RESOLUCION OIV-OENO 552-2016

DETERMINACION DE AZUCARES EN MOSTOS Y VINOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION - ACTUALIZACION DEL METODO OIV-MA-AS311-03

La ASAMBLEA GENERAL,

Visto el articulo 2, parrafo 2 iv del Acuerdo del 3 de abril de 2001 por el que se crea la Organizaciéon
Internacional de la Vifia y el Vino,

A propuesta de la Subcomision “Métodos de Analisis”,

DECIDE, a propuesta de la Comisién Il “Enologia”, introducir en el método OIV-MA-AS311-03 del
Compendio de Métodos Internacionales de Analisis de Vinos y Mostos las siguientes modificaciones:

Método de tipo II*

DETERMINACION DE AZUCARES EN MOSTOS Y VINOS
POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

1. AMBITO DE APLICACION

Este método puede aplicarse para la cuantificacién directa de los azlicares de mostos y vinos hasta los
20 g/Ly por encima de esta concentracion previa dilucion.

También permite determinar el glicerol (entre 0,5 g/Ly 15 g/L) y la sacarosa (entre 1 g/Ly 40 g/L).

2. FUNDAMENTO
Los azlcares y el glicerol se separan por HPLC en una columna de gel de silice con alquilamina. La
deteccion se realiza por refractometria.

3. REACTIVOS Y PRODUCTOS

3.1 Agua desmineralizada de tipo | (ISO 3696) o equivalente (grado de pureza HPLC)
3.2 Acetonitrilo [75-05-8] (transmisidn minima a 200 nm; pureza > 99 %)

3.3 Fructosa [57-48-7] (pureza = 99 %)

3.4 Glucosa [492-62-6] (pureza =99 %)

3.5 Sacarosa [57-50-1] (pureza = 99 %)

3.6 Glicerol [56-81-5] (pureza = 99 %)

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REACTIVOS

3.9 Agua desmineralizada (3.1): filtrar con una membrana de celulosa (0,45 um).
3.10 Eluyente: solucidn de acetonitrilo (3.2) y agua (3.9) en una proporcion de 80/20.
Nota 2: la proporcion de agua y acetonitrilo se puede ajustar en funcidn de los objetivos.

! De tipo Il para la suma de la glucosa y la fructosa; de tipo IV para la sacarosa y el glicerol.
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4. MATERIALES Y EQUIPO
4.1 Membrana de celulosa (0,45 pum)

4.2 Columna de gel de silice con grupos octadecilo (por ejemplo, cartuchos Sep-Pak Cis)

4.3. Equipo habitual de HPLC
4.4 Columna de gel de silice con alquilamina (5 um, 250 x 4,6 mm)

Nota 3: pueden emplearse columnas de longitud, didmetro interno y tamafo de particula distintos de

los indicados, que se refieren a los métodos de tipo Il.
4.5 Detector de indice de refraccion (RID)
4.6 Material habitual de laboratorio

5. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA

En caso necesario, desgasificar las muestras previamente con nitrégeno, helio o en un bafio de

ultrasonidos, por ejemplo.

6. PROCEDIMIENTO
6.1 Preparacién de la muestra
6.1.1 Dilucion

Los vinos con concentraciones inferiores a 20 g/L de glucosa+fructosa se analizan sin diluir. Los mostos
y vinos con concentraciones superiores a 20 g/L se diluyen para ajustarlas al intervalo de calibrado.

6.1.2 Filtracién
Filtrar la muestra con un filtro de 0,45 um (4.1) antes de analizarla.
6.1.3 Eliminacidn de los compuestos fendlicos

En los casos en los que sea necesario, pasar el vino o el mosto por un cartucho Cys (4.2).

6.2 Analisis
6.2.1 Condiciones analiticas

Nota 4: Las indicaciones siguientes tienen cardcter obligatorio para los métodos de tipo Il.
Nota 5: Las condiciones analiticas se pueden modificar en funcion del laboratorio, en cuyo caso el

método deja de considerarse de tipo II.

Equipo de HPLC (4.3) con columna (4.4) y detector de indice de refraccién (4.5)

Fase movil: eluyente isocratico acetonitrilo/agua (3.10)
Flujo: 1 mL/min

Volumen inyectado: entre 10 plLy 50 pL (ajustar en funcién del material)
Pueden verse ejemplos de cromatogramas en las figuras 1y 2 del anexo B.

Resolucién fructosa-glucosa = 2 es recomendada.
6.2.2 Calibrado externo

La solucién de calibrado para los compuestos a los que se refiere el método podra contener:

glicerol (3.6) 10 g/L + 0,01 g/L,
fructosa (3.3) 10 g/L + 0,01 g/L,
glucosa (3.4) 10 g/L + 0,01 g/L,
sacarosa (3.5) 10 g/L + 0,01 g/L.

