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Resumen

A nivel mundial el potencial productivo viticola se mantiene estable durante los ultimos
afos, presentando un minimo descenso en el consumo de vino, a pesar de este dato;

Espafa se mantienen a la cabeza de su produccién y consumo.

El motivo por el cual Espafia se encuentra a la cabeza de este rango se debe a la
busqueda constante de un producto de calidad, el cual ha seguido en ascenso los
ultimos afios. El acido citrico es uno de los principales aditivos utilizados en la
produccién del vino el cual ayuda como estabilizante del mosto y del vino, captura el

hierro para que no exista precipitaciones y brinda frescura y dulzor.

Es por ello que se busca nuevas técnicas de analisis, las cuales permitan identificar la
presencia de este aditivo y a pesar que son varios los métodos analiticos como:
ensayos enzimaticos, cromatograficos los cuales logran obtener un buen resultado en
la cuantificacion del analito, con la voltamperometria se busca un nuevo método
analitico que ayude a una determinacion mas rapida y mas util para el vino y otras
bebidas.

Palabras claves: vino, produccién, calidad, acido citrico, método analitico,

voltamperometria.
Abstract

Globally, the wine production potential remains stable during the last years, showing a
minimum decrease in the consumption of wine, despite this data; Spain remain at the

forefront of its production and consumption.

The reason why Spain is at the head of this range is due to the constant search for a
quality product, which has continued to rise in recent years. Citric acid is one of the
main additives used in the production of wine which helps stabilize must and wine,

captures iron so that there is no precipitation and provides freshness and sweetness.

That is why we look for new analysis techniques, which allow us to identify the
presence of this additive and although there are several analytical methods such as:
enzymatic, chromatographic tests which achieve a good result in the quantification of
the analyte, with voltammetry A new analytical method is sought to help a faster and

more useful determination for wine and other beverages.

Keywords: wine, production, quality, citric acid, analytical method, voltammetry.



Determinacién voltamperométrica de acido citrico en vino
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacion de Alimentos

INDICE

1. INTRODUCCION ....coovovetceeeeteeeteececee ettt ettt sttt et et et sasesesetesens s et etesesssasesesensasssesens 4

2. OBIETIVOS ..eviervieeeteteete ettt sttt ae st a et s et st ae s s st et st st sansesanaas 5

3. MATERIALES Y METODOS .......oucvieieeiieeteeiete s sesae s ssse s se s sssasse s sassasnans 5

4. RESULTADOS Y DISCUSION ....oovveieeeieeeeeeeeseeeseseeessseesesesssses s ssasseses e sessssenesassssessnessessnens 5
FUNCIONALIDAD DEL ACIDO CITRICO EN EL VINO ....coovvueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 5
DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN BEBIDAS ..o 6
DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN VINO.......cooieueieeeeeeeeeeeeeeeeieseseeeenenas 9
VOLTAMPEROMETRIA ..ottt s s 11
DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR
VOLTAMPEROMETRIA ...ttt snansans 14
DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN BEBIDAS ALCOHOLICAS POR
VOLTAMPEROMETRIA ..ottt senes s 14
METODOS OFICIALES PARA LA DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN EL
VINO ..ottt sttt bbbt a e st tesesa e s et ne st s et st saneas 16

5.
6.
7.

DETERMINACION DE ACIDO CIiTRICO EN VINO POR VOLTAMPEROMETRIA...18

CONCLUSION ..ottt et et e e e e e et et eeae e e eee et eeseeeeeeeeseasesseeesensensessssesensesseseseneennenaens 19
AGRADECIMIENTOS ..t eveeeeeee et eeeeeeee et et et eeeeeeeeeeeeeeeesseseeeeeesseesseasesseseseesessenseeseesssensensenes 20
BIBLIOGRAFTA. .ottt et et e e et et et e e e e et et et e e e e e e et et eeeeeee et eneeeaeeeeeneneenns 21



Determinacién voltamperométrica de acido citrico en vino
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacion de Alimentos

1. INTRODUCCION

El vino, desde la antigledad viene siendo una de las bebidas alcohdlicas mas
importantes y cotizadas por la sociedad, su valor se debe a sus distintas cualidades

funcionales, como a lo que implica su consumo social.

A nivel mundial el potencial productivo viticola se mantiene estable durante los Ultimos
afios desde el 2013, presentando un minimo descenso en el consumo de vino durante
el 2018, a pesar de este dato Espafia se mantienen a la cabeza de su produccién y

consumo.[1]

La calidad de los vinos viene asociada a su produccién. Siendo muy importante los
tiempos, los ingredientes y aditivos utilizados para obtener un producto que sea del
gusto del consumidor, entre los mas importantes tenemos a los correctores de acidez,

los cuales son polifuncionales.

El &cido citrico es un componente natural de muchas plantas, tejidos animales y
fluidos fisiologicos, la obtencion de &cido citrico es a partir de frutas con més del 1%
(en peso seco), son: limones 4.0-8.0%, pomelos 1.2-2.1%, naranjas, mandarinas,

frambuesas y las fresas las cuales contienen acido citrico en el rango de 0.6-1.3% [2].

