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RESUMEN

El incremento en el consumo del vino a nivel mundial ha dado lugar a que en los
Ultimos afios haya un interés creciente por mejorar su calidad. La decision de incorporar
antioxidantes en los vinos va a influir en gran medida en su composicion final. El &cido
ascorbico es un antioxidante natural que se encuentra en gran cantidad de productos.
En el vino lleva a cabo una accion antioxidante eficaz, y su determinacién se ha
convertido en objeto de interés para las etapas de produccion y control de calidad de las
bebidas y alimentos. En esta revision bibliografica se presenta una descripcion general
de la importancia y mecanismo de accion del &cido ascérbico, asi como las técnicas
analiticas para su cuantificacion en distintas bebidas. Se investiga el desarrollo de
nuevos métodos voltamperométricos para su determinacion en el vino, los cuéles
recientemente se han convertido en una alternativa eficaz debido a que son métodos

rapidos, simples y econémicos.

PALABRAS CLAVE: vino, acido ascorbico, técnicas analiticas, antioxidante,

determinacion voltamperométrica, bebidas.

ABSTRACT

Increased wine consumption worldwide has resulted in a growing interest in improving
its quality over the last few years. The decision to add antioxidants to wine is going to
affect largely on its final composition. Ascorbic acid is a natural antioxidant present in a
vast range of products. Regarding wine, it (ascorbic acid) carries out an efficient
antioxidant action, and its determination has become an object of interest at the stages
of production and quality control of food and beverages. This review presents a general
overview of the mechanism of action and importance of ascorbic acid, as well as
analytical techniques used for its quantification in a variety of beverages. In addition, this
paper follows up the development of emerging voltammetric methods for its
determination in wine, which have recently become an effective alternative due to the

fact that they are fast, simple and affordable methods.

KEY WORDS: wine, ascorbic acid, analytical techniques, antioxidant, voltammetry
determination, beverages.
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1. INTRODUCCION

La cultura del vino tiene un papel fundamental en la industria alimentaria espafiola.
Casi el 15% del total de la superficie mundial de vifiedo se encuentra en Espafa
(Gémez-Lim6n Rodriguez, 2006). Este mercado se ha globalizado dando lugar a un
nuevo mapa geogréfico, en el que el nimero de consumidores aumenta a un ritmo
constante (Lai, 2018).

El vino se define como un “alimento natural obtenido exclusivamente por
fermentacion alcohdlica, total o parcial, de uva fresca, estrujada o no, o de mosto de
uva” (Espafa, 2003). Se considera un producto complejo (incluye cultura, historia, es un
elemento de socializacion...,) y factores como el pais de origen, la edad, el género del

consumidor entre otros, van a influir a la hora de elegir un vino u otro (Lai, 2018).

Desde hace un tiempo, el consumidor demanda a la industria alimentaria productos
con un alto valor nutricional y microbiolégicamente seguros, es por ello que para los
vinicultores la calidad se ha convertido en un parametro imprescindible a la hora de
producir sus vinos. Hay que tener en cuenta dos aspectos que influyen en la
conservacion del vino, por un lado su estabilidad microbiolégica, evitando el desarrollo
de levaduras y de bacterias contaminantes y por otro su estabilidad oxidativa
manteniendo sus caracteristicas de color, sabor y aroma (Izquierdo Cafias, 2016). En el
caso del vino blanco, es un problema grave ya que la degradacién oxidativa provoca la
pérdida de los aromas caracteristicos de los vinos jévenes, y de sus notas florales y

afrutadas (Danilewicz, 2016).

El 4cido ascoérbico también conocido como vitamina C es un compuesto natural y
soluble en agua (Pisoschi, 2013b), fue originalmente llamado "acido hexaurénico",
debido en parte a su férmula empirica y a su capacidad conocida para formar sales de
sodio y potasio (Bradshaw, Barril, Clark, Prenzler, & Scollary, 2011). Es monobasico y
posee un anillo lactona entre los carbonos 1 y 4. Dada la asimetria en C4 y C5, existen
cuatro estereoisdémeros: los acidos D- y L-ascérbico, D-isoascorbico (acido eritérbico) y
D-eritro-3-ceto-hexurdnico (Zoecklein, Fugelsang, Gump, & Nury, 2001). Su masa
molecular es de 176.1 g / mol y tiene un punto de fusién de 193 °C. Es facilmente soluble
en agua (33 g /100 mla 25 ° C) sin embargo, es menos soluble en etanol absoluto (2 g
/ 100 ml), y en etanol al 95% (v/v) (3,3 g / 100 ml) (Ball, 1998).

Se puede encontrar en muchos sistemas biologicos, alimentos (verduras frescas
frutas, citricos) (Loeffler & Ponting, 1998) y su concentracion varia desde 500 mg/Kg en

las naranjas hasta mas de 3.000 mg/Kg en las guayabas (Zoecklein et al., 2001). Lleva
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a cabo un papel importante en la biosintesis del colageno, la activacion de la respuesta
inmune, la absorcion de hierro y participa en la curacion de heridas y la osteogénesis.
Ademas actia como un poderoso antioxidante que combate las enfermedades
inducidas por radicales libres (Danet, Pisoschi, & Kalinowski, 2009).

En el caso de las uvas su contenido es bajo, con cantidades iniciales que rondan
entre los 50-100 mg/L (Zoecklein et al., 2001) y entre 10 y 100 mg/L después del
estrujado y el prensado consumiéndose casi en su totalidad (Amerine & Ough, 1974;
Rankine, 2002). No sélo esta presente de forma natural sino que se puede agregar en
los productos alimenticios para ejercer una serie de funciones. En el caso de las bebidas
refrescantes se suele afiadir para enriquecer el contenido de vitamina C presente en
estas y asi poder establecer una cantidad singular (EE.UU.Patent N.° 4,152,116, 1979).
Asimismo, se usa para alargar la vida de muchos productos comerciales (Vazquez,
Tascon, & Deban, 2012).