Nota 6: para las determinaciones de un unico compuesto, puede prepararse una solucion que contenga

solamente dicho compuesto.
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6.3 Célculo de los factores de respuesta para el calibrado externo utilizado en los analisis de rutina
RFi= drea;/C;

donde

drea;= area del pico del producto de la solucion de calibrado

Gi = cantidad de producto presente en la solucién de calibrado

También se puede emplear una recta de calibrado.

7. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

7.1 Calculo de las concentraciones

C. = drea./RF;

donde

drea. = area del pico del producto presente en la muestra

Los resultados se expresan en g/L.

Nota 7: los resultados deberdn expresarse con un decimal como mdximo.

8. GARANTIA Y CONTROL DE LA CALIDAD

La trazabilidad de la comparacién entre referencias internacionales serd hecha segun la masa, el
volumen y la temperatura. Las mezclas sintéticas de las que provengan las muestras, por ejemplo de
inter comparaciéon entre laboratorios seran utilizadas como control de calidad interno. Graficos de
control pueden ser utilizados.

9. EFICACIA DEL METODO

Ningun compuesto conocido coeluye con la fructosa, la glucosa o la sacarosa.

Robustez: el andlisis es sensible a pequefias variaciones de temperatura. Las columnas deben estar
termostatizadas.

10. PRECISION
(Véase el anexo B.3).

10.1 Glucosa (concentracién = 3 g/L)
Limite de repetibilidad = limite de reproducibilidad =13 %

10.2 Fructosa (concentracion = 2 g/L)
Limite de repetibilidad =7 %
Limite de reproducibilidad = 10 %

10.3 Glucosa + fructosa (concentracion = 5 g/L)
Limite de repetibilidad = limite de reproducibilidad = 10 %

Certificado conforme

Bento Gongalves, 28 de octubre de 2016
El Director General de la OIV

Secretario de la Asamblea general

Jean-Marie AURAND
© 0lV 2016

3



Anexo A
(informativo)
Ejemplos de cromatogramas (HPLC)

mVvV

8.702

GY

FR GL SA

! I

0 5 10
Temps (min) Temps (min)
Figura 1. Cromatograma de una solucién patrén Figura 2. Cromatograma de un vino
(aztcares y glicerol a 10 g/L) rosado

Glicerol (GY), fructosa (FR), glucosa (GL), sacarosa (SA)
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mV GY
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RT1 - 10 W1/2 RT1
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RT2 + 10W1/2

Figura 3. Medida de las alturas de ruido de fondo después de la ampliacion del
cromatograma
fructosa (FR), glucosa (GL), sacarosa (SA) glicerol (GY);
RT1: tiempo de retencién de la fructosa; RT2: tiempo de retencidn de la glucosa;
W1/2: anchura del pico a media altura; Yi: altura del ruido de fondo en el punto i
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Anexo B
(informativo)

Datos de precision

B.1 - Muestras del ensayo inter-laboratorios

Este estudio fue dirigido por el Laboratorio Interregional de Lucha contra el Fraude de Burdeos. El
ensayo fue realizado sobre 12 muestras (6 muestras distintas duplicadas ciegas) identificadas de AaJ
(4 vinos blancos y 4 vinos tintos; 2 vinos de Porto blancos y 2 vinos de Porto tintos) conteniendo glucosa
y fructosa y cuyos contenidos de cada azlcar estaban comprendidos entre 2 y 65 g/L. Los vinos
provienen de la region de Burdeos; fueron suplementados en glucosa y en fructosa y estabilizados con
100 mg/L de SO, (TRICARD y MEDINA 2003).

B.2 - Condiciones cromatograficas
Teniendo en cuenta los factores de respuesta de estos dos azlcares y de las escalas de los
cromatogramas, el ruido de fondo corresponde a una concentracién de fructosa de 0,04 g/L y de
glucosa de 0,06 g/L (ver figura A3).
Se obtienen entonces los limites de deteccion (3 veces el ruido de fondo) y de cuantificacion (10 veces
el ruido de fondo):

LD fructosa = 0,12 g/L

LD glucosa = 0,18 g/L

LQ fructosa = 014 g/L

LQ glucosa = 0,6 g/L

Estos resultados estan de acuerdo con aquellos determinados por TUSSEAU y BOUNIOL (1986) y son
repetibles sobre otros cromatogramas.

B.3 Precision

En el estudio participaron nueve laboratorios:

Instituto Experimental de Enologia, Asti (Italia);

Laboratorio de la DGCCRF de Montpellier (Francia);

Laboratorio LARA, Toulouse (Francia);

Instituto del Vino de Oporto, Oporto (Portugal);

Instituto de la Vid y el Vino, Unhos (Portugal);

Estacidn de Viticultura y Enologia, Vilafranca del Penedeés (Espafia);
Comité Interprofesional del Vino de Champagne, Epernay (Francia);
Estacion Federal de Changins (Suiza);

Laboratorio de la DGCCRF de Talence (Francia).

