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1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue demostrar la aplicabilidad de la
espectroscopia en el andlisis de adulteracidén en vino, quien por sus ventajas permite
la identificaciébn y cuantificacion de manera no destructiva de compuestos de

importancia en la determinacion de la autenticidad de la bebida en mencion.

Las técnicas que permiten realizar la determinacion de estos compuestos son:
la espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) para compuestos fendlicos, la
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) para azUcares y alcoholes; y la
resonancia magnética nuclear (RMN) para azUcares, acidos organicos, alcoholes y
agua. La aplicabilidad de estas tres técnicas fue corroborada en base a la revision de
publicaciones cientificas, concluyendo que son técnicas adecuadas y de alta

eficiencia para el fin requerido.

Finalmente, en base a las ventajas que las técnicas espectroscépicas ofrecen
se recomienda que los laboratorios de analisis quimico en el Ecuador consideren
implementarlas para andlisis de adulteracion de alimentos, pues en nuestro pais se
utiliza solamente una de las técnicas descritas (UV-vis) debido principalmente al

costo que representa la adquisicion de equipos de RMN y NIRS.

Palabras clave: Adulteracion, analisis, espectroscopia, no destructivo, vino.



2. ABSTRACT

The aim of this document was demonstrating spectroscopy’s applicability in
wine adulteration analysis, which allows the identification and quantification of
important compounds in the authenticity determination of the mentioned drink on a

non-destructive way.

The techniques which allow the determination of these compounds are: the
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis) for phenolic compounds, near infrared
spectroscopy (NIRS) for sugars and nuclear magnetic resonance (NMR) for sugars,
organic acids, alcohols and water. The applicability of these techniques was
corroborated by reviewing scientific publications concluding that they are suitable and

highly efficient for the required purpose.

Finally, due to the advantages offered by spectroscopic techniques, it is
recommended that Ecuadorian chemical laboratories should consider implementing
these techniques for food adulteration analysis, because in our country we only use
one of them (UV-vis ), mainly due to the cost involved on getting the equipment for

NMR and NIR spectroscopy.

Keywords: Adulteration, analysis, non-destructive, spectroscopy, wine.



3. INTRODUCCION

El vino es considerado una bebida natural obtenida del proceso de
fermentacion alcohdlica del mosto de uva (Parrefio et al., 1998), compuesta por
distintos componentes procedentes de la actividad biolégica o de reacciones
guimicas. La accién metabdlica de las levaduras transforma los azlcares en etanol y
diéxido de carbono, el desarrollo de este proceso puede ser influenciado por

aspectos climaticos, altitud y tiempo de exposicion a la luz (Falder, 2003).

El mercado del vino estd evolucionando de forma r4pida como consecuencia
de la globalizacion, dinamismo de sus empresas y nuevos consumidores. Sin
embargo, la importancia de la industria del vino va mas alla del aspecto econémico,
pues tiene un impacto social relacionado con actividades turisticas y gastronémicas
también. Por lo cual resulta importante disponer de tecnologias que permitan la
innovacion permanente no solo del producto, sino de su proceso productivo, asi

como la identificacion de adulteraciones en el mismo (Nufiez y Pereda, 2011).

La adulteracién es un proceso en el que un producto sufre una alteracién, ya
sea por adicién, sustitucion, sustraccion o disimulacién de uno o varios de sus
componentes caracteristicos. Este proceso representa un riesgo considerable para la
inocuidad del alimento, asi como para la salud del consumidor y en la actualidad es

una practica frecuente en la elaboracioén de bebidas alcohdlicas.



En el documento se detallan y explican los fundamentos, ventajas,
desventajas y aplicaciones de tres técnicas espectroscépicas (espectroscopia
ultravioleta visible, de infrarrojo cercano y de resonancia magnética nuclear), que se
basan en la interaccién de la radiacién electromagnética con la materia, radiacion
gue a su vez es una combinacién de campos eléctricos y magnéticos alternos que
viajan por el espacio con un movimiento de onda generando el espectro

electromagnético (Lourenco et al., 2012).

El objetivo del presente trabajo es resaltar el potencial que la espectroscopia
ofrece para identificar adulteraciones en el vino de manera rapida y no destructiva en
base a determinaciones analiticas para monitorear procesos de maduracion,
fermentacion y envejecimiento, logrando asi clasificar a los vinos en funcién a su

composicion y corroborar su autenticidad.

El presente documento pretende demostrar la eficiencia de las técnicas
espectroscopicas (UV-vis, NIRS y RMN) utlizadas para la identificacion de
adulteraciones en vino en base una revision bibliografica de documentos cientificos,
en los cuales se monitorean procesos criticos para la calidad final del vino, tales
como: maduracion de uvas vendimiadas, fermentacion y envejecimiento de la bebida,
a través del analisis de parametros como: contenido de azucares, indice de
polifenoles, grado alcoholico, acidez y contenido de agua, parametros que permiten

determinar la autenticidad del vino y garantizar su calidad.



4. MARCO TEORICO

4.1. EL VINO
El vino por definicion es una bebida alcohdlica obtenida naturalmente del
proceso fermentativo del mosto de uva. La enologia es la disciplina que se
encarga del estudio del vino, y sefiala que el proceso de produccion esti
directamente influenciado por factores como la temperatura, estado de
maduracion de la uva, acidez, contenido de azucar y levaduras de fermentacion,
factores que influyen significativamente en la calidad final de la bebida (Flanzy,

2003).

4.1.1. HISTORIA

Hace aproximadamente 8.000 a. C. Vitis vinifera sylvestris eran cultivadas
en la zona del Caucaso ruso con el fin de producir vino, y si nos trasladamos al
afio 4.000 a. C. en Armenia y Georgia también encontramos vestigios de vinos
elaborados a partir de Vitis vinifera sylvestris, mismas que por un fenémeno de
mutacion originaron a la Vitis vinifera sativa que fue la variedad que se expandio
por todo el Mediterraneo, territorio donde los griegos se encargaron de la
elaboracién y comercio del vino llegando incluso hasta el continente africano y

asiatico (Félder, 2003).

La expansion de la vitivinicultura en América del Sur se dio en la etapa de
colonizacion espariola. Para los espafioles el vino era considerado un elemento

indispensable en la alimentacion, por lo tanto consideraron de importancia el



cultivo de la vid en sus nuevas colonias. Es asi, que la elaboracion del vino
comenzé a desarrollarse en paises como Chile, Argentina, Bolivia, Perq,
Colombia y Ecuador, siendo en Argentina y Chile la expansion mas

representativa de la industria vitivinicola (Cacho, 2012).

Més adelante, aproximadamente a mediados del siglo XIX, Pasteur
descubrié el papel de las levaduras en la fermentacion de los vinos, sentando asi
las bases de la enologia moderna. La mayor parte de los vinos eran dulces y los
recipientes destinados para su almacenaje eran fabricados de barro con tapones

hechos a base de materiales céreos (Alvarez, 2006).

Poco después, la industria vitivinicola europea tuvo que sobrevivir a una
fuerte plaga ocasionada por una bacteria denominada filoxera (Dactylosphaera
vitifoliae) accidentalmente importada del continente americano, esta bacteria
provocO la muerte de muchas vifias en la region mediterranea, y fue hasta
finales del siglo XIX que lograron recuperarse con el descubrimiento de una
técnica para injertar vides europeas en portainjertos americanos con el fin de

ganar resistencia a la enfermedad (Clarke y Bakker, 2004).

Ya en el siglo XX y con el aparecimiento del vino espumoso, se comienzan
a fabricar botellas de vidrio y tapones de corcho para el almacenaje y
envejecimiento, de esta manera se facilitdé también mantener una temperatura
medianamente constante de la bebida, lo cual es importante para el

aseguramiento de la calidad de la misma (Collombet y Paireault, 2009).



Ecuador actualmente cuenta con pocas empresas dedicadas a la
produccioén del vino, en su mayoria, la bebida es importada de Chile, Argentina y
Espafia, debido a la calidad y el buen sabor de sus vinos, que tienen

reconocimiento de orden mundial (Ortega, 2011).

4.1.2. ANTECEDENTES ECONOMICOS Y GASTRONOMICOS

La produccion del vino es una actividad econémica esencial para muchos
paises del mundo, principalmente Espafia, Chile y Argentina. Lugares en los
cuales la actividad vitivinicola supera el 25% de su produccion anual. La
dimension socioecondémica del vino no solo tiene que ver con la actividad
agricola, productiva y comercial, pues muchos de los paises productores tienen
como actividades turisticas principales visitas a las industrias vitivinicolas,

actividad conocida como enoturismo (Rivrel, 2012).

La relacion entre el vino y la gastronomia (conocida como maridaje) no es
nueva, pues desde hace siglos, el vino ha ocupado un lugar preferencial al
momento de escoger la bebida para acompafiar varias comidas, mas aun si se
trata de comidas gourmet. Ademas, el también es usado como ingrediente en la
preparacion tanto de platillos dulces como salados. La eleccién del vino a utilizar
en la preparacion de comida es crucial, puesto que no todos los vinos confieren

el mismo sabor (Francie, 2011).

El vino blanco es excelente para combinar con pollo y otras carnes

blancas; el vino tinto por su parte es utilizado para acompafiar y marinar carnes



rojas y también es popular al momento de degustar quesos curados. El vino
rosado en cambio, es combinado con comidas ligeras y ciertas veces con

mariscos y los vinos méas dulces son especiales para los postres (Filippi, 2014).

4.1.3. ELABORACION

El vino es una bebida resultante de un proceso de fermentacion total o
parcial del azucar de la uva, por efecto de levaduras que estan presentes de
manera natural en la misma, este proceso provoca una transformacion del
azucar en etanol y diéxido de carbono. El proceso de elaboracién comprende
cuatro etapas: vendimia (cosecha), elaboracion del mosto, proceso fermentativo

y envejecimiento (ver Figura 1).

4.1.4. COMPOSICION

El vino puede ser catalogado como una mezcla hidroalcohdlica, donde el
componente mayoritario es el agua (86 - 87%), el componente secundario es el
etanol que varia entre un vino y otro entre el 10 y 14%, siendo el contenido
restante proveniente del extracto seco de la uva (20 — 30 g/L), adicionalmente
existe un aporte minimo (mg/L) de sustancias volatiles que confieren el aroma

(Ferrer-Gallego et al., 2013).

Su composicion esta relacionada con procesos bioquimicos que
experimenta el mosto de uva, ademas de factores climaticos, tipo de suelo de

cultivo y condiciones sanitarias (Villamor y Ross, 2013).



Dentro de los componentes del vino se encuentran: alcoholes (etanol
principalmente), azucares, &acidos organicos, sales y sustancias minerales,
sustancias nitrogenadas, compuestos fendlicos, compuestos arométicos volatiles
y componentes minoritarios como pectinas, gomas y mucilagos. Estos aportan
en diferentes proporciones a las caracteristicas organolépticas, estabilidad y

propiedades quimicas de la bebida (Ceto et al., 2012).

ALCOHOLES

Las moléculas de alcohol formadas en el proceso de fermentacion del vino
se obtienen especificamente por una reaccion oxidativa de los azlcares. En el
vino estan presentes monoalcoholes como el etanol y polialcoholes como el

glicerol y el etilenglicol (Zoecklein y Macarron, 2010).

El etanol es el componente mayoritario del vino después del agua, y es
uno de los mas importantes para la determinacion de la calidad de la bebida. Su
contenido final se predice en base al contenido de azUcares del mosto;
asumiendo que la fermentacion tenga lugar de forma completa, dicho proceso se
resume en la siguiente ecuacion quimica:

CsH1206 — 2 CH3-CH»>-OH + 2 O=C=0 (1)

Los polialcoholes, como su nombre lo indica presentan varios radicales
hidroxilo en su estructura, esto les confiere un mayor punto de ebullicion que los
monoalcoholes debido principalmente al gran nimero de enlaces por puentes de

hidrogeno, por ende su viscosidad es mayor también (Restani et al., 2007).
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En el vino, el glicerol es el tercer componente mayoritario. Su
concentracion se encuentra entre 6 y 10 g/L y debido a su sabor azucarado su
principal contribucién es el dulzor (Jackson, 2008). Ademas, es catalogado como
un aditivo estabilizante y emulsificante, gracias a estas propiedades, junto con la
glucosa y el etanol, le confieren el cuerpo del vino; pardmetro que es de gran
importancia en la valoracion de la calidad de la bebida, ya que se refiere
particularmente al grado de intensidad de las sensaciones sapidas (sabor
agradable) y trigeminales (sabor picoso) en la boca y se relaciona directamente

con la densidad del producto (De Souza et al., 2013).