En el vino este compuesto puede estar presente de forma natural o bien puede
afadirse por diferentes razones. Aproximadamente en el mosto se encuentra en
cantidades de entre 1-18 mg/L, y en los vinos el nivel normal ronda los 2 mg/L (Barcelo,
1990). La mayoria desaparece en el proceso de fermentacién al ser consumido por las
levaduras y bacterias presentes en dicho proceso (Casassa, 2009). Otra razon por la
gue puede estar presente este acido, es porque se afade con el fin de enriquecer
nutricionalmente el vino agregandole mas vitamina C. Asimismo, se puede afadir con
el fin de que el vino alcance una acidez éptima. Esta y sobretodo el pH, desempefia una
funcién muy importante en muchos aspectos de su elaboracion y de su estabilidad. En
ciertas situaciones, las condiciones en las que maduran y se desarrollan las uvas o los
cambios fisicos y microbianos durante la elaboraciéon del vino, pueden dar lugar a
desequilibrios siendo necesarias correcciones en la acidez (Boulton, Singleton, Bisson,
& Kunkee, 2002). Normalmente se afiade el acido tartarico, aunque también se puede
utilizar el acido ascorbico cuya acidez se debe a la funcionalidad enediol de su estructura
(Bradshaw et al., 2011).

A pesar de ejercer también, las funciones citadas anteriormente, en el vino este acido
se aflade para que ejerza una accién antioxidante eficaz e inmediata (Palacios, Carrillo,
Borinaga, Rodriguez, & Zaldivar, 2016), al reducir drasticamente el oxigeno disuelto
(Izquierdo Cafias, 2016). Permitiendo la estabilizacion del aroma y el color en estos
(Vazquez et al., 2012).

Tradicionalmente ha sido el di6xido de azufre (sulfito) el que ejercia esta funcion en

el vino. Se cree que ya era utilizado por los romanos aunque las primeras referencias
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de su uso se remontan al siglo XV (Clarke & Bakker, 2010). A la vez que ejerce de
antioxidante, lleva a cabo mudltiples funciones: un poder necrosante que favorece la
extraccion de fenoles y materias colorantes del hollejo de la uva, reacciona con ciertos
compuestos del vino otorgandole las propiedades sensoriales y alterando las reacciones
de polimerizacién de fenoles y también ejerce una acciéon antimicrobiana (Usseglio-
Tomasset, 1998).

En el pasado, su uso ya fue cuestionado al detectarse reacciones alérgicas severas
en personas asmaticas (Ortega, 2017). Esto, sumado a que en la actualidad se ha
incrementado la demanda de productos mas “naturales” sin aditivos quimicos, apoya la
idea de que su utilizacion esté méas cuestionada y se intenten reducir sus dosis lo mas
posible (Izquierdo Cafias, 2016). Es por ello, que en los Gltimos afios se ha mostrado un
gran interés por el &cido ascérbico en combinacion con el sulfito como alternativa para
reducir las cantidades de este Ultimo en los productos (Bauernfeind & Pinkert, 1970). Se
sabe que cuando se afiade al mosto (0 vino) este acido, es preferencialmente oxidado
de forma rapida, y da lugar a dos productos de reaccién: acido dehidroascérbico y
peréxido de hidrégeno. La reaccion entre el acido ascérbico y el oxigeno es mucho méas
rapida, con unos tiempos medios de reaccion de 35 minutos; que la que ocurre entre el
SO, y el oxigeno ya que avanza a una tasa extremadamente lenta a pH del vino
(Casassa, 2009). A pesar de lo anterior se ha planteado su papel complementario y no
solitario debido al numero limitado de funciones inhibidoras de deterioro microbiolégico,

comparadas con el diéxido de azufre (Barril, Clark, & Scollary, 2012).

La aprobacion del uso de &cido ascorbico y su isbmero 6ptico, el acido eritérbico en
la producciéon de vinos y zumos de frutas fue llevada a cabo por el gobierno de los
Estados Unidos entre 1956 y 1958 respectivamente (Zoecklein et al., 2001). Por lo tanto,
este compuesto pertenece a la categoria de antioxidantes que se emplea como agente
reductor para prevenir la oxidacion y cuyo uso en Espafa esta sujeto a las disposiciones
legales en materia de limites (Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino [OIV],
2019).

Este acido tiene capacidad para proteger los compuestos tanto oxidables como de
sabor, ya que puede actuar eliminando el oxigeno singlete o como un agente quelante.
Los diferentes estudios llevados a cabo en el vino, han demostrado que este compuesto
elimina el oxigeno molecular, antes de la oxidacion de los compuestos fendlicos
(Pisoschi, Pop, Serban, & Fafaneata, 2014). Adem4s, también se comporta como un
eliminador de radicales libres excelente, al reaccionar rapidamente con los radicales
hidroxilo (y otros) dando lugar a unos muy poco reactivos que no se propagan con

facilidad (Bradshaw et al., 2011). Por tanto, como donante de electrones, este
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compuesto es uno de los antioxidantes de pequefio peso molecular mas importantes
gue contribuye a la capacidad antioxidante total (Barril et al., 2012; Pisoschi, Cheregi, &
Danet, 2009; Popa, Danet, Jipa, & Zaharescu, 2010; Popa, Danet, Silviu, & Zaharescu,
2012).

La OIV (2006) establece que se puede adicionar en la uva, mosto o en el vino
siguiendo unas pautas y en unas cantidades concretas. En la uva se recomienda
afadirlo antes de su trituracion y la dosis usada no debe exceder de 250 mg/Kg. En el
caso del mosto se sugiere agregarlo inmediatamente después de la trituracion de la uva
y la dosis utilizada, acumulada si es necesario, con la utilizada en las uvas, no debe
exceder los 250 mg/L. Por ultimo en el caso del vino se aconseja afiadirlo durante el
embotellado, de lo contrario, se oxida en presencia de aire y el producto de este
fendmeno causa alteraciones oxidativas mucho mas importantes en este, que las que
resultan del oxigeno en el aire en ausencia de &cido ascorbico. En este Gltimo caso la
cantidad usada tampoco puede exceder de 250 mg/L y si también se ha usado en uva
0 mosto, la concentracion final, en términos de acido ascérbico mas dehidroascérbico,
no debe exceder los 300 mg/L. Independientemente de donde se adicione se
recomienda combinarlo con diéxido de azufre y cumpliendo las prescripciones del Cédex

Enoldgico Internacional (Parlamento Europeo y Consejo de la Unién Europea, 2009).

