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ESUNIOS ACERCA BE LA IETERMINACION CUALI-
SIANTITATIVA IE SCRELTL EN YINOZ
CONTENTDO DE SOREITCL EN VINOS ARGENTINOS

- so.

(Resumen de Tesls presantzda por Jum José Bimmohi)

Centinusndo oon la invesiigaeidn de métodos para la determie
nasién de la presencia de serbitol au vinos geauiass y su ul-
terior valoracisn se estudia en particular el procedimiente
indicado por K, Taufel y K, iuller, por exidacién econ metape
riodato del producto previamente aislado por crvomatosrafias
sobre papele

Se propone la utilizacifn de) papel Whatmar N?1 en remplago
del papel Schleicher y Schull 2040 a para el desurrollo de la
téonica crowatogréfica, métods descendente, proposicién bata
que reduce el tle2po de desarrollo del erematograma a 24 horae,
Se propone para el revelado de sorbitsl y glucosa al reactivo
de Trevelyan @) renplazo del de Volfrom y Muller que no da
buenos resultadose Su limite de sensibilided, para la hexita,
@8 do 0,0 gaznas,

En cuanto a la glucosa, sustuncia gue tiecne un velor de ?f
igual al Jdel sorbitol, ee veririca su ausencia con el reacti-
vo constituido por difeniisuinaesniiina=fcidn fosférico ouyo
ifmite de sensidlidad para diciw produets @s dz O peianse
Egte encayo debo dar resultado negativo,

Se propwie el método de Rappeport, oxidasiln eon metaperioda-
to y ulierior valoracién iodom#irica, para la deteiwinacisn
euantitativa de la hexita pero utiligando volfimemes menores

Kess e 1602



de reactivos que au el método de Taufel y luller y titulande
eon solucién de tiosulfato de sodio 0,0025 N,

Con las modificacianes al método de Taufel y luller s¢ valew
ra miesiras gue pusden ocontener de 0,08 a 0,3 mg de sorbitel,
La aplicacisn del método propuesto a varios vinog genuinos

»o sSolo permite oconfirmer la preseneia de serbitel er icc mis.
mea sino tambifn afiruar que su eontenide ¢s bastante mayor
que @l determinado por los métodos basados em la condensacifn
gon benzaldehido o sus derivados.

Los enseyos de resuperacifn del sorbitol agresgado a wm vino el
eual se ha determinado previanente su gontenido de dicha hexd-
ta dieron 1los resultados que se indicun a continuacibn:

Muestra Tebrico RecupsraZo Trror
Vino 62,0
Vino 100 ml + 5 mg sorbitol 67,0 61,9 746 %
Vino 100 ml +10 mg sorbitol 72,0 7Ly7 Og4
Vine 100 ml + 16 mg sorbitol 77,0 7549 1,4 %
Vino 100 ml+ 29 mg sorbitel 82,0 7746 6qe4 -5

Lea valoires esdtan dalos en ng ~ wl,

Para hacer estos ensgros se emplesron C,2 ml de ruesiiae
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Ta detewmminnei Yo aosrbitol en vincs aricece e 1a bi-

dLliorerfia com e objoto Ae saver ed se ha efectuado eoriag
de vino con juros de otras fyutas qua no sea la uva, ™ efec
to, 108 nunzimas ¥ Otr:s frutos de lu fimilia de 1ns Rkos3fenns
(peres, membrillos, ciiuslas, cerzz2s, dmaseol, Aurarnos)
contienen anreciables cantidades de sorbitosl, coz= cue no o-
cx™s en los mostos de uva, que sl lo contisnen, es en pecue
firs contideades,

Je Yerder (1) en Lz tnvestige 1n sdultersed n del vi-
no wor 1r sdicifn 42 105 o 148 do vinos de otras frutas sepa
rando el sorbiiol por precipitacién con Lenzrldehido, UVtili-

za nern ells 1n rezceifn de J. liemier, que es la sijuimntes

3 TR SR (v - .- v v .“‘
..-l‘.-thli.-b:. + Ltr.s-C.LJ ——p ’.-;‘,.3 N T, & -—‘?71- y
Gn ha !) QO
\/
Crerylg

en nresancia de SOH~y 8 temperatura ordinaria y con burbuleo
de ges carbfnico para reslizar le agitacisn de la ueczcla,
Existe lu 2wibilidad de obtener treu sustench 8y 61 Mo0NO-,
el 3i-, v el tribanzaldenido segfn se ha;»m reaceclionar 1,2

o 2 rmolbculss de aldshido sobre 1 molécvla de sorbitol.
erder obtiene el dibsnzaldehido utilisendo 1la sigviente tée
nien: 170 ml de vine sc agita con 7 g de crrbén activade y



1lleva a ebullicién durinte Z o 3 minutos. E1 filtredo se con-
centra aasta consisvencia siruposa; una vez frio se vierte
sobre este residuo 4 gotaes de bensaldehido y 1 ml de SO04ily
1il, se agita ce vez en cuando y deja reposar 10 horas. Se
aglia coc 10U ul de aguu destiiuda y filtra el dibenzaldehi
do rortudo.

Un medio més seguro par. iuentificar el sorvitoi, segin el
miaio autor (Z), cs obiansy a partir del dibenzalsorbitol,
ol hexuacetilsorbitol de punto de fusidn 95=-99eC previa hi-
dréiicic con Sygte novmel y acetllszudo el sorbitol con una
soluciba my ditnida ce anaidrido acético. 1 derivado for-
mado se »recipiva agregmkin cristalitos de hexaacetilsorbi-
tol.

