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RESUMEN:

Espafa se ha caracterizado por la viticultura y la produccion de vinos, que con el paso del
tiempo se ha visto en la necesidad de realizar progresos tecnoldgicos por ser necesarios
en los procesos de produccioén, desarrollo y calidad del producto. Dentro del extenso mundo
del vino, los componentes del vino juegan un importante papel en estos procesos, siendo
uno de ellos el acido lactico. Dado que la determinacion del acido lactico es importante, se
han desarrollado distintas técnicas instrumentales para determinarlo, que van desde las
cromatograficas hasta las electroquimicas, las cuales a lo largo del trabajo se exploraran
de acuerdo con su funcionalidad, su caracter prestacional y su capacidad de innovacién.
Sirviendo su comprension para la aplicabilidad en los procesos productivos, en la
realizacion de métodos de validacion y hasta en el analisis de la determinacién de origen

geografico o de la variedad de uva.

PALABRAS CLAVE: acido lactico, vino, cromatografia, RMN, electroquimica, bebidas,
calidad.

ABSTRACT:

Spain has been known for its viticulture and wine production, which over time has required
technological advances to improve production processes, development, and product quality.
Within the extensive world of wine, the components of wine play an important role in these
processes, one of which is lactic acid. Given the importance of determining lactic acid,
various instrumental techniques have been developed to measure it, ranging from
chromatographic to electrochemical methods. Throughout this work, these techniques will
be explored in terms of their functionality, performance, and capacity for innovation, with a
view to understanding their applicability in production processes, in the implementation of
validation methods, and even in the analysis of the determination of geographical origin or

grape variety.
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1. INTRODUCCION

El vino es una matriz compuesta principalmente por alcohol, azucares residuales, acidos y
compuestos aromaticos los cuales revelan la calidad de este, las caracteristicas sensoriales
que de estas se derivan se pueden analizar tanto por vias quimicas, como por vias
sensoriales, estas ultimas son mas utilizadas cuando se trata de aprobar un vino para el
consumo. Las caracteristicas basicas que indican la calidad de un vino son la claridad, color,
aroma y sabor; por lo que a su vez también son indicadores de los defectos y problemas

que pueden presentarse en un vino (Horska & Rebic, 2018).

Los acidos organicos contribuyen a las propiedades organolépticas del vino, de esta
manera estan inmersos en la percepcién sensorial y la calidad de los vinos; asi una cantidad
adecuadamente alta de estos evita, en el vino, el crecimiento de microorganismos (entre

estos las bacterias) favoreciendo que el vino sea un producto estable (Jastrzebska, 2022).

La concentracion de los componentes del vino, entre los cuales se encuentran los acidos
organicos, pueden cambiar en funcion de los procesos climaticos, agricolas y vinicolas.
Esto quiere decir que, cambiando cualquier factor de los procesos, se pueden modificar las
concentraciones de los componentes. Entonces midiendo las concentraciones de
componentes como los polifenoles, aminoacidos, especies inorganicas y acidos organicos,
se pueden crear perfiles composicionales que permiten definir el origen y la calidad de los
vinos, de esta manera estos componentes terminan por convertirse en descriptores

quimicos (Saurina, 2010).

Las técnicas analiticas como la cromatografia de gases, la espectroscopia de masas, la
cromatografia liquida de alta resolucion y la resonancia magnética nuclear sirven para
analizar estos descriptores quimicos, por ejemplo, si se analizan polifenoles y/o las trazas
minerales estos pueden develar las caracteristicas del suelo donde son cultivadas las uvas
(que se utilizan como materia prima en la fabricacion del vino). Las técnicas analiticas en
consonancia con métodos quimiométricos, permiten extraer informacién de una manera
estructurada de acuerdo a los perfiles quimicos, permitiendo la clasificacion de los vinos,

develando la autenticidad y calidad de estos.

Dentro de los acidos organicos se encuentra el acido lactico, este se produce debido a la
accion de las bacterias acido lacticas (BAL), lo que hace que sea un componente clave de
la fermentacion de varios alimentos industriales mediante la transformacion de

carbohidratos. Con este proceso no solo se consigue mejorar las propiedades nutricionales
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sino también el sabor, la textura y el aroma de los alimentos (Liu & Narbad, 2018; Oziegbe

et al., 2024).

En la elaboracion del vino, las BAL desempefan un papel importante porque se encargan
de convertir el acido malico, resultante de la fermentaciéon del vino, en acido lactico
promoviendo una reduccion de la acidez del vino. Este proceso se conoce como
fermentacion malolactica (FML), que también es importante porque a posteriori asegura la
estabilidad microbioldgica del vino, al prevenir una posible fermentacién después del
proceso de embotellamiento (Angeles Pozo-Bayén et al., 2009; Garcia-Ruiz et al., 2008;
Munoz et al., 2011).

A pesar de las ventajas que presenta la FML, es importante mencionar que, si ésta no se
controla adecuadamente, en cambio puede llevar a lo contrario; ya que puede acarrear
problemas como el deterioro tartarico, la picadura lactica, degradacion de glicerol, lo que
conduce a propiedades fisicas y organolépticas indeseables; que al final terminan por influir

negativamente en la calidad del vino (Mufioz et al., 2011).

El proceso fermentativo con BAL no solo se enfoca en la produccion de &cido lactico,
también conlleva otras rutas metabdlicas que resultan en la produccion de vitaminas vy
minerales, que hacen que los alimentos se vean provistos de mejoras que resultan
beneficiosas para la salud y que ademas potencian la digestibilidad de los alimentos.
(Aguirre-Garcia et al., 2024; Sionek et al., 2023).

En el campo de la industria alimentaria, las bacterias acido-lacticas (BAL) juegan un papel
importante, porque al actuar en los alimentos, intervienen en el proceso de la fermentacion;
dando como resultado productos como el acido lactico, el acido acético, sustancias
antifungicas y bacteriocinas, los cuales tienen cualidades nocivas para con los
microorganismos no deseados (aquellos que por un lado causan el deterioro de los
alimentos y por el otro son peligrosos para el consumo) debido a que con el acido lactico
se crea un medio acido, esto lo hace ser un compuesto de seguridad alimentaria porque

extiende la vida util de los alimentos y mejora la frescura de los mismos (Anumudu et al.,

2024; Cai et al., 2024; Swetwiwathana & Visessanguan, 2015).

El acido lactico también actua como acidulante, de modo que las propiedades palativas de
bebidas suaves ligeramente saborizadas y zumos de frutas, mejoran y perduran por mas

tiempo, de la misma manera cuando se usa, lo usa en sinergia con el acido citrico. Estos



hacen que las conservas adquieran un sabor mas suave. En el campo de la confiteria se
prefiere el uso del acido lactico, al uso tradicional del acido citrico, porque brinda una acidez
suntuosa y duradera; ya que realza mejor el sabor de los caramelos de lo que lo hace el

acido citrico (Vijayakumar et al., n.d.).

