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RESUMEN

Se realizd la determinacion de sodio, calcio y cobre en 45 muestras de vinos Uruguayos, con el fin de evaluar si
cumplen con los requisitos de la normativa de la region y, establecer si existe relacién entre los niveles de estos
elementos y el tipo de vino. Las determinaciones se realizaron mediante espectrometria de absorcién atémica de
llama. Se valid6 la metodologia para determinar los 3 elementos mediante dilucién directa. Se obtuvo las cifras
de mérito linealidad, precision, limites de deteccion, exactitud y efecto de interferencias. Los resultados
indicaron que las cifras de mérito eran adecuadas y sin observarse efecto matriz. Todos los vinos analizados
cumplieron con la reglamentacion vigente para estos elementos segin la normativa del MERCOSUR. La
evaluacién relaciéon entre el contenido de estos metales y el tipo de vino se realizd mediante ANOVA; no se
encontrd relaciéon con calcio y cobre mientras que para sodio podria haberla.

ABSTRACT

The determination of sodium, calcium and copper in 45 samples of Uruguayan wines is presented to evaluate
their compliance with the region’s regulatory requirements and to establish the relation between the levels of
these elements and the type of wine. Measurements were performed using flame atomic absorption
spectrometry. The methodology was validated for the determination of the 3 elements by direct dilution. The
figures of merit linearity, precision, detection limit, accuracy and interference effect were obtained. The results
indicated that the figures of merit were adequate and no matrix effect was found. All the analyzed wines
complied with the regulations according to MERCOSUR regulations. The relationship between the content of
these metals and the type of wine was performed by means of ANOVA; no correlation was found with calcium
and copper, meanwhile for sodium, there is a possible association.
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INTRODUCCION

Los avances tecnoldgicos han permitido un mejor conocimiento de la composicién del vino evidenciando sus
aspectos beneficiosos para la salud cuando se lo consume con moderacion. El vino es una matriz de relativa
complejidad, a grandes rasgos esta compuesta por: ~ 88 - 91 % agua, ~ 5 - 8 % etanol, ~ 2 - 3 % hidratos de
carbono, ~ 0,25 % metales y ~ 0,1 % proteinas.

La concentracién de iones inorganicos en vinos resulta de interés ya sea por el efecto que pueden causar en el
proceso tecnoldgico de su elaboracion sino también por sus efectos sobre la salud. Por otro lado, conocer el
contenido de metales en los vinos ha resultado muy Util para caracterizar el origen geogréfico de los vinos
teniendo en cuenta la relacion entre su concentracion y la composicion del suelo de donde proviene la uva
(Paneque et al., 2010; Pérez et al., 2011).

Los metales presentes en el vino pueden provenir de la uva, de la maquinaria utilizada en el proceso de
fabricacién, de los aditivos agregados para acondicionar el mosto previo a la fermentacién, entre otros. El
control de algunos de ellos es fundamental para la obtencién de un buen vino. Por ejemplo el hierro y el cobre
son los responsables de los fendmenos de “quiebra férrica” y “quiebra clprica” respectivamente, indeseados en
la fermentacion (Gonzalez et al., 1997; Provenzano et al., 2010).

El sodio (Na) influye poco en el proceso de fermentacién de la uva, pero debe monitorearse ya que su contenido
esta regulado por temas de salubridad. Su concentracién depende del tipo de suelo y ubicacion geografica
donde se cultiva la vid (para cultivos cercanos al mar el contenido de sodio en el cultivo puede ser importante),
del agua utilizada para el riego, aditivos agregados al mosto (como ser hiposulfito de sodio como bactericida,
bicarbonato de sodio para correccion de la acidez), y la levadura agregada también contiene pequefias
cantidades de sodio (Gonzalez et al., 1997).

Por otro lado, el calcio (Ca) es un componente natural de la uva, aunque también se incorpora al vino a través
de los aditivos agregados (por ejemplo carbonato de calcio para correccion de la acidez del mosto). Es el cation
responsable de la precipitacion del acido tartarico (como tartrato de calcio) lo que modifica la acidez final del
vino. El contenido de este metal también se ve afectado por las condiciones de cultivo de la vid (tipo, zona
geografica de cultivo, suelo), y el proceso de elaboracion, entre otros (Gonzalez et a/., 1997).