El butilenglicol es un polialcohol también proveniente de un proceso
fermentativo, y su composicion en el vino oscila entre 0.3 y 1.5 g/L. Este alcohol
tiene un sabor entre dulce y amargo, por lo cual ademas de contribuir con el
dulzor del vino, le confiere cierto amargor que puede ser confundido con
astringencia (sensacion de sequedad), propiedad atribuida al contenido de

polifenoles del vino (Yanniotis et al., 2007).

La graduacion alcohdlica del vino estd estrechamente ligada a la
temperatura con la que se lleve a cabo el proceso fermentativo. La fermentacién
a temperaturas elevadas producira vinos con un grado alcohdlico bajo, mientras
gue a temperaturas bajas sucedera lo contrario. Cabe recalcar que la accion de
las levaduras de fermentacion se ve afectada también por la temperatura, por lo
cual no se puede trabajar a temperaturas fuera de los limites inferiores ni

superiores establecidos de la misma (13 — 30 °C) (Friedel et al., 2013).
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CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son compuestos muy importantes para la elaboracion
del vino, pues representan a los azUcares fermentables contenidos en la uva
(glucosa y fructosa), ademas de una minima cantidad de azUcares simples no
fermentables. Cuando el proceso fermentativo es incompleto, es decir, la
transformacion de los azlcares en alcohol y diéxido de carbono es parcial; los
azucares residuales son los principales responsables del dulzor del vino.
Generalmente, estos corresponden a hexosas (glucosa y fructosa) y pentosas

(arabinosa y xilosa) (Benavent, 2009).

Al inicio de la fermentacion, el contenido de glucosa y fructosa es
practicamente el mismo, por lo tanto el cociente glucosa/fructosa es muy
cercano a uno. Sin embargo, las moléculas de glucosa son fermentadas de
manera preferencial, y el cociente disminuye durante la fermentacion; es asi que
la cantidad de fructosa correspondiente a azlcares residuales es superior en
relacion a la glucosa y por ende el dulzor final del vino se lo atribuye

mayormente a la fructosa.

La presencia de las pentosas en el vino es minoritaria, esto se debe
principalmente a que las mismas no son utilizadas por las levaduras
fermentativas durante el proceso. Sin embargo, existe un tipo de fermentacion
conocida como malo lactica, donde las bacterias lacticas presentes en la uva
transforman al acido malico en lactico con el fin de eliminar la acidez excesiva,

puesto que parte del acido malico se puede transformar en acido carbonico
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espontaneamente. En este proceso en particular, los azlicares consumidos son
precisamente pentosas, por tanto los vinos que experimentan este tipo de
fermentacion (generalmente tintos) no presentan estos azucares (Regmi et al.,

2012).

En cuanto a la sacarosa, su presencia en el vino es muy improbable, pues
como sabemos la misma estd formada por glucosa y fructosa, y en caso de que
se encuentre presente en la etapa inicial de la fermentacion, ésta sera
desdoblada por las levaduras en sus moléculas constitutivas durante el proceso

fermentativo (Regmi et al., 2012).

El contenido de azucares de la uva utilizada en la industria vitivinicola esta
estrechamente relacionado con el grado de maduracion de la misma durante la
vendimia (cosecha). Este proceso de maduracion varia considerablemente en
funcion del clima, siendo un clima célido el mas adecuado para la produccion de
vino, pues la uva cultivada en este clima en particular tiene un mayor contenido
de azlcar y su acidez es menor, mientras que en las regiones frias ocurre lo

opuesto (Byass, 2011).

ACIDOS ORGANICOS

Los acidos organicos evidentemente tienen un impacto directo en la acidez
del vino, que es un factor critico para mantener la estabilidad del color, ademas,
contribuyen en la solubilizacion de hierro y cobre, evitando el enturbiamiento en

los vinos. Influyen también en las propiedades sensoriales, ya que intervienen en
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la precipitacion de pectinas y proteinas que pueden afectar a la calidad y

composicion final al retener el agua del mosto (Izcara et al., 2011).

La uva naturalmente contiene &cidos organicos (tartarico, malico y citrico),
sin embargo, durante el proceso de fermentacién otros (succinico, lactico y
acético) son formados, de todos ellos el acido acético contribuye a la acidez
volatil del vino y los cinco restantes son responsables de la acidez fija del mismo

(Mato et al., 2005).

El &cido tartarico es el que se encuentra en mayor proporcion en el vino y
cumple un papel importante en la fermentacion, pues es el acido organico mas
resistente al ataque bacteriano, sin embargo, no es totalmente inmune a la
accion de las bacterias lacticas, con las cuales puede llegar a formar productos

como el 4cido lactico, acético y didxido de carbono (Bakker y Timberlake, 2006).

El 4cido malico es un &cido facilmente metabolizable y es eliminado
progresivamente, mientras la fermentacion se lleva a cabo por efecto de las
bacterias lacticas, que lo transforman en &cido lactico por un proceso

denominado fermentacion malo lactica (Regmi et al., 2012).

El acido citrico al igual que el malico y el tartarico se encuentra
naturalmente en la uva y su principal funcion en el vino es la conservacion del
mismo, ademas es util en la prevencion de la quiebra férrica (precipitacion de

compuestos férricos) ya que solubiliza los iones Fe** (Xie et al., 2011).
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La presencia de los acidos de origen fermentativo en el producto final es
minima (1 a 2 g/L) y de ellos el mas importante es el acético, pues le confiere la
acidez volatil al vino, sin embargo, hay que tener especial cuidado en la
atmosfera donde se realiza el proceso fermentativo, pues las bacterias lacticas
en condiciones anaerdbicas pueden valerse de otros compuestos del vino para
producir gran cantidad de &cido acético, lo cual representan un defecto en la

calidad de la bebida (Regmi et al., 2012).

SALES Y SUSTANCIAS MINERALES

Las sales y compuestos minerales presentes en el vino proceden
principalmente de los acidos tartarico, mélico, lactico y algunos acidos minerales.
Su funcién principal es mantener la frescura del vino, y su composicion

generalmente se encuentra entre 2 'y 4 g/L.

Las sustancias minerales también pueden estar presentes en sus formas
cationicas (K*, Na*, Mg®*, Ca*", Fe*", Fe**, AI**, Cu?"), donde la méas abundante

es el potasio que aparece en cantidades de 1 g/L (Dutra et al., 2013).

Los oligoelementos (F, Si, I, Br, B, Zn, Pb, Co, Cr, Ni, entre otros) por su
parte, son compuestos minerales que se encuentran a niveles traza en el vino, y
Su presencia esta relacionada con su disponibilidad en el suelo utilizado para el

cultivo de la vid (Alvarez et al., 2012).
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COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son los responsables del color del vino, ademas
de contribuir a la astringencia y acidez de la bebida, por lo cual son un factor
muy importante en la determinacion de la calidad de la misma (Basha et al.,

2005; Lutz et al., 2012).

Los compuestos fendlicos se encuentran en los tejidos de la fruta y su
importancia radica en las propiedades antioxidantes que los caracteriza, ademas
tienen la propiedad de coagular proteinas, clarificar los vinos y actian como

bactericidas (Diaz-Garcia et al., 2013; Yu y Ahmedna, 2013).

Los polifenoles presentes en el vino se clasifican segun su estructura en
dos grupos: flavonoides y no flavonoides (Belajova, 2012; Cotea et al., 2012).
Los flavonoides son los mas estudiados y estan presentes en la cascara, tallo y
semillas de la uva y segun su estructura molecular se dividen en antocianos,
taninos, flavonoles, flavononas y flavonas. Estos compuestos son los principales
responsables del color del vino pues proporcionan pigmentos anaranjados, rojos,

rosas, purpuras y azules (Gurbuz et al., 2007).

Gracias a la gama de colores de estos compuestos son capaces de
absorber luz a diferentes longitudes de onda, razén por la cual se emplea la
espectroscopia ultravioleta visible para determinar su presencia en el vino y

evaluar la calidad del mismo (Boggia et al., 2013; Mulero et al., 2013).



16

Los polifenoles no flavonoides abarcan a los acidos fendlicos y estilbenos.
Los primeros se caracterizan por tener un grupo carboxilo en su estructura, y a
pesar de ser incoloros, pueden tornarse de color amarillo por procesos
oxidativos (Stalikas, 2007). Los estilbenos en cambio son sustancias no
flavonoides que actlan en respuesta a ataques patdégenos y reaccionan ante

factores abibticos como la luz ultravioleta (Belajova, 2012).

SUSTANCIAS NITROGENADAS

Las sustancias nitrogenadas presentes en el vino corresponden a
aminoacidos, polipéptidos y proteinas, que junto con las levaduras intervienen en
la cinética de la fermentacién. Su contenido oscila entre 1-3 g/L de vino y su
influencia en la calidad del vino es netamente de caracter nutricional (Valdés et

al., 2011).

COMPUESTOS AROMATICOS VOLATILES

Los compuestos aroméaticos volatiles son los responsables del buqué del
vino, que no es mas que el aroma adquirido por el vino durante su proceso de
envejecimiento. Este aroma estd constituido por seiscientos a ochocientos

compuestos y esta dividido en aromas primarios, secundarios y terciarios.

Los aromas primarios proceden de las células de la vid y son
principalmente compuestos terpenoides (compuestos organicos derivados del
isopreno por accion de enzimas) formados durante la fermentacién (Vilanova et

al., 2011).
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Los secundarios en cambio, provienen de alcoholes, acidos volatiles,
ésteres y aldehidos; son los principales responsables del aroma del mosto

(Villamor y Ross, 2013).

Finalmente, los terciarios se forman durante la maduracion y conservacion
del vino (envejecimiento), son en su mayoria compuestos provenientes de
acetaldehidos y compuestos heterociclicos (furfural). Se ven influenciados por
los perfiles aromaticos que proporcionan las barricas de roble (Veverka et al.,

2012).

OTROS COMPONENTES

En el vino también se encuentran ciertos polisacaridos sedimentados como
pectinas, gomas y mucilagos, que producen el oscurecimiento del mosto, sin
embargo, para contrarrestar este efecto se afiaden agentes clarificantes, que
pueden ocasionar a su vez efectos adversos en la fermentacion por efecto de la

eliminacién excesiva de nitrégeno (Valdés et al., 2011).

4.1.5. CALIDAD

En la actualidad, el control de calidad de los procesos de vinificacion es un
requisito de vital importancia, que busca conseguir un uso mas eficiente de los
recursos disponibles, cumpliendo con las especificaciones legales. Es por eso
que la industria del vino se ha enfocado en el disefio de metodologias de analisis
eficientes, rapidas y de bajo coste, para evaluar la calidad de la uva, el mosto y

el vino (Di Egidio et al., 2010).
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PARAMETROS

La autenticidad del vino es un criterio muy importante y requiere de un
monitoreo riguroso antes, durante y después del proceso de elaboracion, es
decir, desde el control de la materia prima hasta el control del producto

terminado (Caligiani et al., 2014).

Entre los pardmetros de calidad de vino se encuentran: contenido de
azucares, indice de polifenoles, acidez, grado alcohdlico y contenido de agua. El
analisis de estos parametros permite garantizar la calidad del producto final en
base a los limites legales permitidos establecidos por el Codex Enoldgico

Internacional (ver Tabla 1) (Hidalgo, 2006).