Inicialmente, se consideré que el uso combinado de ambos compuestos tiene
muchas ventajas sobre el uso de cualquiera de estos por si solo (Barril et al., 2012).
Ademads de reducir el nivel de diéxido de azufre, juntos ejercen un efecto favorable sobre
el sabor, el color, la claridad y el aroma del vino (Bauernfeind & Pinkert, 1970; Kielhtfer
& Wirdig, 1959; Vecher & Loza, 1961a, 1961b). Numerosos estudios refuerzan esta
descripcion, siendo en los vinos blancos y dulces en los que mas se ha comprobado. En
un estudio Skouroumounis et al. (2005b) mostraron que la adicion de 90 mg/L de acido
ascorbico en el embotellado tuvo poco impacto en el aroma del vino en los primeros 6
meses. Las diferencias, sin embargo, se hicieron evidentes a los 3 y 5 afios de edad de
la botella, tanto desde el punto de vista del color, como el aroma afrutado. Otros estudios
revelaron que en el paladar los vinos con acido ascoérbico fueron percibidos como menos
oxidados, menos maduros y frescos. Morozova, Schmidt, & Schwack (2015)
comprobaron en un ensayo que al afiadir 250 mg/L a los vinos los catadores percibieron
una mayor intensidad de los aromas frutales y una menor de los aromas oxidados a los
6 meses posteriores a su embotellamiento. Asimismo, se comprobé que una mayor
concentracion de sulfito en vinos expuestos a una alta concentracién de oxigeno, es
menos efectiva como antioxidante y previene peor la aparicion de atributos sensoriales

negativos que si se usa una combinacién de ambos compuestos (Barril, Rutledge,
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Scollary, & Clark, 2016). Por todo lo anterior se ha visto que el acido ascoérbico
proporciona una proteccion considerable contra la oxidacion del vino blanco en
condiciones de poco oxigeno y que tiene la capacidad de eliminarlo més rapidamente

gue en su ausencia.

Ademas también se ha comprobado que su combinacién prolonga la vida util de los
vinos, ya que el &cido ascoérbico incrementa el tiempo que tarda el dioxido de azufre
libre en caer por debajo de un umbral critico (10 mg/L) (Barril et al., 2016; Lopes et al.,
2009). Hay diversos factores que van a influir en la eficacia de esta combinacién de
compuestos en el vino. Uno de los mas importantes es el ingreso de oxigeno en el
embotellado o mediante el cierre después de este. Godden et al. (2001); Lopes et al.,
(2009); Skouroumounis et al. (2005a) llevaron a cabo un estudio que consisti6 en
observar el impacto de cierre de la botella con diferentes tipos de tapones que permitian
atravesar mas o menos oxigeno. Después de dos afios comprobaron que los vinos con
cierres que limitaban la entrada de oxigeno estaban libres de defectos, mientras que los
gue permitieron su entrada mostraban caracteres oxidativos perjudiciales. Por lo tanto
es un parametro muy importante que hay que controlar ya que, un suministro excesivo
de oxigeno, conducira a una vida mas corta del vino en comparacién con la del vino sin

acido ascorbico (Barril et al., 2016).

A pesar de esto, hoy en dia la concentracion critica de 4cido ascorbico para mantener
su estado antioxidante no se ha identificado con exactitud (Kassouf et al., 2014).
Ademds, a veces aparece por error 0 en unos niveles muy altos pudiendo provocar
alteraciones en el sabor o el aroma, causadas por la inhibicién de procesos naturales
gue ocurren en las bebidas y alimentos (Wawrzyniak, Ryniecki, & Zembrzuski, 2005).
También este exceso, puede provocar irritacién gastrica y su producto metabdlico (acido
oxalico) puede causar problemas renales (Wawrzyniak et al., 2005). Por otro lado hay
gue tener en cuenta que a veces ejerce una funcion prooxidante bajo ciertas situaciones
tecnoldgicas (Casassa, 2009). Esto se debe a que es una sustancia labil que se degrada
facilmente por las enzimas y el oxigeno atmosférico, sobretodo con el exceso de calor,
luz y cationes de metales pesados (Bhagavan, 2002; Du, Cullen, & Buettner, 2012).
Algunos investigadores han propuesto utilizar el contenido residual de este acido como
indice de retencién de nutrientes; ya que consideran que si este resiste los tratamientos
térmicos durante el procesamiento, el resto de nutrientes se veran poco afectados
(Badui, 2015; Camara Soto & Olortegui Pajuelo, 2015). Los procedimientos analiticos
son claves para fijar en los productos una cantidad concreta y se han planteado
numerosos en diferentes matrices y en varios niveles de concentracion, que se basan

generalmente en sus propiedades reductoras o en su capacidad para producir
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sustancias coloreadas (Vazquez et al., 2012). Esto se traduce en que actualmente hay
una gran variedad de técnicas analiticas (Pisoschi et al., 2014), entre las que se

encuentra la voltamperometria, la cual se tratara de forma detallada més adelante.

Por todo lo anterior la determinacion del &cido ascorbico es de gran importancia,
especialmente en quimica de productos alimenticios y en la evaluacion de su calidad
(EE.UU.Patent N.° 4,152,116, 1979). Poder cuantificar su presencia a través de las
técnicas analiticas es un factor clave que nos permite asegurar que este acido se va a
encontrar en la concentracion adecuada y que va a ejercer una funcion eficaz.
Actualmente, lo que se busca es conseguir una monitorizacion rapida de sus niveles
durante las etapas de produccion y control de calidad de las bebidas y alimentos (Hsu,
Ciou, & Chen, 2008; Pisoschi et al., 2009; Popa et al., 2012).

