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RESOLUCION OIV-OENO 687-2023

VALIDACION DEL METODO DE DETERMINACION DEL ACIDO SORBICO
EN EL VINO POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS (OENO 6/2006)

ADVERTENCIA: Esta resolucion modifica la siguiente resolucion:
- OENO 6,/2006

LA ASAMBLEA GENERAL,

VISTO el articulo 2, parrafo 2 iv del Acuerdo del 3 de abril de 2001 por el que se crea la
Organizacion Internacional de la Vina y el Vino,

A PROPUESTA de la Subcomisién “Métodos de Analisis”,

CONSIDERANDO la Resolucion OENO 06 /2006, “Dosificacion de los acidos sérbico,
benzoico y salicilico en los vinos por cromatografia liquida de alto rendimiento”,
aprobada en 2006,

CONSIDERANDO que la validacion se refiere exclusivamente al acido sorbico,

DECIDE anadir el anexo A, “Validacion del método de determinacion del acido soérbico
en el vino por cromatografia de liquidos”, y cambiar el método del acido sorbico de
tipo IV a tipo II.

DECIDE modificar la Resolucion OENO 06 /2006, “Dosificacion de los acidos sorbico,
benzoico y salicilico en los vinos por cromatografia liquida de alto rendimiento”, y por
ende el método OIV-MA-AS313-20, como sigue (el texto afiadido se indica en negrita y
el texto eliminado aparece tachado):

2. Ambito de aplicacién

Todos los vinos o mostos de uva, en particular los que son susceptibles de contener
unicamente trazas de acido sorbico, benzoico o salicilico. (puesta-en-evideneia—a

partir-de +mg/l):
3. Principio

Los antisépticos se dosifican por CLAR por inyeccion directa de la muestra en una

columna en modo isocratico con deteccion enlatuz-ultravieleta-a-235-nm. (1)
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4.11. Solucion hidroalcohdlica al 50 % vol. u otra concentracion adecuada.
Coloque 500 ml de alcohol puro (4.10) en un matraz de 11 completado con agua
destilada (4.1)

5.1. Detector que pueda funcionar en la luz ultravioleta a 235 nm(1) provisto de
una cubeta de circulacion para CLHP (por ejemplo, de 8 pl para 1 cm de trayecto
optico)

5.8. Columna para CLHP de fase estacionaria de 5 pm tipo silice con grupos
octadecilos (C18) ligados quimicamente injertados de 20 cm de longitud y 4 mm
de diametro interior.(1)

6.2. Desgasifique el solvente de elucion (4.6) durante 5 minutos mediante el baiio
de ultrasonidos 5.2 o por cualquier otro método.

6.3. Filtre el solvente mediante el dispositivo 5.43)

8. Calculo

Una vez identificados los picos de los acidos a cuantificar en la muestra, compare el
area de los picos con las de los acidos de una solucién hija (4.13) de concentracion C
conocida.

Por ejemplo, sea s el area del pico del acido a cuantificar y S el area del pico de la
solucion (4.13) de concentracion C

S
X(en la muestra) — C X E en.mg/l

También se puede utilizar una curva de calibracion y determinar la concentracion
por interpolacion.

9. Caracteristicas del método

9.1 Para el acido sorhico

El ensayo interlaboratorios y los resultados correspondientes se detallan en el anexo
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e r=0.0148 x + 0.5498
e R=0.0936 x + 1.5542

* x: concentracion de acido soérbico (mg/1)

9.2 Para los acidos henzoico y salicilico

OIV-0ENC 687-2023

Aeido-sérbieo  Acido benzoico  Acido salicilico
Rango de linealidad ©-a-200o0mg/ 0 a200omg/1 0 a200omg/1
Recuperacion >0900% >0900% >0900%
Repetibilidad: r* 20% 30% 80%
Reproducibilidad: R* 80% 90% 120%
Limite de deteccion 3omg/h 3omg/1 3omg/1
Limite de cuantificacion Somg/h 6omg /1 7omg /1
Incertidumbre Ho% 120% 130%

ANEXO A - Datos estadisticos ohtenidos a partir de los resultados
de los ensayos interlaboratorios

Los parametros siguientes se han establecido en un ensayo interlaboratorios dirigido
por el Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto (Portugal).