No obstante, se observé que era mas rentable producir acido citrico a partir de la
fermentacion de microorganismos [3], hasta la fecha esta técnica se ha convertido en

el método preferido para su produccién comercial por sus ventajas econémicas.

Bennett y Yuill [4] en 1935 establecieron la estructura cristalina del acido citrico
anhidro, la cual fue refinada por Nordman [5] y Glusker [6] con una indicacién del
enlace de hidrégeno en el cristal. La estructura cristalina del &cido citrico
monohidratado, fue descubierta por Burns e Iball [7] y Roelofsen y Kanters [8]. De

acuerdo a Nordman y col. [5]

El acido citrico en el vino inhibe la oxidacién, la evolucion del color del palido a el
dorado y asegura su transparencia.[9] asi mismo este aditivo captura el hierro para
gue no existan precipitaciones. Las concentraciones de 4cido citrico en el vino no son
mayores a 0,5 g/L ya que la legislacién espafiola y la de la CEE, no permiten

cantidades superiores a un gramo de acido citrico por litro de vino. [10]
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2. OBJETIVOS

Determinar la eficacia y funcionalidad de las técnicas voltamperométricas para la

determinacion de acido citrico en el vino.

3. MATERIALES Y METODOS

El siguiente trabajo es una revision bibliografica, estructurado gracias a un conjunto de

bases de datos con la finalidad de tener informacion cientifica actualizada y de calidad.
e Google académico

e Web of Science

e Dialnet
e SciELO
e Scopus

Asi mismo consta varios criterios de inclusién como:

e Articulos referentes a distintos métodos de analisis de &cido citrico tanto en
bebidas como en el vino

¢ Articulos en inglés y castellano siendo el primero el predominante en niamero
de referencias.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

FUNCIONALIDAD DEL ACIDO CITRICO EN EL VINO

El &cido citrico (E-330) es una sustancia perfectamente soluble en los vinos [11] y muy
importante debido a su polifuncionalidad.

Una de sus principales funciones es formar complejos naturales con el Fe (lll),

ayudando a secuestrar una cierta cantidad del hierro contenido en el vino previniendo

la turbidez.

Asi mismo cumple la funcion de acidificante corrigiendo la acidez en el mosto y el vino,
ademds posee una accion antioxidante.

Otra de las funciones del &cido citrico en el vino es la prevencion del enturbiamiento
de origen quimico, generado por la reaccidn de las sales de hierro presentes en el vino

con taninos y acidos naturales. La quiebra férrica es una alteracién de vinos aireados
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con alto contenido de Fe, en este punto el hierro forma compuestos insolubles los
cuales precipitan en la botella de vino formando un sedimento blanquecino (vinos
blancos) o azulado (vinos tintos), aunque hoy en dia se ha convertido en algo raro e
inusual. Es por esto que se utiliza al acido citrico como un estabilizante antes del

embotellado.

La quiebra férrica se presenta tanto en vinos blancos como en vinos tintos, dandonos
cuenta que un vino es propenso o no a la quiebra mediante la realizacion de una

prueba de estabilidad:

La prueba consiste en someter al vino a condiciones extremas de: temperatura,
humedad y luminosidad, segun la quiebra de la que se trate. El motivo esta en someter
al vino a condiciones a las cuales nunca estara expuesto en la realidad. De esta forma,
si resiste, podriamos confirmar que el vino posee cierta estabilidad frente a

determinadas quiebras.

Otra prueba consiste en llenar media botella de color blanco con vino, sobre el que se
ensaya, consiguiendo una importante aireacion. A la botella se la coloca en el centro
de un refrigerador completamente oscuro. Transcurridas 48 horas, los vinos mas
propensos realizaran la quiebra férrica, mientras que, si la muestra permanece limpia,

el ensayo es negativo.

El problema ocurre cuando el vino contiene oxigeno disuelto, cambiando asi a un
medio con cierta capacidad oxidativa. Entonces, el ién ferroso (Fe?*) se oxida pasando
a la forma ién férrico (Fe®*) que es insoluble. [12]

El tratamiento con &cido citrico se fundamenta en la captura del Fe** del vino

procediéndose citrato férrico soluble, lo cual impide la quiebra del vino.

DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN BEBIDAS

La necesidad de buscar un producto de calidad ha impulsado que la industria
alimentaria busque la forma de determinar ciertas sustancias de forma cuantitativa
como cualitativa. La concentracion de acidos organicos en el vino puede ser un
pardmetro de interés y significativo que afecte a las caracteristicas sensoriales del

producto.
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El método de cromatografia liquida de alta resolucién (CLAE) y deteccion UV a 210 nm
propuesto por Correa & Rivera en 2017, en el que se llevd acabo la determinacion de
acidos organicos, entre estos el &cido citrico, en refrescos de fruta comercial. El
método empleado fue simple y apropiado para la separacién y cuantificacién

presentado una excelente linealidad entre el acido citrico y el ascoérbico. [13]

Restuccia & Spizzirri en el 2017, determinaron los acidos organicos de diferentes jugos
de frutas como pera, naranja, durazno, mora y manzana, utilizando un método de
cromatografia liquida con detector de dispersion de luz por evaporacion. El método fue
utilizado y validado en comparacién con cromatografia liquida - UV, obteniendo los
resultados en tiempo reducido con el acido citrico, como acido predominante en todos

los jugos. [14]