A patrtir de todo lo expuesto, el objetivo de este Trabajo Fin de Master ha sido realizar
una revision bibliogréfica acerca de la determinacién voltamperométrica de acido
ascorbico en el vino, haciendo alusion al resto de técnicas y a su cuantificacién en otras

bebidas de forma general.

2. MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado una revisién bibliogréfica en la que se han empleado las siguientes
bases de datos documentales:

e Google académico (https://scholar.google.es/).
e Science Direct, de la editorial Elsevier (https://www.sciencedirect.com/).

e Sistema de Informacion Cientifica Redalyc (http://www.redalyc.org/home.oa).

(Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal)

e Springer, de la editorial del mismo nombre (https://www.springer.com/gp).

e Wiley online, de la editorial Blackwell-Wiley (https://onlinelibrary.wiley.com/).

- Como criterios de inclusiéon se han considerado:
1. Articulos publicados en los ultimos 40 afios.

2. Articulos que investiguen los diferentes métodos para la determinacion del acido
ascorbico.

3. Articulos redactados en inglés o espafiol.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El disefio, desarrollo y optimizacion de las diferentes técnicas analiticas para
controlar la calidad de los productos constituye un enfoque de investigacion y un interés
cada vez mayor. Su fin es la determinacion cualitativa y cuantitativa de los aditivos e
ingredientes alimentarios, asi como de los contaminantes, con el objetivo de identificar
una posible adulteracion y/o contaminacion en los productos (Pisoschi, 2012; Pisoschi
et al., 2014). La literatura cientifica aporta numerosos estudios en los que se han
desarrollado estas técnicas, con el objetivo de determinar la cantidad de &cido ascérbico

presente en las bebidas.

1. Técnicas analiticas para la determinacion del acido ascorbico.

Para su determinacion teniendo en cuenta sus propiedades fisicoquimicas se han

desarrollado distintas técnicas analiticas, (Gutiérrez, Hoyos, & Paez, 2007).

Uno de los parametros mas importantes que hay que considerar a la hora de
desarrollar y optimizar los distintos métodos analiticos es la validacion. Requisito previo
fundamental que permite evaluar la capacidad que tienen estos para generar datos
analiticos confiables, demostrando que se mide la sustancia correcta, en la cantidad y
en el rango correcto para las muestras previstas (Araujo, 2009; Bansal & Destefano,
2007; Singh, 2013; Spinola, Llorent-martinez, & Castilho, 2014). Si los datos obtenidos
no son de calidad o carecen de confiabilidad, la determinacién que resulte serd poco
fiable (Peters, Drummer, & Musshoff, 2007; Rogers, 2013).

Los numerosos intentos por cuantificar el acido ascérbico han dado lugar a que la
literatura este repleta de un gran niumero de métodos (ANEXO 1) para su andlisis en
diferentes productos. Sin embargo, los esfuerzos continllan en la bdsqueda de un

método mas rapido y eficaz (Arya, Mahajan, & Jain, 2000).

Los métodos de andlisis preferidos son los de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), ya que aportan una sensibilidad y selectividad mayor que los
espectrofotométricos, de titulacibn o enzimaticos y generalmente no necesitan
derivacién. Los mas usados han sido la deteccién ultravioleta (UV) o electroquimica
(DE). A diferencia de la deteccion de fluorescencia (FD) (que requiere derivacion de
DHA y oxidacién adicional de AA a DHA) o la deteccion de espectrometria de masas

(MS) que es raro que proporcionen la mayor sensibilidad y selectividad. Sobretodo esta
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Ultima, que tiene altos costos de funcionamiento lo que hace que sea inaccesible para
muchos laboratorios (Novakova, Solich, & Solichové, 2008).

Generalmente, los métodos electroquimicos que se caracterizan por la respuesta
rapida, la selectividad y sensibilidad, bajo coste asi como por la simplicidad del
procedimiento analitico e instrumental, y que no requieren un tratamiento previo de la
muestra complicado se prefieren a los métodos instrumentales tradicionales para la
determinacion a tiempo real y con exactitud del acido ascorbico (Pisoschi, 2013a;
Pisoschi et al., 2014).

Con el fin de mejorar el rendimiento para la evaluacion de la vitamina C en los ultimos
afios, se han desarrollado diferentes modalidades de sensores, desde descubiertos
hasta modificados quimicamente. Recientemente, los avances apuntan al uso de
nanotubos de carbono y varios compuestos, que mejoran en gran medida la sefial
analitica debido a su amplia area de superficie y su actividad electrocatalitica. Asimismo,
disminuyen el potencial maximo correspondiente a la oxidacion del acido ascoérbico
resolviendo los problemas de solapamiento de picos en las muestras complejas
(Pisoschi et al., 2014).

En definitiva, la eficacia de un método u otro va a depender de una serie de factores.
Uno de los mas importantes es a la hora de seleccionar el método a llevar a cabo, ya
gue hay que tener en cuenta una serie de parAmetros como las caracteristicas del
analito, el propdsito del analisis, la matriz y los recursos analiticos disponibles (Pinto
et al., 2010; Spinola et al., 2014).

2. ¢Qué es lavoltamperometria?

El método electroquimico que hoy en dia se conoce como voltamperometria surgio a
partir del descubrimiento de la polarografia, en 1922 por el quimico Jaroslav Heyrovsky.
Desde sus inicios experimentd una serie de dificultades, no obstante, en los afios
sesenta y setenta se llevaron a cabo avances significativos en todas las areas de esta
técnica (metodologia, instrumentacién y teoria), lo que supuso una gran mejora de la

sensibilidad y permitié ampliar el repertorio de métodos analiticos (Kounaves, 1997).

