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Resumen:

El proyecto se baso en la determinacion de la concentracion de los azucares reductores y de hierro (111) en
una muestra de vino artesanal elaborado en junio de 2022. La pregunta que se planted fue: ¢qué
concentracion de hierro y azlcares reductores tiene una muestra artesanal de vino rosado moscatel abocado
realizada en junio de 20227 Esta determinacion se realizd por el método Rebelein en el caso de los azucares,
basandose en las propiedades reductoras de la glucosa y la fructosa sobre las sales cUpricas. Por
espectrofotometria se realizd la determinacion de hierro a partir del complejo hexatiocianatoferrato (111).
Como hipotesis se planted que dado que en el proceso de fermentacion fueron agregados azlcares para
completar dicho proceso tendria un valor moderado de azlcares residuales. En cuanto a la concentracion de
hierro (I11) no se esperaban alteraciones en cuanto al valor normal de hierro en la uva ya que en el proceso
no se utilizaron materiales que pudieran contaminarlo, pero se tomd en cuenta que si pudo haber alteraciones
en su concentracion debido a las trazas de hierro en los reactivos empleados. Se obtuvo un valor de (14,00 +
0,02) g/L para azucares reductores, que de acuerdo a la normativa del Decreto N° 325/997 de 03/09/1997
articulo 1 es considerado un vino abocado (vino que, sin llegar a ser dulce, tiene ciertas sensaciones
azucaradas) y un valor de (2,0000 £ 0,0003) mg/L de hierro (II1) lo cual estd dentro de los pardmetros
establecidos segtin la USDA (3,7 mg/L de Fe®").

Abstract:

The project was based on the determination of the concentration of reducing sugars and iron (l11) in a sample
of artisanal wine made in June 2022. The question that was posed was: What concentration of iron and
reducing sugars does an artisan sample of muscatel rosé wine made in June 2022 have? In order to carry out
this determination, it was carried out by the Rebelein method in the case of sugars, which is based on the
reducing properties of glucose and fructose on cupric salts, and by spectrophotometry the determination of
iron, where Lambert's law was used. -Beer to determine the concentration of this parameter from the
absorbance of the hexathiocyanatoferrate (I111) complex. As a hypothesis, it was proposed that since sugars
were added in the fermentation process to complete said process, it would have a moderate value of residual
sugars. Regarding the concentration of iron (I11), no alterations were expected in terms of the normal value
of iron in the grape since no materials that could contaminate it were used in the process, but it was taken
into account that there could be alterations in its concentration. due to traces of iron in the reagents used. A
value of 14.00 £ 0.02 g/L was obtained for reducing sugars, which according to the regulations of Decreto
N° 325/997 de 03/09/1997 articulo 1 is considered a doomed wine (Wine that, without become sweet, it has
certain sugary sensations.) and a value of 2.0000 + 0.0003 mg/L of iron (I11) which is within the parameters
established by the USDA (3,7 mg/L de Fe*").

Introduccion:

El tema elegido vino fue seleccionado tanto por curiosidad de los integrantes de este equipo como por
interés debido a los posibles beneficios en cuanto al consumo moderado de este y sus parametros de calidad,
ademas de aplicar tecnicas aprendidas durante el curso, no obstante, el consumo de vino también puede
resultar perjudicial a la salud y lo que buscamos en este documento es tan solo informar al respecto.

Pregunta investigable:
¢Qué concentracién de hierro y azucares reductores tiene una muestra artesanal de vino moscatel dulce
realizada en junio de 2022?
Objetivos:
- Determinar la cantidad de azucares reductores en una muestra de vino artesanal expresada como

glucosa.
- Determinar la concentracion de hierro en una muestra de vino artesanal.



Hipotesis:

Se espera tener un valor moderado de azUcares reductores debido a que el proceso de fermentacion del vino
fue realizado con agregados de azucar, por lo que luego de terminado el proceso de fermentado quedaron
restos de estos azUcares. En cuanto a la concentracion de hierro en la muestra de vino se espera obtener un
valor igual o menor a 4 mg/L debido a que no se utiliza ningln recipiente que pudiera alterar las
concentraciones naturales de hierro en la uva.

Marco tedrico

El vino es la bebida que se obtiene de la fermentacion alcohdlica total o parcial, del jugo de uvas maduras.
El vino estd formado por diferentes componentes, de los cuales el principal es el agua, que esta presente
entre un 82 % y un 88 %. El segundo componente mas importante es el alcohol, que surge gracias a
lafermentacion, y le da cuerpo y aroma al vino. La graduacion del vino suele variar entre el 7 % y el 17
%, dependiendo del tipo de vino. El resto de componentes aparecen en menor cantidad, como azlcares,
influyen en el sabor del vino; taninos, que le dan color y textura al vino; sustancias volatiles, que
constituyen partedel aroma; &cidos, que participan también en el sabor del vino; y algunos otros de
menor importancia (Lucas, 2015).

Hay varios parametros que miden la calidad de un vino, pero técnicamente estos son los mas comunes:

- Densidad: Es un pardmetro que se percibe al paladar como la estructura del vino o0 como espesor en
boca. Como criterio de calidad consideramos vinos buenos aquellos que son ligeros pero con mucho
cuerpo (sensacion de volumen).

