RESOLUCION OIV-OENO 572-2017

MONOGRAFIA SOBRE EL POLIASPARTATO DE POTASIO

LA ASAMBLEA GENERAL,

VISTO el articulo 2, parrafo 2 iv del Acuerdo del 3 de abril de 2001 por el que se crea la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino,

CONSIDERANDO los trabajos del Grupo de expertos “Especificacién de los Productos Enoldgicos”,

CONSIDERANDO la resolucién de la OIV OENO-TECHNO 14-543, “Tratamiento con poliaspartato de
potasio”,

DECIDE completar el Codex Enolégico Internacional con la siguiente monografia:

POLIASPARTATO DE POTASIO

Nombre quimico: Homopolimero de L-aspartato de potasio o poliaspartato de potasio
Férmula quimica: [C;HsNOsK],
Férmula estructural:

NH, = OK NH NH = OK

donde n =30
N.° CAS: 64723-18-8

1. OBJETO, ORIGEN Y AMBITO DE APLICACION

El poliaspartato de potasio para uso enoldgico se obtiene exclusivamente a partir de acido
L-aspartico. El acido L-aspartico, mondmero utilizado en el proceso de sintesis, se obtiene por
fermentacién. Un proceso térmico transforma el acido L-aspartico monomeérico en polisuccinimida,
gue es un compuesto insoluble. La polisuccinimida se trata con hidréoxido de potasio en condiciones
controladas para obtener poliaspartato de potasio, que actia como un coloide protector e impide la
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precipitacion tartdrica. El poliaspartato de potasio es eficaz para la estabilizacion tartarica de los
vinos.

2. SINONIMOS
Poliaspartato de potasio, A-5D K/SD, A-5D K SD, A-5DK/SD, A-5DK, KPA.

3. ETIQUETADO

En la etiqueta del producto deben constar los siguientes datos:

- el nombre o denominacién comercial del producto,

- la mencién “Producto para uso enoldgico, uso restringido”,

- los posibles aditivos,

- lasinstrucciones de uso,

- el ndmero de lote, la concentracion de poliaspartato de potasio (pureza), la fecha de
caducidad y las condiciones de conservacién (temperatura, humedad y aireacion),

- el nombre o razén social y la direccién del fabricante, envasador o vendedor,

- el contenido neto,

- laindicacién de que el 4cido aspartico procede de organismos modificados genéticamente vy,
dado el caso, el caracter modificado.

4. CARACTERIZACION

4.1 Descripcion

Polvo marron claro, inodoro y con un 90 % de extracto seco. Es muy soluble en agua (> 1000 g/L),
pero no en disolventes organicos (<5 g/L). Se conserva durante cuatro afios a temperatura
ambiente.

4.2 Férmula quimica

El poliaspartato de potasio es un polimero formado por unidades de acido L-aspartico. Su férmula
general es la siguiente: [C4HsNOsK],, donde n representa el grado medio de polimerizacion
(n =30).

4.3 Grado de sustitucion
El grado de sustitucion de la sal de potasio debe ser, como minimo, del 91,5% (referido a la

sustancia anhidra) para que la solubilidad sea dptima.
Evaluar el grado de sustituciéon con el método descrito en el anexo 1.

4.4 Masa molecular

Su masa molecular media, determinada por cromatografia de permeaciéon en gel, es de
5000 g/mol, valor éptimo para la eficacia del producto.

4.5 Composicion

La pureza del producto se comprueba comparando la concentracidon de acido L-aspartico tras la
hidrélisis total del polimero con la concentracidon tedrica de mondmero del poliaspartato de
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potasio, calculada a partir de su férmula molecular. Consultar la descripcion del método en el
anexo 2.

La concentracién de sustancia anhidra del poliaspartato de potasio debe ser, como minimo, del
98 %.

5. ENSAYOS

5.1 Concentracion de acido L-aspartico libre en el poliaspartato de potasio

La concentracién de acido L-aspartico libre debe ser < 2,0 %.
La determinacidn se realiza segln el método descrito en el anexo 3.

5.2 Humedad - Pérdida por desecacion

Determinar la pérdida de masa de un gramo de producto seco desecado en una estufa a
105 °C £ 2 °C durante 12-24 horas. La masa no debe variar (pérdida de masa inferior al 10 %).

5.3 Concentracion de metales

Antes de determinar los metales, someter la muestra a una mineralizacién por digestién acida
(HNOs, H,0; y HCI). La mineralizacion se lleva a cabo en un horno de microondas. No hay que
triturar ni desecar la muestra antes de la mineralizacion.

Los reactivos empleados en la mineralizacidn son los siguientes: HNOs (65 %) (Suprapur o similar),
HCI (37 %) (Suprapur o similar) y H,0; (35 %).