En cuanto al cobre (Cu), suele producir efectos desagradables. A concentracion elevada produce enturbiamiento
del vino debido a la “quiebra cuprica”, la cual se observa a concentraciones proximas a 1 mg L™. El cobre del
mosto proviene principalmente del tratamiento de las cepas con sulfato clprico como plaguicida (Gonzalez et
al.,, 1997; Provenzano et al,, 2010; Pérez et al., 2011).

El Reglamento Vitivinicola del Mercosur (http://www.mercosur.int/msweb/Normas/normas web/Resoluciones/
ES/Res 045 096 .PDF) establece que el contenido de estos elementos no debe superar el valor de 230 mg L™
para Na, 300 mg L™ para Ca (expresado como CaCOs) y 1 mg L para Cu.

Se han reportado las determinaciones de diversos metales en vinos con distintos tipos de estrategias de
preparacion de la muestra. De acuerdo con lo publicado por Lopez-Artiguez et al. (1996), los metales en vinos
se determinaron evaporando el liquido y retomando el residuo en agua. Lara et al. (2005), realizaron una
digestién por via seca de las muestras de vinos utilizando HNOs y HCIO,. Rivero (2004), planteé que la matriz
vino, que contiene etanol, producia interferencias en las determinaciones mediante espectrometria atomica y
propuso trabajar con una matriz artificial similar (igualando el porcentaje de etanol) para preparar los patrones
de calibracién.

Por otro lado AOAC (1999), en su método oficial N°© 963.13 indica para la determinacion de sodio y potasio una
dilucion en agua y posterior medida directa mediante fotometria de llama.
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En cuanto a la técnica analitica para las determinaciones, la espectrometria atémica ha sido la mas utilizada para
metales como el Ca, Cu y Na en multiples matrices, ya sea por espectrometria atdmica de absorcion (de llama,
FAAS) o de emision (fotometria o plasma de acoplamiento inductivo-ICP) (Beaty & Kerber, 1993; Skoog et al.,
2001). En el caso de realizar las determinaciones mediante ICP, existen trabajos en los que se realizan
tratamientos previos a las muestras como los citados anteriormente (digestién via seca, via humeda en
recipientes cerrados) u otros (asistidos por microondas, evaporacion del etanol, entre otras) debido a que se
han observado interferencias debidas a la matriz cuando se utiliza esta la técnica (Moreno et a/., 2008; Rivero,
2004; Bentlin et a/., 2011).

El objetivo de este trabajo fue la determinacion de Na, Ca y Cu en vinos uruguayos realizando un tratamiento de
muestra sencillo (dilucién simple o medida directa), con posterior deteccion mediante la técnica FAAS vy el
estudio de la posible relacidon de estos metales con el tipo de vino (blanco, rosado o tinto). Asimismo se verificd
el cumplimiento de la reglamentacion vigente en la region.

METODOLOGIA

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica o superior. Se utilizd6 agua purificada (ASTM Tipo I,
18 MQ cm) obtenida de un purificador Millipore modelo DIRECT Q-5.

Se prepararon disoluciones patron stock de sodio de 1000 mg L™ a partir de NaCl (Fluka 99.9%), de calcio de
1000 mg L a partir de CaCO; (ACS Sigma, 98%) disolviendo el sélido en HCl concentrado (Merck) y para el
cobre se utilizd un estandar liquido comercial de 1000 mg L™ (Merck).

Se prepard CsCl (Sigma-Aldrich 99,5 %) 10 % m/v, que se adiciond a las muestras y patrones como buffer de
ionizaciéon. También se prepard una solucién de La 5 % m/v a partir de La,0s (Fischer Chemical 99,9 %), que se
utiliza para las determinaciones de Ca como agente liberador.

Las soluciones de calibracién se prepararon diariamente realizando diluciones adecuadas de los patrones stock
en agua ultrapura y con el agregado de Cs y La para evitar interferencias.

Todo el material de vidrio y porcelana fue descontaminado con HNO5 10 % (v/v) durante una noche y luego se
realizaron exhaustivos enjuagues con agua purificada.

Los equipos utilizados para las determinaciones fueron: balanza analitica RADWAG modelo AS 220/C/2,
productor de agua ultrapura MILLIPORE modelo DIRECT Q-5, espectrometro de absorcion atdmica PERKIN
ELMER, modelo AANALYST 200, ldmparas de catodo hueco de Na, Ca y Mg marca PHOTRON, mufla ATEC con
control de temperatura.

