RESOLUCION OENO 10/2006

DETERMINACION CONJUNTA DE LA GLUCOSA Y LA FRUCTOSA EN LOS VINOS POR PH-METRIA
DIFERENCIAL

LA ASAMBLEA GENERAL,

Visto el articulo 2 parrafo 2 iv del acuerdo del 3 de abril de 2001 sobre la creacion de la
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino

A propuesta de la Subcomision de métodos de andlisis y de valoracion de los vinos,

DECIDE completar el Anexo A del Compendio de métodos internacionales de analisis de los
vinos y los mostos con el método siguiente y adoptarlo como método de tipo II:

Titulo Método Tipo

DETERMINACION CONJUNTA DE LA GLUCOSA Y DE LA 111
FRUCTOSA EN LOS VINOS POR pH METRIA DIFERENCIAL

1. ALCANCE Y AMBITO DE APLICACION

Este método es aplicable al analisis de la glucosa y de la fructosa en los vinos entre 0 y 60 g/I
(nivel medio) o entre 50 y 270 g/l (nivel alto).

2. PRINCIPIO
La determinacion conjunta de la glucosa y la fructosa pon pH metria diferencial consiste en
una fosforilacion de la glucosa y la fructosa mediante hexoquinasa. A continuacién se

cuantifican los iones H* presentes de forma estequiométrica respecto a las cantidades de
glucosa y de fructosa.

3. REACCIONES

La glucosa y la fructosa presentes se fosforilan con adenosina trifosfato (ATP) tras una
reaccién enzimatica catalizada con hexoquinasa (HK) (EC 2.7.1.1)

HK

\

glucosa + ATP glucosa-6-fosfato + ADP + H*

HK
fructosa-6-fosfato + ADP+ H”

\

fructosa + ATP
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4, REACTIVOS

4.1 Agua desmineralizada (18 MQ) o bidestilada

4.2 2-Amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (TRIS) pureza > 99%
4.3 Adenosina trifosfato disodico (ATP, 2Na) pureza > 99%

4.4 Fosfato trisédico con doce moléculas de agua (NazPO,.,:H50)
pureza > 99%

4.5 Hidroxido de sodio (NaOH) pureza > 98%

4.6 Cloruro de magnesio con seis moléculas de agua (MgCl,.6H,0) pureza > 99%
4.7 Triton X 100

4.8 Cloruro de potasio (KCl) pureza > 99%

4.9 2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol (Bronopol) (CzH¢BrNO,)

4.10 Hexoquinasa (EC 2.7.1.1) 1 mg = 145 U (ej. Hoffman La Roche, Manheim, Alemania
ref HEXO-70-1351)

4.11 Glicerol pureza > 98%
4.12 Glucosa pureza > 99%

4.13 Tampon de reaccion pH 8,0 comercial o preparado seguin el método siguiente:

En un matraz aforado de 100 ml (5.2) vierta aproximadamente 70 ml (5.3) de agua (4.1) y
agite de forma continua (5.5). Ahada 0,242 g + 0,001 g (5.4) de TRIS (4.2), 0,787 g+ 0,001 g
(5.4) de ATP (4.3), 0,494 g + 0,001 g (5.4) de fosfato de sodio (4.4), 0,009 mg + 0,001 g
(5.4) de hidréxido de sodio (4.5), 0,203 g + 0,001 g (5.4) de cloruro de magnesio (4.6), 2,000
+ 0,001 g (5.4) de Tritén X 100 (4.7), 0,820 g + 0,001 g (5.4) de cloruro de potasio (4.8) y
0,010 + 0,001 g (5.4) de bronopol (4.9). Ajuste hasta la linea de enrase con agua (4.1). E pH
final debe ser de 8,0 =+ 0,1 (5.6). De lo contrario, ajuste con hidréxido de sodio o acido
clorhidrico. El tampdn asi preparado es estable durante dos meses a 4°C.

4.14 Solucién enzimatica comercial o preparada segin el método siguiente:
mediante una pipeta aforada (5.7) vierta 5 ml de glicerol (4.11) en un matraz aforado de 10
ml, ajuste hasta la linea de enrase con agua (4.1) y homogeneice. Disuelva 20 mg + 1 mg
(5.4) de hexoquinasa (4.10) y 5 mg de bronopol (4.9) en 10 ml de la solucidn de glicerol. La
actividad de la solucién enzimatica debe ser de 300 U + 50 U por ml para la hexoquinasa. La
solucidn enzimatica es estable durante 6 meses a 4°C.
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4.15 Preparacion de la solucion de calibrado (nivel medio si el contenido supuesto
es inferior a 50 g/I de glucosa + fructosa)

Introduzca 3,60 g + 0,01 g (5.4) de glucosa (4.12) (previamente secada durante 12 horas a 40
°C hasta lograr un peso constante), 0,745 g + 0,001 g (5.4) de cloruro de potasio (4.8) y
0,010 g + 0,001 g (5.4) de bronopol (4.9) en un matraz aforado de 100 ml (5.2). Aflada agua
(4.1). Homogeneice bien (5.5). Ajuste hasta la linea de enrase con agua (4.1) tras retirar la
barreta magnética. La concentracion final es de 36 g/l de glucosa. La solucién es estable 6
meses a 4°C.