Ao del ensayo interlaboratorios: 2020

1.  Laboratorios: 23 lahoratorios de 14 paises
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HBLA und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau Klosterneuburg

Departamento de Agricultura

Autoridad Nacional de Control Agroalimentario

Comité Interprofesional del Vino de Champagne
Laboratoires Dubernet

SCL Laboratoire de Montpellier

SCL Laboratoire de Bordeaux

Landesuntersuchungsamt, Institut fiir Lebensmittelchemie
Lebensmittel- u. Veterinarinstitut Braunschweig/Hannover
Oficina Nacional de Seguridad en la Cadena Alimentaria
Unione Italiana Vini Servizi

Vassanelli Lab SRL

AsureQuality Ltd. Laboratory Services

Arcus Norway AS

Autoridade de Seguranca Alimentar e Economica (ASAE)
Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto

Universidad RUDN

Laboratorio Nacional de Sanidad, Medio Ambiente y Alimentacion

(Novo Gorica)

Instituto Nacional de Quimica

Laboratorio Nacional de Sanidad, Medio Ambiente y Alimentacion

(Novo Mesto)
Laboratorio Arbitral Agroalimentario

Estacion Enologica de Haro (La Rioja)
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Austria

Chipre
Republica Checa
Francia
Francia
Francia
Francia
Alemania
Alemania
Hungria

[talia

[talia

Nueva Zelanda
Noruega
Portugal
Portugal

Rusia

Eslovenia

Eslovenia

Eslovenia
Espana

Espana
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Departamento de Ingenieria de los Alimentos de la Universidad de
Cukurova Turquia

2.

3.

Nimero de muestras: seis muestras por duplicado

dos vinos blancos (A/G, C/K)

un vino blanco de cosecha tardia (I/0)
un vino tinto (D/M)

un vino rosado (B/F)

un vino generoso tinto con una graduacién alcohdlica de 19 % vol. (E/N)

Condiciones analiticas

Las condiciones analiticas se resumen en la tabla 1.

4.

Resultados individuales

Los resultados individuales de la determinacion del acido sérbico (mg/L) se resumen
en la tabla 2.

0.

©0v2023

Analisis de los datos

Se llevo a cabo un analisis estadistico segun las recomendaciones de la OIV para
obtener los datos de precision.

Los valores inferiores al limite de cuantificacion se trataron como valores
normales.

Los valores discrepantes se determinaron mediante los test de Cochran y Grubbs.
Los resultados se resumen en las tablas 3 y 4.

En la figura 1 se representan el limite de repetibilidad y el limite de
reproducibilidad en funcién de la concentracion de acido sorbico.