Zudolf lieid y “rangz fopborger (3) observaron que par:
obtener ws reniiniento wiximo de dibenzalsorbitol debe man-
tenorse lu beuwperstura i J*7, una winima concentracibn de
5042';2 171 ;) Wl axeeso ¢ hensiwieirtidoe Yor eje t 30 ng de sor
bitol, 35 al de Sy 1:1 y 0,2 @il de benzaldehido (5 notns)
a OC rendiré 54 wug de dibenzalsorbltol, Ligeras desviacio-
nes altera oL rendiiiiento coasiderablemente,

Ce Zach (4) deupstrb que oL nrecinitado formado al =7re
gar beazaldeaido y S04l e los jugos de frute es esencialmen
te una megela de di- y tribenzalsorbitol. ™etcs compuestos
pueden espararse ripidurente por ls3 diferentes solubilidrdes

en varias soluciones,



Segln W, Diema y Ge Lix (5) 1la identificacién de sorbi-
tol por medio del punto de fusifén de sus derivalos mono y ai’
bencilidenos es dificultosa, E1 monobenzalsarbitol puro fun-
de a 169=-170°C y el dibenzalsorbitol puro a 132-184¢C, Los
valores diferentes dados en la literatura del punto de fusién
¥y composicién del dibenzalsorbitol son debido a 1as impuresas
con el monoderivalo., Estos derivados eristalinos, bajo cler
tas condiciones, se pueden obtener de la siara,

Los experimentos de B.ELeyer, W. Diemar y G. Lix (6)
efectuados en el afio 1931 confirmaron el descubrimiento deo
Reif sobre la interferencia de la dextrosa y dextrinas en la
condensacién del sorbitol eon el benzaldehido en el método
de Jerder. También han demostrado que las condiciones experi-
mentales tales como la temperatura y la econcentracifén tienen
un efecto decisivo sobre el rendimiento del dibenzalsorbitol
obtenido,.

Se cbtienen resultados méximos si se observan las siguientes
condiciones: Eliminar los az@cares por,fermentacién y el co-
lor por calentamiento de 100 ml de vino con 3 g de carbém
(carbén medicinal lerek) y filtrar, Concentrar el filtrado
clarificado bajo presién reducida hasta consis tencia sirupo-
sa (2,5 ml), Precipitar las dextrinas con 40 ml de mstanol
enfriando econ hielo, Dejar reposar 2 horas a 0°C y filtrar,
Agreger 0,5 ml de SO4llp al 50% y Oyl ml de benzaldehido a 20¢
C. liegglar durante 15 minutos, dejar en reposo toda la noche
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filtrar, lavar el dibengalsorbitol cen 100 ml do agua segui-
do con 10 ml de etanol al 50%, secar durants 3 horas a G6* y
pesar,

Estos nigmos asutores (7) ebtienen los siguientes resul-
tados en el estudio de la reasciém que tieno lugar en ¢l né-
todo de Verder: 10 mg de sorbitel producem 19,7 mg de diben~-
zalsorbitel que corresponden a 55 de jugo de firuta agregado.
Ademfs proponen (8(, para identificar el serbitol y diferen-
ciarlo del manitol, la preparaciin de les siguientes deriva-
dos del bensalsarbital: e-monoclore-: P.F, 170%; o=triclore-
P.Fe 217%; 2-nitre-56-monocloro=: P,F. 250,5*; m-nitro-: P,F,
1802 3 m=dinitre=: P, F, 228,5%; m=-trinitro-: P,F, 168%; o=tri-
aitro-: P,F, 181%C,

F. Uy Litterscheid (9) en 1931 desarrolla un método para
investigar la presencia de Jugo de frutas en vino, T8 el si-
guiente: Evaporar 100 ml ds vino deeolorado a 4-5 ml y tratar
1o con 0,20 a 0,25 ml (6 a 8 gotas) de 0~C1l-CgHgCHO en pre-
sencia de C1H (d:1,13-1,19), Agitar, dejar en repose =3 ho=
rasy filtrar, lavar el residuo con agua fria y netanol y se~
cares El compuesto econdensado obtenido tieme un punto de fu-
8ifn de 175=-210¢* (yeneralmente 2N0%?), Con este métode puede
inveastigarse adiciones de un 2,5% de Jjugo ds frutas,

Rief (10) en 1933 estudia la interfereneia de la dulei-
ns y sacarina en la identificaciém de sarbitol, Por accién
del bdensaldehido y SO4H2 1l:1 sobre la duleina se produee ben
zalduleina de eolor rojo. Tomo la duleina da las mismas reas
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ciones que el sorbisol, debe ser, cuando ha sido agregada al
vino, eliminada antes de investigar sorbitol. Sin embargo,
para ello no son necesarias precauciones especiales debido a
que es adsorbida completamente por el carbln usado en la de-
teaminacién de Werder,

En cuanto a la sacarina, ella actfia en forma diferente a la
dulcina frente al benzaldehido y SO4H, 1:1 pues no se forma
6l compuesto correspondiente, Ademfis su presencia o molesta
en la determonacién de sorbitol pues es eliminada durante la
acetilacién y es completamente adsorbida por el carbén,

Gh, Schatslein y E, Sailer (11) examinaron vinos de pu~
ra uva de la cosecha de 1929 y encontraron sorbitol con ecan=
tidades pequeiias de manitol, Estos autores creen que el sorbi
tol proviene de las uvas mis blen de que se produgzeca durante
la fermentacién,