Comprende un conjunto de métodos electroanaliticos en los que la informacién sobre
el analito se obtiene al medir la intensidad de corriente en funcion del potencial aplicado
en condiciones que promuevan la polarizacion de un indicador, o el funcionamiento del
electrodo (Skoog, Holler, & Crouch, 2017). Todos estas técnicas comparten una

caracteristica comun, y es que involucran la aplicacién de un potencial (E) a un electrodo
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y el monitoreo de la corriente resultante (i) que fluye a través de la celda electroquimica.
En muchos casos, el potencial aplicado varia o la corriente se monitorea durante un
periodo de tiempo (t). Por lo tanto, todas pueden describirse como alguna funcién de E,
iy t, y se consideran técnicas activas ya que, el potencial aplicado fuerza un cambio en
la concentracidn de una especie electroactiva en la superficie del electrodo al reducirla
u oxidarla electroquimicamente (Kounaves, 1997).

El proceso implica la electrélisis de una o mas especies electroactivas, lo que
conlleva su reaccién en el electrodo y el mecanismo de transferencia de masa. Este
ultimo puede llevarse a cabo por migracién (movimiento de especies por diferencia de
carga), difusibn (movimiento de las especies por gradiente de concentracion) y
conveccion (movimiento de la materia por cambios fisicos) (Ortiz, Martinez, &
Hernandez, 2006). El registro se denomina voltamperograma. En este por medio de la
variacion de las velocidades de barrido e intervalos de potencial podemos observar
como una serie de picos aparecen y desaparecen, notando las diferencias que existen

entre el primero y los barridos subsiguiente (Harvey & Rodriguez, 2002).

Los componentes basicos de un sistema electroanalitico para una voltamperometria

son: un potenciostato, un ordenador y una celda electroquimica (Kounaves, 1997).

Este conjunto de técnicas presentan una serie de ventajas analiticas, ya que poseen
una excelente sensibilidad con un gran rango de concentracion lineal Gtil tanto para
especies organicas como inorganicas y también un gran namero de disolventes y
electrolitos. Asimismo, los rangos de temperatura son muy amplios y proporcionan unos
tiempos de andlisis rapidos (segundos), lo que permite la determinacion simultanea de
varios analitos y la capacidad de estimar razonablemente los valores de parametros

desconocidos (Kounaves, 1997).

Segun el tipo de barrido que se realice se distinguen varias técnicas:
voltamperometria ciclica (CV), voltamperometria de pulso diferencial (DPV),
voltamperometria de barrido lineal (LSV), voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y

voltamperometria de extraccion (SV) (Chandra & Segal, 2016; Mahato et al., 2018).

Actualmente se estan estudiando diferentes variaciones de esta técnica con el fin de
mejorarla. Como consecuencia de ello, este método cada vez es mas popular para la

cuantificacién del acido ascérbico en muestras reales (Wawrzyniak et al., 2005).
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3. Determinacién del acido ascorbico en bebidas

En los ultimos afios, la determinacién de este &cido ha pasado a ser un tema de gran
importancia en el campo de la bioquimica y los alimentos comerciales. Su concentracion
va afectar a la calidad de los productos por ejemplo, evitando la degradacién de los
refrescos y los zumos o ayudandolos a conservar su sabor (Chen & Sato, 1995; Horwitz,
Chichilo, & Reynolds, 1980). También se usa como acidulante de alimentos en la
fabricacion de bebidas de frutas y verduras (Shui & Leong, 2002) y como antioxidante
en las cervezas y los vinos (Marshall, Trenerry, & Thompson, 1995). Ademas una
concentracion anormal en los fluidos humanos de esta sustancia est4 asociado con
diversas enfermedades (Zuo, Zhou, Zuo, & Deng, 2015). Por todo lo anterior, es
importante poder cuantificar con precision la cantidad de esta vitamina presente en los
alimentos para fines de control de calidad y etiquetado, entre otros (Shui & Leong, 2002).
Asi como para evaluar su estabilidad a lo largo de la vida util del producto (Esteve, Farre,
& Frigola, 1996; Fellers, 1988).

Son muchas las técnicas usadas para el analisis del &cido ascdrbico en bebidas. Una
de las mas estudiadas por diferentes autores a lo largo del tiempo ha sido la
cromatografia, aplicada sobretodo en zumos de frutas, cuya seleccion de fase
estacionaria es crucial para conseguir una maxima resolucion (de Quirds, Fernandez-
Arias, & Lopez-Hernandez, 2009).

En un estudio se determind este 4cido en refrescos y zumo de manzana a través de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con electroquimioluminiscencia (ELC) de
Ru (bpy) 32" con el fin de mejorar su sensibilidad y selectividad. Obteniéndose que la
reaccion de luminiscencia entre el acido oxidado y Ru (bpy) 3%' daba lugar a una
deteccién sensible y reproducible (Chen & Sato, 1995). Otros autores de Quirés et al.
(2009) propusieron utilizar una columna basada en particulas esféricas de silice
ultrapuras para HPLC como alternativa a la convencional. Para ello analizaron diecisiete
muestras entre las que se encontraban zumos, bebidas isotdnicas y té, observandose
en los resultados que era una alternativa excelente, rapida, simple y confiable. Shui &
Leong (2002) utilizaron con éxito HPLC con deteccion de matriz de fotodiodos (DAD)
en una variedad de zumos y bebidas para separar, identificar y cuantificar los acidos
organicos y asi pudieron comprobar si existia cierto deterioro microbiolégico en las
bebidas. En otro estudio, se describié un método cromatografico capilar electrocinético
(MECC) répido para cuantificar L-ascorbico en cerveza y zumos de fruta. Se usé un
tampon modificado con desoxicolato de sodio y una columna capilar de silice fundida,

con el fin de sustituir a la HPLC que es una técnica cara. Los resultados fueron
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favorables, pues los valores obtenidos de acido con esta técnica fueron muy similares a
los conseguidos con HPLC (Li, 1992; Marshall et al., 1995). La cromatografia liquida de
interaccion hidrofilica (HILIC) fue desarrollada por Zuo et al. (2015) como alternativa a
la HPLC de fase inversa (RP). Su objetivo era conseguir que las moléculas polares
pequefias tuvieran una buena retencion, cosa que no ocurria en HPLC (Sidorova &
Grigoriev, 2012; Zhou et al., 2013) y para ello usaron muestras de leche de vaca 'y zumo
de naranja para determinar &cido ascoérbico, acido Urico y creatinina. Consiguiendo asi
un método selectivo, rapido, preciso y que presentaba una buena sensibilidad y

linealidad de los resultados.