En productos como el yogur y el queso la propiedad acidulante del acido lactico contribuye
en la coagulacion de las proteinas, lo que hace que se modifique la estructura de las
mismas, esta modificacion interviene a la vez en cambiar y mejorar el sabor de estos

lacteos.

La modificacion que sufren las proteinas de las carnes cuando reciben la accion de este
acido se la conoce como hidrdlisis, la cual transforma los tejidos, haciendo que el acido
lactico actie como un ablandador que no solo modifica la textura carnica, sino también su

facilidad de masticacion (Oziegbe et al., 2024).

El &cido lactico es un acido hidro carboxilico que se presenta en forma levdgira y en forma
dextrégira o lo que es lo mismo se presenta como D-acido lactico y como L+acido lactico
(Abdullah et al., 2024; Vignesh Kumar et al., 2022). El acido lactico es un componente
versatil, ya que es usado en las distintas industrias que van desde la farmacéutica hasta la
textil, debido a la facilidad de que sus fragmentos hidroxilo y carboxilo puedan ser
modificados (Rawoof et al., 2021), estas caracteristicas hacen del acido lactico el polimero
mas deseado de la década (A. Ahmad et al., 2020).

El acido lactico se encuentra presente en los humanos, en los animales y en las plantas.
Se puede obtener a través de medios quimicos a partir del carbén, productos petroliferos y
gas natural, asi como también a través de mecanismos biotecnolégicos como la

fermentacion (Jodtowski & Strzelec, 2021; Komesu et al., 2017).

El proceso quimico mas comun es la hidrolisis de lactonitrilo, con los procesos quimicos se
puede obtener una mezcla de los isémeros dextrogiros y levégiros. En cambio, con el
biotecnoldgico dependiendo del sustrato, del tipo de microorganismos y de las condiciones
de crecimiento, se pueden obtener isdbmeros puros o una mezcla de estos en diferentes
proporciones (Akerberg etal., 1998; Komesu et al., 2017; Tsao et al., 1999; Yin, et al., 1997).

Debido a que los costes de la materia prima tienden a elevar el coste de produccion del
acido lactico, se han puesto en consideracion fuentes que colaboren atenuando el coste,

en este sentido los materiales amilaceos, la biomasa lignoceluldsica y los desperdicios



alimentarios en hogares e industrias son los que se han tenido en cuenta (Abdel-Rahman
et al., 2013; Anuradha et al., 1999; Aristidou & Penttild, 2000; Huang et al., 2003; Nakano
et al., 2012; Richter & Berthold, 1998).

El Lactobacillus rhamnosus ATCC 1086 se usa en fermentacién para producir acido lactico,
cuando este se usa, las fuentes mas comunes de sustrato son la glucosa, la celulosa, la

lignocelulosa, la sacarosa y la melaza hidrolizada (Jodlowski & Strzelec, 2021).

La biomasa lignoceluldsica es la fuente de produccion comercial de acido lactico mas
prometedora debido a su gran abundancia natural. Obtener la lignocelulosa en si representa
un bajo costo, pero los pasos de pretratamiento que se necesitan para obtenerla hacen que
se incremente el coste de produccién; en este sentido al evaluarse mejoras para el proceso,
se ha encontrado que el pretratamiento hidrotermal es factible para mejorarlo, facilitando y
abaratando costes, el lactosuero (derivado de la industria del queso) tambien es una
sustancia idonea para la produccién de acido lactico, puesto que esta formado de proteinas,
grasas, vitaminas y sales que lo convierten en un medio idéneo para el crecimiento de

macroorganismos (Komesu et al., 2017).

La produccion de acido lactico en el vino, conlleva la produccién de acidos hidroxicinamicos
que también son producidos por las BAL, las cuales a su vez se encargan de romper
glucésidos de antocianina. La mayor o menor presencia de estos compuestos pueden
cambiar el color del vino, dentro de otros de los subproductos de las BAL tambien se tiene
a enzimas que dan como resultado la niebla que en ocasiones puede verse en el vino (Virdis
et al., 2021).

La conversion de acido malico en acido lactico logra dar un vino distinto del que se daria si
solo queda el malico, ya que el lactico al ser un acido mas suave contribuye a que el sabor
del vino se atenue conforme este se va produciendo, es decir, el vino logra obtener unas
caracteristicas degustativas diferentes, que lo hacen mas suave y sabroso (Bartowsky,
2014; Lerm et al., 2010; Sgouros et al., 2020).

El acido malico es un nutriente para las bacterias que participan en el deterioro del vino, de
esta manera su presencia significa que el vino es susceptible de convertirse en una bebida
lesiva; por lo que convertir el acido malico en acido lactico por medio de la FML mejora la
estabilidad y la vida util del vino (Bartowsky, 2014; Lerm et al., 2010).



La produccion de acido lactico en el vino a través de las BAL, conlleva a la produccion de
ésteres y de diacetil, componentes que mejoran las propiedades organolépticas del vino,
ya que lo confieren un sabor y un aroma con notas frutales y de mantequilla (Antalick et al.,
2012).

Es importante tener en cuenta, que para la produccién adecuada de acido lactico, se debe
tener un adecuado control del crecimiento de las BAL que lo producen en las etapas de
iniciacion, mitad y final de la fermentacion alcohdlica; ya qué de lo contrario, causaria un

detrimento en la calidad del vino (Matsumoto et al., 2022; Tristezza et al., 2016).

2. OBJETIVO
Realizar una revision bibliografica que abarque los estudios realizados en los que se ha
empleado las diversas técnicas analiticas por separado y en combinacion conociendo sus

aplicaciones en la determinacién de acido lactico.

3. MATERIALES Y METODOS

La revisidn bibliografica se ha apoyado en el uso de buscadores especializados de la red
de bibliotecas, buscadores cientificos y las bases de datos asociadas a estas:

Science Direct https://www.sciencedirect.com/

Almena biblioteca de la UVa: https://almena.uva.es/

Web of Science www.webofscience.com

ProQuest Central www.proguest.com

Springer nature link www.springer.com/gp

Para la busqueda de la informacién se han considerado los siguientes criterios:
Articulos y libros redactados en inglés.
Articulos publicados en los ultimos 27 afos.