4.1.6. ADULTERACION

La adulteracién del vino se practica antes, durante o después de la
fermentacién, y uno de sus principales efectos es la modificacion del contenido
natural del etanol en el producto final y por ende su valor en el mercado, esto
claramente sugiere un engafio directo al consumidor, ademas de representar un

potencial riesgo para su salud. (Ogrinc et al., 2003).

En las regiones con climas frios es donde la adulteracion del vino es
practicada en mayor cantidad, pues el contenido de azucar de las uvas es
considerablemente bajo en comparacion con las uvas vendimiadas en climas
calidos. Este procedimiento es conocido como chaptalizacion, y consiste en

afadir sacarosa (generalmente obtenida de remolacha y cafia) al mosto para
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aumentar su concentracion de glucosa/fructosa; su practica genera mucha
controversia, pues segun los expertos no se consigue el mismo sabor que un

vino sin alteraciones en su composicion (Jackson, 2008).

Con el fin de evitar que los productores de vino alteren excesivamente su
composicion alcohdlica final, existen restricciones legales que regulan la practica
de la chaptalizacion, misma que es permitida solamente si el contenido
alcohdlico es inferior al 10% v/v y éste puede ser incrementado en un 2% v/v
como méaximo (Jackson, 2008). Ademas, segun la Organizacion Internacional del
Vino (OIV), la tolerancia del grado alcohdlico volumétrico (% v/v) reportado en la
etiqueta es de £ 0,5 % para vinos con un tiempo de envejecimiento de hasta tres

afios y = 0,8 % cuando se superan los tres afios de envejecimiento (OIV, 2016).

Comunmente la composicion quimica de las sustancias adulterantes es
parecida a las contenidas en el producto auténtico, por lo cual es importante
contar con métodos analiticos rapidos y de alta precisibn que permitan la
identificacion y diferenciacion de dichas sustancias. Hoy en dia las técnicas
tradicionales utilizadas para este fin, tales como: refractometria, potenciometria,
conductimetria, gravimetria, entre otras, resultan insuficientes debido
principalmente a la sofisticacion que han alcanzado las adulteraciones, por lo
cual se han desarrollado innovadoras técnicas que siguen directrices de
organismos reguladores tales como la Organizacion Internacional del Vino (OIV)

y el CODEX Enoldgico Internacional (Mondragén y Ulloa, 2008).
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Dentro de las técnicas en mencidon se encuentran: la cromatografia de
gases y liquidos, la espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis), de infrarrojo
cercano (NIRS) y de resonancia magnética nuclear (RMN) (Mondragon y Ulloa,

2008).
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4.2. ESPECTROSCOPIA

Existe una amplia variedad de técnicas analiticas aplicadas al andlisis de
la calidad de vino. El nivel de complejidad de las mismas asi como su eficiencia
es variable, sin embargo, las técnicas méas utilizadas son: la cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) y la de gases acoplada
a masas (GC-MS, por sus siglas en inglés), pues son menos costosas en
comparacién con las espectroscopicas, sin embargo, en los ultimos afos, la
utilizacion de las técnicas espectroscopicas ha ganado popularidad en el analisis
de vino, debido principalmente a sus caracteristicas no destructivas (Boido et al.,

2013; Kallithraka et al., 2011).

4.2.1. INTRODUCCION

El conjunto de técnicas instrumentales basadas en la interaccion de la
radiacion electromagnética con la materia se conoce como espectroscopia, que
permite obtener informacion estructural de una molécula (Morcillo, 2005). El
principio fundamental de la espectroscopia radica en la medicién de la cantidad
de luz absorbida por una molécula, en funcién de la longitud de onda de dicha
luz. Cada molécula posee dos estados de energia diferentes (uno mayor y uno
menor); cuando la radiacion electromagnética incide sobre dicha molécula, el
estado menos energético absorbe una frecuencia igual a la diferencia de energia
entre los dos estados, provocando un salto de particulas (fotones) del estado de

menor energia al de mayor energia (Lourenco et al., 2012).
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4.2.2. ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

El espectro electromagnético es el conjunto de radiaciones
electromagnéticas ordenadas segun su longitud de onda, frecuencia o energia y
abarca desde ondas de radio con baja frecuencia hasta los rayos gamma de alta

frecuencia (ver Figura 2) (Skoog et al., 2008).

Los espectros en la region ultravioleta y visible son espectros electronicos
y se emplean para la deteccién de compuestos con enlaces conjugados. Los
espectros infrarrojos son vibracionales y se emplean para la identificacion y
cuantificacion de compuestos organicos; y los espectros de resonancia
magnética nuclear son espectros relacionados con la electronegatividad de las

especies enlazadas a los nucleos resonantes (Walton, 2012).

4.2.3. INSTRUMENTACION

Los instrumentos empleados en espectroscopia son conocidos como
espectrofotometros (UV-vis e IR) o espectrometros (RMN), que presentan
pequefias diferencias en cuanto a componentes especificos. Las partes
esenciales de estos instrumentos son: fuente de energia radiante,
monocromador (UV-vis y NIRS), bobinas de radiofrecuencia (RMN), recipiente
de muestra, detector de radiacion electromagnética, amplificador de sefal y

sistema de lectura (Orozco, 2007).
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FUENTES DE ENERGIA RADIANTE

Consiste de materiales capaces de excitarse a niveles de energia mayores
por medio de descargas eléctricas de alto voltaje o calentamiento. Cuando los
electrones del material en mencion regresan al estado basal emiten energias
especificas que corresponden a la diferencia de energia entre el estado basal y
excitado. Una fuente de radiacion ideal permite obtener un espectro con la
misma intensidad que la region de interés, sin embargo, ésta varia en funcion de

la longitud de onda (Orozco, 2007).

La estabilidad de la fuente es un aspecto importante, porque las
fluctuaciones de voltaje alteran la intensidad de radiacién emitida, por lo cual
generalmente se utiliza un regulador de voltaje. Los instrumentos de doble haz
permiten compensar los efectos de la variacion de voltaje, ya que divide en dos
la radiacion emitida, teniendo asi un haz de referencia y uno de la muestra

(Skoog et al., 2008).

La fuente de radiacién utilizada en espectroscopia ultravioleta es
generalmente una lampara de hidrogeno o deuterio, éstas son fabricadas en
vidrio con ventanas de cuarzo y poseen hidrogeno o deuterio gaseoso en su
interior (Olsen, 2009). En la region visible e infrarroja las fuentes de radiacion
son comunmente las lamparas de tungsteno, que constan de un filamento que
se calienta por una fuente de corriente directa o por una bateria, estos filamentos
pueden alcanzar los 2900°C aproximadamente. Finalmente, en RMN la fuente

de radiacion electromagnética es basicamente un cristal oscilador que emite
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radiaciones no ionizantes, es decir, las ondas electromagnéticas no son capaces

de arrancar electrones de la molécula (Stermitz y Weininger, 2008).

MONOCROMADORES

Los monocromadores son componentes muy importantes, pues permiten
seleccionar un grupo continuo y limitado de longitudes de onda estrechas
denominadas bandas, mismas que pasan al detector posteriormente. Este
dispositivo cuenta con redes de difraccion, que son un compendio de lineas
reflectoras paralelas y equidistantes, de alta o baja resolucion; las primeras son
Utiles para resolver picos muy cercanos y las otras son de un uso mas general.
En ocasiones las bandas angostas pueden presentar haces policroméaticos, es
decir, de varias longitudes de onda, para resolver esto se utilizan filtros que se
colocan antes de que la luz dispersada pase por el monocromador, esto permite

eliminar sefales que no resultan de interés para el analisis (Agullo, 2001).

Luego de que la radiacion atraviesa el monocromador pasa por unos
lentes colimadores (espejos) para producir un haz paralelo, luego contindan
hacia un prisma que separa la radiacion policromética en bandas angostas y a
diferentes angulos, lo cual permite proyectar una serie de imagenes sobre una
superficie plana (plano focal). EI material de fabricacion del prisma debe ser
transparente a la radiacion y un excelente medio de dispersion. Los prismas
utilizados para UV generalmente son de silice o cuarzo, mientras que para el
visible y el infrarrojo cercano el vidrio comdn con plomo muestra buenas

cualidades (Burriel et al., 2008).
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BOBINAS DE RADIOFRECUENCIA (RF)

En RMN no se cuenta con monocromadores, pues después de que el
electroiman superconductor genera el campo magnético y la fuente de radiacion
electromagnética genera la radiofrecuencia, se requiere de bobinas de
radiofrecuencia que emitan pulsos de RF en una de las dos direcciones del
plano sobre el que se encuentran los nucleos, para que se produzca la
resonancia, estas bobinas se encuentran rodeando a la sonda y estan fabricadas
de materiales superconductores (generalmente aleaciones con niquel)

(Silverstein y Bassler, 2014).

RECIPIENTES DE MUESTRA

Los recipientes para muestra utilizados en las técnicas espectroscopicas
se conocen como celdas (UV-vis e IR) o tubos (RMN) que pueden tener
diferente geometria pero deberan ser de material transparente a la radiacién que

se emplea.

Para ultravioleta se suelen utilizar celdas de cuarzo, ya que el vidrio
absorbe este tipo de radiacién; en la regién visible e infrarrojo cercano ademas
de las celdas de cuarzo se pueden utilizar las de vidrio (silice fundido) también.
Los tubos de RMN por su parte, son generalmente fabricados de vidrio de

borosilicato y tienen forma cilindrica (Silverstein y Bassler, 2014).
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DETECTOR DE RADIACION ELECTROMAGNETICA

Los detectores son dispositivos que generan una sefal en base a los
fotones que chocan con él, esta sefial activa a un microprocesador que
transforma la sefial digital en un gréfico (espectro). En espectroscopia los
detectores comunmente utilizados son tubos fotomultiplicadores, células
fotovoltaicas, fotodiodos, fotoconductores y bobinas receptoras de

radiofrecuencia (Skoog et al., 2008).

Los tubos fotomultiplicadores son dispositivos 6pticos de vacio que
aprovechan la emisién secundaria de electrones. Constan de un fotocatodo
sobre el cual incide la luz que es convertida en fotoelectrones, quienes son
acelerados por un campo eléctrico que los dirige hacia el anodo (dinodo), estos
a su vez provocan la emision de electrones secundarios que son dirigidos a un

segundo dinodo, produciéndose asi la sefial (Skoog et al., 2008).

Las células fotovoltaicas son dispositivos fabricados de materiales
superconductores (generalmente silicio), en los cuales se insertan atomos de
boro y fésforo (dopaje), y estos son responsables de generar el campo eléctrico
para que se dé la transformacion de energia solar en eléctrica por la incidencia

de la radiacion, esto es conocido como efecto fotovoltaico (Gessi, 2012).

Los fotodiodos son semiconductores fabricados en base a una union P —
N, es decir, un semiconductor de la zona P que recepta impurezas de un

semiconductor de la zona N en sus espacios libres. Esta unibn P — N es
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polarizada de manera inversa permitiendo un flujo de corriente que genera la

sefal (Cirovic, 2005).

Los fotoconductores constan de una pelicula de sulfuro de plomo
depositada sobre una superficie de vidrio no conductora y sellada al vacio.
Cuando la radiacion incide se impulsan electrones de valencia a estados de
mayor energia, disminuyendo la resistencia eléctrica del semiconductor (Cirovic,

2005).

Finalmente, las bobinas receptoras de radiofrecuencia estan fabricadas de
materiales superconductores (generalmente aleaciones con niquel) y como su
nombre lo indica son las encargadas de receptar la sefial correspondiente a la

absorcion de energia por los nucleos en resonancia (Walton, 2012).

Para la region ultravioleta y visible generalmente se utilizan como
detectores a los tubos fotomultiplicadores, celdas fotovoltaicas y fotodiodos. En
la region infrarroja cercana en cambio son utilizados los fotoconductores de
sulfuro de plomo y en RMN las bobinas receptoras de RF, también conocidas

como detectores de radiofrecuencia (Walton, 2012).