En el aflo 1946, J, Deshusses (12) sostiene que la con-
densacién de sorbitol con benzaldehido en presencia de SO4ll2
ne es cuantitativa; el rendimiento varia entre el 20 y el 955
Unexceso de SO4iI2 o benzaldehido disminuye el rendimiento.
Ademis la presencia de pequefias cantidades de glicerol provo
o2 la condensacién y grandes cantldades la retardan, El PO4lq
puede usarse en luger del SO4H,, mientras que el fcido 14eti
co inhibe la condensacién. Aparentemente no se puede dar un
método correcto para la determinacién de sorbltol en un medio



oomplejo. Se puede obtener un valor aproximado tomando el
promedio de varias determinaciones,

C. Tarantola y ii, Strada (13) admiten que el método de
Litterscheid para la determinacién de sorbitol en vinos da
buenos resultados ( se recobra 80=-90% de lo adicionado arti-
riciglnanu). Para una determinacién precisa el reactivo pre
eipitante, o-eloro-benzaldehido, se debe emplear en cantidad
estrictamente necesaria para la condensacién del sorbitol.
Por ej.jusando solamente O,1 ml de reactivo y luego de fil-
trar repetir la precipitacién. La c¢antidad de C1H eonc. adi-
eionado debe ser por lo menos el doble que la del vino y la
temperatura debe ser baja (4-52), Segfin estos autores, anfli
8® de sidras y vino de higo dieron 4-6 g y 0,02=-0,04 g de
sorbitol por litro respectivamente, De 70 vinos italianos, 19
no contenfian sorbitol; en otros vinos, entre 1,4 a 9,6 mg?%
Llegaron a la conclusién que el méAximo contenido que se debe
tolerar es de 15 mgh.

Fn 1949, Pietro Liortara (14) aplicando el método de Li-
tteracheid modificado por Tarantola y Strada, determina sor-
bitol en vinos con los siguientes resultados: do O-1 mg? en
18 muestras; 1l=3 mg en 66 muestras; 3-6 mg en 16 muestres y
695 mg en 1 muestra.

L. Gentilini y G, Cappelleri (15) encontraron gque el sor
bitol gontenido en 103 vinos de Venecia varia de 0,1 a 5,7
mgse, ilentras los vino#é blancos tenf{an un promedio de 1,1 mgH
los tintos, 0,6 mgs, llegundo a la conclusién de que los vi-



nos gon menos de 10% mg de sorbitol no deben ser cosiderados
falsificados eon sidra,

Ee Garino-Canina y P, Falehi (18) empleando el método de
Litterseheid y aumentando el tiempo de reaceién con el o=clo
ro=aldehido & 72 horas evita la interferencia de la manita,
Tnsayaron con vinos del Piamonte yLiguria no emgontréndose
en ninguno de ellos mfs de 10 mg% g.

Go Soris (17) reemplaza el aldehido o-cloro-benzoice
por el o-nitrobenzaldehido, La téanica utiiizada ¢s la sl
guiente: 100 ml de vino y 4 g de carbbn activalo se eoloce
el un erlemeyer de 25C ml a bafiomarin durante ; hora agiten-
do cada 10 minutoa, e filire v lava 23 veces ¢on 5-12 ml de
agua hirviendo. Si as recesaris se vuelve a filtror, ¥l P11-
trado se evapora ea cHpsula a hAomaria hasta consictencia
siruposa evitando le cxrrmelizseibn, Se enfris y afede 0,3 a
0y4 ¢ de o-niirobenzaldshido y 5 m} 4= CIH cone., »are disol-
ver. 3e vierte en tubo de centrifuga de 50 ml y lava con 5
ml de CLI y luezo ccn 2 ml. Se tritura el de~dsitc de o-nitro
benzaldehido, se tupa con tapén de caucho, 33 el vino contie
ne sorovitol se enturbia en 5 minutos y aumcenta su viscosidad,
Se acita dos vecas con ! hora de intewvaloj; 15 horns después
s agZrege agua y sSe agita para lzvar el depSsito, Se centrifu-
ga tres veces durante 5§ minutos, se lava een 5 ml de metanol
y se deju en meceracisn el nrecipitedo el maroe tiemoo nosi-

blie 2ates de ceantrifuzsr nuevamente tres veces,



Decantar el precipituado blanco obtenido y delar secar al ai-
re. Se disuelve en caliente con & ml de acetona, dos veces,
y se vierte en una clpsula de 30 ml previamente tarada. Se
deja evaporur y secar en desscador eon SO4H2. Se pesa el pre
eipitado cristalino y verifiea su punto de fusiém: 217¢C,
En 1952, Takes Takahashi, K. Kimoto y S, Linemi (183),
de la Universidad de Tokio emplean la propiedad oxidante del
Sulfato cérieo para la determinaciém de polialecholes eomo
manitol, sorbitol, inositol., El1l sulfato cérico es calentado
con el polialecohol, se enfria a temperatura ambiente y luego

(124 4
6l exceso de ce' ' o8 titulado eon sulfato ferroso por el méf

todo otenciomAtrico. De la cantidad de ién eérico se calou-
1a la emtidad de zlcohol.