Articulos relacionados con los métodos de determinacion de acido lactico en vinos.


https://www.sciencedirect.com/
https://almena.uva.es/
http://www.webofscience.com/
http://www.proquest.com/
http://www.springer.com/gp

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de acido lactico en vinos

4.1.1. Determinacion de acido lactico en vinos por HPLC

En los métodos que utilizan la técnica HPLC, primero se diluyen y luego microfiltran las
muestras de zumo, mosto o vino a través de filtros de tamafo de poro de 0,22 ym a 0,45
pm. La diluciéon se hace en proporciones de 1 a 2 o de 1 a 4, hecho esto se tapan las
muestras en viales de 1,5ml o se pasan directamente al interior de un frasco de inyeccion
que seran inyectadas en volumenes de 10 ul o 20 ul en el equipo, para ser analizadas por
sus sefales quimicas. A continuacién se hacen fluir hacia una columna cromatografica de
300 mm de longitud, 7,7 mm de didmetro interno y 8 ym de tamafo de particula. Para
proteger a la columna, se utiliza una precolumna de 5 mm de longitud y 3mm de didmetro
interno. La separacién se realiza con H.SO4como eluyente, a una concentracion de 4 mM,
5 mM 6 10 mM; a una velocidad de 0,5 a 0,7 ml/min. La temperatura a la que se mantiene
el eluyente es de 50 °C, 60 °C 6 70 °C; la deteccién es posible gracias a un detector de
matriz de diodos que trabaja a una longitud de onda de 210 nm. El analisis cualitativo se
hace gracias a los tiempos de retencion en los espectros UV/Vis. Mientras que la
determinacion cuantitativa, se hace mediante la utilizacién de curvas de calibracidon con un
R de alrededor de 0,998, en las que las soluciones estandares se preparan a partir de
patrones con grado de pureza del 98 % (Almeida dos Anjos et al., 2024; Dela¢ Salopek et
al., 2024; Ding et al., 2024; Zhang et al., 2025).

Zhang et al. (2025) demostraron las diferencias quimicas existentes entre vinos
fermentados en barriles de roble viejos y nuevos y barriles de acero inoxidable. La distincion
se establecid por la diferencia de los componentes fendlicos, volatiles y acidos organicos;
entre los cuales esta el acido lactico. Las muestras se analizaron utilizando un equipo de
HPLC. La cuantificacién del acido lactico pudo realizarse en el equipo gracias a la curva de
calibracion externa. Tanto los barriles viejos como los barriles nuevos presentaron

resultados estadisticamente iguales, en torno a 6,25 g/l de acido lactico.

Almeida dos Anjos et al. (2024) estudiaron como 4 diferentes tipos de levadura producen
diferentes tipos de vino, ya que producen distintos compuestos quimicos; uno de estos

componentes es el acido lactico. De acuerdo con Wei et al. (2020) el &cido lactico se asocia



con un ligero sabor acido. Para conocer su influencia, se hizo necesaria su determinacién
por medio de un equipo HPLC. La separacion de los componentes se llevo a cabo en el
equipo de HPLC a una temperatura de 70 °C, para cada levadura se realizaron 3
fermentaciones y se analizaron 3 muestras por cada experimentacion. La concentracion de
acido lactico que se obtuvo por medio de las levaduras de S. cerevisiae, B. bruxellensis y
B. lambicus fue de alrededor de 0,09 g/l. La que se consiguid por medio de la L.
thermotolerans fue de 0,95 g /I siendo un resultado significativamente mayor al obtenido por

las otras levaduras.

Los aumentos de temperatura debidos al cambio climatico y variaciones de las
precipitaciones provocan en ciertas zonas vinicolas que los frutos de la vid maduren mas
rapido de lo normal; obteniéndose uvas con mas azucar, que después de ser sometidos a
fermentacion, origina vinos con aumento en su contenido de alcohol (Mira de Ordufa,
2010).

Se exploraron metodologias en las que se utilizaron cepas L. thermotolerans para producir
acido lactico, para elevar la acidez y reducir el grado alcohdlico en los vinos. Para esto, se
compararon muestras de vinos con inoculaciéon secuencial de L. thermotolerans y S.
cerevisiae con muestras de vinos elaborados solo con S. cerevisiae. Se elaboraron
diagramas cromatograficos en el rango de 210 nm del UV/vis, el eluyente que se utilizé en
la columna fue H2SO4 de concentracién 4 mM, con flujo de 0,5 ml/min. Los resultados de la
fermentacion secuencial de la L. thermotolerans en sinergia con la S. cerevisiae produjeron
0,86 g/l de acido lactico, es decir 0,78 g/l mas que la S. cervisiae por si sola (0,08 g/l) (Delac
Salopek et al., 2024).

Por si mismas las uvas son capaces de auto producir vino ya que tienen microbiota,
enzimas, y nutrientes que al encontrarse en condiciones adecuadas pueden llevar a una
fermentacion espontanea (Viecelli, 2021). El acido lactico se produce gracias a la
fermentacion malolactica (FML) de las BAL presentes en la misma uva (Virdis et al., 2021).
Ding et al. (2024)evaluaron la produccion de vino terroir de fermentacion espontanea,
identificando compuestos como el acido lactico que le otorga un peculiar sabor al vino. Para
el analisis de acido lactico, las muestras tuvieron una preparacién previa en la que se
recurria a diluirlas en un orden de 1 a 4, para ser cuantificadas en un equipo de HPLC en
el que se utilizd H,SO, como fase liquida con un flujo de 0,5 miI/min. El detector se us6 a
una longitud de onda de 210nm, la columna se mantuvo a una temperatura de 50 °C. Los

analisis arrojaron que el &cido lactico paso de no tener niveles detectables a estar presente
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en 2,07 + 0,03 g/l, este aumento estuvo de acuerdo con la disminucion de acido malico, el
cual pasé de estar presente en 6,76 + 0,06 g/L a 0,22 £ 0,04 g/L.

La cantidad producida de acido lactico, asi como la disminucién del malico se utilizaron para
dar seguimiento a la FML y para determinar cuales son los principales microrganismos que

estan detras de la fermentacién (Ding et al., 2024).

4.1.2. Determinacion de acido lactico en vinos por HNMR

La técnica HNMR es una técnica que no requiere de una preparaciéon compleja, el HNMR
es un método no invasivo ni destructivo, capaz de en un solo estudio analizar varios

compuestos con resultados reproducibles (da Silva et al., 2019).

Dependiendo de los objetivos del andlisis, las muestras a analizar en un equipo de HNMR
pueden analizarse directamente; en cuyo caso la muestra permanece intacta o pueden
pasar por una extraccion de fase solida para eliminar ciertos interferentes y analizar con

mas detencion el resto de componentes (Ocana-Rios et al., 2021).

En el caso de las bebidas alcohdlicas destiladas, estas se preparan mediante filtraciéon o
centrifugacion para eliminar las particulas en suspension, se disuelven en una mezcla de
etanol agua, con una solucién tampon se asegura que la muestra tenga un pH uniforme y
un estandar de referencia para tener una calibracidn consistente con la senal de

desplazamiento (Teipel et al., 2020).