Se trabajdé con un total de 45 muestras de vino (7 blancos, 6 rosados y 32 tintos) obtenidas en bodegas
uruguayas de prestigio y a la venta en el mercado local.

Las determinaciones analiticas de Na, Ca y Cu se realizaron mediante espectrometria de absorcién atémica de
llama (FAAS). Las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Condiciones operacionales para la determinacion de Na, Ca y Cu.

Condiciones experimentales Sodio Calcio Cobre
A (nm) 589,00 422,67 324,75
Flujo de acetileno/aire (L min™?) 2,5/10 2,7/10 2,5/10
Rendija (mm) 1,8/0,6 2,7/0,6 2,7/0,8

Intensidad de lampara (mA) 15 20 30
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Tabla 2: Concentraciones promedio de Na, Ca y Cu (n=3) % limite de confianza (tgitico al 95%=4,30)

Cédigo | Tipodevino | Variedad de uva | Sodio (mgL™) | Calcio (mgL™) | Cobre (mgL™)
1 Tinto Tannat 8,9+0,2 115,7 £ 0,8 No se determind
2 Tinto Tannat 34,2+ 0,4 852+ 1,6 0,08 + 0,01
3 Blanco (sin informacion) 25,0 £ 0,5 99,4 + 2,5 No se determind
4 Rosado (sin informacion) 843 +1,1 78,2 £ 4,1 0,05
5 Rosado Moscatel 107 £ 1 90,1 + 3,1 0,16
6 Tinto (sin informacion) 20,8 £ 0,2 61,3+0,9 No se determind
7 Tinto (sin informacion) 22,5+ 0,2 63,7 £ 0,5 No se determind
8 Tinto (sin informacién) 16,86 + 0,04 67,4+ 1,7 No se determind
9 Blanco (sin informacién) 42,2+ 1,2 98,9 + 1,2 No detectado
10 Tinto Tempranillo 23,1+0,2 54,7 £ 0,9 0,22
11 Tinto Merlot 28,3+ 0,2 49,3+ 0,4 0,07
12 Tinto Tannat 27,9 £ 0,8 63,5+ 1,5 0,08
13 Tinto Merlot 26,2+ 1,1 62,4+ 2,9 0,13 + 0,01
14 Tinto Merlot 36,7+ 0,8 56,2 £ 0,9 No detectado
15 Tinto Merlot 386 +1,3 61,8+ 0,4 No detectado
16 Tinto Merlot 36,0+ 1,4 55,7 £ 0,5 No cuantificable
17 Tinto Tannat 36,9 £ 0,6 50,8 £ 0,5 No detectado
18 Tinto Tannat 305+1,0 73,7 +£0,9 No detectado
19 Tinto Tannat 26,7 £ 0,5 42,3+ 0,5 No detectado
20 Tinto Tempranillo 21,9+ 0,6 28,2 £ 0,8 0,25 + 0,01
21 Tinto Tempranillo 28,3+ 0,7 58,1 +£1,2 0,41
22 Tinto Merlot 32,6 £ 0,9 60,7 £ 0,5 0,20 + 0,01
23 Tinto Tannat 32,8 +0,3 74,6 £ 1,3 0,06
24 Tinto Tannat 46,2 + 1,1 51,8 £0,2 No cuantificable
25 Tinto Tannat 38,1+ 0,4 544 +1,0 0,14
26 Tinto Tannat 24,5+ 0,1 604 +1,1 0,22
27 Tinto Tannat 42,2+ 1,2 71,9 £ 2,4 0,13
28 Tinto Tannat 36,4+ 0,8 62,5+ 0,9 No cuantificable
29 Tinto Tannat 389+04 50,4 £ 0,8 0,09
30 Tinto Tempranillo 27,1 +£0,8 58,4 0,21 £ 0,01
31 Blanco Albarifio 14,6 = 0,8 61,7 £ 2,0 0,08
32 Blanco Chardonnay 20,1+ 1,4 65,0 £ 0,2 0,98 + 0,02
33 Blanco Chardonnay 176 +£1,1 40,6 £ 0,8 0,16 +£ 0,01
34 Rosado Tempranillo 24,4 £ 2,5 498 +£ 1,5 0,23 £ 0,04
35 Tinto Cabernet Merlot 33,2+0,7 749 £ 1,2 0,08
36 Tinto Tannat 48,2 £ 0,2 76,8 £ 0,7 0,12
37 Blanco Chardonnay 16,1 = 3,4 65,4 + 0,5 No cuantificable
38 Tinto Merlot 3,87 £ 0,13 64,3 £ 0,7 0,29 + 0,01
39 Tinto Cabgrnet 45+1,0 77,1 +£0,5 0,08 % 0,01