AMPLIFICADOR DE SENAL Y SISTEMA DE LECTURA
El detector de radiacion electromagnética genera una sefal electronica,
gue debe ser transformada a una sefial de facil lectura e interpretacion para el

operador del equipo. Este proceso se lleva a cabo con amplificadores de sefial,
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gue toman la sefal de entrada del detector y empleando una serie de procesos
electronicos se genera una sefial de salida mucho mayor a la de entrada,
generalmente estas sefiales son voltajes. Una vez que la sefial electronica ha
sido transformada y amplificada, ésta pasa a un sistema de lectura, que permite
obtener resultados expresados en magnitudes como absorbancia, transmitancia

y concentracion (Skoog et al., 2008).
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4.3. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS APLICADAS AL ANALISIS DE
ADULTERACION EN VINO.

Existe una amplia variedad de técnicas analiticas aplicadas al andlisis de

la calidad de vino. El uso de técnicas espectroscopicas ha ganado popularidad

en la determinacion de adulteraciones, pues son técnicas no destructivas y

rapidas que permiten obtener informacion estructural de los compuestos de

interés, ademas otra ventaja es su poca o nula preparacién de muestra.

4.3.1. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV-vis)

La espectroscopia UV-vis detecta las transiciones electronicas de la
molécula y brinda informacion sobre el tamafio y estructura de las regiones
conjugadas de ésta, en base a la absorcion de la radiacién ultravioleta visible en
la region entre 200 y 780 nm del espectro electromagnético (Sirajuddin et al.,

2013).

Los compuestos con dobles enlaces, triples enlaces, enlaces peptidicos y
moléculas con grupos aromaticos y carbonilos poseen su maxima absorbancia
en la region ultravioleta. En la region visible en cambio, se detecta el color
(grupos cromoforos) complementario al que se absorbe, por lo cual se trabaja en
la modalidad transmitancia. En la Tabla 2 se detallan los colores
complementarios a los absorbidos en la region visible, es decir, los transmitidos

(Harris, 2003).
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Generalmente un compuesto tiene su longitud de onda maxima en la
region ultravioleta, sin embargo si la conjugacion comprende un ndamero
suficiente de dobles enlaces, la absorcion se extiende hacia la region visible, por

tanto el compuesto pasa a ser coloreado (Skoog et al., 2008).

PRINCIPIO

La absorcion de la radiacion en la region UV-vis se da por la excitacion de
los electrones del orbital enlazante “HOMO” (Highest Occupied Molecular
Orbital, por sus siglas en inglés), mismos que migran al orbital antienlazante

‘LUMO” (Lowest Unoccupied Molecular Orbital, por sus siglas en inglés)
produciéndose asi la transiciones de tipo 1 — n 0 n— 7. La diferencia de

energia HOMO-LUMO vy por ende la longitud de onda maxima para la transicion
varia en funcién de los sustituyentes y el grado de conjugacion, lo cual produce
desplazamientos de longitudes de onda mas largas. Esta diferencia disminuye

cuando el grado de conjugacién aumenta (Requena, 2004).

La fuente de luz ultravioleta es generalmente una lampara de deuterio, y
emite todas las frecuencias de esta luz (mayores a 200 nm) que atraviesan un
monocromador con un prisma que dispersa la luz y la descompone en un amplio
espectro, que permite seleccionar una longitud de onda caracteristica, ésto se
traduce a un gréafico de la absorbancia de la muestra en funcién de su longitud

de onda, lo cual se explica con la ley de Lambert-Beer:

A =log (11_;) = ecl (2)



31

Donde la absorbancia es equivalente al logaritmo de la relacién entre la
intensidad del haz de referencia y de la muestra, esto a su vez es igual al
producto de la absortividad molar (€) por la concentracion de la muestra (c) por

la longitud del paso optico (I) (Walton, 2012).

PREPARACION DE MUESTRA

La muestra debe ser disuelta en un solvente que no absorba por encima
de 200 nm (generalmente etanol), que servira también como referencia (blanco)
en la medicion. Las celdas que el espectrofotometro requiere son de cuarzo,
pues este material es transparente a la luz ultravioleta y permite que el haz de
luz pase a traves de la muestra y del blanco, de tal manera que comparando la
cantidad de luz transmitida a través de la muestra, con la transmitida a través del
blanco, se logre medir la relacion de intensidad entre el haz de referencia y el

haz de la muestra (Skoog et al., 2008)

ESPECTROS

El espectro UV-vis muestra informaciéon no especifica y bandas amplias
debido a la superposicién de las rotaciones vibracionales en las transiciones
electrénicas. La informacion espectral se presenta en funcion a los valores de
longitud de onda maxima y su respectiva absorbancia (ver Figura 3) (Kumirska

et al., 2010).
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VENTAJAS Y DESVENTAJAS

La espectroscopia ultravioleta visible es una técnica de gran utilidad en la
identificacion de compuestos quimicos organicos y la medicion de sus
concentraciones, incluso es posible medir trazas (concentraciones hasta 10° M)
de una sustancia de manera simple y rapida, lo cual no se puede lograr con los
métodos convencionales como la gravimetria o la volumetria. Ademas es una
técnica no destructiva y requiere de una nula o minima preparacion de muestra.
Otras ventajas de la técnica son su rapida obtencién de espectros (menor a 5
min), elevada sensibilidad y también es susceptible a la automatizacién (Skoog

et al., 2008).

Por otra parte, sus desventajas radican en el hecho de que las fuentes de
radiacion ultravioleta y visible no son las mismas, por lo cual se requiere de
cambio de ldmparas dependiendo de la longitud de onda requerida para la
absorcion, si bien este procedimiento es muy simple, alarga el tiempo

operacional de la técnica.

Ademaés, los espectrofotbmetros UV-vis requieren de frecuentes
calibraciones para garantizar precision y exactitud. Otro aspecto importante que
resulta ser una limitacién de la técnica es que las especies quimicas necesitan
ser coloreadas (poseer grupos croméforos) para que la medicion sea posible en
la region visible, por lo cual en ocasiones es necesario utilizar reactivos
especificos que formen el complejo coloreado, sin embargo, este procedimiento

es muy simple y no toma mayor tiempo (Pérez, 2003).
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METODOS DE ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS EN VINO POR
ESPECTROSCOPIA UV-vis

Los pigmentos responsables de las caracteristicas de color del vino son los
compuestos fendlicos flavonoides, principalmente antocianos y taninos, que
gracias a sus caracteristicas antioxidantes contribuyen a la conservacién de la
bebida y son precisamente estos compuestos los que son identificados por
espectroscopia UV-vis. Su determinacion estd influenciada por factores como
acidez, temperatura, cantidad de sales, azlcares y el rango de absorcion del

solvente extractante.

Los compuestos fendlicos totales en el vino son determinados por el
método de Folin-Ciocalteu, que consiste en disolver la muestra en una solucion
alcohdlica o ceténica con el fin de extraer los compuestos en mencion,
posteriormente se afiade a la muestra un volumen pequefio del reactivo de Folin-
Ciocalteu y carbonato de sodio al 20% (medio basico), con agitaciones
posteriores a cada adicion, esto da lugar a la formacion de un complejo verde
azulado (ver Figura 4) que puede ser detectado a una longitud de onda de 730
nm. La cuantificacion es realizada en base a una curva de calibracion de &cido
galico y los resultados son expresados en miligramos equivalentes de &cido

galico por litro de vino (mg EAG/L) (Fleschhut et al., 2006).

Los antocianos son moléculas polares responsables de colores rojos,
azules y violetas del vino, su accion antioxidante es mayor en antocianos

poliméricos (formados durante la fermentacién) que en antocianos libres. La
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estabilidad del color se favorece por las reacciones de polimerizacion entre los
antocianos y otros compuestos fendlicos que ocurren durante la etapa de
envejecimiento. Estos pigmentos son caracterizados por el método de Giusti y
Wrolstad, conocido como el método de pH diferencial, debido a la transformacion
estructural de los antocianos en funcién a la acidez del medio, los resultados son

expresados en mg/L de malvidin-3-glucosido (Bridle y Timberlake, 2006).

El método consiste en la medicién de la absorbancia a un pH de 1.0,
donde predomina el color oxonio (rojo intenso) y a un pH de 4.5 donde
predomina la forma incolora. Estos pH son alcanzados gracias a soluciones
buffer de cloruro de potasio (pH=1.0) y acetato de sodio (pH=4.5) y la
decoloracion de los antocianos se da por la formacion de antocianos sulfonicos
al aplicar agentes blanqueadores como el metabisulfito de sodio/potasio o el
peréxido de hidrégeno (ver Figura 5). La absorbancia maxima se dara en un

rango entre 420 y 700 nm (Giusti y Wrolstad, 2011).

Los taninos son pigmentos responsables del color amarillo del vino asi
como de su astringencia, su determinacion se lleva a cabo por el método de
Harberston, basado en la capacidad de los taninos para precipitar proteinas en
albumina de suero bobino en solucion, este precipitado a su vez es puesto en
contacto con cloruro férrico, formado asi un complejo violeta que absorbe a una
longitud de onda de 510 nm (ver Figura 6). La cuantificacion es realizada en
base a una curva de calibracion de acido tanico, catequina o epicatequina y los

resultados son expresados en miligramos equivalentes de &acido tanico,
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catequina o epicatequina por litro de vino (mg E (AT, C o EC)/L) (Singleton y

Trouslade, 2012).

CASOS DE ESTUDIO

Esta seccion comprende aspectos importantes y datos relevantes
obtenidos de trabajos desarrollados por varios autores, donde en base a
determinaciones de compuestos fendlicos (polifenoles totales, antocianos y
taninos) en diferentes muestras de vino, se logra demostrar la aplicabilidad de la

espectroscopia UV-vis en el control de calidad e identificacion de adulteraciones.

El trabajo desarrollado por Burin et al. (2011) es una investigacion aplicada
a vino Cabernet Sauvignon, y dos réplicas de éste en su etapa de
envejecimiento, en la cual se llevd a cabo la determinacién del indice de
polifenoles y antocianos totales mediante la aplicacion de los métodos UV-vis
descritos en la seccion anterior, identificando asi las variaciones entre las

réplicas y el producto auténtico (Burin et al., 2011).

La curva de calibracion para la determinacion del indice de polifenoles fue
elaborada a partir de un estandar de acido galico, el cual por ser el principal
acido fendlico presente en el vino permite determinar la concentracion de
polifenoles en éste de manera adecuada; los resultados obtenidos reflejaron
valores mas elevados de polifenoles para las réplicas que para el vino original.
Para la determinacion de antocianos se empled metabisulfito de sodio como

agente decolorante y un patrén de malvidin-3-glucésido (antociano presente
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mayoritariamente en el vino) para la curva de calibracién; los resultados en este
caso indicaron que la cantidad de antocianos monoméricos disminuyé tanto en
las réplicas como en el vino original, debido a la formacién de polimeros con
otros compuestos flavonoides, proceso comun del envejecimiento del vino. Los
valores de malvidin-3-glucésido difirieron entre las réplicas y el vino original,
siendo mayores para las réplicas, es decir, que efectivamente existi0 una
alteracion en la composicién del producto auténtico, la cual es satisfactoriamente

identificada empleando los métodos UV-vis descritos (Burin et al., 2011).

La dispersion de los datos obtenidos fue baja (alta precision) y el
coeficiente de correlacion de las curvas fue préximo a uno (buena linealidad), es
asi que la espectroscopia UV-vis, ademas de permitir identificar con éxito
adulteraciones relacionadas con el contenido polifendlico en el vino puede ser
catalogada como una técnica confiable para determinar la autenticidad de éste

(Burin et al., 2011).

El articulo publicado por Mercurio y Smith (2008) se centra en la
identificacion y cuantificacion de taninos por el método de precipitacion de

proteinas en dos variedades diferentes de vino: Cabernet Sauvignon y Merlot.