Las preparaciones de las muestras se dan a razén de lo que esta hecho el vino, el vino esta
constituido principalmente por agua (83%), etanol (12%) y el resto de otros componentes;
dependiendo de los compuestos a analizar, se suele someter también a una
preconcentracion por medio de secado, liofilizacion o evaporacién para mejorar la
sensibilidad a los compuestos de interés analitico. Como las muestras son susceptibles de
variar su pH, se les afnaden tampones como fosfatos u oxalatos para dar el pH requerido,
por lo general suele ser de 3,0 — 4,0. Ademas se debe colocar un compuesto de referencia
como la sal de sodio del acido 3-(trimetilsilil) propionico-2,2,3,3-d4 (TSP) o la sal sédica 2,2-
dimetil-2-si-lapentano-5-sulfonato-d4 (DSS) con =0 ppm para calibrar los espectros, con
ello se facilita la identificacion de los metabolitos y la comparacién de espectros en el equipo
de RMN (Mao et al., 2023).



Los parametros de adquisicion de las sefales del acido lactico en el vino a través del HNMR,
se toman en conjunto con los demas componentes a analizar del vino; se utiliza una
temperatura de 293 °K, ademas agregan formiato de calcio como estandar interno para la

cuantificacion, (Le Mao et al., 2021).

Para adquirir informacioén con los equipos de NMR se hace uso de un determinado numero
de escaneos, a la vez también se debe emplear un tiempo para la relajacion de los espines
nucleares y un tiempo prudencial para la adquisicion de datos. Los espectrémetros en los
que se miden las muestran operan en frecuencias de entre 400 a 600 MHZ, asi usando
regiones alifaticas como puede ser de 0 a 3 ppm, con este tipo de equipos se logra

determinar acidos organicos (Larsen et al., 2006).

La técnica de HNMR es una técnica versatil que sirve para usarla tanto manualmente como
a través de automatizacion de software, la automatizacion debe validarse, para esto el
software por medio del desarrollo de algoritmos y alimentacién de su biblioteca con
espectros de referencia, se pone en entrenamiento identificando componentes en vinos
contrastados con resultados encontrados con un método manual, de esta manera y usando
vinos adicionales cuyos componentes también seran corroborados por un método manual,
se valida el proceso automatico. El acido lactico en su forma de lactato es parte de los
componentes que globalmente permiten validar el funcionamiento del software; el método
esta disefiado para cuantificar el perfil metabdlico del vino en lugar de un solo componente,
el rango en el que el 4cido lactico suele encontrarse esta entre 73 a 2055 mg/l (Lee et al.,
2024).

Mediante analisis de datos multivariantes, los datos de cuantificacion extraidos con la
técnica HNMR pueden ser sometidos a un analisis clasificatorio, por medio de un Analisis
de Componentes Principales (ACP), seguido de técnicas como el analisis discriminante
ortogonal parcial de minimos cuadrados (AD-OPMC). Se ha logrado adaptar la
identificacion de muestras con la clasificacion a los grupos a los que pertenecen, en
secuencia con un Analisis Jerarquico de Clusteres (AJC) se ha logrado clasificarlas sin el
conocimiento previo de su grupo de procedencia de tal manera que se logran clasificaciones
de acuerdo al origen geografico, variedad de las uvas, cosechas y métodos de preparacién
(Le Mao et al., 2021; Mao et al., 2023).

Mientras en distintos estudios se emplean diversas técnicas para llevar a cabo perfiles

metabolémicos, la técnica HNMR permite identificar distintos compuestos en un solo



analisis. Ofrece resultados repetibles en un gran abanico de compuestos;
subsecuentemente el acido lactico es un importante marcador dentro del perfil
metabolémico del vino, que sirve para formar una huella digital de cada tipo de vino para
de esta manera poder diferenciarlos en cuanto a su origen geografico, también es un
marcador de autenticidad porque permite la identificacion de falsificaciones. Dentro de este
analisis, el acido lactico se logré identificar por medio de su desplazamiento quimico 1.40
ppm, su multiplicidad (d), su constante de acoplamiento J = 7.0 Hz que corresponde a los
3 protones del CH3 del acido lactico (Le Mao et al., 2023).

En este sentido Gougeon et al. (2019) compararon las dos metodologias (método
multitécnica vs el 'THNMR) para evaluar si la '"HNMR era una técnica que brinda resultados
confiables, para esto desarrollaron un método estadistico s-score similar, en el cual se
establecio que un compuesto con s-score > 2, es un compuesto con diferencia significativa,
asi vinos con S-scores > 4 son vinos no auténticos. De esta manera, para los 3 conjuntos
de vinos, con cada método se probd la autenticidad y la falsificacion de cada grupo
demostrando la concordancia de la multitécnica con el método de NMR. Para brindar
resultados fiables, como el &cido lactico es parte del 30% de los metabolitos producidos, y
a la vez hace parte de los parametros discriminantes en los cuales brindé un s-score > 2,

este permitié establecer diferencias significativas en el segundo y tercer grupo de conjuntos.

4.1.3. Determinacion de acido lactico en vinos por Espectroscopia
Infrarroja

La espectroscopia infrarroja se basa en la interaccion de los enlaces con la radiacion
electromagnética, esta interaccion puede ser de transmitancia, absorbancia, dispersion o
reflexiéon debido a una radiacion que funciona en la zona infrarroja de la luz. Seleccionando
la region especifica, los espectros FTIR permiten la clasificacién, reconocimiento y analisis
de muestras. Esta técnica da resultados gracias a que, a frecuencias especificas, los
enlaces de las muestras se excitan a un nivel alto de energia provocando que los enlaces
vibren, ya sea en modo de estiramiento o en modo angular. Estas intensidades se reflejan
y se registran en los espectros de IR de acuerdo a los grupos funcionales quimicos
(Indrayanto & Rohman, 2020).

Los espectros obtenidos del FTIR en los alimentos, se deben a los cambios de estado de

energia vibracional ocasionados por la absorcion en la regién media infrarroja que
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corresponden a la zona de 4000-666 cm™, de tal manera que las moléculas absorben
radiacion infrarroja a las frecuencias que corresponden a su modo de vibracion,
reflejandose esto en el espectro magnético. El acido lactico esta conformado por grupos
funcionales como el OH, su vibracion de estiramiento se muestra a 3395,1 cm™'; el grupo
carbonilo C=0 tiene un enlace de estiramiento que proporciona bandas a 1738-728 cm™,
por lo general picos de absorcién a 1718, 1593, 1369 y 1227 cm™ son fuertes indicadores
de acidez (A. Ahmad & Ayub, 2022).