Tette Feckhaut (19} en sus investirociones afirma que
los vInos ya sean preparedos con uves no maduras o de mostos
que usn estado expuestos a la eaccién de los metales Al, Fe,
Fe galvanizedo o Cu estallado, todos ellos dan resultados negs
tivos en la prueba de Litterscheid pare sorbitol, 5e desecar-
ta as? 1la Dosikilidal de que los vinos genuinos puedan eonte
ner sorbitol privenierte de las uves no meduras o de la re-
duceisn 3e la fructosa.
El rétodo de Littersciheid es mEs sensible que el de ¥rder
pues da, segtn Eeckhsut, un precipltado del producto de conden
sacidn no xenoy de 30 mg con 100 ml de vino de uva contenien

do 55 de jugo de fruiss, Ademis los vinos que contienen cen



tidades no mayores de 10 g de asicar por litro pueden ser ana-
lizados Jdirectamente; el exceso de agficar de los vinoa dulces
sc¢ debe eliminar poe fermeniacidn de la muestra, neutrallisza~
da al rojo de metilo, con levadura a 27? Qurante 43 horas.
Como ensayo gonfimatorio el sorbitol pueds ser recuperado y
convertido en hexaacetato (P.F, 99%®) para luego identificar-
los el producto gcondensado precipitado (100 mg) se disuelve
en 5 gotas de metanol y calienta a bafiomaria en un tubo de
40 nl, bajo reflujo, durante 15 minutos con 2 al de CLHI (ds
1,19) § despubs de enfriar agreger 2 ml Je agia y exiraer el
liquido con dos porciones de 5 ml de éter. La czpa acuosa {il
trada es evaporada a sequedad en builomaria en el tubo de 40
ml bajo presién reducida (bomba de agua). Fl resid;o es cee=
tilado en o forma staudart y el cderivedo ccetilade purifica
do y seco a G{f pora determinar el purto de fieibn,

Dan we Stewart (20) ea 19565 desarrolla una téenier en 1-
que utiliza el o=clorvbenzaldehliioy con la gue 28 posible in
vestisar ol agregado de um 3% de sidrs en vino, . 1: siguien
teo: J¢ destila s1 elcohol de 100 1l de vino. 1 rosto se lieu
traligza exactamcnie y trate cou 5 wl ae una soliuc.dn de ucein
to neutro de plomo al 405, 3e lleva a 1UO inl, uaglita y fillra
El filtrado se recibe en reci.iente que contiene 1 g de uxal:
to de potasio seco. Despuls de agitvar bien se filtra y evupo
ra @ baiocmaria uasia tener 4 ml y se pasa a una probeta de

25 m3. con “apa Yy lleva a G ml con agua. Se agrega dos voldne
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nes de ClH (dsl,13) agitande y 4 gotas (aprox, 0,17 g) de o=
clorobenzaldehido. Despubs de agitar fueritemente durante 1 mi
auto se deja en la oscuridad y después de i hora se vuelve a
agitar y deja en reposo toda la noche. Se pessa un papel What
man 42 en vasc de precipitedo de 20 ml y se filtra por 61 la
solucién. Tl filtrado se recibe en otra probeta econ tzpa
que contiene 4 gotas d¢ 8-clorobensaldehido y se agita, Se
lava la primera probeta y el napel de filtre 6 veces con2
ml de egus y se desecha el filtrado., El liquido de la segun-
da probeta despubs de reposar G horas eu lu oscwridad se i}
trz a través del mismo papel y lava el precipitado y probetas
eon un total de SO wl de agua seguido por 60 ml de alcohol
metilico, ¥l papel con el precipitado lavado se coloca en ¢l
voso de preoipitado con 20 ml, coloca en estufa durante % ho
ra enfrfa y pesa,

Los resultados son los siguientes:

Vinoa Sorbitol % ml
Burdeos tingo, 100 ml 2 mg
burdeos blango, LoO ml 2 mg
Burdeos blanco 60 ml y tinto 50 ml O mg
Surdeos tinto 26 ml sidra 5 ul 12 mg
3urieos blanco 95 ml eidra S ml 12 ng
Jurdeos tinto 965 ml sidra 5 ml 16 mg

Burdeos blanco 95 ml 8idra 5 ml 3 mg
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France Mecca (21) de 1la Universidad de Milfn elabora en
1956 un proeedimiento analitico pare determinar algunos carac
teres quimicos que permiten diferenciar mostos de uva y moe-
tos de frutas y también a sus derivados (vines, vinagres), ba
sados en la oxidabilidad del &sido periedico., Define asf um
f{ndice de oxidabilided periodieca (mg de glueosa/litro) que pa
ra n vino gemuine tiene un valor medio de 1271 y para uu vi
no de fruta, 33703 para vinagres, 463 mientras que pars los
vinagres de frutas el indice tiene un valor medio de 3440,

Los fundameutos del métode son Los siguientess

Los asficares fermonteseibles sen eliminados por aimple
ferusntacién gon levadura de cerveza,

Loc 8c¢ldas orgfnicos se seperam nor defecaciln con ace-
tato bésicc de plomo y eliminan por filtraeién,

Loa azficares no fermenteseibles ge aseparan de Ja glice-
rine en cuanto, tratados aon una solucifn de sulfato de eo=
bre y de hidréxido de calecio forman complejos insclubles en
agun serar:bies por filtracidn, |

I.o3 polialaohvlea se corportan de un modo anfilooo A les

fcares no fetientescibles por Lo cual, el precinitado redi
suelto y titulado oon Acido »eriodico da la eantidad de nem=
tosas, alcohwles polivalentes y sagaridos oxidables prerentes.