Se evaluo el z-score de cada laboratorio con respecto a los valores globales para
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las distintas muestras. Los resultados se indican en la figura 2.
TABLA 1 - CONDICIONES ANALITICAS
Cédigo del | Curva de ‘2 - Caudal Temperatura YOI' de‘ .
. . .| Columna Deteccion Fase movil . dela inyeccion
laboratorio| calibracién (mL/min) o
columna (°C) | (uL)
Altima C18LL
. _ Agua pHo=02,0 / MeOH .
1 Si Sopm 250 x 00=02350nm 1 Ambiente 20
1 6“Dmm / THF (650,280 /70)
0,389 acetato de amonio
9 s 518 250 > 4,6 0235 en 1oL de agua + 250omL 125 35 20
! Pﬁna AOEA2S90NM | ACN (pHo=04 ajustado ’
enomenex con CH,COOH)
E‘C’r_ecsge” 120 A: H,0 0,70% THF
3 Si 150DXD4' Anmm: oo=02350nm | (pHo=02) / B: MeOH 1,5 40 5
> 7o | ’ (800% A'y 200% B)
,70um
Solucion amortiguadora
4 Si RP-18 (250-4) oo=0254o0nm | acetato de amonio (pH 1 40 20
4,4): MeOHo=070:30
ACN:Solucion
PerfectSil ggiflgfr‘:adora (35:65)
6 Si Target ODS-3 oo=02350nm | amortiguadoran=nacetato | 1 40 2
HD. Sopm. d .
2500%04,60mm eamonio
’ (1,80g/L)o+oacido
acético. pHo=04,3
PoroShell C18 Isocratica: 800% H,0O
7 Si 4,60x0750mm; | oo=0235o0nm | acidif. con acido 1,5 25 20
2,70um sulftrico; 200% ACN
Rezex ROA-
p Organic acid _ Disolvente de elucion:
8 St H+ (80%) - O0=025400M | 4 4o sulfrico 0,0250M | | 90 50
3000x07,8omm
Columna
HICROM 650omL H,O pH 2 con
9 Si Ultrasphere oo=0235o0nm | 280omL MeOHo+o7omL 0,6 25 20
Soum ODS. THF
2500%04,6n0mm
Teknokroma
, Trace Excel 120 _ 650umL H,0 pH 2 (HCl
10 Si ODSB 50um oo=02350nm | 0,IM)o+0280o0mL 1 24 20
50 % 0.4 e MeOHu+u7omL THF
x 0,4 cm
, C18 5oum. _
1 Si 200 x 4 mm oo=02350nm
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RP18 770 agua pHo=02,3
, Chromolith _ (0,8 mL H,PO,):
12 Si 100 * 4,6 mm; oo=n2350nm isopropanol 200 mL. ACN 1 25 10
5um 30omL
Phenomenex 0,9250g acetato de
; Gemini 5opum. _ amonioo+nl,20L
13 Si 18 no=0240 nm H,00+00,8 L MeOH (pH 0,4 40 10
1500x020mm 5,5 acido acético)
900% v /v agua 150mL
. C18 5opum. _ acido acéticon+ol5ng
15 Si 200o0*040mm on=n2350nm acetato de amonio 100% 1 40 10
v/v MeOH
Prodigy 50um 800% v/v H,0 pHo=04
ODS-3 100. o i
) 1500%04.60mm (acido acético
16 Si ’ oo=0261onm | puro)o+oacetato de 1,2 40 50
con :
recolumna amonio 0,0050M
P 200% v/v ACN
. . 11/89. MeOH: sol.
CKlgletex, RP- amortiguadora (sol.
17 150004 6 .| bo=02300nm| amortiguadoran=n3,0 g 0,6 40 6
s 00s,o0mm, KH,PO,0+03,00g
Hpm K,HPO,0+01000mL agua)
. C18 Luna. _ Sol. amortiguadora .
18 Si Phenomenex | "UTU2ZAINM | o ctato 9509:ACN 50% 1.2 Ambiente 20
Phenomenex .
Acetato de amonio
19 i AquaCI8 125A |\ hasinm | 0,0050M (pH 4): 1 25 2
2500%04,60mm; _
5 ACND=08:2
opm
Zorbax Eclipse 6500mL H,0 pH 2 (HCI
20 Si 4 6oxa1500mm oo=0235onm | 0,1M)o+0280omL 1 Ambiente 5
5’ ' MeOHo+n7omL THF
opm
A:B =80:20; A: acetato de
RP-18 amonio. 0,002 mol /L.
, Nucloedur _ pH=4,1 (ajustado con
21 Si 100-C18. 3oum. | "PP26200M | 3 0ido acético 1 60 6
500mm concentrado); B:
MeOH /ACN 2:1
HYPERSIL ODS
22 Si 2500%04,6nmm. | oo=02350nm 1,8 40 20
Sopm
RP-C18.
23 Si 1500%04,60mm; | oo=02350nm 1 25 20
Soum
RP-CI8 MeOH / sol.
] Purospher. _ amortiguadora acetato
24 Si 1250x040mm; oo=02350nm de sodio 0,020M pH 0.8 40 5
Soum 4,40=0(30/70 v/V)
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Kinetex XB-C18
26 Si 1000%04,60mm; | oo=02540nm
2,60um