4.16 Preparacion de la solucién de calibrado (nivel alto si el contenido supuesto es
superior a 50 g/L de glucosa + fructosa)

Introduzca 18,0 g £ 0,01 g (5.4) de glucosa (4.12) (previamente secada durante 12 horas a 40
°C hasta lograr un peso constante), 0,745 g + 0,001 g (5.4) de cloruro de potasio (4.8) vy
0,010 g + 0,001 g de bronopol (4.9) en un matraz aforado de 100 ml (5.2). Afiada agua (4.1).
Homogeneice bien (5.5). Ajuste hasta la linea de enrase con agua (4.1) tras retirar la barreta
magnética. La concentracién final es de 180 g/I de glucosa. La solucién es estable 6 meses a
4°C.

5. MATERIAL

5.1 Aparato de pH-metria diferencial (EUROCHEM CL 10 plus, Microlab EFA o
equivalente) véase Anexo A

5.2 Matraz aforado de 100 ml clase A

5.3 Probeta graduada con pie de 100 mli

54 Balanza de precision que permita pesar al mg

5.5 Agitador magnético y barreta magnética de teflon
5.6 pH-metro

5.7 Pipetas aforadas de 3ml, 5 ml clase A

5.8 Matraz aforado de 10 ml clase A

5.9 Pipetas automaticas de piston de 25y 50 pl

6. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras no deben estar demasiado cargadas de materias en suspensién. De lo contrario,
centrifiguelas o filtrelas. Los vinos espumosos deben desgasearse.
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7. PROCEDIMIENTO

El operario debe respetar las instrucciones de uso de los aparatos (5.1). Antes de cualquier
utilizacion, debe estabilizarse la temperatura de los instrumentos. Los circuitos deben lavarse
con la solucién tampdn (4.13) vy, si es preciso, limpiarse.

7.1 - Determinacion del blanco (determinacion de la senal de la enzima)

Llene los compartimientos electrodos (EL; y EL,) del pH-metro diferencial (5.1) con el tampdn
(4.13). La diferencia de potencial entre los dos electrodos (D;) debe estar comprendida entre +
150 mpH

Afiada 24 pl de solucion enzimatica (4.14) en la cdmara de reaccion (con la micropipeta 5.9 o
el preparador) y llene el electrodo EL,;

mida la diferencia de potencial (D,) entre los dos electrodos;

calcule la diferencia de pH, ApH,, para el blanco segun el calculo siguiente:

ApH, = D, - Dy

donde

ApH , = diferencia de pH entre las dos mediciones para el blanco;

D1 = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos rellenados de tampédn;

D2 = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos, uno de los cuales rellenado de
tampodn y el otro de tampdn y enzima.

El valor de ApH, permite comprobar el estado de los electrodos en curso de dosificacién y su
eventual desviacién con el tiempo; debe estar comprendido entre -30 y 0 mpH y < 1,5 mpH
entre dos mediciones consecutivas. De lo contrario, compruebe la calidad del tampdn pH vy la
limpieza del circuito hidraulico y de los electrodos, y limpielos si es preciso. Vuelva a hacer el
blanco.

7.2 - Calibrado
7.2.1 - Nivel medio

Llene los compartimientos de los electrodos (EL; y EL,) con el tampdn (4.13);

anada 25 pl (con la micropipeta 5.9 o el preparador) de solucién de calibrado de glucosa
(4.15) en la camara de reaccion;

llene los electrodos EL; y EL, con la mezcla tampén + la solucion de calibrado;

mida la diferencia (D3) de potencial entre los dos electrodos;

afada 24 pl de solucidon enzimatica (4.14) y llene el electrodo EL, con la mezcla tampdn +
solucion de calibrado + enzima;

transcurrido el tiempo necesario para la reaccion enzimatica, mida la diferencia de potencial
(D4) entre los dos electrodos;

calcule la diferencia de pH, ApH . de la muestra de calibrado segun el calculo siguiente:

ApH; = (D4 - D3) - ApH,

donde

ApH. = la diferencia de pH entre las dos mediciones D; y D, para la muestra de calibrado
menos la diferencia obtenida para el blanco;

Ds = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos rellenado con la mezcla
tampodn/solucion de referencia;
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D, = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos, uno de los cuales rellenado con
tampodn/solucion de referencia y el otro con tampdn/solucién de referencia/enzima.