Sauvignon
40 Tinto Tannat 11,4+0,1 76,1 £ 0,8 No se determind
41 Tinto Tannat 16,9 £ 0,5 62,2+14 No cuantificable
42 Rosado (sin informacion) 52,5+0,5 89,6 £ 0,2 0,07
43 Rosado (sin informacion) 66,4 £1,0 88,1 +1,3 No cuantificable
44 Rosado (sin informacion) 61,9 £0,6 94,8 £ 0,6 No cuantificable
45 Blanco (sin informacion) 39,1£0,6 94,2 £0,9 No detectado

Para las muestras 4, 5, 10, 11, 12, 21, 23, 25, 26, 27, 29, 31, 35, 36 y 42, la respuesta instrumental obtenida para el cobre fue la misma en

las 3 réplicas genuinas. Para la muestra 30 ocurre lo mismo con el Ca.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El Na como el Ca no son componentes minoritarios en vinos, por lo que solo se determiné el limite de deteccion
y cuantificacion para el Cu, elemento que si se encuentra en niveles muy bajos en el vino. El limite de deteccién
(LD: 3s) para Cu fue de 0,013 mg L y el de cuantificacién (LC: 10s) fue de 0,042 mg L.

Respecto a la linealidad, se obtuvo rango lineal para Na de hasta 0,5 mg L™, para Ca de hasta 5 mg L™ y para
Cu de hasta 1,5 mg L. La precisién fue de 3,5 % o mejor (expresada como RSD (%); n=3) para todos los
analitos estudiados a niveles de concentracién de 0,2; 3,0y 0,1 mg L para Na, Ca y Cu respectivamente.

Para el estudio del efecto matriz tomaron 3 vinos escogidos al azar, y se compararon los valores obtenidos para los
3 analitos cuando se realizd dilucién simple en agua purificada (para el Ca y Na) o por medida directa (para el Cu)
del vino respecto a los obtenidos al calcinar las muestras (a 550 °C en mufla durante 6hs). Ambos tratamientos se
realizaron por quintuplicado; los resultados obtenidos se compararon estadisticamente, no existiendo diferencias
significativas entre ellos. La comparacion se realizé mediante test de medias a un nivel de confianza del 95 %.

La veracidad se evalué mediante recuperaciones de muestras fortificadas (“spiked samples”), obteniéndose
recuperaciones en el rango de 88-112 % lo cual se considera adecuado para fines regulatorios.

Una vez demostrado que era factible realizar las determinaciones mediante dilucién simple de las muestras en
agua purificada se procedio a la determinacion de los 3 analitos en las muestras adquiridas. En el caso del Cu, la
determinacién no se realizd en algunas muestras debido a que las mismas se agotaron en los ensayos de
determinaciéon de Na o Ca y no fue posible obtener mas muestra proveniente del mismo lote.

En la Tabla 2, se muestran los resultados obtenidos Cu, Ca y Na para las diferentes muestras de vino analizadas
por la técnica de FAAS.
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Fig. 1: Distribucién de los valores de concentracién de Na en los distintos tipos de vinos.

Los valores obtenidos se encuentran dentro de los rangos reportados en la literatura en relacion al nivel de
estos metales en vinos uruguayos y algunos europeos (Rivero, 2004; Paneque et a/., 2010; Provenzano et al.,
2010; Pérez Truijillo et al., 2011)
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En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran los graficos de distribucién de las concentraciones de Na, Ca y Cu
respectivamente, segun el tipo de vino.
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Fig. 2: Distribucion de los valores de concentracion de Ca en los distintos tipos de vinos.
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Fig. 3: Distribucién de los valores de concentracion de Cu en los distintos tipos de vinos.