I.a téamica dara deteriner el Indice e ocxidabilidsd de
un ving es la sijuiente:

A 2B rl de vino se agrega 50 nl de wna solucién de leves

dura de cerveza al 1G5 y coloca en termbéotato a 3C°C duronte
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un2 noche,

Se agrega 6 il do una solucién de acetato bleico de plo-
mwo (dl,26-1,28), filtra y lava el precipitado, Al filtrado
se agrega 6 ml de solucién de carbonato de amonio al 207 pa=
ra eliminar el exceso de sal de plomo, Se filtra y lava el
precipitado con agua. E1l filtrado colocado an cépsula se 1lla
va a sequedad en befiomaria,

Se agrega al residdo un poco de agua y 20 ml de solu-
cibn de SO4Cu al 100 y 20 ul de una susvensisén de Ca(®7),
al 105, Se deja en contagto durante 10-15 minutes y filtra
con bouba de agua y lava el preeipitado con aproximadarente
200 il de agua,

'l precipitado se disuelve con 2C ml d# SO, diTuido y
ge filtru el sulfato de caleio formado reeoglendo el filtrado
en un watraz aforado de 100 ml y se enreasa,

Se toma 4C ml de la solucidn, sgresa 50 ml de Acido ve-
riodico 0,1 N (1248 g I0.K ear matraz eforsdo de 1,07C ril con
400 nl de ngua y 25 nl de S04H, eone., disuvelto mrevianente
en beiiounriz, y llevedo a volumen eon agua), Se deja en reno-
80 15-20 minutos y acvrega 10-15 g de biearbonato de sodio y
60 ml de anhidrido arsenioceo 0,1 N y 10 ml de solucién de TK
al 305 y se deja nuevauente en contacto ver 16-20 minutos ¥y
titula con I 0,1 N, ITndicador, solucisn de almidénm,

Lourte se efectla una »rueba en blaneo: 8 ml de 59,Cu
al 105, 50 wl de I0H 0,1 N, aproximairmente 10g de CC.lha
60 w1l de anhidrido srsenioso 0,1 N y 10 ul de TK al 305, Se
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deja en reposo 16 minutos y titula gon I 0,1 N,

La diferencia entre los ml usados primeramente y los de
la prueba en blaneo multiplicados por 180 expresa el indice
de oxidabilidad (180 es el peso medio econvencional qbe el au
tor atribuys a los polialcoholes exidados por el fcido perie
dico).

En el afio 1967 K, Taufel y K, Muller (22) publican un mé
todo cuali-wuantitativo para el sorbitol emn el que se aplica
cromatografria.

Estos autores utilizan para la determinaciém papel
Sghleicher y Schull 2040 a y desarrollan 6l cromstograma eon
butanol-acetona-agua seglin témmica de desarrollo miltiple
(2.24 horas) y método descendente,

Para el revelado de sorbitol y azfcares emplean el reas
tivo de Wolfrom y Miller y para asficares el constituido por
difenilamins-anilina~-&eido foeférieo,

En la téonica de Wolfrom y lLiller el cromastograma dese—
cado al aire se nebuliza con una solucién acuocea de perioda-
to de sodio al 1%, Se deja actuar 3-4 minutos y luego &e ne-
buliza con solucién recients de nO4K al 10%. Aproximadsmen-
te a 1los 5 minutos en los lugares del azficar y hexitas
aparecen manchas de color marrén de LnOy, El exceso de perman
genato se separa lavando con agua, El cromatograma desecado
al aire se revela con el reactivo a la bencidina de la siguien

te compoeicién:
1 g de bencidina, 9 g de &cido tricloroascético, 20 ml
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de fcido acbtico glaecial y 160 ml de alcohol absoluto.
Se forma manchas azules debido a la exidaciém de la bencidina
por el LnOo.

El 1imite de sensibilidad de esta técnica es, segtn Wol:
from, de 0,0005 mg de sorbitol,

Para la determinaciém cualitativa utilizan 0,05 ml de
vino y permite reconocer en cortes de vinos de uva hasts 1%
de vinos de fruta, lo que permite separar las miestras sospe
co8as que luego pueden sopeterse al anélisis cuantitativo,

La determinacién cuantitativa la efegtuan por el micro
método de Rappaport, por oxidacifén con metaperiodato. La tée
nica es la siguiente:

Fn un erls nmeyer de¢ 50 ml se ecoloeca 5 ml de la solucifm
de sorbitol (entre 0,1 a 0,6 mg de sorbitol). Se agrega 5 ml
de solucién de metaperiodato al 1%. y 2 ml de SO4llo al 5Z.
La mezcla se calienta en bafiomaria hirviente durante 20 minu-
t08, Después de enfriar se neutraliza con NaGH frente a la
fenolftaleina y agrega 5 ml de solucién buffer (120 g de ace-
tato de sodio en solucién acuosa y 5,8 ml de SO4H, eonc. y
se lleva la mescla a 1000 ml) y IK. Se mescla y titula eon
SoOgiNa, 0,008 N utilisendo solueién de almidén gomo indicador.

Se efectua ademis un ensayo en blango reemplazando la
solucién de sorbitol por agua destilada,

Los mg de sorbitol contenidos en la muestra estan da-
dos por la formula: (A=B), 0,084 , eiendo A y B los ml
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enpleados en el blanco y la muestra respectivamentes,

Taufel y Muller recupersn eon esta téeniea el 91,2%” 3
de la hexita, En el cfloulo emplean el factor correspondien=-
te: 100/91,2,~



IDENTIFICACION DEL SORBITCL POR VIA CUIQMATCORAFICA Y SU VALO
HACION IODOEETRIGAe

K. Taufel y K, }uller (22) afirmen que la identifiocacifém
de sorbitol contenido en los vinos puede efectuarde mediante
el desarrollo eromatogrfifico., A pesar de que el valor de su
RE es casi idéntico al de la glucos=, su identificaei’n es
posible por el revelado con un reastivo para los distintos a-
sficares como hidreftelato de anilina o difenilaminae-aniling-
deido fosférico y que no revela ia presencia de sarbitol.