Las pruebas convencionales a la vez que son robustas y tienen una buena precision tienen
la deficiencia, de que requieren de personal altamente capacitado para su manejo, ademas
de que demandan mayor tiempo al momento de realizarlas. El FTIR se presenta como una
técnica que requiere de una preparacibn minima, al momento de hacer analisis
espectroscopicos a la vez que proporcionan la facilidad de realizar mas analisis con menos
muestras (Dini et al., 2021). Para simplificar aun mas este tipo de analisis, se ha incorporado
a los equipos de IR celdas de reflectancia total atenuada (RTA) que mejora las longitudes
del camino éptico, ayudando a reducir la preparacion de las muestras y la nubosidad que

ofrecen las celdas de transmisién convencionales (Power et al., 2021).

Como los datos de la FT-IR por si solos ofrecen una baja calibracién, para determinar acido
lactico en vinos, se emplean métodos como el modelado independiente suave por analogia
de clases (MISAC), que es un modelo basado en componentes principales que hace posible
que la FML (que sucede durante o poco después de la fermentacién alcohdlica) pueda
seguirse, ya que en la mayoria de los casos solo necesita conocerse en que etapa esta el
proceso, es decir, saber cuando la fermentacion esta iniciandose, cuando esta en curso y

cuando ha finalizado (Marena et al., 2001).

En el estudio llevado a cabo por Canal & Ozen (2017) presentaron un modelo de prediccion

para el acido lactico con un R2 del 97%, con un valor de validacién cruzada de 0,54.
Sugiriendo una brecha entre ambos parametros, aun asi, el modelo se considera aceptable
con un error de prediccion de 87 mg/l, sugiriendo que cuando se requiere monitorear los
procesos o productos que del acido lactico se derivan, las técnicas rapidas son una
herramienta util para concentraciones medianas a altas. La FT-IR en combinacion con
andlisis quimiométricos y técnicas de referencia como la HPLC se convierte en una técnica
que permite el estudio de una considerable cantidad de compuestos del vino, la técnica
tiene buenas condiciones de repetibilidad, lo cual permite realizar un analisis en el cual la

muestra no sufre mayores dafios.
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La calidad y la autenticidad de los vinos es importante tanto para las bodegas como para
los clientes, en este sentido la técnica FT-IR de la mano del analisis multivariante presta su
utilidad para detectar la autenticidad y adulteracién en base al color, variedad, dulzor y
origen de los vinos. La espectroscopia infrarroja acoplada a la espectroscopia uv-vis se
convierte también en una herramienta util y rapida en la determinacién de la calidad y
autenticidad del vino, permitiendo dentro de las bodegas clasificar de manera rapida a los
vinos en base a sus caracteristicas y asi asegurar tambien la calidad a los clientes (BANC
et al., 2014).

El contenido de acido lactico varia entre 0,56 a 2,04 g/I, dependiendo de si los vinos han
sido sometidos o no al proceso de FML; el acido lactico junto a otros subproductos formados
o transformados, tiene por tanto diferentes parametros en longitudes de ondas clave, lo cual
sirve para crear funciones discriminantes que maximizan la separacion entre clases de
vinos, generando limites de clasificacion en un espacio dimensional reducido. Asi que
dependiendo de los limites discriminantes en donde cae la muestra por medio del analisis

PCA, se pueden clasificar los vinos (Budziak-Wieczorek et al., 2023).

La FTIR basa sus mediciones en métodos referenciales como el de la cromatografia de
exclusion iénica mostrando una fuerte correlacién y una gran exactitud en valores de una
concentracién de acido lactico mayor a 0,6 g/l y baja exactitud para valores menores a este.
Hay que tener en cuenta que la calibracién y la validacion depende de los componentes
que posee la muestras y de la calidad de analisis del método referencial y que ademas

puede mejorarse con una base de distribucion de datos mas completa (Regmi et al., 2014).

4.1.4. Determinacion de acido lactico en vinos por Electroforesis
Capilar

La electroforesis capilar (EC) se basa en la separacion de analitos debido a su carga y
tamanfo entre otras caracteristicas, esto se logra mediante el flujo de la muestra contenida
en un electrolito que fluye a través de un capilar donde el flujo esta expuesto a un campo
eléctrico, cuando la accidén del campo eléctrico incide sobre las particulas en solucion,
causa un desplazamiento de las mismas (Kartsova et al., 2020; étépénové & Kasicka,
2024).

La EC ofrece buena resolucién, automatizacion y alta velocidad. La preparacién de las

muestras en este tipo de método es minima y los reactivos que se puedan utilizar se usan
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en muy baja cantidad. Para analizar acidos organicos, métodos como la electroforesis
capilar de zona extensa ha dado resultados excelentes y satisfactorios (Bolshakov &
Amelin, 2023; Robles et al., 2019).

Cuando los componentes de las muestras estan en grandes cantidades, métodos como la
dilucién y la filtracion son suficientes previo al analisis por electroforesis capilar (Nicolaou &
Kapnissi-Christodoulou, 2010). Las matrices biolégicas requieren métodos de limpieza o de
concentracién para preparar las muestras aplicandose técnicas online cuando la técnica es
en linea y técnicas offline como la microextraccion de fase liquida (MFL) y la microextraccion
de fase solida (MFS) (Jarvas et al., 2020).

Para obtener una buena separacion se debe jugar con los valores de pH, viscosidad, fuerza
ionica del tampdn y la longitud del capilar. Ademas, para acidos organicos, dentro de los
cuales esta el acido lactico basta con una dilucion 1: 40 y filiracién antes del analisis (Robles
et al., 2019).

La determinacién de acidos organicos conlleva la preparacién de electrolitos portadores de
fondo, para que por medio de la optimizacion de su composicion facilite determinar los
acidos organicos. Castifieira et al. (2002) prepararon un electrolito basado en fosfato y un
electrolito basado en acido ftalico con bromuro de miristil trimetil amonio (BMTA), que es un
modificador de flujo electroosmaético que ayuda a la separacion y mejora la resolucién de
los analitos similares. Entre otros electrolitos Utiles para la determinacion de acidos de bajo
peso molecular estan el cromato, el fosfato y el tetraborato y acidos como el trimetilico, el

piromelitico, y el ftalico entre otros (Castifieira et al., 2000).

Los tampones de fosfato y de acido ftalico ofrecen una muy buena resolucion cuando se
trata de analizar acidos organicos entre los cuales se encuentra el acido lactico. El rango
de pH en el que la movilidad de los solutos fue mejor, fue de entre 5,5 a 6 (Castifieira et
al., 2000, 2002).

El tampdn de tetraborato a pH 9,3 también ha demostrado ser eficiente dentro de la EC, ya
que en combinacién con un modificador de flujo adecuado y el uso de cloruros a base de
Ca?" (10 ppm) y Mg** (10 ppm) que actuan como agentes complejantes, mejoran la
resolucion de los picos al analizar el 4cido lactico junto con otros acidos organicos presentes
en el vino (M. de V. G. Moreno et al., 2001; M. V. G. Moreno et al., 2003).