Por otro lado, autores como Luque-Pérez, Rios, & Valcarcel (2000) propusieron dos
métodos espectrofotométricos, uno fotoquimico basado en la reaccién redox que tiene
lugar entre el acido ascérbico y el Fe (lll), y uno no fotoquimico con la misma base, pero
junto a una irradiacion con luz visible para mejorar la reaccién redox. Se aplicé en el
andalisis de bebidas de naranja, limén, pifia y en una cerveza con acido ascorbico, cuyos
resultados obtenidos mostraron que ambos eran métodos rapidos, presentando el
fotoquimico una mayor sensibilidad y el no fotoquimico una mayor selectividad. En otro
estudio Lau, Luk, & Wong (1986) desarrollaron como otros autores (Fung & Luk, 1985)
un método de correccion de fondo para poder utilizar la espectrofotometria UV directa
en la determinacion de acido ascérbico. Se analizaron muestras de refrescos y zumos

de frutas consiguiendo un método mas aplicable y eficaz.

Por dltimo dentro de las técnicas electroquimicas las mas eficaces son la
voltamperometria ciclica, de onda cuadrada y diferencial de pulso (André, Castanheira,
Cruz, Paseiro, & Sanches-Silva, 2010; Prior & Cao, 1999).

La voltamperometria ciclica (CV) es la técnica mas utilizada para obtener informacion
cualitativa sobre las propiedades y caracteristicas de los procesos electroquimicos
(Hoyos-Arbeladez, Vazquez, & Contreras-Calderdon, 2017; Sawyer, Sobkowiak, &
Roberts Jr, 1995). Existen numerosos trabajos de CV en los que se usan electrodos y
se monitorean pardmetros diferentes. Se han llevado a cabo ensayos que utilizan CV
con electrodo de carbon vitreo (GCE) para la determinacion de 4cido ascorbico en zumo
de frutas (Sartori & Fatibello-Filho, 2012), de naranja (Sousa, da Rocha, Cardoso, Silva,
& Zanoni, 2004), de grosellas negras (Milardovi¢, Ivekovi¢, & Grabari¢, 2006), en té de
frutas (Piljac-Zegarac, Valek, Stipéevié¢, & Martinez, 2010), en infusion de jengibre
(Chaisuksant, Damwan, & Poolkasem, 2010) y en refrescos (Taye & Sergawie, 2019).
Otros estudios han usado CV con electrodo de pasta de carbono (CPE) en bebidas de
café (Oliveira-Neto et al., 2016), zumos de frutas (naranja, kiwi, manzana, y limén),

zumos vegetales (rdbano, tomate, pimiento, puerro y cebolla) (Gheibi, Karimi-Maleh,

Ester Pastor Sanchez UNIVERSIDAD DE VALLADOLID — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacion de Alimentos 14



Determinacion Voltamperométrica del acido ascérbico en Vinos Trabajo Fin de Mdster Junio 2019

Khalilzadeh, & Bagheri, 2015; Keyvanfard, Shakeri, Karimi-Maleh, & Alizad, 2013) y
refrescos de naranja y limén (Danet et al., 2009). Se han llevado a cabo modificaciones
utilizando CV con un electrodo de carbono vitreo con nanotubos de carbono de pared
multiple dentro de una pelicula de poli (clorhidrato de alilamina) para la determinacion
simultdnea de acido ascorbico y sulfito en zumos de frutas (Sartori & Fatibello-Filho,
2012) y utilizando azul de metileno como mediador (Ensafi, 2007). Este método ha
presentado numerosas ventajas ya que es suficientemente rapido, asequible y lo
suficientemente sensible para determinar las concentraciones fisiolégicas de los

antioxidantes (Piljac-Zegarac et al., 2010).

Respecto a la voltamperometria de onda cuadrada (SWV) es una técnica diferencial
de gran amplitud en la cual se aplica una forma de onda compuesta por una cuadrada
simétrica, que se superpone a un potencial de escalera de base, al electrodo de trabajo
(Osteryoung & Osteryoung, 1985). Los ensayos muestran como se han llevado a cabo
modificaciones y se han usado diferentes tipos de electrodos para esta técnica. Autores
como Barroso, Delerue-Matos, & Oliveira (2012) han evaluado la capacidad antioxidante
total (TAC) de aguas aromatizadas utilizando una SWV con una modificacion que
consistid en un biosensor electroquimico (inmovilizacion de purina) sobre una superficie
de electrodo de carbono vitreo (GCE). En otro estudio el biosensor electroquimico se
inmovilizé en el electrodo de carbono vitreo (GC) de grafeno nanoribbon (GNR) en
zumos de frutas comerciales (naranja, uva y pera), lo que permitié obtener mayor
sensibilidad (Yang et al., 2013). De esta manera evaluaron la actividad antioxidante a
través del andlisis del poder protector de los antioxidantes frente al atagque de los
radicales hidroxilo en las bases de purina. También se ha desarrollado una SWV para
la determinaccién simultdnea de acido ascorbico (AA) y cafeina (CAF) en bebidas frias
y café utilizando un electrodo de carbono vitreo (GCE) modificado con nanotubos de
carbono de pared mdultiple (MWCNT) (Gupta, Jain, & Shoora, 2013). En otros ensayos
se ha aplicado una SWYV de inyeccién de flujo para la cuatificacién de acido en refrescos,
té de limén y zumos de manzana (Fung & Mo, 1992). Ademas esta técnica se ha
utilizado en té verde y negro, en zumos dulces y agrios de limén y naranja 'y en refrescos
(Nezamzadeh, Amini, & Faghihian, 2007; Novak, Seruga, & Komorsky-Lovri¢, 2010;
Pisoschi, Pop, Negulescu, & Pisoschi, 2011; Taye & Sergawie, 2019).