- Grado alcoholico: Este parametro viene determinado por muchos factores: la variedad de la uva, el
momento de la vendimia y los posteriores procesos de fermentacion y tratamientos posteriores. El
grado alcoholico es uno de los factores mas importantes para conservar las caracteristicas de un vino,
pero no es determinante para la calidad. La influencia del grado alcohdlico influye en la percepcion
sensorial del vino; Esto se refleja en el equilibrio del sabor. También puede enmascarar los
componentes volatiles del vino. En cuanto al consumo, es uno de esos aspectos “subjetivos e
individuales” que nos permite elegir l0s vinos favoritos.

- pH: Es uno de los factores mas variables del vino, derivado del equilibrio de los &cidos que lo
componen. Esta es la concentracion real de acido o iones H3O". Aqui también el tipo de suelo, la
variedad de uva y el grado de madurez influyen en la acidez de la uva. Los niveles de &cido tartérico
y acido mélico, que son los mas comunes, pueden variar ampliamente. Es importante como criterio
de calidad porque influye en el sabor del vino. El caracter acido es fundamental porque, asociado a
los polifenoles, contrasta las notas dulces del etanol.

- Acidez volatil: Son todos los acidos presentes en el vino, de los cuales el &cido acético es el méas
importante. Este pardmetro debe ser lo mas bajo y estable posible, ya que contribuye a la
conservacion del vino, ya que es un producto que no contiene conservantes artificiales. EI aumento
de la acidez volatil tiene un efecto negativo y provoca picaduras en el vinagre. Durante la cata se
perciben aromas y sabores a vinagre.

- Color: Es uno de los factores de calidad, visible a simple vista, que habla de la estructura, el cuerpo
y el paso por boca del vino. Medir los matices del vino en la copa, su luminosidad y su
transparencia nos puede dar una primera valoracion. También en este caso, el vino tendra diferentes
tonalidades dependiendo de la variedad de uva y de los procesos enoldgicos que haya sufrido
posteriormente, pero si existen defectos, estos pueden verse reflejados en su color. A veces el vino
puede estar turbio o parecer opaco debido a los solidos en suspensidn que pueden haber aparecido en
la botella; en este caso, con la ayuda de una jarra, podremos retirarlos facilmente. Otras veces, este
aspecto del vino esté ligado a una alteracion microbiologica y por tanto a un defecto del mismo.

- Hierro: El vino contiene metales en su composicién, siendo el cobre y el hierro los dos mas
importantes. Estos ocurren en el vino debido a la "contaminacion™ durante el manejo de la uva y los
procesos Yy equipos de vinificacion. Su inestabilidad puede provocar fallas en las instalaciones de



almacenamiento de vinos tintos y blancos. La cantidad maxima de hierro que un vino puede contener

sin estropearse depende del tipo, composicion y, en parte, de las condiciones de almacenamiento

(2015).
La fermentacion se produce por la accion metabdlica de levaduras, que transforman los azlcares naturales
del fruto (glucosa y fructosa) en etanol y gas en forma de dioxido de carbono. EI metabolismo de la glucosa
se refiere a las diversas reacciones bioguimicas que tienen lugar para la formacion, descomposicion e
interconversion de glucosa en los seres vivos. EI metabolismo de la glucosa implica dos vias bioquimicas
diferentes; uno de ellos es aerdbico (requiere dioxigeno) y el otro es anaerdbico (sin dioxigeno). La via
aerébica ocurre en las mitocondrias de las células y resulta en el uso eficiente de glucosa para liberar
energia; mientras que la via anaerdbica ocurre en el citoplasma de las células y da como resultado una
liberacion moderada de energia (El Metabolismo De La Glucosa Laparoscopia.MD, s.f.).

En la glucolisis, que también se denomina via de Embden-Meyerhof-Parnas, cada molécula de glucosa se
divide y se transforma en dos unidades de tres carbonos (piruvato). Durante este proceso se oxidan
numerosos atomos de carbono. La pequefia cantidad de energia que se captura durante las reacciones
glucoliticas (alrededor del 5 % de la total disponible) se almacena de forma temporal en dos moléculas de
ATP (trifosfato de adenosina o adenosina trifosfato) y una de NADH (dinucleétido de nicotinamida y
adenina reducido) (la forma reducida de la coenzima NAD"). El destino metabdlico subsiguiente del
piruvato depende del organismo que se considere y de sus circunstancias metabolicas. En los organismos
anaerobios (aquellos que no utilizan dioxigeno para generar energia), el piruvato puede convertirse en
productos de desecho como etanol, acido lactico, acido acético y moléculas semejantes. Utilizando el
oxigeno como aceptor electrénico terminal, los organismos aerobios, como los animales y los vegetales,
oxidan por completo el piruvato para formar CO, y H,O en un complejo mecanismo escalonado, conocido
como respiracion aerobia (McKee y McKee, 2014, p. 236).