Calcule la pendiente de la recta de calibrado:

s = Cu/ApH ¢

donde

Cu es la concentracion de glucosa en la solucion de calibrado expresada en g/I.

Compruebe la validez del calibrado analizando 25 pl de solucién de calibrado (ML) de glucosa
(4.15) siguiendo el procedimiento (7.3). El resultado debe estar comprendido entre + 2% del
valor de referencia. De lo contrario, vuelva a realizar el procedimiento de calibrado.

7.2.2 — Nivel alto HL

Llene los compartimientos de los electrodos (EL; y EL,) con el tampdn (4.13);

afada 10 pl (con la micropipeta 5.9 o el preparador) de solucion de calibrado (HL) de glucosa
(4.16) en la cdmara de reaccion;

llene los electrodos EL; y EL, con la mezcla tampon + la solucion de calibrado;

mida la diferencia (Ds) de potencial entre los dos electrodos;

anada 24 pl de solucién enzimatica (4.14) y llene el electrodo EL, con la mezcla tampoén +
solucién de calibrado + enzima;

transcurrido el tiempo necesario para la reaccion enzimatica, mida la diferencia de potencial
(D4) entre los dos electrodos;

calcule la diferencia de pH, ApH . de la muestra de calibrado segun el calculo siguiente:

ApHc = (D4 - D3) - ApH,

donde

ApH. = la diferencia de pH entre las dos mediciones D3 y D4 para la muestra de calibrado
menos la diferencia obtenida para el blanco;

D; = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos rellenado con la mezcla
tampdn/solucién de referencia;

D, = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos, uno de los cuales rellenado con
tampodn/solucién de referencia y el otro con tampdn/solucién de referencia/enzima.

Calcule la pendiente de la recta de calibrado:

s = Cu/ApH ¢

donde

Cu es la concentracion de glucosa en la solucion de calibrado expresada en g/I.

Compruebe la validez del calibrado analizando 10 pl de solucién de calibrado de glucosa (4.16)
siguiendo el procedimiento (7.3). El resultado debe estar comprendido entre + 2% del valor de
referencia. De lo contrario, vuelva a realizar el procedimiento de calibrado.

7.3 - Cuantificacion

Llene los compartimientos de los electrodos (EL; y EL,) con el tampdn (4.13);

afiada 10 pl (nivel alto) o 25 uL (nivel medio) (con la micropipeta 5.9 o el preparador) de
muestra en la cdmara de reaccion;

llene los electrodos EL; y EL, con la mezcla tampén + muestra;

mida la diferencia (Ds) de potencial entre los dos electrodos;

anada 24 pl de solucién enzimatica (4.14) y llene el electrodo EL, con la mezcla tampoén +
muestra + enzima;
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mida la diferencia de potencial (Dg) entre los dos electrodos;
calcule la cantidad de soluto en la muestra segun el célculo siguiente:

W =5 x [(Ds = Ds) - ApH ,]

donde

w = cantidad de soluto en la muestra (en g/l);

S = pendiente determinada por la recta de calibrado;

ApH , = diferencia de pH entre las dos mediciones para el blanco;

Ds = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos rellenados con la muestra/solucion
de referencia;

D¢ = valor de la diferencia de pH entre los dos electrodos, uno de los cuales rellenado con
tampdén/muestra y el otro con tampdn/muestra/enzima.

8 EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresan en g/l de glucosa + fructosa con una cifra significativa tras la
coma.

9 FIDELIDAD

Los detalles de los ensayos interlaboratorio relativos a la fidelidad del método aparecen
resumidos en el Anexo B.

9.1 Repetibiidad

La diferencia absoluta entre dos resultados individuales obtenidos con un material idéntico
sometido a ensayo por un operario que utiliza los mismos aparatos, en el intervalo de tiempo
mas breve posible, no debe superar el valor de repetibilidad r en el 95% de los casos.
El valor es: r = 0,021x + 0,289, donde x es el contenido de glucosa + fructosa en g/I.

9.2 Reproducibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados individuales obtenidos con un material idéntico
sometido a ensayo en dos laboratorios no debe superar el valor de repetibilidad R en el 95%
de los casos.

El valor es: R = 0,033x + 0,507, donde x es el contenido de glucosa + fructosa en g/I.