Un estudio diferente realizado por Monakhova & Randel en el 2016 mediante la
técnica de espectroscopia RMN, que se basa en una rutina desarrollada de servicio
espectral se concentra en identificar varios analitos, entre estos el acido citrico en un
extracto de aloe vera. La metodologia propuesta fue automatizada, lo que incluye
fases, correccion de linea de base, integracion, cuantificacion e informes. EI método

de RMN se aplic6 a 41 preparaciones en forma de jugo liquido. [15]

Mientras que Mato & Huidobro en el 2006, con la ayuda de la técnica de electroforesis
capilar rapida se pueden determinar los acidos organicos, entre ellos el acido citrico en
distintas bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas para determinar si se puede utilizar este
método como tratamiento diario. El método propuesto es rapido porque el tiempo de
separacion disminuye dos, cuatro o incluso seis veces los tiempos de separacion de
los métodos CZE. También es simple y barato, debido al bajo consumo de productos
guimicos y muestras. Estas razones permiten que se considere adecuado para el

analisis de rutina de acidos organicos en muestras de bebidas. [16]

Goncalves Tania (2009) realiz6 un estudio de andlisis semicuantitativo en bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas de compuestos organicos y dos acidificantes (acido citrico
y acido malico), utilizando como método analitico la lengua electrénica compuesta por
dos sistemas multisensoriales, con cuarenta membranas poliméricas sensibilizadas. El
estudio se centr6 en diferenciar cuatro grupos de refrescos con diferentes
concentraciones de zumos, a pesar de que la lengua electronica sirvié de manera util

para el resto de analitos, con el acido citrico el andlisis no fue satisfactorio ya que no
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se obtuvo suficiente informacion. [17]

Beullens.K, Mészaros, P (2007) realizaron un estudio en el cual se evalud el potencial
de dos tipos de lenguas electrénicas como técnica rapida para analizar el sabor del
zumo de tomate, el estudio pretende encontrar las diferencias con un grupo de jueces
entrenados, basandose en la diferencia de dulzura y acidez. Para lograr un grado de
aceptabilidad mejor, se realizaron andlisis de concentracién de azucares y acidos
organicos, entre estos el acido citrico; utilizando herramientas estadisticas de analisis
multivariante, como andlisis de componentes principales (PCA), andlisis discriminativo

candnico (CDA) y regresién de minimos cuadrados parciales (PLS). [18]

Alvarez. A, Jorrat. S & Genta. M (2005), implementaron parametros de caracterizacion,
gue permita asegurar la genuinidad de la produccién de jugos. El objetivo de este
estudio fue determinar varios parametros entre estos el acido citrico. La metodologia
analitica utilizada en Official Methods of AOAC “método quimico”, para la
determinacion de acidez se realizd una titulacion potenciométrica, utilizando un
pHmetro ORION 420A (AOAC). Se peso aproximadamente 2 g de jugo concentrado
en un vaso de precipitados, luego se diluyé con agua destilada y se titulo con NaOH
1IN hasta pH= 8,1. Se expresa la determinacion en porcentaje en peso acido citrico
anhidrido. Los resultados obtenidos en jugos fueron referidos a un jugo especifico

como estandar para realizar comparaciones. [19]

Ademas del método HPLC se a utilizado un método enzimatico para la determinacion
de acidos organicos. Estos métodos también podrian usarse para evaluar la
autenticidad, deterioro o el contenido de micronutrientes en los jugos. Dogaru. D, e.l en
el 2009, realizaron un estudio con el propdsito de separar, identificar y cuantificar
acidos organicos comunes en una variedad de jugos y bebidas usando RP-HPLC y
pruebas enzimaticas, que identificaran compuestos no solo por sus tiempos de

retencion sino también por sus espectros individuales [20]

Lima. J, & a.l (1999) desarrollaron un sistema de analisis de inyeccion de flujo (FIA)
con deteccidn potenciométrica para la determinacioén de acido citrico en jugo de frutas
comerciales utilizando un electrodo tubular selectivo de cobre. El metodo consiste en
la formacion de iones citrato con iones de cobre (ll), monitoriando la concentracion de
cobre libre (II) obteniendo una relacion lineal entre la potencial y las concentraciones
logaritmicas del acido citrico. Los resultados proporcionados por un sistema

automatizado se compararon con los de un método enzimatico convencional utilizado
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para el analisis de acido citrico en los alimentos. [21]

En las bebidas son muchos los métodos utilizados para la determinacion de acido
citrico, en especial no se enfocan solamente en este analito, sino en todos los acidos
organicos, entre los cuales el acido citrico es el 4cido predominante en cada uno de

los trabajos investigativos.

DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN VINO

Para la determinacién de acidos organicos en especial el acido citrico, muy a menudo
se utiliza técnicas cromatograficas, como la cromatografia de alta resolucién [22-24],
cromatografia de gases [25-26] o cromatografia idnica [27]. A pesar de que se tiene
constancia del uso de estas técnicas, se han venido presentando en los ultimos afios

ciertas limitaciones como el tiempo y el uso Unico para acidos organicos volatiles.