La fermentacion alcohdlica (denominada también como fermentacién del etanol o incluso fermentacion
etilica) es un proceso biologico de fermentacion en plena ausencia de aire (dioxigeno - O,), originado por la
actividad de algunos microorganismos que procesan los glucidos (como pueden ser por ejemplo la glucosa,
la fructosa, la sacarosa, el almidon, etc.) para obtener como productos finales: un alcohol en forma de etanol
(cuya formula quimica es: CH3-CH,-OH), didxido de carbono (CO,) en forma de gas y unas moléculas de
ATP que consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético anaeroébico. El etanol
resultante se emplea en la elaboracion de algunas bebidas alcohélicas, tales como el vino, la cerveza, la
sidra, el cava, etc. Aunque en la actualidad se empiezaa sintetizar también etanol mediante la fermentacion a
nivel industrial a gran escala para ser empleado como biocombustible (Vazquez, 2007).

La fermentacion alcohdlica tiene como finalidad bioldgica proporcionar energia anaerdbica a los
microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de dioxigeno para ello disocian las moléculas de
glucosa y obtienen la energia necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol y CO, como desechos
consecuencia de la fermentacion. Las levaduras y bacterias causantes de este fendmeno son
microorganismos muy habituales en las frutas y cereales y contribuyen en gran medida al sabor de los
productos fermentados. Una de las principales caracteristicas de estos microorganismos es que viven en
ambientes completamente carentes de dioxigeno, maxime durante la reaccion quimica, por esta razon se dice
que la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerdbico (Harden, 1914).

El proceso de fermentacion alcohdlica es un complejo proceso biolégico originado por la actividad de
algunos microorganismos que procesan los glicidos como por ejemplo, la glucosa.

El agente bioldgico de la fermentacién alcohdlica es la levadura Saccharomyces cerevisiae (un hongo
unicelular utilizado industrialmente en la produccion de pan, cerveza y vino) que se encuentra de forma
natural en los hollejos de la uva. La cantidad de ATP producido en el cuerpo afecta directamente la cantidad
de células adquiridas. La disponibilidad de glucosa y dioxigeno determina los mecanismos utilizados por la
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levadura.

v’ Efecto Pasteur: activacion de las vias de fermentacion en ausencia de dioxigeno.

v’ Efecto Crabtree: inhibicion de la respiracién por altas concentraciones de glucosa. La levadura puede
utilizar los siguientes monosacéaridos como sustratos: glucosa, fructosa, galactosa y manosa (la
glucosa es el sustrato preferido). Los disacaridos como la sacarosa y la maltosa tienen enzimas que

los hidroliza, pero la lactosa no. Tampoco pueden metabolizar polisacaridos complejos como el
almidon y la celulosa (Gatto, 2022).
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No toda la glucosa se convierte en etanol, parte del sustrato se utiliza para producir mas células (coproducto)
El etanol se recupera en un 90 - 93 % del rendimiento tedrico. En el fermentador ocurren otras reacciones,
en las que se producen otros productos ademas del etanol como por ejemplo:

Glicerol: en las fermentaciones industriales se produce hasta aproximadamente 1,0 % m/V.

Acido acético o etanoico.

Acido lactico.

Acido succinico.

Acetaldehido.

Aceites/alcoholes de fusel: isoamilico, butilico, propilico y heptilico. Se les denomina aceites por su
apariencia. Son subproductos en la fermentacion alcohdlica a partir de granos.

AN N NN

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio, forma y color. Son
consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son ovaladas, pero también pueden encontrarse
en forma esférica, cilindrica o eliptica. Son mayores que las bacterias alcanzando un diametro maximo de
entre 4 y 5 um. Se reproducen por fision binaria o gemacion y algunas pueden ser dimorficas o bifasicas y
crecen como micelio bajo condiciones ambientales especiales.

El contenido de proteinas en las levaduras varia entre el 40 - 50 % de su masa seca y tienen una excelente
calidad en funcion de su perfil de aminoéacidos esenciales (Pérez, 2007).

Las levaduras son cuerpos unicelulares (generalmente de forma esférica) de un tamafio que ronda los 2 a 4
um y que estan presentes de forma natural en algunos productos como las frutas, cereales y verduras. Son lo
que se denominan: organismos anaerobicos facultativos, es decir que pueden desarrollar sus funciones
bioldgicas sin dioxigeno. Se puede decir que el 96 % de la produccién de etanol la llevan a cabo hongos
microscopicos, diferentes especies de levaduras, entre las que se encuentran principalmente: saccharomyces
cerevisiae, khuyveromyces fragilis, torulospora y la zymomonas mobilis. Los microorganismos responsables
de la fermentacion son de tres tipos: bacterias, mohos y levaduras. Cada una de estos microorganismos posee
una caracteristica propia sobre la fermentacion que son capaces de provocar, en algunos casos son capaces
de proporcionar un sabor caracteristico al producto final (como en el caso de los vinos o cervezas). A veces
estos microorganismos no actuan solos, sino que cooperan entre si para la obtencidn del proceso global de
fermentacion. Las propias levaduras se han empleado a veces en la alimentacion humana como un
subproducto industrial. Se ha descubierto que en algunos casos es mejor inmovilizar (reducir el movimiento)
de algunas levaduras para que pueda atacar enzimaticamente mejor y con mayor eficiencia sobre el substrato
de glucidos evitando que los microorganismos se difundan facilitando su recuperacion (los biocatalizadores
suelen ser caros), para ello se emplean 'fijadores' como las como agar, alginato de calcio, astillas de madera
de balsamo, etcétera (Vazquez, 2007).