La EC combinada con métodos de deteccién de la conductividad es efectivo para la

deteccién de acidos organicos, puesto que brinda buenos limites de deteccion, de
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cuantificacién y una linealidad satisfactoria (R? > 0.992). Haciendo de esta una técnica que
adicionalmente puede automatizarse, quedando presto para analisis de rutina (Lelova et
al., 2018).

La deteccién indirecta es otro método, por medio del cual, el acido lactico puede ser
identificado usando aniones absorbentes de luz UV, como el acido 3-nitrobenzoico
fuertemente absorbente a 254 nm, los acidos como el acido lactico tienen diferentes
velocidades de migracién que la especie absorbente, por lo que el sistema detecta los

analitos cuando la especie absorbente esta ausente (Golubenko et al., 2012).

La deteccidon manejada por Castifieira et al. (2002), es un método caracterizado por ser
directo, en el que a una longitud de onda de 185 nm se logra detectar el acido lactico,

proporcionando 35 a 80 veces mas sensibilidad que con el método de deteccion indirecta.

Para analizar adecuadamente el acido lactico con este tipo de técnica, se realizan curvas
de calibracién con el uso de disoluciones estandar, representando el area de pico frente a
la concentracion del acido lactico para verificar su comportamiento. Para la validacion de
precision, se toman muestras de vino con concentraciones estandar conocidas de acido
lactico y por medio del método de adicion estandar se verifican los valores estandar

(Ivanova-Petropulos et al., 2018).

Pinheiro et al. (2021) desarrollaron un novedoso sistema de electroforesis de microchip ME-
C4D para analizar componentes como el acido lactico, que arroja resultados en menor
tiempo (100 segundos) que la EC convencional. También se reduce el consumo de muestra
y la produccion de residuos. Al tener 85 mm de longitud, presenta una ventaja de
portabilidad comparado al sistema de EC convencional; este sistema arrojoé resultados
equivalentes para varios componentes por ejemplo el acido lactico con el método ME-C4D
arrojo una concentracion de 10,5 £ 0,8 mmol/l y con la CE-UV 10,5 £ 0,1 mmol/l
evidenciandose que no son significativamente diferentes para un nivel de confianza del
95%.

Zeravik et al. (2016) escogieron la EC como modelo de referencia para la validacion de los
resultados de su biosensor, ya que la EC logra identificar unitariamente los compuestos
presentes en el vino. El método desarrollado, registro los resultados de un biosensor de
lactato oxidasa LOX que midié directamente la concentracion del acido lactico en 31 vinos,
encontrando un coeficiente de correlacion entre los datos de ambos métodos de 0,9829 lo

cual demostré una muy buena concordancia.
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La EC al tener poder de identificar no solo el acido lactico presente en las muestras, sino
también a la suma de otros acidos en el vino, tambien sirve como medio de validacién para
otro tipo de biosensores como el FUM/SOX que se inhibe debido a las contribuciones de la
mayoria de los acidos presentes. Se puede decir que por esta razéon el FUMSOX no
proporciona una relacién directa para medir acido lactico como lo hace el biosensor LOX,

debido a que este ultimo lo mide directamente (Milovanovic et al., 2019).

4.1.5. Determinacion de acido lactico AL por métodos electroquimicos

Las técnicas como la potenciométrica, la amperométrica y la voltamperométrica son
algunas de las tantas variedades en las que se pueden dividir las técnicas electroquimicas
(Baranwal et al., 2022).

La potenciometria es aquella que aprovecha las condiciones estaticas que se dan en la
superficie de un electrodo de trabajo para producir una senal medible a través de la
diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y un electrodo de referencia de modo
que esta senal es proporcional a la concentracion de un analito en especifico (M. S. Ahmad
et al., 2024).

Los electrodos selectivos de iones (ESI) son dentro de los métodos potenciométricos los
mas importantes debido a su aplicabilidad para medir iones en solucion, ademas de tener

buena sensibilidad y selectividad (Geana et al., 2020).

Los ESI los hay de distintas caracteristicas dependiendo de su utilidad (identificacion de
especies catibnicas o anidnicas) o aplicabilidad en las diversas industrias como la
farmacéutica, el analisis de efluentes entre otras y de acuerdo al material de la membrana

se clasifican en ESI de vidrio, liquidos o sélidos (Wang, 1988).

La membrana de los que contienen una solucion liquida en su interior tiene la facultad de
ser semi impermeables permitiéndoles ser selectivas y facilitadoras del transporte de los
analitos objetivos una vez pasan de la muestra a la solucion liquida se produce una reaccién
entre el electrolito de cloro en la solucion interna y un electrodo de plata que causa una

diferencia de potencial (Ruiz-Gonzalez, 2024).

Los electrodos de contacto sélido son otra clase de ESI, son una modificacion de los que
internamente llevaban la membrana con solucién liquida, convirtiéndose en una opcion

mejor valorada ya que presentan 2 fases: una la de la muestra y otra que era de solucion
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interna por lo que ya no tiene que calibrarse, mejorando su limite de deteccion (Hashem &
Abdallah, 2024).

El sensor potenciométrico presenta ciertas desventajas al momento de determinar acido
lactico, aunque su limite de deteccion sea tolerable y su sensibilidad también, el rango lineal
en el que opera el instrumento es muy limitado, ademas al momento de la determinacion
especies de la misma naturaleza con respecto al analito objetivo se vuelven interferentes lo
que limita su selectividad haciendo que diversos caminos y condiciones se deban realizar
y/o tener en cuenta para tomar muestras para ser analizadas por este método (Garcia-
Guzman et al., 2022).

Con respecto a las demas técnicas analiticas aptas para medir acido lactico la técnica
electroquimica amperométrica lleva la vanguardia, ya que es simple, directa, util para
analisis en tiempo real. Tiene ventajas como su rapida deteccién, buena sensibilidad, alta

selectividad, es econdmica y ofrece la opcion de ser portable (Rathee et al., 2016).

La amperometria es aquella donde las reacciones redox de las especies electroquimicas
contenidas en analitos objetivos, en un electrodo de trabajo producen corriente eléctrica a

un potencial fijo (Choudhury, 2020; Jovanovski et al., 2022) .

El potencial aplicado produce una reaccion ya sea de oxidacion o reduccion lo que conlleva
a una transferencia de electrones entre el analito y el electrodo, esta transferencia se
detecta como corriente, la cual esta relacionada con la concentracion de los analitos
(Bocchetta et al., 2024; Fytory et al., 2025).