Para la medicion de la absorbancia, la longitud de onda seleccionada fue
510 nm, tanto para el blanco (etanol 20%) como las muestras, y los ensayos se
realizaron por triplicado. La curva de calibracion en este caso fue elaborada a

partir de un estandar de catequina, pues los taninos de caracter catéquico son
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los que se encuentran en mayor porcentaje en el vino. Los resultados obtenidos
mostraron valores superiores de taninos para el vino Cabernet Sauvignon, ya
qgue es un vino de cuerpo completo de caracteristicas astringentes superiores y
de color més intenso, mientras que el Merlot tiene un cuerpo medio lo cual le da
caracteristicas de sabor y color mas discretas. Ademas, el coeficiente de
correlacion fue muy cercano a uno, por lo cual la linealidad es buena, esto
permite concluir que el método aplicado a la determinacion de taninos en vino
por espectroscopia ultravioleta visible es adecuado, y por tanto puede ser de

utilidad para identificar adulteraciones en la bebida (Mercurio y Smith, 2010).

Se reviso también una tesis desarrollada por Bravo (2012) en Chile, donde
se realiza una comparacion del contenido fendlico (fenoles totales, antocianos
totales y taninos totales) de tres diferentes vinos Cabernet Sauvignon y Malbec,
esto con el fin de relacionar la diferencia entre sus precios de venta con su
contenido, y en base a ello determinar posibles incumplimientos con los limites
legales establecidos por el CODEX Enolégico Internacional (ver Tabla 1), y por

ende adulteraciones en los mencionados productos (Bravo, 2012).

Las determinaciones se llevaron a cabo aplicando los métodos UV-vis ya
descritos, los cuales permitieron obtener resultados que reflejan tanto para el
vino Cabernet Sauvignon como para el Merlot, concentraciones fendlicas
mayores en los vinos de alto costo, seguidos por los de medio y bajo costo (ver
Figura 7). Si bien estos valores no superan en ninguno de los casos los limites

legales establecidos, la calidad evidentemente se ve afectada, pues en el caso
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de los vinos de bajo costo, la concentracion fendlica es significativamente
diferente a los otros dos por lo cual sus caracteristicas antioxidantes, de color y
astringentes son inferiores. Estos resultados permiten una vez mas demostrar la
aplicabilidad de la espectroscopia UV-vis en el control de calidad e identificacion

de adulteraciones en vino (Bravo, 2012).

4.3.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CERCANO (NIRS)

La radiacion electromagnética en la region infrarroja es absorbida por una
molécula, cuando la energia radiante es igual a la diferencia energética entre
dos niveles vibracionales mientras se produce un cambio en el momento dipolar
de la molécula, provocandose asi una transferencia neta de energia que da lugar

a un cambio de amplitud de la vibracion (Skoog et al., 2008).

La espectroscopia NIR particularmente mide intensidad de la radiacion
absorbida por la molécula en region infrarroja cercana (780 nm a 2500 nm), con
lo cual permite realizar determinaciones cuantitativas de grupos funcionales. El
atomo de hidrégeno es el mas ligero por lo cual sus vibraciones son mas
grandes y como consecuencia de ello las principales bandas observadas en la
region NIR son concretamente las correspondientes a los enlaces C-H, N-H y O-
H y generalmente las bandas de los enlaces C=0, C-C y C-Cl son muy débiles o

incluso ausentes (Dufour, 2009).
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PRINCIPIO

La espectroscopia NIR se basa en la emision de un haz de luz proveniente
de una lampara de tungsteno hacia la muestra a analizar, esto provoca que parte
de los fotones se transmitan a través de ella, mientras que el resto se absorbe
por enlaces covalentes que actian a manera de resortes oscilantes acoplados a
la longitud de onda exacta de la radiacion luminica (Cajarville et al. 2003).
Cuando la energia es absorbida, los enlaces moleculares pueden vibrar de dos
maneras: se extienden (tension) o se doblan (flexién). Cuando se extienden la
distancia interatbmica aumenta, esto ocurre a frecuencias altas o longitudes de
onda menores; y cuando se doblan el angulo de enlace cambia, esto en cambio

ocurre a frecuencias bajas o longitudes de onda mayores (Fuchslocher, 2008).

La absorcion en la region infrarroja cercana se da por tres mecanismos
diferentes: sobretonos, bandas de combinacion o absorciones electronicas. Los
sobretonos se generan debido a que las moléculas siguen un modelo oscilador
anarménico, es decir, los niveles de energia no estdn espaciados
homogéneamente; esta anarmonicidad de las moléculas da lugar a transiciones
entre estados de energia vibracional, mismas que son responsables de los
sobretonos. Las bandas de combinacion en cambio se producen en moléculas
poliatdmicas que presentan vibraciones diferentes, que pueden interaccionar
entre si y generar cambios simultaneos de energia. Finalmente, las absorciones
electronicas se deben al movimiento de los electrones hacia Orbitas de mayor

energia (Blanco et al., 2012).
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PREPARACION DE MUESTRA

Una de las mayores ventajas que proporciona la espectroscopia de
infrarrojo cercano es su poca o casi nula preparacion de muestra. Se pueden
analizar muestras liquidas, en polvo, granulados, etc. sin ninguna preparacién
previa y seleccionando la modalidad de operacién: reflectancia (sélidos),
transmitancia (liquidos) o transflectancia (emulsiones). Sin embargo, se pueden
presentar interferencias que provoquen la dispersion de la radiacion, debidas
principalmente al tamafio de particula, lo cual es facilmente solucionable con la
molienda de la muestra, en caso de muestras sélidas, mientras que para
muestras liquidas esto se puede solucionar con un proceso de filtracion

(Hagrasy et al., 2011).

ESPECTROS

El espectro NIRS es Unico para cada muestra y corresponde a sobretonos
(bandas superpuestas), bandas de combinacién de las vibraciones moleculares
y absorciones electronicas por esta razén la interpretacion se vuelve compleja, lo
cual es contrarrestado con el uso de aplicaciones quimiométricas, principalmente
la Transformada de Fourier, que no es mas que un modelo matematico que
permite transformar datos en el dominio del tiempo a datos en el dominio de la
frecuencia, lo cual permite mejorar la relacién sefal/ruido y optimiza el tiempo de

obtencion del espectro (Dufour, 2009).

En la espectroscopia NIR la radiacion penetra en la capa superficial de las

particulas excitandolas y luego se dispersa en todas las direcciones, es decir,
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algunos rayos seran absorbidos por uniones quimicas especificas, mientras que
otros rayos seran diseminados y reflejados por otras uniones quimicas (éste
proceso es conocido como reflectancia NIR). Sin embargo, algunos de los rayos
pasardn a través de la muestra, lo cual es denominado Transmision NIR (a
menudo referida como NIT). Debido a ello el espectro NIRS es un grafico donde
la ordenada es el logaritmo de la inversa de la reflectancia o transmitancia (log
1/R o 1/T), donde R o T a su vez corresponde a la intensidad de radiacion
reflejada o transmitida respectivamente, y la abscisa por su parte, corresponde a

la longitud de onda (ver Figura 8) (Cuesta, 2014).

VENTAJAS Y DESVENTAJAS

La espectroscopia NIR ofrece una gran cantidad de ventajas en la industria
quimica, entre las mas destacadas se encuentra la factibilidad que tiene la
técnica para su automatizacion, lo cual a su vez permite realizar analisis in situ y
descartar el proceso de muestreo. La versatilidad de la técnica resulta ser una
ventaja también pues permite trabajar con muestras sélidas, liquidas o gaseosas

(Mindel, 2007).

Por otra parte, las desventajas de la técnica radican principalmente en su
costo, ademas requiere de una calibracion adecuada para evitar la transferencia
de errores. También se debe tener cuidado con la humedad residual de la
muestra, pues en ocasiones puede interferir en la absorcion y por ende la
precision. Otra de las desventajas de la técnica radica en el hecho de que el

espectro NIR corresponde a sobretonos (bandas superpuestas), bandas de
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combinacion de las vibraciones moleculares, por lo cual la interpretacion se
vuelve compleja. Sin embargo, con el uso aplicaciones gquimiométricas como la
Transformada de Fourier se puede interpretar los espectros facilmente

(Fuchslocher, 2008).

METODOS DE ANALISIS DE AZUCARES Y ALCOHOLES EN VINO POR
ESPECTROSCOPIA NIR

En la industria vitivinicola el monitoreo del proceso de transformacion del
mosto en vino es de gran importancia para la calidad final de la bebida, pues en
éste se determina la cantidad de azlcares que seran responsables de la
fermentacion y por ende del grado alcohdlico final del vino, estos azlcares a su
vez seran responsables de la densidad del mosto, misma que es monitoreada
con el fin de prevenir que la fermentacién se detenga y genere procesos de re
fermentacién posteriores que afectan significativamente el dulzor final del vino, lo
cual es determinado por espectroscopia de infrarrojo cercano (Caballero et al.,

2011).

El método utilizado para la determinacion de azucares por NIRS se basa
precisamente en la densidad de la muestra, para lo cual es necesario una
centrifugacion vy filtracion previa al analisis (eliminacion de solidos suspendidos),
luego de lo cual se determina la densidad por medio de aerometros para
finalmente llevar a cabo las mediciones espectrofotométricas en un rango de
longitudes de onda entre 780 y 2500 nm (Caballero et al., 2011). Para la

determinacion del grado alcohdlico del vino por espectroscopia NIR el método
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consiste basicamente en seleccionar la longitud de onda adecuada, que se
encuentra en el rango entre 1150 y 1200 nm. En este intervalo, no existen
interferentes y el calculo respectivo lo realiza directamente el software del equipo

con la aplicacién de algoritmos simples (OIV, 2016).

CASOS DE ESTUDIO

Los articulos revisados incluyen investigaciones enfocadas al andlisis del
contenido de azucares y grado alcohdlico de diferentes muestras de vino por
espectroscopia NIR con el fin de mostrar la aplicabilidad y simplicidad de la

técnica en el control de calidad e identificacién de adulteraciones.

El trabajo de Fernandez et al. (2011) detalla el andlisis del contenido de
azucar en seis mostos diferentes y los respectivos productos terminados,
obtenidos en vifiedos de Cdrdoba, Espafa con el fin de evaluar la composicion
del producto antes y después de su elaboracion, y asi determinar cualquier tipo
de alteracion, y monitorear ademas el proceso de fermentaciéon. (Fernandez et

al., 2011).

El porcentaje de azucares fue preliminarmente determinado por
refractometria (grados brix) con el fin de comparar los resultados con los
obtenidos por espectroscopia UV-vis y asi determinar cual técnica es la mas
adecuada para la determinacion de este parametro de gran importancia en la

calidad del vino. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron por
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triplicado, para lo cual se selecciondé el rango de longitud de onda del

espectrofotometro NIR que fue de 800 a 1100 nm (Fernandez et al., 2011).

Los espectros fueron obtenidos de manera rdpida y con una buena
resolucion gracias a la aplicacién de la Transformada de Fourier; los azlcares se
lograron identificar en base a una banda caracteristica del enlace O-H a 953 nm,
ademas, se observl una banda a los 970 nm correspondiente a la absorcion del
agua, ya que ésta representa del 86 al 87% de la composicion del vino. En base
a estas bandas se logro cuantificar el contenido de azucares en las respectivas
muestras, y los valores obtenidos permitieron verificar que las muestras
analizadas no presentaban alteracion alguna en su composicion al compararlos

con los correspondientes valores legales establecidos (Fernandez et al., 2011).

En base a lo expuesto se puede concluir que la espectroscopia NIR es una
técnica adecuada para la determinacion de adulteraciones o mezclas
fraudulentas en vinos y mostos con resultados obtenidos en tiempo reducido y

con una resolucién adecuada (Fernandez et al., 2011).

Otro de los trabajos revisados fue el desarrollado por Lachenmeier et al.
(2010), éste se enfoco en el monitoreo del grado alcohdlico en vino durante y
después del proceso de fermentacion, utilizando sensores con tecnologia NIR,
con el fin de demostrar la efectividad de la técnica en la identificacion de

adulteraciones, pues el fin especifico de la investigacion apunta a la
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determinacién de alcohol no reportado por el fabricante (Lachenmeier et al.,

2010).