Algunas cepas de levaduras tienen eficiencias de fermentacion altas sin necesidad de fijacion, incluso a
relativas velocidades de movilidad, tal y como puede ser el caso de la zymomonas mobilis (de esta levadura
ha sido extraida en el afio 2005 completamente la secuencia genémica). Esta levadura ha sido siempre
rechazada de la fermentacion de la cerveza y de la sidra por proporcionar sabores y olores desagradables. No
obstante posee una alta resistencia a sobrevivir a concentraciones elevadas de etanol lo que la convierte en
una levadura ideal en la generacién de etanol para usos no comestibles (como puede ser biocombustibles).
El bidlogo Lindner en el afio 1928 fue el primero en describir la levadura zymomonas mobilis (conocida en
honor de su descubridor como Z. lindneri, thermobacterium mobile o pseudomonas lindneri). Una de las
caracteristicas de esta levadura es que emplea la via Entner-Doudoroff para el metabolismo de la glucosa, en
lugar de la mas habitual via de Embden-Meyerhoff-Parnas (2007).

Cuando el medio es rico en aztcar (como puede ser el caso de las melazas o siropes), la transformacion del
mismo en alcohol hace que la presencia de una cierta concentracion (generalmente expresada en grados
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brix) afecte a la supervivencia de levaduras no pudiendo realizar la fermentacion en tal medio (las altas
concentraciones de azucar frenan los procesos osmoticos de las membranas de las celulas). Aunque hay
distintos tipos de levaduras con diferentes tolerancias a las concentraciones de azlcares y de etanol, el limite
suele estar en torno a los 14 ° de alcohol para las levaduras del vino, por ejemplo. Otros factores como el
numero de levaduras (contadas en el laboratorio, o la industria, a veces mediante camaras de Neubauer)
(2007).

Algunas enzimas participan en la fermentacion, como puede ser la diastasa o la invertasa. Aunque la unica
responsable de convertir los glicidos en etanol y diéxido de carbono es la zimasa. La zimasa es la
responsable final de dirigir la reaccion bioquimica que convierte la glucosa en etanol. La idea de que una
sustancia albuminoide especifica desarrollada en la célula de la levadura llega a producir la fermentacion
fue ya expuesta en el afio 1858 por Moritz Traube como la teoria enzimatica o fermentativa y, mas tarde, ha
sido defendida por Felix Hoppe-Seyler hasta llegar al descubrimiento de Eduard Buchner que lleg6 a hacer
la fermentacidn sin la intervencion de células y hongos de levadura (2007).

Bioquimica de la reaccion

La glucolisis es la primera etapa de la fermentacion, lo mismo que en la respiracién celular, y al igual que
ésta necesita de enzimas para su completo funcionamiento. A pesar de la complejidad de los procesos
bioquimicos una forma esquematica de la reaccion quimica de la fermentacion alcoholica puede describirse
como una glicdlisis (en la denominada via Embden-Meyerhof-Parnes) de tal forma que puede verse como
participa inicialmente una molécula de hexosa:

CeH1206 + 2 P; + 2 ADP — 2 CH3-CH,OH + 2 CO, + 2 ATP + 25,5 kcal

Se puede ver que la fermentacién alcohdlica es desde el punto de vista energético una reaccién exotérmica,
se libera una cierta cantidad de energia. La fermentacion alcohodlica produce gran cantidad de CO», que es la
que provoca que el cava (al igual que el Champagne y algunos vinos) tengan burbujas. Este CO,
(denominado en la edad media como gas vinorum) pesa mas que el aire, y puede llegar a crear bolsas que
desplazan el dioxigeno de los recipientes donde se produce la fermentacion. Por ello es necesario ventilar
bien los espacios dedicados a tal fin. En las bodegas de vino, por ejemplo, se suele ir con una vela encendida
y colocada a la altura de la cintura, para que en el caso de que la vela se apague, se pueda salir
inmediatamentede la bodega. La liberacién del didxido de carbono es a veces "tumultuosa” y da la sensacion
de hervir, de ahi proviene el nombre de fermentacion, palabra que en castellano tiene por etimologia del
latin fervere (Lubert, 1975).

Un célculo realizado sobre la reaccion quimica muestra que el etanol resultante es casi un 51 % de la masa,
los rendimientos obtenidos en la industria alcanzan el 7 %. Se puede ver igualmente que la presencia de
fosforo (en forma de fosfatos), es importante para la evolucion del proceso de fermentacion. La
fermentacidn alcohdlica se produce por regla general antes que la fermentacién malolactica, aunque existen
procesos de fermentacidn especificos en los que ambas fermentaciones tienen lugar al mismo tiempo. La
presencia de azUcares asimilables superiores a una concentracion sobre los 0,16 g/L produce
invariablemente la formacion de alcohol etilico en proceso de crecimiento de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) incluso en presencia de exceso de dioxigeno (aerdbico), este es el denominado efecto Crabtree,
este efecto es tenido en cuenta a la hora de estudiar y tratar de modificar la produccion de etanol durante la
fermentacion (1975).