Este tipo de celdas electroquimicas estan compuestas por un electrodo de trabajo que tiene
relacion directa con la reaccion redox, un electrodo de referencia con un potencial constante
y un contraelectrodo para completar el circuito. De esta manera se emite una sefial desde
un amplificador de control al electrodo de referencia permitiendo controlar automaticamente

la corriente a través del contraelectrodo (Grasso et al., 2025).

El desarrollo de los electrodos comenzé a la par que los electrodos de mercurio, pero como
estos requieren de adecuada instruccién para su manipulacién, los electrodos de pelicula
de metal han visto su auge; siendo desarrollados y probados en distintos materiales
mostrando buenos resultados en la deteccion de metales y acidos organicos (Jovanovski
et al., 2022).
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Los materiales como el carbon, metales nobles y aniones pueden aprovecharse para formar
sensores de gran interés para la comunidad cientifica, que pueden ser empleados en

diversos campos operacionales (Chen et al., 2023; Sheraz Ahmad et al., 2023).

Los electrodos por si solos, muchas veces no ofrecen caracteristicas adecuadas para
detectar analitos. Para producir una sinergia, se recurre a modificar quimicamente la
superficie de los mismos, mejorando por un lado la sensibilidad por medio de la modificacién
de la transferencia de velocidad junto con la actividad electrocatalitica y por el otro la
selectividad haciendo que adquiera preferencia por cierto tipo de analitos (Tomac et al.,
2024).

Las técnicas electroanaliticas como la potenciometria, la voltamperometria y la
amperometria pueden ser acopladas a sistemas de inyeccion de flujo (Trojanowicz &
Pyszynska, 2022), de esta manera las muestras pueden ser pipeteadas a las celdas donde
ocurre la medicion analitica, la cual puede efectuarse por medio de una curva de calibracion,
consiguiendo que se aumente la velocidad del analisis y disminuya la equivocacién del
analista (Has$o & Svorc, 2022).

Los analitos segun su naturaleza también son propicios de ser detectados a través de
bioreceptores cuando los electrodos se pueden valer de estos, se convierten en
biosensores. Es usual que en electroquimica se utilicen enzimas redox por su buena
sensibilidad y selectividad. Cuando los sensores usan materiales como enzimas, organulos
0 microorganismos adquieren la facultad de convertirse en cataliticos, puesto que funcionan
en base a la reduccion o a la oxidacion de los analitos objetivos en la superficie del electrodo
para su reconocimiento. En cambio, cuando usan materiales como anticuerpos y acidos
nucleicos, se convierten en biosensores no cataliticos, por el hecho de que se unen de
acuerdo a la afinidad que tengan con los analitos, ya sea que se dé una reaccion de
oxidacion, reduccion o se dé una union por afinidad, esto causa que el electrodo en conjunto

emita una senal medible (Wijayanti et al., 2023).

La técnica voltamperométrica es una variacion de la amperometria que utiliza los mismos
instrumentos, pero se la utiliza mas bien para caracterizar previamente una muestra o
solucion, para luego trabajar via amperométrica, la cual permite medir los analitos en el
tiempo (Wang, 2006).

La voltamperometria permite analizar una muestra haciendo un barrido exploratorio

variando el potencial, haciendo esto se consigue investigar los picos de corriente que son
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producidos a determinados potenciales. Como a cada tipo de analito le corresponde un
potencial distintivo, cuando se produce un pico de corriente a un determinado potencial es
porque se esta identificando el analito correspondiente a ese potencial. Los potenciales
indican de que analito se trata, mientras que los picos de corriente determinan en que

cantidad esta presente el analito (Maloy, 1983).

Las técnicas electroquimicas son sensibles, pueden utilizarse varias veces lo que incluso
las hace utiles para mediciones in situ, especificamente la técnica amperométrica es facil
de monitorear, no requiere de conocimientos avanzados y como su respuesta es rapida se

convierte en una técnica idénea por sus prestaciones (Pandiyarajan et al., 2025).
A continuacion, se describe los ultimos estudios con respecto al disefio de biosensores.

Istrate et al. (2021) desarrollaron un biosensor para inmovilizar L-lactato deshidrogenasa
(LDH) en un electrodo, sus partes constaron basicamente de un electrodo serigrafiado que
contenia un polielectrolito para recubrir el electrodo e inmovilizar la biomolécula, oxido de
grafeno, para unir la LDH a la superficie del electrodo y nanoparticulas de metal para
prevenir la agregacion del grafeno y colaborar para que el NADH sea detectado. De entre
los dos métodos de inmovilizacién que se utilizaron para incrustar la enzima, se escogié6 el
que era capaz de brindar un mayor pico de corriente, siendo en el que la enzima se unia

después de que todos los compuestos estaban ya vinculados al electrodo.

Los electrodos de grafeno también fueron aprovechados por Smutok et al. (2022)usando
LOx en concatenacion de nanoenzimas miméticas de peroxidada, para poder realizar una
eficiente reduccion del peroxido de hidrogeno producido por la LOx, debido a que la
nanoenzima contiene platino, que le proporciona buenas caracteristicas catalizadoras. El
electrodo se probd en muestras de mosto y vino tinto, mostrando una sensibilidad 2.8 veces
mas alta que los sensores convencionales y una selectividad por el lactato que lo hace

factible no solo para analisis de alimentos, sino también clinicos.

El monitoreo de los acidos malico y lactico al mismo tiempo, fue llevado a cabo por (Gamella
et al., 2010), empleando 2 biosensores a la misma vez. El biosensor que detectaba acido
malico estaba compuesto por un disco de oro (Au) recubierto con acido mercapto-
propionico (AMP), con Tetrathiafulvaleno (TTF) como mediador y 2 enzimas inmovilizadas
Malato deshidrogenasa (MDH), Diaforasa (DP) inmovilizadas y el biosensor que detectaba

el acido lactico (Au) (AMP) (TTF) y como enzimas inmovilizadas Lactato oxidasa (LOx) y
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Peroxidasa de rabano picante (PRP), cuyas reacciones en cascada permiten cuantificar al

acido malico y al acido lactico.

De igual manera Giménez-Gémez et al. (2020) desarrollaron un método biparampétrico,
utilizando dos biosensores para medir al mismo tiempo el I- lactato que se produce y el I-
malato que se convierte en la MLF. Su estructura es novedosa porque basicamente pone
los biosensores en un chip de silicio de 11 x 9 mm?. En su interior estan un contraelectrodo,
dos electrodos de trabajo y el electrodo de pseudo-referencia; todo dentro de una celda
electroquimica de 15 pl de volumen, con microcanales a través de los cuales fluye la
muestra misma que permite fluir la corriente entre los electrodos de trabajo y el

contraelectrodo.