Ademas, se hace una comparacion con el procedimiento de referencia
tipico utilizado para éste anadlisis en particular (destilacion seguido de
picnometria), fundamentado en la densimetria, que permite conocer el grado
alcohdlico de la bebida, pero no brinda informacion especifica acerca del alcohol
al cual se le confiere este porcentaje, por lo cual en el resultado obtenido por
densimetria se incluir4 el aporte minimo de otros alcoholes diferentes al etanol
(metanol principalmente), ademas, al requerir una destilacion previa a la
medicion de la densidad para prevenir falsos positivos, el procedimiento resulta

largo e involucra mayor gasto operativo (Lachenmeier et al., 2010).

Como se indicO en la seccion anterior, el analisis del contenido alcohdlico
en vino por espectroscopia NIR requiere simplemente la seleccibn de una
longitud de onda apropiada, en este caso de 1200 nm. La exactitud fue
asegurada mediante el andlisis de doscientas sesenta muestras, arrojando
resultados con coeficientes de correlacion superiores a 0,999 y un error
promedio del 0,279 %. Resultados que permiten concluir que la espectroscopia
NIR es una técnica rapida y eficiente para la determinacion del grado alcohdlico
en vino y la identificacion de adulteraciones referentes a este parametro

(Lachenmeier et al., 2010).
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El articulo publicado por Cozzolino et al. (2011) también fue revisado en
esta seccion, éste resalta las ventajas de la espectroscopia NIR para el andlisis
de vino, en la determinacién del contenido de azlcares y etanol, lo cual permite
corroborar el cumplimiento de los estandares de calidad establecidos para la
bebida. Ademas, explica como la aplicacion de la Quimiometria ayuda
sustancialmente en la obtencion de espectros de manera rdpida y en la
cuantificacion de los analitos de interés, esto mediante la aplicacion de
algoritmos sencillos a través de la Transformada de Fourier (Cozzolino et al.,

2011).

El articulo contiene también informacion acerca de la aplicabilidad de la
espectroscopia NIR en el monitoreo de procesos de fermentacion del vino y
maduracion de uvas vendimiadas. Ademas, menciona la complementariedad
que presenta con la espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) para la
determinacién de azlcares y alcoholes, y con la espectroscopia UV-vis para la

determinacién de compuestos fendlicos (Cozzolino et al., 2011).

Finalmente, describe la sofisticacion que las adulteraciones en el area
alimenticia han alcanzado, adulteraciones que en la industria vitivinicola son
atribuidas a factores mayormente climaticos, lo cual desencadena la practica de
procedimientos como la chaptalizacion por parte de las industrias dedicadas a la
elaboracion de vino, y esto a su vez repercute en el contenido alcohdlico del

producto final. Es asi, que la verificacion de la autenticidad del vino se ha
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convertido en una potencial aplicacion para las técnicas espectroscopicas, entre

ellas la espectroscopia NIR (Cozzolino et al., 2011).

4.3.3. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
La RMN es una técnica espectroscopica utilizada para analizar nucleos
atémicos con un ndmero impar de protones como el 'H, *C, *°F, 3P, entre
otros, lo cual les confiere una propiedad mecano-cuantica denominada espin
nuclear, es decir, sus cargas giran rotacionalmente sobre un eje generando un
campo magnético, esto es conocido como momento magnético. La
espectroscopia de RMN de *H y *3C se utiliza mayormente, ya que estos son los
componentes principales de los compuestos organicos y su abundancia es
superior en comparacion con los otros ndcleos atémicos mencionados

(Silverstein y Bassler, 2014).

PRINCIPIO

Cuando no existe un campo magnético, los espines nucleares se orientan
al azar, mientras que cuando se aplica un campo magnético los nucleos con
espin positivo se orientan en la misma direccion del campo aplicado y tienen una
energia minima (estado de espin a), y los nucleos con espin negativo se
orientan en direccion opuesta al campo y poseen mayor energia (estado de
espin B). La diferencia de energia entre estos dos estados energéticos depende
de la intensidad del campo magnético, ésta diferencia es equivalente a la

energia que absorbe el nucleo del espin a cuando es sometido a la radiacion
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electromagnética, provocando que el nucleo salte al espin B y entonces se dice

gue esta en resonancia con el campo magnético (Chamberlain, 2005)

El efecto de resonancia sigue la teoria de la mecanica cuantica, donde la
diferencia entre los niveles energéticos es proporcional a la intensidad del campo
magnético (B,) y la relacion giromagnética (y), esta diferencia es igual al
producto de la frecuencia de la radiacion electromagnética (v) y la constante de

Plank (h). Esto se resume en las siguientes ecuaciones (Fernandez, 2014):

AE=y—-By=hv 3)

1
V:)/BOE 4)

PREPARACION DE MUESTRA

Para efectuar analisis por RMN la muestra requiere de poca o nula
preparacién, sin embargo, pueden presentarse interferencias relacionadas con
particulas suspendidas, formacion de emulsiones y muestras con mas de una
fase, estas pueden ser eliminadas con sencillos procesos tales como aumento
de temperatura, centrifugacion vy filtracion con lana de vidrio; cuando se trata de
particulas magnéticas son eliminadas empleando imanes. El solvente utilizado
también tiene que cumplir con ciertos criterios especificos, tales como bajo punto
de fusion y alto punto de ebullicion, lo cual permite mejorar la relacion
sefial/ruido y por ende la resolucion de los picos. Este no debe contener
protones (deuterado), porgue generard un espectro saturado con sefales

provenientes del solvente entorpeciendo asi la lectura (Chamberlain, 2005).
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ESPECTROS

El espectro de RMN brinda informacién de gran utlidad para la
determinacién de la estructura molecular de un compuesto. Es un grafico donde
la ordenada corresponde a la intensidad del campo magnético y la abscisa
representa el desplazamiento quimico de los nicleos en resonancia, en este eje
siempre se tendrd una sefial de desplazamiento minimo que corresponde a la
absorciéon de referencia generada por el tetrametilsilano (TMS), el cual al
presentar un apantallamiento superlativo de sus protones no se desplaza y

absorbe a su vez intensidades de campo mayores (Silverstein y Bassler, 2014).

El desplazamiento quimico tiene que ver con el entorno electronico de los
ndcleos que originan la sefal, y esté relacionado con la electronegatividad de
las especies enlazadas a los nucleos y la cantidad de sustituciones de la
molécula, que por efecto inductivo atraen la densidad electronica de los atomos
vecinos. La sefial de los ndcleos en resonancia siempre aparecera a la izquierda
de la sefial del TMS, pues éste representa el cero de la escala de
desplazamiento, que aumenta de derecha a izquierda y se expresa en unidades
de ppm. Cuanto menor sea el apantallamiento del ndcleo mayor sera el
desplazamiento quimico y la sefial se ubicara al lado izquierdo del grafico
(campos bajos), mientras que con nucleos mas apantallados ocurrira lo contrario

(ver Figura 9) (Fernandez, 2014).
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENO (*H-RMN)

En 'H-RMN se debe tener en cuenta que cada hidrégeno tiene su propio
entorno electrénico por lo cual su absorcidon es Unica, sin embargo, pueden
existir protones que ocupen entornos electronicos idénticos a los que se los
denomina quimicamente equivalentes, y presentaran una misma sefial en el
espectro. Por lo tanto, el nUmero de sefiales de espectro representa el nimero

de tipos diferentes de protones que la molécula posee (Klein, 2014).

La sefial en el espectro *H-RMN se ubica en el rango entre 0 y 10 ppm
(desplazamiento), éste se divide en regiones que dependen del grupo funcional
(Ver Figura 10). Los hidrégenos ubicados sobre cadenas alifaticas presentan
desplazamientos quimicos cercanos a uno, y éste aumenta gradualmente al
pasar de carbonos primarios a secundarios o terciarios. Los sustituyentes
electronegativos retiran densidad electronica, desapantallando los nucleos

resonantes y aumentando su desplazamiento quimico (Fernandez, 2014).

El area debajo de cada sefial del espectro *H-RMN indica la cantidad de
protones que originan la sefial, mientras que la forma del pico indica la cantidad
de protones vecinos a los que originaron la sefial al producirse un acoplamiento
entre sus espines, lo cual es conocido como multiplicidad. La multiplicidad de la
sefal se basa particularmente en la regla n+1, donde n representa el nUmero de
protones vecinos, de tal manera que la cantidad de picos serd mayor en una
unidad a n, y la forma e intensidad de estos se obtendra en base al triangulo de

pascal (ver Figura 11) (Garro, 2011).
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO (**C-RMN)

A pesar de que la abundancia del *3C (1.1%) es minima en relacién a la
del *2C, es utilizado en RMN debido a que es el tnico isétopo natural del carbono
gue posee un espin nuclear. La problematica relacionada con la abundancia de
este is6topo se resuelve utilizando la Transformada de Fourier, que genera el
desacoplamiento de bandas anchas del espin, por lo cual cada carbono distinto

guimicamente presentara una sefial sencilla (un solo pico) (Skoog et al., 2008).

Sin la utilizacion de la Transformada de Fourier se obtendrian sefiales muy
débiles y facilmente confundibles con el ruido de fondo. Con este modelo
matematico se registran todas las sefiales simultdneamente en un intervalo de
frecuencias adecuado, es decir, todos los nucleos resuenan a la vez obteniendo
una sefal compleja que puede ser promediada con el fin de reducir el ruido de
fondo y amplificar los picos requeridos, aumentando la precision del instrumento

y optimizando el tiempo de obtencién del espectro (Olsen, 2009).

Las sefial en un espectro **C-RMN se ubica en el rango entre 0 y 220 ppm
y a diferencia de la espectroscopia de 'H-RMN, en la de carbono solo se da
importancia al desplazamiento quimico, pues al ser picos simples desacoplados
la multiplicidad no interviene, simplificando la interpretacion (Gomez y Sierra,

2009).
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VENTAJAS Y DESVENTAJAS

La espectroscopia de RMN ofrece varias ventajas tales como ser una
técnica rapida, no destructiva y sensible, requerir una preparacion de muestra
minima o incluso nula y brindar informacion estructural especifica de las
especies de interés. Otra de sus ventajas es la capacidad de analizar muestras
amorfas, que no pueden ser estudiadas por difraccion de rayos X, y permite

trabajar en rangos de temperatura entre -150 y 200 °C (McGeorge et al., 2011).

La técnica incorpora también modelos mateméaticos como la Transformada
de Fourier que reduce el tiempo de obtencion de espectros y el ruido de fondo,
por lo cual la interpretacion es sencilla. Permite también realizar un andlisis
multinuclear, logrando identificar un amplio rango de elementos en una molécula
en base a su entorno quimico, y ademdas contribuye con la elucidacién

estructural de macromoléculas (Meegjo et al., 2003).

Dado que la eficiencia de la técnica es alta, las desventajas de la misma
son minimas, la principal radica en el costo de instrumentacion y operacion. En
cuanto a la instalacion, se debe tener en cuenta la estabilidad del area destinada
para el equipo de RMN asi como la ausencia de campos magnéticos cercanos
gue puedan interferir con el iman superconductor. Ademas, al momento de
trabajar con el equipo de RMN, se deben considerar aspectos de importancia
tales como la temperatura optima de trabajo (20°C), la humedad relativa (20-
80%), presion de aire (6,14 atm), sin embargo son parametros facilmente

controlables mediante el software del equipo (Amero, 2011).
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METODOS DE ANALISIS DE AZUCARES, ACIDOS ORGANICOS,
ALCOHOLES, POLIFENOLES Y AGUA POR RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR.

La resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscopica
destacada en el control de calidad, determinacion de autenticidad vy
caracterizacion de productos alimenticios. Su naturaleza no destructiva es una
de sus caracteristicas mas atractivas, permitiendo asi un analisis no invasivo de
las muestras en corto tiempo y con una preparacion minima o casi nula de las

muestras (Coronel y Piedra, 2014).