Si bien el proceso completo (via Embden-Meyerhof-Parnes) descrito simplificado anteriormente explica los
productos resultantes de la fermentacion etilica de un hexano, cabe destacar que el proceso se puede detallar
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en una glicolisis previa gobernada por un conjunto de enzimas en la que se obtiene un piruvato tal y como se
describe a continuacion:

CeH1206 — 2 CH3COCOO +2H,0+2 H*

La reaccion guimica se describe como la reduccion de dos moléculas de nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD") de NADH (forma reducida del NAD™) con un balance final de dos moléculas de ADP que
finalmente por la reaccion general mostrada anteriormente se convierten en ATP (adenosin trifosfato). Otros
compuestos trazados en menores proporciones que se encuentran presentes tras la fermentacion son: el &cido
succinico, el glicerol, el acido fumarico (1975).

En més detalle durante la fermentacion etilica en el interior de las levaduras, la via de la glucélisis es
idéntica a la producida en el eritrocito (con la excepcion del piruvato que se convierte finalmente en etanol).
En primer lugar el piruvato se descarboxila mediante la accion de la piruvato descarboxilasa para dar como
producto final acetaldehido liberando por ello dioxido de carbono (CO,) a partir de iones hidrégeno (H*) y
electrones del NADH. Tras esta operacion el NADH sintetizado en la reaccién bioquimica catalizada por el
GADHP se vuelve a oxidar por el alcohol deshidrogenasa, regenerando NAD™ para la continuacion de la
glucdlisis y sintetizando al mismo tiempo etanol. Se debe considerar que el etanol va aumentando de
concentracion durante el proceso de fermentacién y debido a que es un compuesto toxico, cuando su
concentracion alcanza aproximadamente un 12 % de volumen las levaduras tienden a morir. Esta es una de
las razones fundamentales por las que las bebidas alcohdlicas (no destiladas) no alcanzan valores superiores
a los 20 % de concentracion de etanol (1975).

Balance energético

La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerébico exotérmico (libera energia) y moléculas de ATP
necesarias para el funcionamiento metabdlico de las levaduras. Debido a las condiciones de ausencia de
dioxigeno durante el bioproceso, la respiracion celular de la cadena del ADP en ATP queda completamente
bloqueada, siendo la Unica fuente de energia para las levaduras la glicolisis de la glucosa con la formacién
de moléculas de ATP mediante la fosforilacion a nivel de sustrato. El balance a nivel moleculardel proceso
se puede decir que genera 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa. Si se compara estebalance con
el de la respiracion celular se vera que se generan 38 moléculas de ATP. A pesar de ello parece ser
suficiente energia para los organismos anaerobicos. La energia libre de Gibbs (entalpia libre) de la reaccién
de fermentacion etilica muestra un valor de AG de - 234,6 kj/mol (en un entorno neutro de pH = 7) este
valor negativo de la energia libre de Gibbs indica que: desde el punto de vista termodindmico la
fermentacidn etilica es un proceso quimico espontaneo (Fogler, 2001)

La fermentacion del vino es de las mas conocidas y estudiadas por afectar a una industria muy extendida y
con gran solera. En el caso del vino las levaduras responsables de la vinificacion son unos hongos
microscopicos que se encuentran de forma natural en los hollejos de las uvas (generalmente en una capa en
forma de polvo blanco fino que recubre la piel de las uvas (vitis vinifera l.) y que se denomina "pruina™). Los
vinos deben tener una cantidad de alcohol debido a la fermentacion de al menos un 9 % en volumen. Con la
excepcion de los vinos verdes como puede ser el chacoli que pueden tener una graduacion inferior. La
fermentacion alcoholica del vino es muy antigua y ya en la Biblia se hacen numerosas referencias al
proceso. Las especies de levaduras empleadas en la elaboracion del vino suelen ser por regla general las
Saccharomyces cerevisiae aunque a veces también se emplean la S. bayanus y la S. oviformis, aunque en
muchas variedades de vides la kloeckera apiculata y la metschnikowia pulcherrima son levaduras endogenas
capaces de participar en las primeras fases de la fermentacion. Para frenar la aparicion de bacterias
indeseables y otros organismos limitantes de la fermentacion se suele esterilizar el mosto a veces con
dioxido de azufre (SO,) antes del proceso (Harden, 1914).
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La elaboracion del vino pasa por una fermentacion alcohdlica de la fruta de la vid en unos recipientes (hoy
en dia elaborados en acero inoxidable) en lo que se denomina fermentacion tumultuosa debido a gran
ebullicién que produce durante un periodo de 10 dias aproximadamente (llegando hasta aproximadamente
unas dos semanas). Tras esta fermentacion 'principal’ en la industria del vino se suele hacer referencia a una
fermentacidn secundaria que se produce en otros contenedores empleados en el trasiego del vino joven (tal y
como puede ser en las botellas de vino). Los vinos blancos fermentan a temperaturas relativamente bajas de
10°-15 °C y los vinos tintos a temperaturas mayores de 20°-30 °C. A veces se interrumpe voluntariamente la
fermentacion etilica en el vino por diversas causas, una de las mas habituales es que haya alcanzado la
densidad alcoholica establecida por la ley. En otros casos por el contrario se activa de forma voluntaria el
proceso de fermentado mediante la adicion de materiales azucarados, este fendmeno recibe el nombre de
chaptalizacion y esta muy regulado en los paises productores de vino (Hutkins, 2006).