Es asi como en los ultimos afios la electroforesis capilar se ha aplicado para la
determinacion de &cidos organicos, ofreciendo analisis mas rapidos, con una
resolucion eficiente con los analitos [28-32] y excelente para el andlisis de &cido citrico
en el vino, ademas la electroforesis capilar acoplada a la espectrometria de masa

permite identificar de forma directa el analito. [33-35]

Entre los métodos en que no es necesario un pre-tratamiento, esta la espectrometria
de masas por ionizacién con electro-aspersion por infusiéon directa [36]. Proceso de

dilucion y filtracion con diferentes tipos de filtros (HA, PTFE, nylon y PP).

Sanchez & a.l en el 2008, realizé un estudio experimental para la calibracion y
validacién de acido citrico y tartarico utilizando la técnica de espectrofotometria UV-
visible, normal y derivada, en vinos y varios productos, llegando a identificar al acido

citrico como un analito f4cil de localizar. [37]

Petropulos & a.l, en el 2018 llevaron a cabo un estudio en dieciséis tipos de muestra
de vino macedonio Vranec. Para el cual se disefié un método rapido y simple con CZE
acoplado a ESI / QTOF-MS el cual fue optimizado y validado para la determinacion
cuantitativa de &cidos organicos, entre estos el &cido citrico, EI método mostro
caracteristicas de rendimiento satisfactorias; buena linealidad para cada &cido

organico. [38]
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Otro estudio realizado por Rovio & Siren en el 2011 se encarg6 de evaluar las posibles
diferencias quimicas entre seis tipos de vinos con distinto origen geografico utilizando

la electroforesis capilar para determinar los acidos organicos de cada vino.[39]

Siguiendo con la electroforesis capilar pero esta vez utilizando un electrolito portador a
base de fosfato y deteccion directa por UV, Castineira & a.l, en el 2002, determinaron
los cinco acidos organicos principales del vino, entre estos el acido citrico, permitiendo
su cuantificacion. EI método se demostré6 con éxito por la factibilidad que este

presenta. [40]

Por otra parte, Regmi & a,l. en el afio de 2012 utilizaron FT-IR con minimo cuadrados
parciales (PLS) para establecer un modelo de calibrado en el &cido citrico en vinos.
Este método se compar6 con los resultados del método HPLC para la determinacion
de los 4cidos orgéanicos, llegando a la conclusién de que la calibracién y validacién del
método de espectroscopia FT-IR depende de en gran medida de la composicion del

conjunto de la muestra y de la calidad del analisis de referencia. [41]

Un estudio realizado por Tasev. K & a.l (2016) se optimizo y valido un método de
extraccion en fase solida seguido de cromatografia liquida de alto rendimiento en fase
inversa (RP-HPLC) para la determinacion cuantitativa de &cido citrico en el vino. La
extraccibn en fase solida se realiz6 con cartuchos de C18 y se obtuvieron
recuperaciones de extraccion para todos los acidos. La separacién por HPLC se
realizdé con elucién isocratica en una columna LiChrosorb RP-18 (250x 4,6 mm de
didmetro interno, 5um) protegida con la columna de proteccion apropiada. La fase
movil era una solucion 5mM de H3PO4 con pH 2,1 a una velocidad de flujo de
1ml/min. La deteccién de acidos organicos se realiz6 a 210nm. El método se validé
verificando su linealidad, limite de deteccién (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),

precision y recuperacion. El estudio se lo realizo a vinos tintos y blancos. [42]

Siguiendo con los métodos cromatogréaficos de alta rendimiento (HPLC), Lima. L, & e.l
en el 2010 estudiaron un método de optimizacién y validacion para la determinacién de
acidos organicos en vino por sus principales comportamientos responsables de la
acidez del vino. Este método para la determinacion simultanea de &cidos organicos y
picos de interferencia en vinos se puede lograr en 16 min. La muestra precedida por
un paso de dilucién y filtracién. La separaciéon cromatografica requirié una columna de

fase inversa, fase mavil isocratica (acetonitrila, 4cido formico en agua) y la longitud de

10

——
| —
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onda de deteccion se ajusté a 212nm. La validacion confirmo una buena repetibilidad,

recuperacion tanto en los vinos tintos y blancos. [43]

Asi mismo, se revisaron los métodos disponibles para la determinacion de acidos
organicos en vino. Los métodos analiticos informados para la determinacion de estos

acidos son principalmente cromatogréaficos y enzimaticos [44]

A través de un método enzimatico se realiz6 un estudio colaborativo para la
determinacion del acido citrico en el vino. Hennniger. G, & Mascaro. L, en 1985,
utilizaron las enzimas citrato liasa, malato deshidrogenasa y la coenzima nicotinamida-
adenina dinucleétido fosfato para el respectivo andlisis. El estudio fue realizado por
dieciocho laboratorios con cuatro duplicados ciegos en vino comercial. El método fue

simple y muestra precision. [45]

En definitiva, la eficacia de un método u otro va a depender de una serie de factores.
Uno de los més importantes a la hora de seleccionar el método a utilizar, es tener en
cuenta una serie de parametros como las caracteristicas del analito, el propésito del

analisis, la matriz y los recursos analiticos disponibles. [46]

VOLTAMPEROMETRIA

La voltamperometria es una serie de técnicas electroquimicas que se fundamenta en
la relacion entre la intensidad de corriente y el voltaje aplicado en la celda [47]. La
voltamperometria es una técnica de analisis que informa del tipo y la cantidad de
sustancias contenidas en una muestra disuelta, basandose para ello en la relacion de
corriente y tension [48], determinando la informacién de un analito o de una especie
guimica. La cual se originé a través de la constante blsqueda para la mejora de la

polarografia.