Los analisis de los 3 puntos del rango de calibracién y de las 12 muestras fueron realizados en serie
aplicando el método de analisis suministrado.

Los resultados fueron evaluados segun el protocolo OIV (Protocolo de validacion de los métodos de
analisis - Resolucién OENO 6/1999).

Este protocolo establece que los andlisis no deben ser repetidos; sin embargo, 4 laboratorios enviaron
los resultados de los analisis repetidos 3 veces. Una sola serie fue elegida (la primera) para la
evaluacidn de los resultados segun el protocolo OIV.

Certificado conforme

Bento Gongalves, 28 de octubre de 2016
El Director General de la OIV

Secretario de la Asamblea general

Jean-Marie AURAND
© 0lV 2016

6



Se llevaron a cabo los célculos de repetibilidad segin Youden, de reproducibilidad y fueron efectuados
los tests de Cochran y de Grubbs.

Los datos de las repeticiones permitieron calcular de otra manera las desviaciones estandar de
repetibilidad (segun ISO 5725).
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B.3.1 - GLUCOSA

Glucosa por HPLC (en g/L)

Numero de 9 9 9 9 9 9
laboratorios
Numero de 5 5 5 5 5 5
muestras
Valor medio 2,9 2,9 12,6 12,4 44,6 67,5
Desviacién
estandar de la 0,44 0,17 0,67 0,34 1,05 3,31
repetibilidad
Limite de

s 1,42 0,55 2,15 1,07 3,35 10,58
repetibilidad
Desviacién
estandar dela 0,78 0,30 0,90 0,52 1,43 3,28
reproducibilidad
Limite de 232 | 09 | 268 | 155 | 428 | 978
reproducibilidad
Horrat 5,7* 2,1 1,84 1,08 1,01 1,62

roReng/L

* Valor no utilizado para calcular la precisiéon

Glucosa por HPLC
ry R en funcién de la concentracion de glucosa

12,0
*r *
10,0
=R y (R) = 0,1253x + 0,3301
8,0 i
y (r) =0,1389x - 0,3519
6,0 >
4,0 —s =
a _-_ ”
2,0 —2
P
!/
0,0 T T T T T T T 1
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0

concentracién en g/L

Correlacién entre ry Ry la concentracion de glucosa (I1SO 5725)
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B.3.2 - FRUCTOSA

roReng/L

© OlIV 2016

Fructosa por HPLC (en g/L)
Numero de 9 9 9 9 9 9
laboratorios
Numero de 5 ) 5 5 5 )
muestras
Valor medio 1,9 5,2 10,0 13,0 62,6 73,0
Desviacion
estandar de la 0,09 0,24 0,32 0,16 3,20 2,10
repetibilidad
imi
imite de 027 | 079 | 1,03 | 051 | 320 | 672
repetibilidad
Desviacion
estandar de la 0,25 0,25 0,32 0,43 2,91 1,93
reproducibilidad
i
imite de 075 | 075 | 09 | 1,30 | 868 | 577
reproducibilidad
Horrat 2,54 1,09 0,81 0,87 1,53 0,89
Fructosa por HPLC
ry R en funcién de la concentracién de fructosa
10,0
9,0
or ]
8,0
=R y (R) = 0,0993x + 0,2889 ~
7,0 -
6,0 — -
50 =7
4,0 __ "
3.0 = .
- y (r) = 0,0737x +0,0529
2,0 e
~-m
1,0
Vo
D,D T T T T T T T 1
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0

Correlaciéon entre ry Ry la concentracién de fructosa (ISO 5725)

concentracion en g/L
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B.3.3 - GLUCOSA + FRUCTOSA

© OlIV 2016

Glucosa + fructosa por HPLC (en g/L)
Numero de 9 9 9 9 9 9
laboratorios
Numero de 5 5 5 5 5 5
muestras
Valor medio 4,7 8,1 22,6 25,4 107,3 140,5
Desviacién
estdndar de la 0,48 0,38 1,06 0,46 1,92 5,30
repetibilidad
Limite de 1,52 | 121 | 307 | 1,48 | 613 | 17,0
repetibilidad ! ! ! ! ! !
Desviacién
estandar dela 0,89 0,46 1,06 0,64 3,47 4,74
reproducibilidad
Limite de 264 | 1,38 | 317 | 1,90 | 1034 | 14,15
reproducibilidad
Horrat 4,17* 1,39 1,33 0,72 1,15 1,26

* Valor no utilizado para calcular la precisiéon

Glucosa + fructosa por HPLC
ry R en funcién de la concentracion de glucosa + fructosa

18,0

16,0 or

14,0 =R n

y (R) = 0,0963x +0,3373 /
12,0 / _
10,0 __ &\ (1) =0,1004x - 0,3249

8,0 =

roReng/L
\
\

6,0 = *

4,0 =

2,0 =

0,0 T T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0

concentracién en g/L

Correlaciéon entre ry Ry la concentracion de glucosa + fructosa (ISO 5725)
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