En relacién a la voltamperometria diferencial de impulsos (DPV), es una técnica en
la que los impulsos de magnitud fija se superponen en una rampa de potencial lineal
(Hoyos-Arbelédez et al., 2017). La literatura cientifica recoge numerosos estudios en los
cuales se emplean diferentes tipos de electrodos, siendo los mas usados el carbono

vitreo y la pasta de carbono (Hoyos-Arbeldez et al., 2017). Estos ultimos han sido
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aplicados en varias bebidas como café (Oliveira-Neto et al., 2016), mosto, néctar de
frutas (Lino et al., 2013) y en zumos frescos y deshidratados (Lechien, Valenta,
Ntirnberg, & Patriarche, 1982). Por otro lado los primeros han sido estudiados en zumos
de frutas (Yilmaz, 2008), y en bebidas alchélicas como brandy y cognac (Ziyatdinova,
Salikhova, & Budnikov, 2014). Ademas con el objetivo de mejorar su sensibillidad
algunos autores han desarrollado modificaciones como Kingsley, Desai, & Srivastava
(2015) que aplicaron en zumos de frutas una DPV con nanoparticuas de FesO. en forma
de electrodo de pasta de carbono, Korotkova, Karbainov, & Shevchuk (2002) que
utilizaron para la determinacion de acido ascorbico en extracto de té verde y vinagre de
manzana una DPV usando como electrodo una pelicula de mercurio y Vazquez et al.
(2012) que desarrollaron un electrodo de pasta de carbono modificado con Cu (II)-

Ftalociana para su determinacion en zumos comerciales.

De forma general los estudios reflejan que las técnicas electroquimicas permiten
obtener una determinacién de la vitamina C en las bebidas simple, rapida, economica
con buenos limites de deteccion y con una gran sensibilidad. Han demostrado ser unas
técnicas capaces de cuantificar este compuesto en presencia de otros que pueden
enmascararlo y son capaces a diferencia de otros métodos de realizar una cuantificacion
directa cuando se analiza en muestras coloreadas con altos niveles de antocininas como
es el caso de los zumos de frutas (Lino et al., 2013; Medeiros, Rocha-filho, & Fatibello-
filho, 2010; Sousa et al., 2004).

4. Método oficial para la determinacion del &cido ascorbico en el vino.

La OIV en su compendio de Métodos de Analisis Internacionales para vinos y mosto,
establece los métodos oficiales para la determinacion del 4cido ascérbico en los vinos.
Los cudles son reconocidos por la Unién Europea ya que en el Reglamento (CE) n°
479/2008 (Parlamento Europeo y Consejo de la Unién Europea, 2008) se sefiala que,
los métodos de andlisis para establecer la composicién de los productos cubiertos por
dicho Reglamento y las normas para verificar si dichos productos han sido sometidos a
procesos que violan las practicas enoldgicas autorizadas, son los recomendados y
publicados por la OIV en su compendio. Para la cuantificacion de este acido en el
documento se exponen dos métodos, uno de categoria Il (METODO DE BENCHMARK)
y otro de categoria IV (METODO AUXILIAR) junto con las medidas a seguir y los

materiales necesarios para llevarlos a cabo (OIV, 2019b).
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El primer método OIV-MA-AS313-22 (Resolucion Oeno 377/2009) consiste en una
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) y deteccién de UV en un rango
de 3 mg/L a 150 mg/L. Este método es adecuado para la determinacion simultanea de
acido L-ascérbico y D-iso-ascorbico (acido eritérbico) en vino. Si la muestra supera los
150 mg/L previamente habria que diluirla (OIV, 2019b).

El segundo método OIV-MA-AS313-13 A (Resolucion Oeno 377/2009), consiste en
una Espectrometria de fluorescencia o Espectrofluorimetria que permite determinar
la presencia de acido L-ascorbico y dehidroascérbico en vinos o en mostos. El &cido
ascorbico se convierte con carbén activado en acido dehidroascorbico, formando un
compuesto fluorescente en la reaccion con ortofenilendiamina (OPDA). Para determinar
esta fluorescencia se necesita preparar un control (formacién de un complejo de acido
bérico/ acido deshidroascoérbico). La muestra y el control se analizan fluorométricamente
y mediante espectrofluorimetria se calcula la concentracién del &cido dehidroascorbico
(OIV, 2019b).

5. Determinancion voltamperométrica del acido ascorbico en el vino.

Las decisiones sobre el alcance de la exposicion al oxigeno y la aplicacion de
antioxidantes en los vinos, van a ser determinantes en su calidad. Un vino
excesivamente oxidado adopta un color marrén y pierde sus aromas frutales, mientras
gue uno con un contenido bajo de oxigeno adquiere un olor graso (Kilmartin, 2016). El
oxigeno disuelto presente en el vino, se puede consumir por reaccion con el resto de
sus componentes y originar cambios perjudiciales. Esto se puede evitar con el uso de
un antioxidante en una concentracién adecuada ya que, si su presencia causa un
desequilibrio respecto a las especies reactivas se produce el fendmeno de estrés
oxidativo (Barril et al., 2016; Hernanz-Vila, Jara-Palacios, Escudero-Gilete, & Heredia,
2017).

El uso en la elaboracién del vino, del acido ascérbico como complemento del di6xido
de azufre, se debe a que es capaz de proteger a otros constituyentes oxidables del vino
como son los compuestos fendlicos y de sabor, ya que elimina el oxigeno molecular
antes de la oxidacion de estos (Bradshaw et al.,, 2011). Por tanto, la capacidad
antioxidante del vino se puede relacionar con la presencia de sustancias tanto
enddgenas como exdgenas es decir, con algunos compuestos fendélicos para el primer

grupo y dioxido de azufre (SO.) y &cido ascorbico (AA) para el segundo. Un equilibrio
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entre la composicion del vino y la exposicion al oxigeno da lugar a la llamada "resistencia
a la oxidacion", que va a limitar su vida Gtil (Rodrigues, Silva Ferreira, Guedes de Pinho,
Bento, & Geraldo, 2007).