Por otra parte, las reacciones ecrom&togrfficas para la
hexite dmn resultados positivos también pera la glucose,

Tetas girounstancias ebligan a eliminar por fermentaciém
los asficares fermentescibles son el objeto de gimplificur la
identifigacién de corbitdl. Despubs de fermentar los nzficares
no hace falta otro tratamiento previo,

La separasién de sorbitol de otras hexitas como dulcita,
nanita e idita mediante la diferenciaciln eromatogréficz so-
bré¢ papel no es posible, Isto debe tenerse en cuentu en el
exenen de vino con fermentacién manitiea.

La presencia de manita puede ponerse en manifiesto dejan
do evaporar espontaneamente parte del liquido eluido del oro
matograma sobre un porteobjeto. Fn presencia de manita se for
men, visibles por observacifn directa, coristales en fama de
agujas, mientras que en presencia de sorbitol se obtiene uh

residuo amorfo no cristalino,



In ¢l presente trabajo se sepmra ¢ identifica ¢l sorbi-
ol contenido en el vino por cromatografia teniendo em cuemn:
ta las consideracicnes efectusdas por Teufel y luller,

El desarrollo del cromatogramn e realiza sobre papel
Whatman /9] y utilizando uma selueién constituida por bute-
nol normal, acetona y sgua en la proporcidn 4:511, segin mé-
todo deascendente y en 24 horas, Se elimina previemente la glu-
cosa por fermentacién oon levadura de cervea.

Para la identificneiSn conjunta de sorbitol y azficares
8e utiliga la téecnica de Trevelyasn ouyo limite inferior de sen
silbilidad es de 0,56 mierogramos de sorbitol,

Para révelar la presencia de glucosa y otros asficares se
emplea difenilamina~-anilina~fcido fosférieo, siendo el limite
{nfarior de sensibilidad hallado de 6 mierogramos de glucosa.

Alslado el sorbitol de los otros componentes del vino me
dimte =1 cdesaaTollo eromatogrifico sobre papel, se separa
la porcida del micmo vjue lo contiene ¥ procelde a su elucibn
con aguz Jdestlladae

n el 1ijuido eluido se determina cuantitativemente el
sorbitol,

71 procalimiento utilizedo para ello es el volumétrico,
oxidindtrico, wediante periodato que fub iniciado Yor linla-
prade y aupliado especialna te por Rappapert, Reifer y “ein-
man para compucstos polihidroxilados, difundiéndose emplia-
mente y con buen resultado en la determinacién cuantitativa
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de alcoholes polivalentes,

El método de Rappaport y eolaberadores para la determina-
¢ién de sarbitol se basa precisamente en su oxidaciém con el
metaperiodato de sodio segin la reasccién generals

GlgOH-(CIIOII)n-GIgOH + (n+l) IO‘Na ey (n+l) Iosﬂa-‘-
.0
O+ 2 HC® +n HCOMH
Ey -
De acuerdo con esta reaccién el sorbitol consume 5 meles
de periodato con formacifn de 2 moles e aldehido formico y
4 moles de &sido formiso,.

Una ves oxidado el scrbitol se determina el emceso de pe-
riodato por iodometrias

- +
3204 +2lHi+2 807 103-+H20
I 2 I+le

+ - . ur
IO+ 8 I=+ 2 1 % 0741750 +7T

o seat Ioga+ 2 IK+ SOgls & I0gNa +-304K2+ HDO +1Ip

Iluegos .
2 S03% ;2 8408"+2 e
I,+2 e =TI

2 350, + I, T 5404 + 2I7
© sea: 2 30.Nep + I, & S,406Ne, + 2 Tha
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Al ulsuo tiempo se efectua el ensayo en blamngo que eonsis
te en una valoracifén iodomébtrica de un volumen igual de la
solucién de metaperiodato pero sin el agregando de la muestra
que es reamplazada por agua destilada,

Por diferencia de de los voldmenes de la solucién de tio-
sulfato empleados en este ensayo en ¥lanco y en la muestra se
eanoce el volumen de periodato utilizado en la oxidacién,

Los mg de sorbitol contenidos en la muestra se obtienem
mltiplicando dicha diferencha por 0,047, Fete factor se obt
time dividiendo por dos el factor utilizado por Taufel y
Muller.



PARTE EXPERILENTAL

JECNICA FROPUESTA PARA LA DETERLINACTON CUALT~CUANTTTATIVA

DE SQRBITOL.

a) llenica para l1a sllminacién del axdcar farmantescible de
ias yinos.

En un vaso de precipitaciém de 250 ml se mide eon pipeta
200 ml de la muestira y se evepora en bafiomaria hasta la mitad
de su volumen., Seé lleva con agua destilada a su volumen primi-
tivo en matras aforado y se procede a fermatar,

In un erlemeyer de 250 ml se mezcla 150 ml de la muestra
ya preparada gon 8 gramos de levalura de ca'vesa, Se pesa y
coloca en un terméstato a 30¢C durante 2 horas, siempre aspi-
rando aire a través de la mescla., Luego se repone el agua per
dida por evaporacién hasta el peso inicial,

La solucién asi preparada y elarificada mediante filtracién
o centrifugacién se emplea para las determinagiones ocuali-
cuantitatives mediante cromatografia de papel,

b) Téenica grometogrifiga.