10 OTRAS CARACTERISTICAS DEL ANALISIS

10.1 Limites de deteccidn y de cuantificacion

10.1.1 Limite de deteccion

Se determina a partir de 10 series de tres repeticiones de un blanco analitico y de la regresién
lineal realizada con los vinos del ensayo de fidelidad, igual a tres desviaciones estandar. En

este caso, el método ha dado como resultado un limite de deteccion de
0,03 g/I. Unos ensayos por dilucién realizados de forma sucesiva han confirmado este valor.
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10.1.2 limite de cuantificacion

Se determina a partir de 10 series de tres repeticiones de un blanco analitico y de la regresion
lineal realizada con los vinos del ensayo de fidelidad, igual a diez desviaciones estandar. En
este caso, el método ha dado como resultado un limite de deteccion de
0,10 g/l. Unos ensayos por dilucion realizados de forma sucesiva han confirmado este valor.
Las cuantificaciones de vinos blancos y tintos realizadas por los laboratorios que han
participado en el andlisis interlaboratorio también confirman estas cifras

10.2 Exactitud
La exactitud se evalla a partir del nivel de recuperacion medio calculado de los vinos

adicionados analizados en doble ciego durante el ensayo interlaboratorio (vinos A, B, C, D, Fy
J). Es del 98,9% con un intervalo de confianza del 0,22%.

11 CONTROL DE CALIDAD
Pueden realizarse controles de calidad con materiales de referencia certificados, vinos cuyas

caracteristicas se derivan de un consenso o vinos adicionados insertados regularmente en las
series analiticas, y siguiendo las fichas de control correspondientes.
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Anexo A

Esquema del dispositivo de pH-metria diferencial

A P
K
EL1 P1
>
L
EL 2 P2
>
]
G
B w

A: amplificador diferencial; B: solucion de tampon; C: camara de mezcla;
D: indicador; EL1 y EL 2 electrodos capilares; EL: parte electronica; G: toma de tierra; K:
teclado; M: agitador magnético; P: impresora; P1 a P3: bombas peristalticas; S: jeringa de
inyeccién de la muestra y de la enzima; W: liquido de desecho.
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Anexo B

Datos estadisticos obtenidos a partir de los resultados
de los ensayos interlaboratorio

De conformidad con la norma ISO 5725-2:1994, se han definido los parametros siguientes durante

un ensayo interlaboratorio. Dicho ensayo ha sido realizado por el laboratorio del Comité
Interprofesional del Vino de Champafia en Epernay (Francia).
Afo del ensayo interlaboratorio: 2005
Numero de laboratorios: 13 en doble ciego Nombre de muestras: 10
Vino A Vino B Vino C Vino D Vino E Vino F Vino G Vino H Vino | Vino J
Media en g/1 8.44 13.33 | 18.43 | 23.41 | 28.03 | 44.88 | 86.40 | 93.34 | 133.38 | 226.63
N° de laboratorios 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
NP° de laboratorios tras
eliminacién de las 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
dispersiones mas grandes
Desv. estandar de 0.09 0.13 | 0.21 | 0.21 0.29 | 0.39 | 0.81 | 0.85 1.19 | 1.51
repetibilidad
Limite de repetibilidad 0.27 0.38 0.61 0.62 0.86 1.14 2.38 2.51 3.52 4.45
RSDx, 100% 1.08 0.97 1.13 0.91 1.04 0.86 0.94 0.91 0.89 0.67
HORRAT t 0.26 0.25 0.31 0.26 0.30 0.27 0.32 0.32 0.33 0.47
Desv. estandar de 0.17 027 | 037 | 059 | 0.55 | 0.45 | 1.27 | 1.43 | 1.74 | 2.69
reproducibilidad
Limite de reproducibilidad || 0.50 0.79 1.06 1.71 1.60 1.29 3.67 4.13 5.04 7.78
RSDR, 100% 2.05 2.05 1.99 2.54 1.97 1.00 1.47 1.53 1.31 1.19
HORRAT R 0.50 0.54 0.55 0.72 0.58 0.31 0.51 0.53 0.48 0.47

Tipos de muestras:
Vino A: vino blanco que por su naturaleza contiene azucar, sobrecargado con 2,50 g/| glucosa
Y de 2,50 g/l de fructosa;
Vino B: vino blanco que por su naturaleza contiene azucar (vino A), sobrecargado con 5,00 g/l glucosa y de 50 g/| de fructosa;

vino blanco que por su naturaleza contiene azlcar (vino A), sobrecargado con 7,50 g/l glucosa y de 7,50 g/| de fructosa;
vino blanco que por su naturaleza contiene azlcar (vino A), sobrecargado con 10,0 g/l glucosa y de 10,0 g/I de fructosa;

Vino C:
Vino D:
Vino E:
Vino F:

Vino H:

vino aromatizado;

vino blanco que por su naturaleza contiene menos de 0,4 g/l de azlcar, sobrecargado con 22,50 g/l glucosa y de 22,50 g/I de
fructosa;

Vino G: vino tinto de naturaleza suave;

vino blanco suave;

Vino I: mistela;
Vino J: vino blanco que por su naturaleza contiene menos de 0,4 g/l de azlcar, sobrecargado con 115,00 g/l glucosa y de

115,00

g/l de fructosa;
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