Agua 0,10% TFA. ACN

0,10% TFA 15 30 10

TABLA 2. RESULTADOS INDIVIDUALES DE LA DETERMINACION DEL ACIDO
SORBICO (mg /L)

Vino Vino Vino Vino e\;::fos Vino Vino blanco Vino Vino Vino tinto Vino Vino
blanco (A) | rosado (B) | blanco (C) | tinto (D) g o (E) rosado (F) (G) blanco (I) | blanco (K) M) generoso (N) [ blanco (O)

Codigo
del 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

laborato

rio
35, | 226, 221, 86, 226, 224, 125, 124, 126, 126
1 363 5 0 0 |80 0|52 5317 18| 0 0 361 359 O 0 [ 90,0 870( 47 46 18 2,0 0 0
33,| 210, 208, 210, 209, 116, 80, 116,
2 331 2 7 3 | 809 814|45 44| 17 24| 4 5 | 330 325 0o 149 812 6| 43 57| 20 24| 163 1
34, 216, 215, 216, 19, 120, 84, 120, 120
3 341 5 8 5 | 847 845|53 52|25 23| 3 2172 345 343| 8 1| 845 3| 57 57| 24 24| 5 2
35, | 223, 224, 220, 123, 123, 86, 123,
4 347 0 1 7 | 893 886| 51 51| 21 22| 0 2216| 345 348| 1 2 | 867 4| 52 52| 21 21| 1231 5
34, | 214, 215, 215, 215, 120, 120, 83, 121,
6 343 6 2 2 | 83,9 840|55 56| 19 20 O 6 346 347| 6 7 836 9 62 65 2,0 211201 1
35, | 217, 218, 218, 218, 122, 123, 84, 122, 122,
7 340 O 0 0 | 840 85050 60(30 30| O 0 350 350 O 0 860 O 50 50 2,0 2,0 0 0
33,| 216, 218, 218, 122, 18, 84, 123,
8 339 4 8 5 | 862 838|45 45|20 20| 8 2155| 352 339 O 9 842 3 43 41 2,0 20| 1245 3
32,| 197, 198, 197, 195, 112, 113,
9 325 5 4 2 | 8,0 80734 34| 14 14| o0 8 | 321 322 5 122| 793 794| 33 33| 13 12 | 135 7
216, 217, 216, 216, 18, 19, 83, 120, 119,
10 341 341| 0 0 | 837 836|57 56|22 21| 0 0 | 342 340| o 0| 84 4| 56 58| 21 211 o 0
37, | 227, 229, 224, 225, 127, 127, 89, 128, 128,
n 368 0 2 9 | 902 904| 46 48| 21 19 2 6 371 368| 4 0 884 0 | 40 43 21 1,9 0 5
207, 202, 209, 209, 109, 109
12 3,0 31,0 O 0 | 780 780| 40 3020 20| O 0 32,0 32,0 1,0 11,0| 79,0 78,0 40 50 2,0 2,0 0 0
35, | 219, 220, 6, 220, 220, 124, 124, 123, 123,
13 350 O 0 0 | 860 870 0 60( 30 30| O 0 350 36,0 O 0 850 870 70 70 3,0 3,0 0 0
32, | 200, 199, 200, 199, 11,
15 320 0 0 0 | 790 780|40 40| 17 16| 0 0 | 320 320| 1m0 10| 790 780| 40 40| 17 16 | 11,0 0
214, 216, 120, 119, 120
16 313 291 2131 2 | 847 842|43 43| 19 19| 2173 0 | 303 31,0| 1 6 | 835 842| 42 46| 20 20| 193 |1
35, 221, 86, 219, 122, 123, 86, 123,
17 356 4 2178 4 | 80 0 |52 54|23 242155 5 356 353| 2 4 89 5 54 55 2,7 25 (1223 9
37, | 235, 246, 220, 209, 124, 125, 88, 128,
18 350 O 0 0 | 880 850| 61 52|75 77| O 0 36,0 370 O 0 940 O 65 6,6 78 74 1270 O
30, | 183, 187, 8, -2, 0, 179, 105, 106, 115,
19 3,0 0 0 0 [ 7,0 720 0 80| 0 01770 O 30,0 270 O 0 670 7,0 40 50| -1L0 -1,0| 1160 O
34, 217, 219, 121, 19, 84, 19,
20 362 8 | 2174 0 | 849 844| 71 89| 19 27| o 2171| 351 344| 2 0|88 3|56 59| 24 23| 1219 2
32, | 204, 204, 204, 204, 114,
21 322 2 1 2 | 793 791| 43 44| 19 20| 9 4 | 326 323|119 124| 786 787| 43 44| 19 20| 1150 2
34,| 216, 216, 6, 216, 121, 121, 83, 121,
22 340 0 0 0 | 830 80 0 60|30 30| 0 217,0] 340 340| 0 08,0 0|60 60| 30 330|120 0
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35,| 219, 217, 219, 124, 123, 86, 123,
23 353 0| 3 6 | 873 861| 41 45|16 17| 3 2179] 354 359 3 0 | 870 0| 39 41| 16 18 |1246 5