La utilizacion de esta técnica en el analisis de bebidas ha incrementado de
manera significativa, principalmente en zumos de fruta, vinos y cerveza. En el
vino particularmente se realiza la identificacion y cuantificacion de acidos
organicos (tartarico, malico, citrico, succinico, lactico y acético), azlcares,
alcoholes (etanol y glicerol), agua y componentes minoritarios como
aminoacidos. También es posible identificar pigmentos, sin embargo la técnica
mas utilizada para este fin es la espectroscopia UV-vis debido principalmente a

su bajo costo (Coronel y Piedra, 2014).

CASOS DE ESTUDIO
Los casos de estudio revisados en esta secciOn permitieron corroborar que
la resonancia magnética nuclear permite identificar adulteraciones en vino

mediante el monitoreo de varios procesos involucrados en su elaboracion y
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envejecimiento. Lo cual a su vez involucra a la técnica espectroscépica en el

control de calidad de la bebida.

El estudio de Lépez et al. (2009) tuvo como objetivo identificar y cuantificar
los metabolitos presentes en el vino (agua, etanol, azicares y &cidos organicos)
después de la fermentacion alcohdlica y maloléctica, con el fin de supervisar los
procesos fermentativos mencionados para descartar adulteraciones en el

producto final (Lopez et al., 2009).

Para el analisis se requirio la adicion de minimos volimenes de HCI 1M
con el fin de ajustar el pH a 3, pues al trabajar a un pH diferente el
desplazamiento quimico se ve afectado, provocando solapamiento de picos. Las
muestras ajustadas se disolvieron con agua deuterada (D,O) en proporcion 9:1

para el analisis correspondiente (Lopez et al., 2009).

Los espectros obtenidos mostraron una alta resolucién, pues se puede
observar claramente la sefial de cada componente y en base a la aplicacién de
la Transformada de Fourier se logra integrar estas sefiales y obtener resultados
cuantitativos confiables (ver Figura 12). En base a estos resultados se concluye
gue la RMN es una potente técnica en la determinacion de componentes

presentes en el vino con el fin de detectar su autenticidad (Lopez et al., 2009).

Finalmente, el articulo incluye como informacion adicional una técnica

especifica de RMN denominada de Fragmentacion Isotopica Natural Especifica



55

(SNIF, por sus siglas en inglés) la cual se basa en la medicién de la relacion
deuterio/hidrégeno (D/H) en sitios especificos de la molécula de etanol (radicales
metil y metileno) con el fin de identificar la adicibn de azucares ajenos a la
composicion original del vino, logrando también determinar el origen y contenido

alcohdlico verdadero del vino analizado (L6pez et al., 2009).

El articulo publicado por Todasca et al. (2011) form¢é parte también de los
articulos revisados en esta seccién, en el documento se evallan los cambios en
la composicion de algunos vinos producidos de Vitis Vinifera empleando
diferentes técnicas de cultivo, con el fin de determinar las condiciones a las
cuales se obtiene un producto de mejor calidad, y que cumpla con todas las

normas legales pertinentes (Todasca et al., 2011).

Se describe como la resonancia magnética nuclear fue aplicada para el
monitoreo de las diferentes etapas de elaboracion del vino, tales como la
maduracion de las uvas vendimiadas, fermentacién y envejecimiento del vino.
Los pardmetros determinados por la técnica espectroscopica fueron: contenido

de etanol, acidos organicos y polifenoles (Todasca et al., 2011).

Los parametros mencionados permitieron determinar que de las cinco
muestras analizadas por triplicado, la nimero cuatro fue la que cumplia con los
todos los parametros de calidad establecidos, sin embargo, sus niveles de
acidez, si bien no superaron los limites legales permitidos, presentaron valores

bajos (ver Figura 13), por lo cual se llegd a la conclusion de que se deben
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emplear procedimientos fitosanitarios (empleados para la muestra tres que tuvo
niveles 6ptimos de acidez) y seguir todas las demas caracteristicas de cultivo

empleadas para la obtencion de la muestra cuatro (Todasca et al., 2011).

Con esto se demostr6 nuevamente que la resonancia magnética nuclear
es una técnica adecuada y muy eficiente para la determinacién de variaciones
en la composicion de vinos y diferenciacion de los mismos con el fin de asegurar

su calidad y corroborar su autenticidad (Todasca et al., 2011).

Otro de los articulos revisados en esta seccion fue el publicado por Fotakis
et al. (2013), el cual se enfoca en el analisis de productos derivados de la uva
por resonancia magnética nuclear. Uno de esos productos corresponde al vino, y
los pardmetros determinados en éste son nuevamente el contenido de azucares,
alcoholes (etanol y glicerol), acidos organicos (tartarico, succinico y citrico) y
compuestos fendlicos (antocianos y taninos). Parametros que fueron
determinados sin preparacién previa de la muestra y en tiempos reducidos

(Fotakis et al., 2013).

El objetivo de analizar estos parametros en el vino fue diferenciar las
muestras segun su origen geografico y verificar que la composicion de las
mismas sea la correcta y cumpla las normas legales establecidas para cada
parametro. Ademas, se resalta la aplicacion de la técnica espectroscopica en el
monitoreo de procesos fermentativos y de envejecimiento del vino, con el fin de

asegurar la calidad de la bebida (Fotakis et al., 2013).
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Los resultados obtenidos permitieron determinar los origenes de las
muestras en mencidn, los cuales correspondian a: diferentes zonas de Corea del
Norte y Espafa. De esta manera se corrobora la aplicabilidad de la RMN para la
clasificacion de vinos en funcidn de su origen, asi como para el aseguramiento
de la calidad de los mismos, factor relacionado en definitiva con la verificacién de

la autenticidad (Fotakis et al., 2013).
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5. CONCLUSIONES

Como conclusiones de la presente investigacion bibliografica se ha establecido

que:

1. En el vino, la mayor parte de adulteraciones estan relacionadas con el
contenido de azucares, por lo cual la practica de la chaptalizacion es frecuente
en la industria vitivinicola, principalmente en zonas con climas frios, pues el
contenido de azucar de sus uvas muchas veces resulta insuficiente para

lograr el grado alcohdlico requerido.

2. El uso de la espectroscopia ha ganado popularidad en el andlisis de
adulteraciones alimenticias, debido a la sofisticacion que éstas han alcanzado,
tal es asi, que muchas de las técnicas convencionales empleadas para la

identificacion de adulteraciones resultan insuficientes.

3. La informacion proporcionada por las técnicas espectroscopicas descritas en
el presente documento permiten determinar la adulteracion en muestras de

vino mediante el estudio de la composicicion quimica de estas bebidas.

4. La espectroscopia ultravioleta visible es una técnica que detecta las
transiciones electronicas de los enlaces conjugados de una molécula, es

adecuada para la determinacion de compuestos fendlicos en el vino, ya que
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éstos son los responsables del color y son capaces de absorber radiacion en

la region comprendida entre 200 y 780 nm del espectro electromagnético.

. La espectroscopia ultravioleta visible puede actuar como una técnica
complementaria, o ser complementada por la espectroscopia de infrarrojo
cercano o de resonancia magnética nuclear. Como el caso del contenido de
azucares que puede ser determinado por NIRS y RMN; o los compuestos

fendlicos que pueden ser determinados por las tres técnicas mencionadas.

. La espectroscopia de infrarrojo cercano, al ser una técnica rapida, con
preparacion de muestra practicamente nula y resultados con una confiabilidad
analitica aceptable es util para la determinacién del contenido de azucares y
grado alcohdlico en el vino, y por su predisposicion a la portabilidad permite
realizar analisis in-situ. Ademas, permite reemplazar a las técnicas
convencionales utilizadas para el andlisis de los parametros mencionados

como la refractometria (grados Brix) y la densimetria (grado alcohdélico).

. La espectroscopia de infrarrojo cercano es utilizada mayormente en la
modalidad reflectancia para la determinacion de adulteraciones en vino, pues
la modalidad transmitancia es util solamente para liquidos transparentes que

no son demasiado densos Opticamente,

. La espectroscopia de resonancia magnética nuclear tiene un enorme

potencial en el monitoreo de procesos de importancia para la calidad del vino,
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como maduracién de uvas vendimiadas, fermentacion y envejecimiento del
vino, en base a la determinacion de parametros como el contenido de

azucares, polifenoles, &cidos organicos, agua y componentes minoritarios.

9. Las principales ventajas de las técnicas espectroscépicas estudiadas radican
en su capacidad para elucidar estructuras de manera no destructiva y con una
minima o nula preparacion de muestra, ademas de permitir la realizacion de
analisis en corto tiempo con resultados satisfactorios, por lo cual se concluye
que son técnicas adecuadas y de gran utlidad para el andlisis de
adulteraciones en vino a partir de determinaciones de: compuestos fendlicos
(antocianos y taninos) por UV-vis, azucares (glucosa, fructosa) por NIRS y
RMN, &cidos orgénicos (tartarico, succinico, citrico, malico, lactico, acético),
alcoholes (etanol principalmente), agua y otros componentes minoritarios

(aminoacidos) por RMN.

10.A pesar de las ventajas que las técnicas espectroscépicas ofrecen, en el pais
se utiliza solamente una de ellas (UV-vis) debido principalmente al costo de
adquisicion de equipos de RMN y NIRS, siendo la cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) la técnica méas utilizada, sin
embargo, esta técnica no iguala en eficiencia y simplicidad a la

espectroscopia NIR y RMN que ademas son técnicas no destructivas.
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Figura 11. Intensidades de pico relativas de multipletes simétricos. Aqui se
puede observar la multiplicidad de los espines comunes en
resonancia magneética nuclear de hidrégeno (Gomez y Sierra, 2009).

principal signal

succinic acid

HO
OH O

malic acid

31 3 29 28 27 26 25 24 23 22 21 2 19 18 17 16 15 14 13 12 L1 1 09
Figura 12. Espectro de *H-RMN de vino. (L6pez et al., 2009).



75

A) Etanol B) Acidos organicos
T 7
e {

5 ' Blactic acid
4 4' Wacatic acid
= | Bisuccinic acid
34 mmalic acid

Btartnc acid

2
1 L
04 ‘ FWAE k = =5 WE

Sample5  Sample1  Sampe2  Sample3  Sample 4 Sample 1 Sampe2  Sample3  Sample 4

C) Polifenoles
160
B ANTOCIANOS
B TANINCS

Sample 5 Samgple 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

Figura 13. Contenido promedio de etanol (A), acidos orgéanicos (B) y
polifenoles (C) de las 5 muestras de vino analizadas por RMN. (Todasca et

al., 2011)



8. TABLAS

76

Tabla 1. Limites legales establecidos por el Codex Enoldgico Internacional

para Vino.

Pardmetro Mosto Vino Tinto Vino Blanco  Vino Rosado
Contenido de azlcares >160 g/L 200 mg/L 260 mg/L 300 mg/L
indice de polifenoles 2-5g/L 200-500 mg/L 5-6 mg/L 7-50 mg/L
Acidez (g de &c. tartarico) 45-47g/lL 1.2 g/L 0.6 g/L 0.8 g/L
Grado alcohdlico 1.0 % viv 14.0 % viv 10.5 % viv 10.0 % viv
Contenido de agua 80.0 % viv 86-87 % v/v 86-87 % viv 86-87 % v/v

(CODEX Enolégico Internacional, 2016).

Tabla 2. Colores absorbidos y observados a diferentes longitudes de onda

en laregion visible.