En las figuras puede apreciarse el diferente grado de dispersion de los valores segun el tipo de vino, siendo ésta
muy importante en el caso del sodio para los tipos de vino rosados. Los valores para el Ca presentan una
distribucién normal, mientras que para el Na y Cu se evidenciaron fuertes asimetrias, donde se rechaza el
supuesto de normalidad y de homogeneidad de varianzas. En el caso del Cu, se encontré que una muestra
presentaba niveles de este metal que estuvieron muy por encima del resto, llegando incluso casi a los limites
tolerables para su consumo.
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En las Tablas 3, 4 y 5 se muestran las medias obtenidas para Ca, Na y Cu segun el tipo de vino.

Tabla 3: Concentracién media para Ca segun el tipo de vino

Tipo de vino | Calcio (mg L™) n
Tinto 63.3 32
Rosado 79.0 6
Blanco 73.7 7

Tabla 4: Concentracion media para Na segun el tipo de vino

Tipodevino| Na(mglL™) n
Tinto 28.2 32
Rosado 66.1 6
Blanco 25.0 7

Tabla 5: Concentracién media para Cu segun el tipo de vino

Tipodevino| Cu(mglL™?) n
Tinto 0.13 27
Rosado 0.10 6
Blanco 0.21 6

La prueba de igualdad de medias (ANOVA) para los valores de Ca no muestran ser significativamente diferentes
(p > 0.05), aunque se observa una tendencia hacia el aumento de éste en los tipos rosados. Este resultado
sugiere continuar el analisis de mas muestras para este tipo y verificar si esa tendencia se confirma.

En el caso del Na, existe una clara tendencia al aumento de su concentracién en los vinos de tipo rosado. La
evidencia brindada por las muestras analizadas indica que las medias segun tipo de vino no son idénticas, ya
que se rechaza la hipdtesis de medias idénticas (p < 0.007) bajo la prueba no paramétrica de suma de rangos.

Para el Cu, los niveles obtenidos en las muestras no muestran relacién con el tipo de vino. El analisis de varianza
no indica diferencias segun el tipo, asi como tampoco el test no paramétrico de igualdad de medias utilizado. Si
bien la concentracion media en los tipos rosados es mayor que en el resto, esta media estd basada en pocas
muestras (en relacion al tipo tinto) y muy influenciada por una muestra con alto valor de Cu (aunque por debajo
de los limites de tolerancia). Aun excluyendo esa muestra atipica del analisis, no cambia la afirmacion de que los
valores del Cu no estéan asociados al tipo de vino.

En suma, de los estudios preliminares realizados no surge evidencia estadistica contundente de que las
diferencias encontradas en los valores de concentracion de Ca estén influenciadas por los grupos analizados
(tipo de vino), pero se hacen necesarios estudios posteriores que confirmen esta afirmacién. En el caso del Na,
esta relacion con el tipo de vino se confirma en pruebas no paramétricas; sin embargo es aconsejable aumentar
el nimero de muestras del tipo rosado y blanco para obtener mejores inferencias. En cuanto al Cu, no se
encontro relacién con el tipo de vino.

Este tipo de estudios son sencillos y tienen gran utilidad para la clasificacion de vinos. En el caso de Uruguay
hay muy pocos estudios sobre posibles relaciones entre concentracion de metales y tipo y/o variedad de la uva
u origen de los vinos, por lo que continuar en esta linea es indudablemente de gran interés cientifico.
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CONCLUSIONES

Se demostrd que se puede determinar Ca, Na y Cu en vinos mediante diluciéon o medida directa con deteccion
mediante FAAS, lo que simplifica el proceso y permite analizar un gran nimero muestras en un lapso corto sin la
necesidad de un tratamiento previo drastico.

Los valores de concentracion de Na, Ca y Cu, dentro de un mismo tipo de vino (tinto, blanco o rosado) difirieron
de una muestra a otra.

Todas las muestras analizadas cumplieron con los requisitos del Reglamento Vitivinicola del MERCOSUR en
cuanto a los contenidos de Na, Ca y Cu.

Fue evidenciada, mediante analisis estadistico no paramétrico, la relacion entre el Na y el tipo de vino rosado
aunque debido al diferente tamafio de muestra de los tipos rosados en comparacion con los tintos se hace
necesario continuar con el analisis de mas muestras.
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