La voltamperometria y la polarografia comprenden un grupo de técnicas
electroquimicas que se basan en la respuesta corriente-potencial de un electrodo
durante un proceso electroquimico. Un diagrama de la corriente en funcién del
potencial aplicado se llama voltamperograma el cual es el equivalente electroquimico
de un espectro en espectroscopia, proporcionando la informaciéon cuantitativa y

cualitativa sobre la especia implicada en la relacién oxidacion o de reduccion. [49]

Las ventajas mas destacables de la voltamperometria son su alta precision y

11
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sensibilidad, la posibilidad de realizar analisis de especiacion, asi como su relacion

precio/rendimiento. [46]

La voltamperometria incluye todos los métodos en el cual la medicion de potencial de
la corriente esta hecho en un electrodo fijo y estacionario. Esto incluye el electrodo de
gota Colgate (HMDE) y el electrodo de capa fina (TMFE) ambos de mercurio,
electrodo de carbono vitrificado “glassy carbon” (GCE) y electrodos de pasta de carbén
(CPE). Los electrodos de trabajo construidos con metales nobles (oro, platino) son
usados menos frecuentemente. Son abundantes los métodos propuestos que utilizan
la voltamperometria y polarografia; estos difieren en la forma de medicién y el tipo de

potencial eléctrico de excitacidn usado en la etapa de determinacién. [50-52]

El termino voltamperometria se refiere a un grupo de técnicas electro-analiticas en las
cuales se recopila informacidn acerca del analito al medir la corriente en una celda
electroquimica en funcién del potencial aplicado. Esta informacion se obtiene en
condicion que provoca la polarizacion de un pequefio indicador o electrodo de trabajo.
Cuando se monitorea una corriente proporcional a la concentracion del analito a un
potencial fijo, la técnica se denomina amperometria. Mientras que en la
voltamperometria, la corriente que se desarrolla en una celda electroquimica se mide

bajo condiciones de polarizacion por concentracién completa. [53-54]

El registro de una medida voltamperométrica se llama voltamperograma. Si hay una
especie electroactiva (reducible u oxidable), se registrara una corriente cuando el
potencial aplicado se vuelva suficientemente negativos o positivos para que esa
especie se electrolice, es decir cuando una corriente catddica (reduccion es positivo) y
una corriente anddica (oxidacion es negativo). Si la solucion se encuentra diluida, la
corriente alcanzara un valor limite ya que el analito solo se puede difundir hacia el
electrodo y electrolizarse con una rapidez finita, dependiendo de su concentracion, la

corriente limite es proporcional a la concentracion de la especie. [55]

En voltamperometria, se impone una sefial de excitacion de potencial variable a un
electrodo de trabajo de una celda electroquimica. Esta sefial de excitacion produce
una respuesta de corriente caracteristica, la cual es la magnitud que se mide. La forma
de las ondas en las sefiales de excitacion mas utilizadas en voltamperometria son: de
barrido lineal, pulso diferencial, onda cuadrada y voltametria de onda cuadrada, en la

cual el voltaje aplicado a la celda aumenta de manera lineal en funcién al tiempo, por
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lo tanto, en funcién del voltaje aplicado. [56]

Instrumentacion Voltamperométrica

La celda esta constituida por tres electrodos sumergidos en una disoluciéon que
contiene el analito y también un exceso de un electrolito no reactivo conocido como

electrolito de soporte. [57]

Una celda voltamperométrica consiste en un microelectrodo de trabajo (ET), cuyo
potencial frente a un electrodo de referencia es variado linealmente con el tiempo; el
electrodo auxiliar o contraelectrodo (CE), el cual generalmente es un alambre de
platino enrollado o un depésito de mercurio; y un electrodo de referencia (ER) que por
lo general es un electrodo de Ag/AgCl y tiene un potencial que permanece constante a
lo largo del experimento. Se emplea un potenciostato para controlar el potencial. [55]
[57]

La corriente del electrodo de trabajo se registra en funcion de su potencial medido
contra el electrodo de referencia [56], pero el voltaje se aplica entre los electrodos de

trabajo y auxiliar, mientras que la corriente pasa entre estos dos ultimos.