Se utilisa papel Whatman N?1 de 36 em de largo, estando
la lfnea de base a 9 ex del extssmo de la tira de papsl,

El desarrolle del cromatograma se realiza con butanol n-
acetona-agua (4:5:1) segin método deseendente, en 24 horas y
dentro de una cuba saturada con el mismo liquido de desarre~
llo.

El revelado del cromatograma s¢ efectda con el reactivo d
de Trevelyan y el de la difenilamina cpyas composiciones son



las siguientes:
Liquido de revelade de Trevelyan (24)(glusosa y sorbitol) :
1) Reactivo de Trevelyan
Oyl ml solueién saturada de NOAg en agua destilada,
Se agrega 20 ml de acetona y luego agua destilada go-
ta a gota Easta redisolucién del preeipitado,
2) Soluciém de Na0: 0,5 N en etanel
1 ml de solucién de NaOH al 40 % en 20 mA de etanol,
3) Solucién de Sy05Nay Oy1 N
El revelado de este reactivo se efeetia de la siguiente
maneras
El cromatograma ya desarrollado y seeo se impregna con el
reactive de Trevelyan cologado en una gubeta y se dejas secsr
al aire hasta desaparicién del olor a acetona., Luego se pasa
por la solucién alcoholica de NaOH hasta aparieién de las man
chas y se lava eon agua corriente, se pasa a continuagién por
1la solucién de tiosulfato de sodio, S8e lava y deja secar.
Liquido de revelads a la difenilamina (23) (glucosea) :
Solucién alcoholica de anilina al 4% seeeese 5 Vol,
Solucién aleoholica de difenilamina al 4% .« &
Acido fosflrieo 8irupo80 seccccsssccsscscess 1 "
Una ves pulverizade el cromatograma en sus dos caras con
este reastivo, calenter en estufa a 80°C durante 10 minutos.
En presencis de glucosa aparece una mancha asul que oon el

tiempo pasa a azul verdosa,
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¢) Identificaeién cualitativa.

La identificacifn cualitativa se realiza sobre dos tiras
de pepel Whatman N¢1 de 36 em de largo.

in una de ellas se siembra 0,01 ml de las muestras de vi
no antes y después de fermentar, El cromatograma correspon-
diente se revela con el reastivo de Trevelyan. La reaccién
positiva indiea, en la zona eorrespondiente, la presencia de
glucosa y o sorbitol,

In la otra tira de papel se siembra 0,1 ml de las mismas
mestras. E1 revelado ae efectfa con el reactivo de la dife-
nilamina que da resultado positivo, si esta presente la glu-
co8ay para la muesira sin fermentar y debe ser negativo para
la fermentada.

d) Determinacién gusntitativs del sorbitol.

Se hace cromatografia sobre una tira de papel Whatman N9l
de 36 om de largo y 11,6 em de ancho,

El volumen de la muestra, previamente fermentada, que se
siembra depende de la cantidad de sorbitol presente., Digha
eantidad puede apreciarse en forma aproximada por el tamafio
y colocacién de la mancha en el emsayo cualitativo,

n le linea de base se aplica tres manchas: en el centro
1a del vino en anAlisis que se extienfie unos 4 om sobre di-
cha 1linea y a los costados de la misma los ensayos con &or-
bitol.

Desarrollado el cromatograma se corta la zona correspon-
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diente al sorbitol contenido en el vino determinada per com=
paraciém eon los enssyes de sorbitol previamente separados y
revelados eon el reactivo de Trevelyan, E1l cromatograma se
eorta a 1 om por encima y por detajo de la mancis.
La eluoién se realiza en pequelios tubos de aproximadamente
8 ml de capacidad en donde se coloca el trozo de papel, Se
agrega 2 ml de agua destilada y ealienta en bafiomaria durante
15 minutos. Al mismo tiempo se hace la elucién en blance uti-
lizendo un trozo de pepel Whatman del mismo tamafio quo el de
la muestra,y
El liquido eluido se pasa a un erlenmeyer de 50 ml y se la
va el tubo tres vescescon 1 ml de agua destilada caliente.
Sobre el eluldo se detemrmina el sorbitol suantitativamente
por el método de Rappaport,
kisronétedo de Rappaport.
Reactivos
1) Aproximadamente 1 gremo de IO4K eristalizado se disuelve
en 800 ml de agua calentando a bafiomaria el es necesario,
Una ves disuelto se deja enfriar y coloca en matras afora
do de 1,000 ml y enrasa con agua destilada,
2) SO4H, al § %3 249 ml de 304112 eonc.(d 1,34) se diluye eon
agua destilada hasta 100 ml,
3) Solueién buffer: 120 g de acetato de sodio se disuelve en
agua, se agrega eon cuidado 5,3 ml de SOgis eonc. y es lle
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va la solucién a 1,000 ml,
4) IX purisimo,
8) Solucibn de almidfn al 0y25 %e
6) Solucibn de S0 Na, 0,0025 N,
Z6cniga.

En un erlemeyer de 60 ml se goloca S ml de solucifn de
sorbitol (entre 0,02 a 0,3 mg de sorbitol). Ss agrega 2,5 ml
de soluoién de metaperiodato y 1y5 ml de SO, al § %. La mes
¢la 8e calienta a bafiomaria hirviente durante 20 minutos,
Despuées de enfriar se neutraliza econ NaOH normal frente a la
fenolftalefna (1 gota) y agrega 3,5 ml de la selugién buffer
¥ IKe Se titula con solucibén de tiosulfato de sodio 0,0035 N,
Céloulo -

mg de sorbitol = (A=-B), 0,0047
Siendo
At ml Saos}laz 0,0026 N empleados en el blanco.
B:ml " " " " la muestra,

La fermentacién se debe efectuar con levadura fresca, del dia.
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Sronatograves pare Aa ideltificaeién gualitativa.