Para la determinacion de los azlcares reductores en el vino utilizamos el método de Rebelein que se basa en
las propiedades reductoras de la glucosa y fructosa sobre las sales clpricas. Estos azucares son oxidados a la
temperatura de ebullicién por un exceso de solucién alcalina de Cu?* que contiene tartrato para mantener la
estabilidad de la solucién. EI Cu®* es reducido a Cu* y el Cu?* en exceso se puede determinar por
yodometria después de adicionar exceso de Kl y acidular. Las reacciones que tienen lugar son las siguientes:

Azlcar + Cu®* 2 Azlcar o. + Cu*+ Cu** .
2CuU% e +2e=22Cu"
212, +2¢

2Cu¥+2I=22Cut+1,

b+2e =221
25,052 25,047 +2¢

I, +25,032 221 +5,05 %

El azGcar es un componente esencial en la produccién de vino. Durante la fermentacion alcohdlica, la
levadura consume azlcares encontrados en el jugo de uva o mostos y lo convierte en etanol y didxido de
carbono. En el caso de ciertos estilos de vinos, tales como el semi dulce o para postres, algo de azlcar es
permitido que permanezca tras la fermentacion. Esta azlcar residual puede servir para dar un caracter mas
dulce a la mezcla final o jugar un rol en la estabilidad microbiana.

Los azUcares primarios fermentables encontrados en las uvas son la glucosa y la fructosa. Estos dos azucares
simples son también conocidos como azucares reductores porque contienen grupos funcionales capaces de
ser oxidados bajo ciertas condiciones. Un fabricante de vinos interesado en confirmar el contenido de azUcar
residual de un producto tras la fermentacion o un producto de vino terminado, puede utilizar titulacion redox
para facilitar la oxidacion y el andlisis de estos azucares (Hanna instruments, 2019).
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Imagen 1: Estructura de la glucosa y fructosa

Se fundamenta también en la reduccion del reactivo cuproalcalino. No es necesaria decoloracion alguna, lo
que representa una mayor exactitud en la determinacion, por cuanto no hay pérdidas de materias reductoras,
que siempre tienen lugar en el proceso de decoloracién. Un adicional calentamiento puede causar
variaciones en los resultados, por ello es necesario respetar los tiempos indicados de ebullicion (3 minutos).
(Rebelein, 1973).

Ambos se someten a reduccion quimica en soluciones cuproalcalinas. El azlcar se almacena en las uvas
durante la maduracion. Cuando se completa la fermentacion, el vino resultante casi no contiene sustancias
azucaradas (Garcia, 2015).

Los vinos se pueden clasificar segin su cantidad de azUcares, ésta es su clasificacion segin el Decreto N°
325/997 de 03/09/1997 articulo 1.
Para los vinos livianos, de mesa, frisante y finos:

v Seco: Hasta 4 g/L de azUcar.

v Demi Sec., Medio Seco o Abocado: Superior a 4 y hasta 25 g/L de azlcar.
v’ Suave o Dulce: superior a 25 g/L y hasta 80 g/L de azUcar.

Para los vinos espumosos naturales o gasificados:
v Nature: hasta 3 g/L de azUcar.

Extra Brut: Superior a 3 g/L y hasta 8 g/L de azUcar.

Brut: Superior a 8 g/L y hasta 15 g/L de azUcar.

Sec 0 Seco: Superior a 15 g/L y hasta 20 g/L.

AN

Medio dulce, medio seco, demi sec: Superior a 20 g/L y hasta 60 g/L de azUcar.

v" Dulce: Superior a 60 g/L de azlcar.
Para licorosos:
v’ Seco: hasta 20 g/L de azUcar.

v" Dulce: Superior a 20 g/L de azlcar.


https://www.impo.com.uy/bases/decretos/325-1997/1

Para compuesto:
v’ Seco o Dry: hasta 40 g/L de azUcar.

v Medio Seco, medio dulce: Superior a 40 g/L y hasta 80 g/L de azlcar.
v Dulce: Superior a 80 g/L de azucar.

La calidad organoléptica del vino depende principalmente de su aroma. Muchos de los compuestos que
contribuyen a este sabor se deben a la geografia y al entorno natural. La falta de hierro en el vifiedo provoca
cambios en el producto final, en este caso el vino. Sin embargo, estos cambios no tienen por qué tener un
impacto negativo. La clorosis férrica reduce el valor del pH del vino, mejorando la percepcién sensorial.
“Como resultado de bajar el valor del pH, aumenta la percepcion de acidez y el balance de azlcares acidos
en la boca. Visualmente, un pH mas bajo ayuda a aumentar la intensidad del color del vino, especialmente
en las partes rojas” (Martin, 2022, p. 2).
En condiciones de deficiencia de hierro o cloracion de hierro, la baja disponibilidad reduce la produccion de
clorofila, lo que afecta la funcion fotosintética de las plantas, mediante la cual convierten la materia
inorganica en materia organica utilizando la luz y la sintesis de glucidos. Esto compromete el normal
crecimiento de la planta, su capacidad productiva y el desarrollo de las caracteristicas del fruto durante su
maduracion (2022).
Para la determinacion de hierro utilizamos el método de Ferre Michel. EI método analitico se basa en la
determinacion colorimétrica, previa oxidacion del Fe** a Fe** mediante el peréxido de hidrégeno en medio
4cido, con tiocianato de potasio forméndose complejos de tiocianato de hierro [Fe(SCN)e® o Fe(SCN)*] de
color rojizo.

