214, 13,18 14,00
23,9 1,37043 1,099 236,6 215, 14,06
24,0 1,37060 1,1001 237,38 216,2 13,29 14,13
24,1 1,37078 1,1005 239,0 217,1 14,20
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Continuacioén

Sacarosa _— "
%m/ma indice .c!e Masla Azdcares Azicares SILEE
20C refraccion Voltmica a (o) (/kg) solubles a
(oBrix) a20°C 20°C (g/mL) 20 °C (°Bé)
24,2 1,37095 1,1010 240,1 218,1 13,40 14,27
243 1,37112 1,1015 2413 2191 14,34
24 1,37129 1,1019 12,5 220,0 13,51 14,41
24,5 1,37146 1,1024 23,6 21,0 14,48
24,6 1,37164 1,1029 2448 2220 13,62 14,55
247 1,37181 1,1033 246,0 229 14,62
248 1,37198 1,1038 247,1 2239 13,73 14,69
24,9 1,37216 1,1043 2483 2248 14,76
25,0 1,37233 1,1047 249,5 225,38 13,84 14,83
25,1 1,37250 1,1052 250,6 226,8 14,89
252 1,37267 1,1057 251,8 27,7 13,95 14,96
253 1,37285 1,1062 253,0 28,7 15,04
254 1,37302 1,1066 254,1 229,7 14,06 15,10
25,5 1,37319 1,1071 2553 2306 15,17
256 1,37337 1,1076 256,5 2316 14,17 15,24
257 1,37354 1,1080 257,7 2325 15,32
258 1,37372 1,1085 258,8 2335 14,23 15,38
259 1,37389 1,1090 260,0 2345 15,45
26,0 1,37407 1,1095 261, 2354 14,39 15,52
26,1 137424 1,1099 262,4 236,4 15,59
26,2 1,37441 1,1104 263,6 2373 14,49 15,67
263 1,37459 1,1109 264,7 2383 15,73
26,4 1,37476 1,114 2659 2393 14,60 15,80
26,5 1,37494 1,118 267,1 240,2 15,87
26,6 1,37511 1,123 2683 21,2 14,71 15,95
26,7 1,37529 1,128 269,5 242,1 16,02
26,8 1,37546 1,133 270,6 13,1 14,82 16,08
26,9 1,37564 1,138 71,8 244,1 16,15
27,0 1,37582 1,142 273,0 245,0 14,93 16,22
27,1 1,37599 1,1147 274, 246,0 16,30
272 1,37617 1,1152 2754 246,9 15,04 16,37
213 1,37634 1,1157 276,6 2479 16,44
274 1,37652 1,161 2778 2489 15,15 16,51
27,5 1,37670 1,1166 2789 249,8 16,58
276 1,37687 1,1171 280,1 250,8 15,26 16,65
21,7 1,37705 1,1176 2813 2517 16,72
278 137723 1,1181 282,5 252,7 15,37 16,79
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Continuacioén

Sacarosa _— "
% m/m a Indlce.d’e Masla Aziicares Aziicares Sélidos G.AP.
20C refraccion Voltmica a () (ko) solubles a a20°C
(oBrix) a20°C 20°C(g/mL) 20 °C (°Bé) (% v/v)
27,9 1,37740 1,1185 283,7 253,6 16,86
28,0 1,37758 1,1190 284,9 254,6 15,48 16,93
28,1 1,37776 1,1195 286,1 255,5 17,00
282 1,37793 1,1200 2873 256,5 15,59 17,07
283 1,37811 1,1205 288,5 257,5 17,15
284 1,37829 1,1210 289,7 258,4 15,69 17,22
28,5 1,37847 1,1214 290,9 259,4 17,29
28,6 1,37864 1,1219 292,1 260,3 15,80 17,36
287 1,37882 1,1224 2933 2613 17,43
28,8 1,37900 1,1229 294,5 262,2 15,91 17,50
289 1,37918 1,1234 295,7 263,2 17,57
29,0 1,37936 1,1239 296,9 264,2 16,02 17,64
29,1 1,37954 1,1244 298,1 265,1 17,72
29,2 1,37972 1,1248 299,3 266,1 16,13 17,79
293 1,37989 1,1253 300,5 267,0 17,86
294 1,38007 1,1258 301,7 268,0 16,24 17,93
295 1,38025 1,1263 302,9 268,9 18,00
296 1,38043 1,1268 304,1 269,9 16,35 18,07
29,7 1,38061 11273 305,3 270,8 18,14
29,8 1,38079 1,1278 306,5 2718 16,46 18,22
29,9 1,38097 1,1283 307,7 22,7 18,29
30,0 1,38115 1,1287 308,9 273,7 16,57 18,36
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Anexo IV

Grado alcohdlico a 20 °C. Tabla de correccidn para ser aplicada al grado alcohdlico aparente
para corregir el efecto de la temperatura. Sumar o restar del grado alcohdlico aparente (medida
con un alcohdmetro normalizado) el valor indicado a continuacion.