34, | 214, 216, 215, 215, 17, 18, 83, 119,
24 342 0| 0o 0 | 818 821|41 41|27 28| 0 0 [ 337 338/ 0 0| 87 4| 41 41| 28 27|190 O

35, | 214, 214, 214, 122, 122, 36, 122,
26 351 2| 4 5 | 8,2 86250 51|22 22| 9 2142|350 351 3 5 |80 3| 51 51| 22 22122 5

TABLA 3. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL ACIDO SORBICO (mg /L)

Vino blanco Vino rosado Vino blanco Vino tinto Vino generoso Vino blanco
ﬁggiﬁ‘gﬁf& A G B F C K D M E N 1 0

1 3590 36,00 | 22350 22500 | 8700 8850 | 525 4,65 1,75 1,90 | 124,50 126,00
2 3315 3225 | 209,50 209,95| 8115 80,80 [ 445 500 | 2,05 220 | 1545 116,20
3 3430 3440 | 21615 216,75 | 84,60 8440 | 525 570 | 2407  240° 119,95 120,35
4 34,85 34,65 | 223,90 221,00 | 8895 8655 | 510 520 2,15 2,10 12315 123,30
6 3445 3465 | 21470 21530 | 83,95 83,75 | 5,587 6,34 | 1,959 2,08 120,65 120,60
7 3450 3500 | 21750 218,00 [ 8450 8500 | 550 500 | 300”7 200" 122,50 122,00
8 33,65 34,55 | 217,65 217,15 | 8500 8425 | 450 420 | 2,00 2,00 | 12045 123,90
9 3249 3216 | 19783 196,38 | 80,81 7940 | 342 3,32 1,41 1,25 112,38 113,56
10% 3410 34,0 | 216,50 216,00 | 83,65 8340 [ 566 568 | 2150 2139 118,50 119,50
11* 36,90 3695 | 22855 22490 | 9030 8870 | 470 415 | 2,009 2,007 127,20 128,25
12 31,00 32,00 | 20450 209,00 78,00 7850 | 3550 4,50 | 2,00 2,00 | 111,00 109,00
13 3500 3550 | 219,50 220,00 | 86,50 86,00 | 6,00 7,00 | 3,00 3,00 | 124,00 123,00
15% 32,00 32,00 | 199,50 199,50 | 78,50 78,550 [ 4,00 4,00 1,65 1,65 111,00 111,00
16 3020 30,65 | 213,65 216,65 | 8445 8385 | 4,28 4,38 1,94 1,96 19,85 119,70
17 3553 3544 | 21961 21753 | 86,51 86,19 | 530 547 2,38 2,61 | 122,82 123,12
18 36,00 36,50 | 240,50” 214,50” | 86,50 91,00” | 565 655 | 760" 760" 124,50 127,50
19 30,50”  28,50” | 185,007 98,00 | 71,50°  69,00” | 8,00 4507 | -1,00% -1,00% | 105,50 115,50"
20 3550 34,75 | 21720 218,05 | 84,65 8505 | 8,007 5757 | 2307 2,35 120,10 120,55
21 3220 3245 | 20415 204,65| 7920 78,65 | 436 4,36 1,94 1,94 12,15 114,60
22 34,00 34,00 | 21600 21650 | 83,00 83,00 6,00 600 | 3,00 3,00 | 121,00 121,00
23 3515 3565 | 21845 21860 | 86,70 86,50 | 4,30 4,00 | 1,657 1,709 123,65 124,05
24 3410 33,75 | 21500 21500 | 81,95 8355 | 4109 4109 | 2759  275° 117,50 119,00
26 3513 3506 | 21445 21458 | 8621 8615 | 507 507 2,17 2,17 122,37 122,35
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a) Valores rechazados por el test de Grubbs (aplicado a los valores medios)
b) Valores rechazados por el test de Cochran (aplicado a las varianzas)