Longitud de onda de méaxima absorbancia (hm)  Color absorbido

Color observado

380-420
420-440
440-470
470-500
500-520
520-550
550-580
580-620
620-680
680-780

Violeta
Azul violaceo
Azul
Verde azulado
Verde
Verde amarillento
Amarillo
Naranja
Rojo

Pdarpura

Amarillo verdoso
Amarillo
Naranja

Rojo
Parpura
Violeta
Azul violaceo
Azul
Azul verdoso

Verde azulado

Aqui se detallan los colores complementarios a los absorbidos en la regién visible, es decir el

color transmitido (Harris, 2003).
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Phenolic compounds constitute important quality parameters of wines. Wines produced from different
clones of the same grape variety show differences in relation to their chemical composition. The aim of
this study was to characterize and differentiate Cabernet Sauvignon wines from two clones in relation to
their chemical composition and to examine changes in the phenolic composition and antioxidant activicy
during wine ageing in the bottle. All wines were produced with Cabernet Sauvignon grapes, clones 685
and 169, from two vineyards, under the same microvinification condidons. The wines were characterized
in relation to phenolic compeosition and antioxidant activity, as well as monitored over 11 months of
bottle ageing. A significant difference was observed between the chemical compositions of the wines
produced from clones 1659 and 685, clone 1659 showing the highest phenolic content while clone 685 had
better color characterisics. The wines showed high antioxidant activity. Principal components and
cluster analyses demonstrated separation of the wine according to the clone. In relation to wine bottle
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ageing, for both clones evaluated was observed a decrease in all phenolic compound, except of quercetin,
and the antioxidant activity of these wines increased during storage.
@ 2011 Elsevier Led. All rights reserved.
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Tannin Quantification in Red Grapes and Wine:
Comparison of Polysaccharide- and Protein-Based
Tannin Precipitation Techniques and Their Ability to
Model Wine Astringency

Meacgan D. MeErcURIO AND PauL A, SmrTu®
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Quantification of red grape tannin and red wine tannin using the methyl cellulose precipitable (MCP)
tannin assay and the Adams—Harbertson (A-H) tannin assay were investigated. The study allowed
for direct comparison between the repeatability of the assays and for the assessment of other practical
considerations such as time efficiency, ease of practice, and throughput, and assessed the
relationships between tannin quantification by both analytical techniques. A strong correlation between
the two analytical techniques was observed when quantifying grape tannin (r® = 0.96), and a good
correlation was observed for wine tannins ( = 0.80). However, significant differences in the reported
tannin values for the analytical techniques were observed (approximately 3-fold). To explore potential
reasons for the difference, investigations were undertaken to determine how several variables
influenced the final tannin quantification for both assays. These variables included differences in the
amount of tannin precipitated (monitored by HPLC), assay matrix variables, and the monomers usad
to report the final values. The relationship between tannin quantification and wine astringency was
assessad for the MCP and A-H tannin assays, and both showed strong correlations with perceived
wine astringency (r* = 0.83 and r* = 0.90, respectively). The work described here gives guidance to
those wanting to understand how the values between the two assays relate; however, a conclusive
explanation for the differences in values between the MCP and A-H tannin assays remains unclear,
and further work in this area is required.
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Feasibility of using a miniature NIR spectrometer to measure volumic
mass during alcoholic fermentation
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Abstract

Volumic mass—a key component of must quality control tests during alcoholic fermentation—is of grear interest to the
winemaking industry. Transmitance near-infrared (NIR) spectra of 124 must samples over the range of 200- 1,100 -nm were
obtained using a miniamre spectrometer. The performance of this instrument to predict volumic mass was evaluared using
partial least squares (PLS) regression and muliple linear regression (MLR). The walidarion starstics coefficient of
determination (r ~) and the standard error of prediction (SEP) were i 0.98, n =31 and = 0.96, n = 31, and SEP = 5.85
and 7.49 g/dm” for PLS and MLR equations developed to fit reference darta for volumic mass and spectral data. Comparison of
results from MLR and PLS demonstrates that a MLR model with six significant wavelengths (P <2 0.05) fit volumic mass data to
transmittance (1/T) dara slightly worse than a more sophisticared PLS model using the full scanning range. The results suggest
that NIR spectroscopy is a suitable technique for predicting volumic mass during alcoholic fermentation, and thar a low-cost
NIR instrument can be used for this purpose.

Keywords: NIR spectroscopy, wine, voluntic mass, partial least squares, mulnple lnear regression, mini NIR spec
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Rapid and mobile determination of alcoholic
strength in wine, beer and spirits using a
flow-through infrared sensor

Dirk W Lachenmeier®!, Rolf Gedelmann’, Markus Steiner?, Bob Ansay?, Jirgen Weigel? and Gunther Krieg2

| Abstract
Background: Ever since Gay-Lussac's time, the alcoholic strength by volume (3% vol) has been determined by using
densimetric measurements. The typical reference procedure invobees distillation followed by pycnometry, which is
comparably labour-intensive and therefore expensive. At present, infrared (IR) spectroscopy in combination with
multivariate regression is widely applied as a screening procedure, which allows one to determine alcoholic strength in
less than 2 min without any sample preparation. The disadvantage is the relatively large investrnent for Fourier
transformm (FT) IR or near-IR instruments, and the need for matrix-dependent calibration. In this study, we apply a much
simpler device consisting of a patented multiple-beam infrared sensor in combination with a flow-through cell for
automated alcohol analysis, which is available in a portable version that allows for on-site measurements.
Results: During method validation, the precision of the infrared sensor was found to be equal to or better than
densimetric or FTIR methods. For example, the average repeatability, as determined in & different wine samples, was
0.05% vol and the relative standard deviation was below 0.2%. Accuracy was ensured by analyzing 260 different
alcoholic beverages in comparison to densimetric or FTIR results. The correlation was linear over the entire range from
alcohol-free beers up to high-proof spirits, and the results were in substantial agreement (R = 0.99981, p < 0.0001, RMSE
= 0.279% vol). The applicability of the device was further prowen for the analysis of wines during fermentation, and for
the determination of unrecorded alcohol (i.e. non-commercial or illicit products).
Conclusions: The flow-through infrared device is much easier to handle than typical reference procedures, while time-
consuming sample preparation steps such as distillation are not necessary. Therefore, the alcohelic strength can be
economically and guickly controlled (requiring less than 60 s per sample). The device also gives the opportunity for
maobile on-site control in the context of labelling control of wine, beer and spirits, the process monitoring of
fermentations, or the evaluation of unrecorded alcohals.
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Technical solutions for analysis of grape juice.
must, and wine: the role of infrared
spectroscopy and chemometrics
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Abstract Information abour constiluents of grape  juice,
must, and wine can be used for management and decision
support systems in order o improve, momnitor, and adape
grape and wine production o new challenges. MNumerous
senmors thar gather this information are either cwrrenily
available or in dewvel M el there = still a
need o adapt these sensors o special regquirements, for
example robustess, calibration and i ik i
costs, duratbon, sengitivity, and specificity 0 a particular
application. The sensors commonly wsed by the wine
industry are those that are based on mid-infraced (TR
near-infrared (WNIR)L wisible (VIS) and ulimvioles (LW
spectroscopy. This article reviews some recemt techmnical
solutions for analysis of juice, must and wine based on the
combination of infrared specon amed ch i

chainsg [1]. Demand for high blevels of guality and safety in
food prodection obviously reguires high standasds in
quality assurance and proecess cootrol; satisfying  this
demand in tem requires appropriase analytical sools for
food amalysis both during and afier production. Desirable
featwres of such fools include speed,. case-of-use, minimal
or o sample preparation, and the avoidance of sample
destraction. Thess are ch istic of a range of
speciroscopic methods ncluding miid-infrared (MIE) and
near-infrared (NIR) spectroscopy [1, 2].

Food prod A inly oo d of warer, carboliy-
drates, proteing, fars, and other constituenis that are present

an low (mg/ 1 2) o inns, for le amnd
minerals. All of these components msay  contribwte o the
I of the abaors St btaimned in the MIR and

PY¥

Keywords Vibrational spectroscopy - Winne - BAust -
Mear-infrared - Mid-infrared - Aathentication - Comypeosition

MIE regions, althowgh, in practice, the major components
(warer, carbobydrates, proveins, fais) dominae becanse
comnstiuents present &t concentrations bebow appoocci mately
0.1%% wii are difficuls to detect in water-rich systems= [1, 2].
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A Thorough Study on the Use of Quantitative 'H
NMR in Rioja Red Wine Fermentation Processes

Eva Lopez-RituerTo,” Susana CaBrepo,* MARTINA Lopez®
ALBERTO Avenoza,' Jesus H. Busto,*' aND JEsts M. PEREGRINA®
Departamento de Quimica, Universidad de La Rioja, Grupo de Sintesis Quimica de La Rioja,

UA-CS.LC., E-26006 Logrofio, Spain, Departamento de Quimica. Universidad de La Rioja. E-26006
Logrofio, Spain, and Bodegas Patrocinio 5.C.L., Carretera Cenicero s/n, E-26313 Urnifivela, Spain

In this study, we focused our attention on monitoring the levels of important metabolites of wine
during the alcoholic and malolactic fermentation processes by quantitative nuclear magnetic resonance
(gNMR). Therefore, using 'H NMR, the method allows the simultanecus quantification of ethanal,
acetic, malic, lactic, and succinic acids, and the amino acids proline and alanine, besides the ratio
proline/arginine through fermentation of must of grapes corresponding to the Tempranillo variety.
Each 'H NMR spectrum gives direct and visual information concerning these metabolites, and the
effectiveness of each process was assessed and compared by carrying out analyses using infrared
spectroscopy to ethanol and acetic acid. The quantitative data were explained with the aid of
chemometric algorithms.

KEYWORDS: Wine; fermentations; nuclear magnetic resonance; PCA

Composition Changes in Wines Produced by Different Growing
Techniques Examined Through "H-NMR Spectroscopy

MARIA-CRISTINA TODASCA'™, LAURA FOTESCLF, NICOLETA-AURELIA CHIRA', CALIN DELEANLF, SORIN ROSCA'
"University Politehnica Bucharest, Faculty of Applied Chemistry and Material Science, .C. Nenitescu® Organic Chemistry
Department, 1.7 Polizu 5t., 011061, Bucharest, Romania

*Researches and Development Institute for Viticulture and Vineyard, Valea Cilugdreasca, Romania

*Romanian Academy, Center of Organic Chemistry “C. D. Nenitzescu®, 2028 Spl. Independented, 060023, Bucharest, Romania

This paper examines the composition of some wines produced from Vitis vinifera in different technological
conditions (during cultivation, the vines were subject to different technological sequences). This study becomes
necessary in order to improve the management of the current practices, %ﬂﬂ'ﬂ}’ obtaining a superior wine and
sirnilar crops from one year to the next. In the mearwwhile this study offers important compositional information
by connecting various technological procedures with wine composition changes.

Keywords: wine, composition, 'H-NMR, integrated wine production system
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Review
NMR metabolite fingerprinting in grape derived products: An overview

Charalambos Fotakis, Katerina Kokkotou, Panagiotis Zoumpoulakis, Maria Zervou *
Instituee of Blology, Medicing Chemistry and Biorechnology, Natfonad Hellenic Research Foundarion, Vs Constantinou 48, Athens 11635, Greece

ARTICLE INFO ABSTRACT

Artice history: This review surveys NMR based metabolomic studies on grape derived products, such as berry, must, wine,
Received 1 October o vinegar, and grape marc distillates.. The complex matrix of these food items includes compounds: of high nu-
Accepeed 16 March 2013 tritional value: that bear the role of a biomarker; that shape their organoleptic characteristics and therefore

contribute to the product’s quality characteristics. HR-NMR has been established as a robust and reproducible

:?‘n:n;:;d metabolomics screening platform able to capture a snapshot of the primary and secondary metabolites that comprise grape
Chemometrics derived products and further, relate them to geographic, varietal, organoleptic, environmental, production
Matabalomics process and fermentation factors by applying advanced chemometrics.

Grape derived products On these grounds this rewiew article demonstrates all the up-to-date information and aspires to assist future

wineomics studies. The main objective was to survey the necessary information referring to sample
pre-treatment depending on the grape substrate, NMR experimental schemes, statistical approaches and
the discriminant power of identified metabolites. The genotype, the provenance, the vintage year and the vi-
nification process are factors that alter the metabolic profile of Vitis derived products and are extensively
discussed. Identified biomarkers related to each of the above factors are reported.
Lastly current trends in NMR metabolic profiling of vine extracts and vinified products are surveyed as a tool
for the monitoring of pathogen response-related compounds and genetic engineering issues.

i© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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