A la hora de analizar los ensayos realizados para la cuantificacion de este acido en
vino a través de técnicas voltamperométricas se ha observado que los ensayos son
escasos. Las técnicas espectofotométricas y las cromatograficas han sido las mas
estudiadas. Esto podria deberse a que la voltamperometria es una técnica que se ha
utilizado para estimar el potencial antioxidante total del extracto fenélico de los vinos
(Hernanz-Vila et al., 2017).

A pesar de lo anterior, se ha observado que las técnicas espectofotométricas no
permiten la medicion directa de muestras coloreadas y a veces presentan dificultades al
medir ya que son propensas a la interferencia de otros agentes reductores que puedan
estar presentes en la muestra (Ensafi, 2007; Floegel, Kim, Chung, Koo, & Chun, 2011).
En el caso de los métodos cromatograficos, estos son capaces de eliminar esas
interferencias antes de la deteccion, sin embargo, consumen mucho tiempo (Macrae,
1988). Es por esto, que en los ultimos 20 afos se estan llevando a cabo investigaciones
con el objetivo de desarrollar métodos voltamperométricos con mayor sensibilidad y
selectividad, a través del uso de electrodos modificados quimicamente o con el uso de
compuestos electrocataliticos. Autores como Bradshaw, Prenzler, & Scollary (2002) han
usado para la determinacién de acido ascorbico en vino base una voltamperometria de
onda cuadrada (SWV) con un electrodo colgante de gota de mercurio (HMDE). La
voltamperometria ciclica (VC) se ha llevado a cabo en un estudio para la determinacion
de este acido en vinos blancos (Sauvignon Blanc, Chardonnay) y tintos ( Pinot nair,
Merlot) (Beer et al., 2004; Makhotkina & Kilmartin, 2009), también con el uso de un
electrodo de carbono vitreo (Kilmartin, Zou, & Waterhouse, 2001). Otro ensayo ha
desarrollado una VC con electrodo de calomelanos (SCE) en vino blanco para la
cuantificacién de este &cido (Rodrigues et al., 2007). Tirke, Fischer, Beaumont, &
Kilmartin (2012) han investigado el uso de VC con un electrodo de PEDOT sobre
sustratos de carbén activados para estudiar la electroquimica del acido ascérbico en un
vino modelo de pH 3,3. También la voltamperometria de barrido lineal ha sido usada,

para la determinacion de este 4cido en vinos blancos (Gonzalez, Vidal, & Ugliano, 2018).

Otro tipo de ensayos que muestra la literatura cientifica, consisten en comparar 2
métodos voltamperométricos usando diferentes electrodos con el fin de establecer cuél
es el mas eficaz. Pisoschi et al. (2011) llevaron a cabo un estudio en el que aplicaron
una voltamperometria ciclica (CV) y una de pulso diferencial con electrodos de pasta de

carbono (CPE) y de platino (PT) en vino para la determinacién del acido ascoérbico. Los
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resultados que obtuvieron fueron que los limites de cuantificacién y de deteccion fueron
mayores usando la VC y el electro de platino (PT). En esta linea, un estudio se ha llevado
a cabo recientemente por Taye & Sergawie (2019). Consisti6 en investigar la
determinacién de 4cido ascorbico mediante voltamperometria de onda cuadrada (SWV)
y ciclica (VC) con un electrodo de carbono vitreo en vino tinto y blanco. Los resultados
obtenidos fueron que la SWV es mas adecuada para la determinacion cuantitava de
vitamina C en vinos.

5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta todo lo expuesto en el trabajo, y a modo de conclusion, es cada
vez mas importante la determinacion del acido ascérbico tanto en las bebidas no
alcoholicas como en las alcohdlicas, como es el caso del vino. Su creciente importancia
se debe a que comunmente la medicion de su contenido evalla la calidad del producto
alimentario, parametro que cada vez estd mas valorado por parte de los consumidores.
En lo que respecta al nUmero de técnicas empleadas para su cuantificacion se ha visto
gue son muy variadas. En el caso concreto del vino y la voltamperometria, los estudios
son escasos, sin embargo la busqueda de métodos rapidos, simples, reproductibles y
con gran sensibilidad y selectividad ha dado lugar a que el interés por investigar y
desarrollar estas técnicas cada vez sea mayor. Los resultados de los ensayos realizados
hasta el momento, muestran que esta técnica ofrece limites de cuantificacién bajos,
apenas requiere preparacion de la muestra, brinda un analisis rapido y no necesita un
equipo costoso. Todo esto la convierte en una alternativa atractiva a los métodos
espectrofotométricos y cromatograficos tradicionales, en particular en el control de

calidad de los vinos.
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ANEXO |
Tipos de métodos para la determinacion del acido ascorbico
Metodo Métodos Método Métodos Métodos
Enzimatico Quimicos Electroforético Electroquimicos Espectrofotométricos
l Vol - [ | | Directoa
Peroxidasa Lit;;;rlle na Electroforesis 260nm
Capilar
Indirecto:
— Volumetria | Cualitativo /
Redox Cuantitativo
—| Yodométrico
|| Método de " Meétodo de
. Sensores
indofenal o Mohr
Electroguimicos

Figura 1.Tipos de métodos para la determinacion del acido ascorbico (Fang, 2016).
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Métodos
Cromatograficos

C. Liguida de alta
resolucion (CLAR)

C. Liquida de alta
presion (HPLC)

HPLC con
deteccion
ultravioleta (UV)

HPLC con detector
electroguimico (DE)

HPLC con detector
de fluorescencia
(FLD)

LC con
espectrometro de
masas (MS)

HPFLC con detector
amperométrico

HFLC con detector
colorimétrico
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