Grado alcohdlico aparente (% v/v)

S N N N S I N N A N A N

100 o8 08 087 09 0,96 1,01 1,08 1,16 1,25 1,35 147 1,60 1,74 1,89 2,06 2,24
110 0,78 0,79 082 08 0% 095 1,01 1,08 1,16 1,25 1,36 1,47 1,60 173 1,88 2,03
122 o7 074 076 079 083 08 093 0,99 1,07 1,15 1,24 1,34 1,44 1,56 1,69 1,82
13° 0,66 0,67 069 072 076 08 08 0% 0,96 1,03 mm 1,19 1,28 1,38 1,49 1,61
140 0,59 0,60 062 064 067 0,71 074 079 0,85 0,91 0,97 1,04 1,12 1,20 1,29 1,39

o«
§ 15° 051 052 053 055 058 061 064 068 073 077 08 08 095 1,02 1,09 116
16° o042 043 044 046 048 050 053 05 060 06 067 072 077 08 08 0%
17° 033 033 034 035 037 039 041 04 046 048 051 055 05 062 067 071
18 023 023 023 024 025 026 027 029 031 033 035 037 040 04 045 048
199 012 012 012 012 013 013 014 015 016 017 018 019 020 021 023 024
20° 0 REFERENCIA 0
21° 013 013 013 014 014 015 016 017 018 019 019 020 02 023 02
22 026 027 028 029 030 031 032 03 03 037 039 041 044 047 049
230 040 041 04 04 045 047 049 051 05 057 060 063 066 070 074
24e 05 05 058 060 062 064 067 070 073 077 08 08 08 09 09
= | 060 071 073 076 079 08 08 08 093 097 102 107 113 119 125
2 260 08 08 0% 09 0% 100 104 108 113 118 124 130 136 143 150
27° 103 107 111 115 119 123 128 134 140 146 153 160 168 176
28° 121 125 129 133 138 143 149 155 162 169 177 185 193 2,02
29° 139 148 147 15 158 163 170 176 18 192 201 210 219 229
30° 157 161 166 172 178 18 191 198 207 215 225 235 245 256
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Continuacion

rente (% v/v)

T(oC
S T T I T T a5 ]s]o]a]5]n]

100 224 243 261 280 298 316 333 348 361 373 383 391 398 403 408  4M

11°° 203 220 23 252 268 28 298 312 324 334 343 35 357 362 366 3,69
100 18 19 210 224 238 251 264 276 287 2% 304 310 316 321 325 327

13 161 173 1,84 19 208 220 231 2.4 2,50 2,58 2,65 2,71 2,76 2,80 2,83 2,85

E 140 139 149 158 168 178 1,8 1,97 206 213 220 226 231 236 239 24 244
R 15 116 124 132 140 148 156 164 171 177 18 18 192 19% 198 201 203
16° 094 100 106 172 1,19 125 131 136 141 146 15 15 15 158 160 162
17°° o071 075 08 08 08 09 09 1,02 105 109 112 114 117 118 120 121
18° 048 051 05 05 059 062 065 068 070 072 074 076 078 079 08 081
19° 024 025 027 028 030 031 033 034 035 036 037 038 039 040 041 041
200 0 REFERENCIA 0
21° 025 026 02 029 030 031 033 03 03 035 037 038 038 039 039 040
22° 049 052 055 057 060 062 065 067 070 072 074 075 076 078 079 080
23° o074 078 08 08 0% 09 097 101 104 107 1,50 1,12 115 117 118 1,19
240 099 104 110 115 120 125 129 134 139 143 146 150 15 155 157 159
E 25° 125 131 137 143 149 15 162 168 173 178 18 187 190 194 197 199
==

26° 1,50 1,57 1,65 1,73 1,80 1,87 194 201 2,07 2,13 219 224 228 232 255 2,38
2° 176 1,84 1,93 2,01 210 218 226 234 24 2,48 2,55 2,61 266 2,70 2,74 271
280 20 21 2,21 2,31 240 249 258 2,67 2,76 2,83 290 298 3,03 3,08 313 3,17
29° 229 2,39 2,50 260 2,70 281 291 3,00 3,09 3,18 320 334 340 346 3,51 3,55

300 256 2,67 2,78 290 3,01 3,12 3,23 334 34 353 3,62 370 377 384 390 3,95
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Junta de Andalucia