La combinacién de materiales, de acuerdo a sus prestaciones, es util para mejorar las
caracteristicas de los biosensores. Por ejemplo al electrodepositar paladio y platino en
electrodos de carbono, cada vez que se media corriente en soluciones cada vez mas
concentradas de perdxido de hidrogeno, se presenté un incremento en la corriente mas alta
de lo que normalmente lo harian sin esta adhesion, demostrado que la sensibilidad
aumenta; asi al inmovilizar LOx en ellos, su respuesta por el lactato también mejora y si
ademas se agregan enzimas como lactitol y dextrano mejoran el desempeno de los

electrodos lo largo del tiempo (Shkotova et al., 2019).

También es posible fabricar sensores sin enzimas. Shao et al. (2022) elaboraron un sensor
electroquimico teniendo como base un electrodo de carbono vitreo, que utilizando
nanotubos de carbono multipared mezclados con poliftalocianina de cobalto, crearon un
nanocompuesto que no solo termina siendo protector de los mismos nanotubos sino que
mejora la transferencia de carga. Usando nafion como aglutinante (del nanocompuesto y el
copolimero), se mejora la selectividad del electrodo hacia el acido lactico, con un amplio

rango de deteccién (10 a 240 uM) y con un limite de deteccion de 2 pM.

Los electrodos de carbono vitreo también pueden ser modificados con éxido de niquel, al
tener esta modificacion presentan una alta sensibilidad, obteniendo una respuesta lineal
ideal para trabajar en un rango de concentraciones de 0,005-5 mM. Ademas, presenta una
buena estabilidad, con un limite de deteccion de 5,7 uM. Cabe decir que de entre los demas
analitos presentes en las muestras, el electrodo muestra su preferencia por el acido lactico.
Demostrando su selectividad para medirlo en muestras como lacteos y vinos (Amin et al.,
2019).
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El electrodo de carbono vitreo cuando se modifica con moléculas de oro y 6xido de grafeno
sirve de base para electrodepositar poli(o-fenilendiamina) en su superficie de esta manera
se fabrica un electrodo capaz de medir acido lactico utilizando hexacianoferrato, de manera
que en ausencia de acido lactico muestre una corriente mayor de lo que lo hace cuando el
acido esta presente. El electrodo muestra una respuesta lineal para concentraciones de
acido lactico que van de 0,1 nM a 1,0 nM con un limite de deteccion de 0,09 nM (Pereira &
Stradiotto, 2019).

La potenciometria en combinacién con cromatografia de exclusion iénica, es util para
identificar una serie de acidos organicos como el acido lactico presente en vinos y lacteos.
Cuando el eluyente que sale del cromatégrafo recibe la accion de NH3 gas con el fin de
subir el pH y poder identificar los acidos, conforme eluyen con el tiempo presentan una
disminucion de la sefal de pH, lo interesante de este sistema es que no requiere calibracion
mediante analitos estandar, ya que por medio de una ecuacion matematica se logra
determinar las concentraciones de los analitos dentro del 5% del valor real (Ohira et al.,
2021).

4.2. Método oficial para la determinacion de acido lactico en vinos

El método oficial OIV-MA-AS313-07 (Tipo Il) para la determinacién de acido lactico es el
referente oficial para la determinacion de L-acido lactico, D- lactico y acido lactico total. El
método se basa en la identificacion del dinucledtido de nicotinamida y adenina reducida
(NADH), el cual se produce al reaccionar el L-lactato y el D-lactato presentes en una
muestra liquida con el dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) catalizados por las
enzimas L-lactato deshidrogenasa (L-LDH) y D-lactato deshidrogenasa (D-LDH)
respectivamente. Como las reacciones anteriormente mencionadas producen ademas de
NADH, piruvato, para que no queden en equilibrio tendiendo hacia los lactatos en lugar de
al piruvato, se transforma el piruvato en L-alanina con la ayuda de una solucién tampdn de

L-glutamato junto con glutamato-piruvato-transaminasa (GPT) como catalizador.

Las soluciones de L-glutamato, NAD y GPT se adicionan en unas cubetas de vidrio que se
analizan a una longitud de onda de 340 nm en un espectrofotébmetro con lo cual se obtiene
un primer registro de absorbancias para una cubeta de referencia (sin muestra) y una

cubeta con muestra. Luego a estas cubetas se les agrega L-LDH, se analizan en el
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espectrofotdmetro con lo que se obtiene un segundo registro. Por ultimo, se les agrega D-

LDH y se analizan en el espectrofotometro y se obtiene un tercer registro.

Se calcula la diferencia entre las absorbancias del primer registro y del segundo registro en
las celdas de referencia y muestra, la concentracion de L-acido lactico se calcula por medio
de una ecuacion proporcional a la diferencia entre la diferencia de absorbancias de estas

muestras y la diferencia de absorbancias de estas referencias.

Se calcula la diferencia entre las absorbancias del segundo registro y del tercer registro en
las celdas de referencia y muestra, la concentracién de D-acido lactico se calcula por medio
de una ecuacion proporcional a la diferencia entre la diferencia de absorbancias de estas

muestras y la diferencia de absorbancias de estas referencias.

Se calcula la diferencia entre las absorbancias del primer registro y del tercer registro en
las celdas de referencia y muestra, la concentracién de acido lactico total se calcula por
medio de una ecuacién proporcional a la diferencia de absorbancias de estas muestras y la

diferencia de absorbancias de estas referencias.
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5. CONCLUSIONES

El HPLC es una técnica tradicional para medir acido lactico en bebidas, se destaca por su
poder de cuantificacion, pero por el hecho de ser una técnica de especial conocimiento no
es practico para ser usado en analisis de rutina este hecho se aprovecha mas bien para
validar métodos considerados rutinarios en los que el HPLC es usado como su referente.

El método HNMR es un método relevante puesto que permite sustituir a los métodos
multitécnica ya que brinda resultados equiparables haciendo eficientes los procesos de
laboratorio.

El método HNMR en combinacién con los datos estadisticos (de los cuales el acido lactico
hace parte) y los ACP es el mas adecuado para llevar a cabo pruebas de trazabilidad como
el origen geografico de los vinos, identificacién de vinos e identificacion de falsificaciones.

El FTIR es una técnica que necesita apoyarse de técnicas quimiométricas para poder
realizar cuantificaciones de analitos como el acido lactico, valiéndose de estas técnicas y
de otros compuestos o caracteristicas del vino, también sirve para clasificacion y
aseguramiento de la calidad de los vinos.

Los métodos electroquimicos por su facilidad de operacion requieren menos preparacion
especializada para su manejo, facilitando su uso por cualquier personal de un equipo de
trabajo, ademas son métodos de rapida determinacion y precisos en su cuantificacién. Los
métodos electroquimicos son interesantes puesto que ofrecen versatilidad a la hora de
cuantificar acido lactico, es decir, pueden servir para procesos in-situ en los que se requiere
usarlo para realizar medidas en planta o también para mediciones que se requieren hacer
en laboratorio.
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