Reaccion de oxidacion del Fe?* a Fe** mediante el peréxido de hidrégeno

2Fe? S5 2Fe¥ +2¢
H,O, + 2H +2e > 2 H,O

2Fe? + H,0, + 2 H" = 2 Fe®* + 2 H,0

Equilibrio de formacion del complejo:
Fe** (ac) + 6 SCN™ (ac) 2 [Fe(SCN)s]* (hexatiocianatoferrato (111))
Fe** (ac) + SCN™ (ac) 2 [Fe(SCN)]?** (tiocianatoferrato (1))

La metodologia empleada para la determinacion de Fe®* fue el espectrofotometria, en la cual mediante un
espectrofotometro que es un instrumento que permite proyectar un haz de luz a través de una muestra y
medir la absorbancia (la cantidad de luz absorbida por la muestra) o la transmitancia (la cantidad de luz que
pasa a través de la muestra, es decir, el reciproco matematico de la absorbancia). La cantidad de luz
absorbida o transmitida a una determinada longitud de onda es proporcional a la concentracién del material.
(Britos, Gatto y Gurin, 2021).



La ley de Lambert-Beer explica que hay una relacion exponencial entre la transmision de luz a través de una
sustancia y la concentracion de la sustancia, asi como también entre la transmision y la longitud del cuerpo
que la luz atraviesa. La absorbancia es proporcional a la concentracion de la sustancia (C) y al espesor de la
cubeta (b) o camino Optico. La absortividad molar (¢) es caracteristica de cada sustancia y de cada longitud

de onda (Britos, 2022).
A=€e.b.C

Unidades: C = concentracion en mol/L
b= camino optico (cm)
Absortividad molar () = L/mol.cm

Se mide la absorbancia de la reaccion del color con un espectrofotémetro a 480 nm. Como paso previo se
debe decolorar el vino para que el color natural de este no afecte en el color final de la reaccion. El valor
normal de hierro en una porcién de vino (100 g) es de 0,37 mg (USDA, 2018).

Medidas de seguridad
Emplear equipo de proteccion personal: Tunica de laboratorio, lentes de proteccion y guantes.

Materiales y sustancias

Materiales Sustancias

« Placa calefactora. * Agua destilada

« Reactor: matraz Erlenmeyer de 250 mL con tapén - Solucion Cuprica 0,168 mol/L - Solucién alcalina

y embudo de vidrio acoplado (potasio sodio tartrato) 0,886 mol/L

* Pipetas Pasteur. - Solucioén de yoduro de potasio 30 % m/V

* Probeta de 10,0 mL. - Acido sulfarico solucion 16 % V/V

* Bureta de 25,00 mL. - Solucién de almidon 2 %
- Solucién de tiosulfato de sodio 0,0551 mol/L
(0,0551 eq/L)

Materiales y sustancias para la determinacion de hierro

Materiales Sustancias y soluciones
 Espectrofotdbmetro VIS, que permite medir la » Agua destilada

absorbancia a las longitudes de onda 480 0 580 nm. « Hidrégeno Perdxido 10 % m/V

* Pipetas Pasteur. * Solucion patron de Fe

« Matraces aforados de 50,00 mL « Acido Clorhidrico-Agua solucion 50:50

* Pipetas de 2 y 10 mL. « Tiocianato de potasio solucién 20 % m/V

» Bureta de 25,00 mL.



Armado del dispositivo fermentador

Materiales Sustancias y soluciones

« Botella plastica de un litro « Seis uvas cortadas (para adicionar la levadura).

» Tapdn acoplado con un tubo flexible « Jugo de 1 racimo de uvas (jugo diluido de uva,500
» Tubo de ensayo mL).

« Parafilm * Solucidn 1:1 de sacarosa con agua

« gomitas elésticas (aproximadamente 175 mL).

Procedimiento

Determinacion de azucares reductores:

En un matraz Erlenmeyer se introdujeron de forma sucesiva 2 mL de vino, 10 mL de solucién cuprica y 5
mL de la solucidn alcalina, se tapo el Erlenmeyer y se calentd sobre la placa calefactora hasta ebullicion que
se mantuvo durante 3 min. Se enfrié bajo el chorro del grifo y se afiadi6 de forma sucesiva con la probeta 10
mL de la solucion de yoduro de potasio, 10 mL solucién de &cido sulfarico y 10 mL de solucién de almidén.
Se hizo un blanco con todos los reactivos excepto el vino que se sustituyd por agua destilada. La valoracion
se realiz6 con la solucién de tiosulfato hasta coloracion amarillo crema. Antes de realizar el andlisis fue
necesario conocer la cantidad aproximada de aztcar reductor de la muestra que debe ser <28 g/L.

En caso contrario serd necesario diluir la muestra.

Decoloracion del vino (para hierro):

Se arm0 el dispositivo de filtrado conectado al grifo canilla con agua corriente para el correcto
funcionamiento de la trampa de vacio, luego se coloc6 un papel de filtro himedo cortado a medida dentro
del embudo, previo a colocar el vino con el carbon activado en el embudo se dejé reposar 15 minutos el vino
en conjunto con el carbén. Por Gltimo se recogio la solucion decolorada de vino.