De esta manera la curva de corriente-voltaje no se ve perturbada por una resistencia
apreciable por parte de la solucion, lo cual crea una caida denominada caida de
voltaje entre los electrodos de trabajo y auxiliar, como en los disolventes no acuosos.
Cuando la corriente fluye, el potencial registrado se desplaza. Si es apreciable, esto
origina que la curva de corriente-potencial se distorsione y se prolongue sobre un
intervalo de potencial mas grande. Con un sistema de tres electrodos, el potencial
registrado es el que se establece entre el electrodo del trabajo y el de referencia,

esencialmente sin flujo de corriente y sin caida de voltaje distorsionante. [55]

El voltimetro digital tiene una resistencia eléctrica alta (>10* Q) que practicamente no
hay ninguna corriente en el circuito que incluye al medidor y al electrodo de referencia.
Por lo tanto, virtualmente toda la corriente de la fuente pasa entre electrodo auxiliar y

el electrodo de trabajo. [56]

El voltamperémetro esta constituido por tres electrodos, el electrodo de trabajo el cual

es considerado el mas importante en el sistema electroquimico, mientras que su
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potencial varia con el tiempo.

El electrodo de referencia: ofrece un potencial estable. Los potenciales en el electrodo
de trabajo se aplican con respecto al potencial de referencia contante, utilizando
principalmente sistemas de Ag/AgCL. Y el electrodo auxiliar: la corriente fluye entre el
trabajo y electrodo auxiliar con dos tipos de este electrodo disponible, platino (Pt) y

carbon vitreo (GC).

DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS POR
VOLTAMPEROMETRIA

En los ultimos afios la determinacion de é&cido citrico en bebidas no alcohdlicas ha
alcanzado un aumento en la demanda mundial, ya que en esta rama alimentaria se

emplea con mayor frecuencia la utilizacion de este aditivo.

Con mas de un milléon de toneladas producidas al afio, la industria de las bebidas no
alcohdlicas y alcohdlicas presenta un 70% de uso de acido citrico por su funcionalidad
como acidificante o antioxidante para preservar o mejorar el sabor o aroma del zumo
de distintas frutas. [58]

El zumo de frutas es la bebida no alcohdlica con mas estudios realizados, Valizadeh.
H & Tashkhourian. J, en el afio 2019 realizaron un estudio para determinar &cido
citrico en varias bebidas a través de un electrodo de pasta de carbono modificado con
un compuesto de estructura organometalica de tipo MIL.101 (Fe). La actividad
electroquimica del electrodo modificado se estudid6 mediante voltaperometria ciclica y
de pulso diferencial para la caracterizacion del MIL 101. El método se aplicd con éxito

a la determinacion de acido citrico en algunas bebidas comerciales. [59]

Silva. A, Lourenco, A. & Ugulino de Araujo. A, en el 2018 desarrollaron un método
voltaperométrico de onda cuadrada, sensible, rapido y econdmico; que utiliza un
electrodo de pasta de carbono modificado con ftalocianina de cobalto para la
determinacion simultanea de acido citrico, lactico, malico y tartarico en jugo de frutas.
Para superar la fuerte superposicién de sefiales voltaperométricas causadas por los
constituyentes calibrados y no calibrados, se utilizé una resolucibn de curva
multivariada con minimos cuadrados alternos. Los datos fueron tratados previamente
para su correccion de linea de base y el cambio de su potencial. El estudio no
determino diferencias estadisticamente significativas y la referencia presentando un

nivel de confianza del 95%. [60]

En otro estudio realizado por Alizadeth. T & Nayén. S en el 2019, se introdujo una

nueva técnica de determinacién de acido citrico en muestras reales a través de un
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nuevo método, este método se basa en la introduccion de un electrodo de pasta de
carbono impregnado con nanoparticulas de magnetita (Fe;Os). La actividad electro
analitica del electrodo de pasta se corrobora mediante voltamperometria ciclica, la
diferencia entre los valores de pH, asi como las diversas velocidades de exploracién,
dieron como resultado algunas evidencias sobre el mecanismo de electro oxidacion
del acido citrico. En este estudio se descubri6 que la voltamperometria de onda
cuadrada es una técnica analitica apropiada para obtener una sefial de electro

oxidacion mejorada.

Mezclado la voltamperometria de onda cuadrada con las nanoparticulas de magnetita
se obtuvo un rango dinamico lineal como un limite de deteccion de &cido citrico, el
método desarrollado se usé para la estimacién de la cantidad de acido citrico en

diferentes muestras comerciales de jugo de fruta dando resultados satisfactorios. [61]

Kusu. F, Fuse. T, & Takomura. K, (1995), realizaron un estudio para establecer un
método fiable y preciso para determinar la concentracion de acidos tales como:
clorogénico, cafeico, quinico, acético y citrico, cuando estos estan presentes en una
solucion de etanol que contiene 2-metil-1,4-naftoquinona (VK3) en café y bebida de
café a través de voltamperometria. Los picos de reduccion voltamperométrico de
(VK3) se acompafian con un pico previo, cuya altura maxima es proporcional a la
concentracion de los acidos. El analisis de inyeccion de flujo (FIA) el cual utiliza un
detector electroquimico con electrodo de carbono vitreo y una solucién portadora de
etanol, es utilizado actualmente para la determinacion de acidos. El estudio determino
gue las sefiales de inyeccion y la concentracion de &cido estan relacionadas

linealmente. [62]

DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN BEBIDAS ALCOHOLICAS POR
VOLTAMPEROMETRIA

Las bebidas alcohdlicas son todas aquellas que por diversos procedimientos como,
fermentacion, destilados, adicion, extraccion, etc. presentan en su compaosicion mas
del 0,5% de alcohol.