¢) Valor obtenido por el laboratorio, pero inferior al limite de cuantificacion
TABLA 4. DATOS DE PRECISION

Indicadores Vino blanco X;Is]: do Vino blanco Vino tinto \g/gl?aroso Vino blanco
(4/G) e | €/ (/M) S 1/0)
Namero de laboratorios 22 21 21 21 20 22
Numero de repeticiones 2 2 2 2 2 2
Minimo (mg/L) 30,20 196,38 78,00 3,32 1,25 109,00
Maximo (mg/L) 36,95 228,55 90,30 7,00 3,00 128,25
Varianza de la repetibilidad s’ 0,0942 1,5249 0,4191 0,1201 0,0037 0,9397
Varianza entre grupos s, 2,6370 55,1140 9,7049 0,6418 0,1793 22,4914
;"‘}“ma de la reproducibilidad 27312 56,6389 10,1240 0,7619 0,1830 23 4311
R
Media (mg/L) 34,16 214,72 83,96 4,92 2,15 120,07
Desviacion estandar de la
repetibilidad (mg /1) 0,31 1,23 0,65 0,35 0,06 0,97
Limite de repetibilidad (mg/L) 0,869 3,495 1,832 0,981 0,172 2,743
RSD, (%) 0,9 0,6 0,8 7,0 2,8 0,8
Desviacion estandar de la
reproducibilidad (mg,/L) 1,65 7,53 3,18 0,87 0,43 4,84
Limite de reproducibilidad 4,677 21,298 9,005 2,470 1211 13,699
(mg/L)
RSD, (%) 48 3,5 3,8 17,7 19,9 4,0
HORRAT 0,5 0,5 0,5 1,4 1,4 0,5
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FIGURA 1. CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE ACIDO SORBICO Y LA

PRECISION

(mg,

Limite de rep
y limite de repr

©0v2023

Concentracién media de acido sérbico (mg/L)

y =0,0936x + 1,5542
.

y=0,0148x +0,5498
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FIGURA 2. REPRESENTACION DE LOS Z-SCORES SIN LOS VALORES DISCREPANTES

Representacién de los z-scores sin los valores discrepantes

= White wine (A/G) *  Rosé (B/F) & White wine (C/K) *  Redwine (D/M) = Port wine (E/N)
©  White wine (1/0) === = LAI ————is] ———-isS —_— -as

2 ¥
' -
8 0 o s o

o1 .
o a o o
8o —t ° g § 3 $ ' ¥ 3 ¢ H
N = g " s L L L} L]

-1 - g ° . ; ' [ ]

21 i 2 4

* L ]

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26
Cédigo del laboratorio

* LAI: limite inferior de accion; LAS: limite superior de accion; LSI: limite inferior de
aviso; LSS: limite superior de aviso

™' (1) Para la determinacion del acido sorbico, la columna y la longitud de onda se
indican a modo de ejemplo.
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