Determinacion de Fe®*:

En los matraces aforados de 50,00 mL correspondientes se afiadieron 1 mL de &cido clorhidrico, 1 mL de
tiocianato de potasio, 4 gotas de perdxido de hidrégeno, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mL de solucién patrén
dependiendo de su concentracion (1; 2; 3; 4; 5y 6 mg/L) y se enrasd con agua destilada. Se realiz6 un
blanco con todos los reactivos excepto el patron de hierro. Para el desarrollo de color de la muestra se
afiadieron 1 mL de &cido clorhidrico, 1 mL de tiocianato de potasio y se enrasd con la muestra misma.

Se prendié el espectrofotometro y se esperaron 15 minutos hasta que este se estabiliz6. Una vez estabilizado
y yadesarrollado los patrones, se eligieron las celdas de camino déptico y se procedié al uso correcto del
espectrofotometro.

Armado del dispositivo fermentador

Con una botella de un litro, un tubo de silicona en conjunto con un tapon, un tubo de ensayo, parafilm y
gomitas elasticas se armo un dispositivo donde se afiadieron seis uvas cortadas (para adicionar la levadura),
el jugo de 1 racimo de uvas (jugo diluido de uva, 500 mL) y una solucion 1:1 de sacarosa con agua
(aproximadamente 175 mL).

Se cerr0 el dispositivo de forma correcta y dejé la punta libre del cafio de goma por debajo del nivel del agua
en el tubo de ensayo.



Tratamiento de datos y resultados
Determinacion de azUcares reductores:

Muestra Volumen gasto de la muestra
Blanco 10,10 mL

1 24,10 mL

2 24,15 mL

3 24,10 mL

4 24,12 mL

5 24,15 mL
Media 24,12 mL

Tabla n°1. Azucares reductores
Azucares reductores (g/L)= (v-v")
Azlcares reductores (g/L)= 24,12 mL - 10,10 mL= 14,02 g/L

Determinacién de hierro:

Concentracion mg/L ABS
Blanco (0,00 mg/L) 0,003
1,00 0,012

2,00 0,022

3,00 0,031

4,00 0,041

5,00 0,051

6,00 0,062
Muestra 0,022

Tabla n®2. Hierro
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Gréafica n°1: Curva de calibracion (hierro)

Seguimiento del funcionamiento del fermentado: (se contabiliz6 la cantidad de burbujas liberadas por
minuto del sistema. hora: 3 pm dias: 21/11/22 - 29/11/22)

Enumeracién de dias transcurridos Enumeracién de burbujas liberadas por minuto
0 0
1 7
2 6
3 5
4 4
5 3
6 3
7 0
8 0

Tabla n°3. Fermentacion
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Gréfica n°2: curva de dispersion - fermentador

Discusion de resultados

Determinacion de azlcares reductores:

Una razon por la cual en la muestra de vino se detect6 esa cantidad de azucares residuales reductores (14
g/L) se puede deber a que en el proceso de fermentacién se le agreg6 una cantidad mayor de sacarosa a la
necesaria para completar el proceso de fermentado. Por lo cual luego de finalizado este proceso ain quedan
estos azlcares en el vino que contribuyen a darle un sabor aiin mas dulce.

Determinacion de Fe**:

Luego de realizado el analisis y que la muestra coincidiera con el segundo punto de la curva de calibracion,
se obtuvo un valor de 2,00 mg/L de Fe**, que es un valor que esta por debajo de lo permitido (4,00 mg/L
segun la USDA), lo cual era lo esperado ya que en el proceso de fermentado del vino no se utilizé ningln
recipiente que pueda alterar la cantidad natural de hierro de la uva (0,3 mg en 100 g) aunque si se pudo
haber visto afectado por trazas de hierro que se pueden encontrar como contaminante en los reactivos.

Dispositivo fermentador:

Comparando con la gréfica “anexo n°l” y la gréafica de este ensayo, “Grdfica n°2” se puede decir que se
obtuvieron resultados semejantes, la diferencia se puede deber a las cantidades empleadas y las condiciones
distintas, temperatura sobre todo, ademas de que el recuento de burbujas fue de un solo minuto en vez de
cinco a diez minutos.

Durante el paso del tiempo, a medida que el proceso se va completando, se va reduciendo el contenido de
azucar en el mosto y se incrementa la cantidad de alcohol, generando asi la transformacion a vino. De esta
manera, las levaduras se van muriendo poco a poco por falta de alimento y el proceso se detiene (Cots,
s.f.). Ademés, cabe destacar que la cantidad de CO, que seproduce para 100 g de azlcar de uva,
producen, a una temperatura de 0 °C yuna presion de 760 mm de Hg, 23,6 L.



Conclusiones
Tras concluir con la préctica se logro determinar la concentracion de hierro en la muestra de vino artesanal
siendo de (2,0000 + 0,0003) mg/L de Fe** y la concentracién de azlcares reductores de (14,00 + 0,02) g/L.
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AnNexos
Anexo n°1:

Grafico 1: Numero de burbujas de CO, liberadas por minuto durantela vinificacion
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