Crametocrang l.~ Cromatograma de sidra antes y despufe de fer
nentor,
Cantidnd de sidre ermleada° 10 lanbdas,
Liquido 3e revelado: Neactivo de Trevelyen,
¥? en e¥. punto de partida-
1. Sidr2 sin fermentar,
2, S5idra fermentada,
3. Flucosa v lavilogs,
3k rang S.- OCromatorrema 49 vino antes y desvuée de e
mentar,
Cantida? Jde vine emplerda: 10 lamhdas,
Liquijo 3z revelado - Resctivo 4de Trevelyun,
N® =n =1 "unto de o»artids-
1, Vino sin fermentar,
2, Vino fermentaodo,
3. Glucoss y levilosa,
Spvmoto e Ce~ Cromatogrsme de vino nazelado en distintas
provereionas con 9idra,
Cantidnd e viao AMI2ada s 10 JTonbdnas,
Liquido da meval-?n: Rzackivo de Menvelvan,
N2 on o) ;ito Ae pactido
1. 1Ara Pavrentade,
P Vi Daraeihodo.
3¢ VL0 ferizntede £ 7 d¢ sidrn,

4, Vino fermwmiado 10 ¢ de sidre,



Cromatograma 1

S+ sorbitol
G: glucosa
L: levulosa

B2 e



T ¢+ aorbitol
G: glucosa
+ levulose




Grougtograma 3
31 sorbitol
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iirmeo 6920
3920 8,20

" /92l 7917
nleneo 8,20
" 2,20 8,420

u 7,15 7,20

Sorbitol
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HEESULTADOS OBTENTPOG APLICANDO EL METODO CROUATOGRAFICO=
JODQMETRICO FROPUESTO.

lluestra Sorbitol
g % ml

Vino Clarecte 24,7
Vino Clarete () 26,0
Vino Tianto () 23,8
Vino Tinto al descube (e):

Vino de gota 23,0

Vino de premsa 24,9
Vino Tinto (») *+5 % de sidra 47,9
Vino Tinto (o) + 10 9 de sidra 6246
Vino Tinto 62,0
Vino Tinto 100 ml + 5 mg sorbitol €1,9
Vino Tinto 100 wl + 1O mg sorbitol 71,7
Vino Tinto 100 ml + 15 mg sorbitol 7549
Vino Tinto 100 ml + 20,mg sorbitol 77,6
Sidra 220,7
Sidra 399,5
Solucién de sorbitol 20 mg %

lra, determinacién 20,4

2da. determinacidn 19,6

(*) Vino elaborado en la Facultad de Agronomia y Ve-
terinaria,
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CONCILY 43 TORES

Continuando con la iunvestigacidn de métodos para la deter-
minacién de la presencia de sorbitol en vinos genuinos y
su valoracin ulterior ce emtudia en particuisr el proce-
dimiento indicedo por X, Taufel y K, Luller, yor oxida-
cifn con metaperiodato del producto previanante aislsdo
por cromatografia sobre papel,

Se propone la utilizacién del papel ‘hatian %1 en rempla
z0 del papel Sehleicher y Sehull 2040 a para el desarrollo
de le téonica crouatogréfica, método descendente, proposi-
cién ésta que reduce el tiempo de desarrollo del cromato
grema a 24 horas,

S5e propone pari €l revelado de sorbitol y glucosa al reac-
tivo de Trevelyan en resplago Gel de . olfrom y l'uller que
no da vienoa resultados, Su limite de sensibilidad, para
la hexita, es de Uy gaumius,

™ cuanto a la ;7lucosa, sustancia que tiene un velor de
RP igual al del sorbitcl, se verifica su ausencia con el
reactivo eonstituido vor difenilawinae-anilina=-feido fosfé-
rico cuyo limite de sensibilidad para dicho producto es
de 6 gummas, Este ensayo debe dar resultiado negativo.

Se propone ¢l método de Rappaport, oxidaeidén con metaperio-
dato y ulterior valoracidn iodométriea, para l. deteruina-
cisn cuentitativa de la hexita pero utilizando volfmenes
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menores de rsactivos gue en el método de Taufel y Luller
y titulando con soluci‘n de tiosulfato de sodio C,002€ I,
Con 1as modificaciones proupuestas al método de Taufel y
l'uller se valorz muestras que pucdan conitener de 0,02 a
0,3 mg de sorbitol,

La aplicaoi’sn del mbtodo procuesto a varios vinos genuinos
no aolo permite confirmaar 12 presancia de sorbitol en los
niswoe sino tambiéna afirmar que su contenido es bastante
mayor que @l determinado por los métodss basados en la
condensacién con venzaldehido o sus derivados,

Los ensayos de recuperaeidn del sorbitol sgregado a un vi-
no 2l cusl se ha ‘determinado previamente su contenido de
dicha hexita dieron los resultados que se indican a conti-

nuacibng

Juestra Teorico Recuperado TFrror
Vino 6240
Vino 100 ml* 6 mg sorbitol 67,0 61,9 746
Vino 10U ml + 10 mg sorbitol 72,0 T1y7 0y4 %
Vino 10C ml +15 ug sorbitol 77,0 75472 1,45
Vino 100 ml + 20 mg eorbitol 32,0 7746 5,4 %

Los valores estan dados en mg % nl.

Para hacer estos ensayos 8¢ euplearon 0,2 ml de muestra.
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