Hoy en dia existe una gran variedad de bebidas alcohdlicas, que se puede clasificar de
diversas formas: segun su grado alcohdlico, procedimiento de elaboracién, segun su

sabor, segun sus ingredientes, etc.
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El &cido citrico en las bebidas alcohdlicas cumple una funcién conservante, acidulante,
acidificante especifico para corregir la acidez, es por esto que la industria de las

bebidas alcohdlicas busca su utilizacién, por los beneficios que este aditivo presenta.

Cuenca. M, en el 2014 realizo un estudio con la finalidad de desarrollar una nueva
herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohélicas a base de
miel de abeja. En el estudio se llevd a cabo un proceso de monitoreo en la etapa de
fermentacion del hidromiel, para luego desarrollar varios andlisis con la ayuda de las
técnicas de voltamperometria ciclica y voltamperometria de onda cuadrada; esta
Ultima con la ayuda de un electrodo AC1W2RI (platino), con una solucidon de &cido
perclérico 1 mM con cloruro de potasio 0.1 M, se pudo identificar varios acidos
organicos, entre estos el acido citrico debido a su presencia en la fermentacion
alcoholica. Este hecho es confirmado con la precision de la correlacion lineal obtenida
entre estos parametros dentro de los modelos obtenidos, permitiendo generar una
herramienta de gran importancia no solo para la industria de bebidas alcohdlicas sino
para el sector alimentario en general, debido a la simplicidad y rapidez del analisis, ya
gue se puede realizar el seguimiento de fermentaciones alcohdlicas de miel utilizando

este tipo de técnicas. [63]

Segun Escobar. J, e.l en el 2013, realizaron un estudio que tuvo como objetivo
principal determinar la capacidad de un electrodo basado en la voltamperometria de
pulso para cuantificar acidos organicos en soluciéon simple y binaria utilizando
diferentes electrodos. La prediccidn en acidos citricos en soluciones simples y binarias
fue adecuada usando electrodos de Ir, Rh, Pt, Ag, Cu usando pulsos positivos como

negativos. [64]

METODOS OFICIALES PARA LA DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN EL
VINO

Los métodos internacionales de analisis de los vinos y mostos se publicaron por
primera vez en el afio de 1962, contribuyendo a facilitar los métodos de analisis
internacional, estableciendo los métodos oficiales para la determinacion de &cidos

organicos en especifico 4cido citrico.

La OIV (Organizacion Internacional del Vino y Vifia) al plantear métodos oficiales
lograron obtener el reconocimiento por parte de la Union Europea ya que en el
reglamento (CE) n° 479/2008 (Parlamento Europeo y Consejo de la Unidn Europea,
2008) sefiala que, los métodos de analisis para establecer la composicién de los

productos cubiertos por dicho reglamento y las normas para verificar si dichos
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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
cualificacion y cuantificacion del &cido citrico se puede diferenciar cuatro métodos que

se consideran factibles para su determinacion.

Para la determinacion de acido citrico tenemos dos tipos de métodos: el primero, de
tipo IV (método quimico) y el segundo, de tipo Il (Método enzimatico). Por otro lado,
los métodos oficiales para determinacion de acidos organicos en el vino se clasifican

en 2 tipos: de tipo IV (HPLC), tipo Il & Il (electroforesis capilar).[65]

El primer metodo OIV-MA-AS313-08 método quimico (A 29) El &cido citrico se fija
con otros &cidos del vino en una columna de intercambio anionico. Los &cidos
citramdlico se obtiene fraccionando el eluyente. El acido citrico se oxida a acetona,
gue se separa por destilacion. Los acetaldehidos (etanol) se oxida a &cido acético y la

acetona se determina por yodometria.

Un volumen de 25 ml de vino es adecuado para contenidos de acido citrico que no
excedan de 0,5 a 0,6 g/L. Sin embargo, en casos excepcionales donde la cantidad de
acido citrico en el vino exceda 1,5 g/L, se recomienda realizar el analisis en 10 ml de
vino. [66]

El segundo método OIV-MA-AS313-09 método enzimatico (Recueil OIV ed. 1990
revisado segun 377/2009). El &cido citrico se convierte en axoloacetato y acetato en
una reaccion catalizada por citratelyase. En presencia de malato deshidrogenasa y
lactato deshidrogenasa, el oxaloacetato y su derivado de descarboxilacién, piruvato,
se reducen a L-malato y L-lactato por nicotinamida adenina dinucelotida reducida, esta
cantidad es proporcional a la cantidad de citrato presente, la oxidacion de nicotinamida
adenina reducida se mide por la resultante disminucion de la absorcién a una longitud
de onda de 240nm. [67]

El tercer método OIV-MA-AS313-04 HPLC (Recueil OIV ed. 1990 revisado segun
377/2009). Los acidos orgénicos del vino se pueden separar usando dos fases
estacionarias: unidas con columna octilo de silice y resina de intercambio i6nico. Los
acidos son detectados por absorbancia espectrofotométrica en utravioleta. Para la
determinacion de &cidos citricos se utiliza una columna de resina de intercambio

i6nico.[68]

El cuarto método OIV-MA-AS313-19 (electroforesis capilar) (Oeno 5/2006). Es una
separacion de la solucién acuosa en una mezcla por electroforesis capilar, la cual se

obtiene por migraciones diferenciales de un electrolito tamponado denominado buffer.
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La electroforesis se realiza en un tubo de silice con un diametro interno que oscila
entre 25 y 75 um, las soluciones acuosas a separar son impulsadas simultdaneamente
por dos fuerzas que pueden actuar en la misma direccion o en la direccion opuesta.
Estas dos fuerzas son causadas por el campo eléctrico y el flujo electro osmético. El

campo eléctrico esta expresado como V.cm-1.

La movilidad es una caracteristica de los iones, cuanto mas pequefa la molécula
mayor es su movilidad electroforética. Si la pared interna del tubo capilar no esta
recubierta, las cargas eléctricas negativas de la silice fijan parte de los cationes del
tampoén. La solvatacion y el desplazamiento hacia el cadtodo de parte de los cationes
del tampén crean el flujo electro osmaético. Se puede elegir el pH del tampén y los

aditivos para controlar la direccion y la intensidad del flujo electro osmaético.

La adicion de un ion cromoforo en el tampdn se puede utilizar para obtener picos
negativos que representan cuantitativamente la soluciones a separar que no absorben

a la longitud de onda utilizada. [69]

DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN VINO POR VOLTAMPEROMETRIA

Al momento de realizar la revisién bibliografica sobre la determinacién de acido citrico
en el vino mediante técnica voltamperométrica, se pudo identificar que esta técnica no
es utilizada con frecuencia para el analisis del analito requerido, a pesar de eso se

pudo encontrar poca informacién sobre el método adecuado.

En un ensayo a través de la determinacién voltamperométrica del contenido de acido
total en el vino realizado por Ohtsuki. S & e.l, en el afio 2000. Este estudio se realiz6
midiendo la corriente de pico previo de reduccion debido a la presencia de acidos en
medio de etanol sin tampdén. Se descubrié que el benzoquinano es un reactivo
adecuado para esta determinacion con respecto a su potencial de reduccion,
estabilidad y solubilidad en &cidos organicos que contiene el etanol. Utilizando una
celda tipo vaso de precipitados y un electrodo de trabajo de carbono formado por
plastico, el voltamperograma obtuvo los principales acidos orgénicos incluyendo el
acido citrico, en la grafica aparecié un pre-pico Unico y bien definido cuya altura era
proporcional al total de la concentracion del acido, este método present6 una mayor
sensibilidad y requiere de menor volumen de muestra para la determinacién del
analito. [70]

En otro estudio realizado por Zakharova. M, & e.l en el afio de (2011) buscaron la

determinacion potenciométrica de la acidez total y la concentracién de acido citrico en
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vino. Concluyeron que la voltamperometria se puede utilizar para la determinacién

indirecta del &cido citrico después de la pre-derivacion enzimatica [71].

5. CONCLUSION

Una vez concluida la revision bibliografica sobre la determinacién voltamperométrica
de &cido citrico en el vino, se ha llegado a la conclusion de que esta es una técnica la
cual no ha despertado gran interés por profundizar en su estudio. Las técnicas
voltamperomeétricas, especificamente voltamperometria ciclica y de onda cuadrada
son las mas utilizadas para la determinacion de acido citrico. Estas técnicas se basan

en la utilizacion de electrodos de pasta de carbono para la determinacion cualitativa.

Asi mismo se puede concluir que la voltamperometria de pulso impuesto un electrodo,
es til para cuantificar acidos organicos en disoluciones simples y binarias utilizando
diferentes electrodos. La determinaciéon de &cido citrico en disoluciones simples y

binarias fue adecuada mediante el uso de electrodos de Ir, Rh, Pt, Ag, Cu.

Para medir el &cido citrico en el vino nos basamos en los métodos oficiales como:
método quimico, método enzimatico, HPLC y electroforesis capilar, esta ultima es la

técnica mas utilizada por su rendimiento y capacidad de deteccién.

Hoy en dia la ciencia y tecnologia siguen avanzando por lo que en esta conclusion no
podemos descartar a la lengua voltamperométrica la cual utiliza sensores para

determinar el acido citrico en el vino.

Por otro lado, se ha podido observar que las técnicas voltamperométricas se han
utilizado para medir acidos organicos como un unico analito, para luego ser separado

dependiendo los pre picos y picos existentes en el voltamperograma.

Para finalizar, podemos concluir afirmando que todas las técnicas voltamperométricas
utilizadas para la determinacién de &cido citrico en bebidas alcohdlicas como no
alcoholicas obtuvieron resultados satisfactorios con un coste menor y en un tiempo
aceptable. Por lo que concluimos que esta técnica podria aplicarse en la industria

vinicola para la determinacion de acido citrico en vino.
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