Poner la muestra de poliaspartato (entre 0,5g y 2 g) en un matraz aforado de 100 mL y afiadir
25 mL de HNOs, 2 mL de HCl y 3 mL de H,0,. Someter a digestidn en un horno de microondas con
una potencia maxima de 1200 W: 1 min a una potencia del 60 %, 10 min al 30%, 3 minal 15% vy
15 min al 40 %. Por ultimo, enrasar con agua bidestilada. Para determinar los metales se analiza la
solucion resultante.

5.3.1. Hierro

Determinar el hierro segiin el método descrito en el capitulo Il del Codex Enoldgico Internacional.
La concentracién de hierro debera ser inferior a 10 mg/kg.

5.3.2. Arsénico

Determinar el arsénico segun el método descrito en el capitulo Il del Codex Enoldgico
Internacional. La concentracion de arsénico debera ser inferior a 3 mg/kg.

5.3.3. Plomo

Determinar el plomo segun el método descrito en el capitulo Il del Codex Enolégico Internacional.
La concentracion de plomo debera ser inferior a 2 mg/kg.

5.3.4. Mercurio

Determinar el mercurio segin el método descrito en el capitulo Il del Codex Enoldgico
Internacional. La concentracidon de mercurio debera ser inferior a 1 mg/kg.

5.3.5. Cadmio

Determinar el cadmio segun el método descrito en el capitulo Il del Codex Enoldgico
Internacional. La concentracidn de cadmio debera ser inferior a 1 mg/kg.

Certificado conforme

Sofia, 2 de junio de 2017

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Jean-Marie AURAND
© 0lv 2017

3



ANEXO 1

1. Determinacion del grado de sustitucion

1.1 Fundamento

Para determinar el grado de sustitucion del poliaspartato de potasio comercial se mide la
concentraciéon de potasio por ICP-OES.

Para determinar la concentracién de potasio se utiliza una curva de calibracién obtenida
inyectando cinco soluciones con concentraciones distintas de un patrén de referencia.

Para calcular el grado de sustitucidon, comparar la concentraciéon de potasio medida y la
concentracién tedrica para un 100 % de sustitucion.

1.2 Material

1.2.1
1.2.2
1.23
1.24

Matraces aforados de 100 mL (clase A)

Cémara de atomizacion ciclénica, antorcha normal de cuarzo

Bafio de ultrasonidos

Dispositivo de filtracion por membrana con un tamafio de poro de 0,45 um

1.3 Reactivos

1.3.1 Acido nitrico (HNOs) al 65 %
1.3.2 Solucién patrén de potasio (K) con una concentracién de 10 000 mg/L (solucion
patron de potasio ICP/DCP con una concentracién de 10 000 pg/mL de HNOs al
5 %)
1.3.3 Agua bidestilada con una resistividad superior a 10 MQ-cm
1.3.4 Solucién acuosa acidificada al 0,5 % de HNOj3 (blanco de calibracion) para preparar
las soluciones patrén
1.3.5 Soluciones patrén preparadas por dilucién de la solucién madre (apartado 1.3.2).
En el siguiente cuadro se muestran los valores de referencia:
SP1 | SP2 | SP3 | SP4 | SP5
Potasio (mg/L) | 200 | 400 | 600 | 1000 | 2000
1.4 Procedimiento

Disolver el producto objeto de analisis (KPA) en agua destilada.

14.1

1.4.2

Solucién de KPA de 5000 mg/L (a): en un matraz aforado de 100 mL, pesar
directamente unos 500 mg (anotar el peso exacto), enrasar con agua bidestilada
(1.3.3) y homogeneizar en el bafio de ultrasonidos (1.2.3) durante 10 minutos
como minimo. Filtrar con una membrana con un tamario de poro de 0,45 um.

Preparar una curva de calibracién de 5 puntos con las soluciones patréon del
apartado 1.3.5.

Para cada solucién patrén, medir por triplicado y calcular la media.

Si la concentracion excediera del intervalo de la curva de calibracién, se debe diluir la muestra

para que esté dentro de dicho intervalo.
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Para calcular el grado de sustitucion, comparar la concentracion de potasio medida y la
concentracién tedrica para un 100 % de sustitucion (v. apartado 1.5).

1.5 Calculos
El software de adquisicion de datos calcula la concentracion de potasio segun la formula (a):
A=A'"xn @
donde:
A es la concentracion en mg/L de la muestra
A'es la concentracién en mg/L de la muestra diluida
n es el factor de dilucion
La proporcidn de potasio de la muestra de KPA, en peso seco, se calcula segun la férmula (b):

100 100

%K, g = A
0 (poidssec) W (100—h%)

(b)

donde:
A es el resultado de la ecuacion (a),
w es la cantidad de poliaspartato de potasio en mg/L
h% es el porcentaje de humedad de la muestra

El grado de sustitucidn (DSk) se calcula segun la férmula (c):
%K(poidssec)

~ MAC 00
MM

%DS, =

monomereKRA (C)
donde:
MA(k es la masa atdmica del potasio
MM monsmero kpa €5 la masa molecular calculada del mondmero de poliaspartato
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ANEXO 2
2. Determinacion de la pureza del poliaspartato de potasio

2.1 FUNDAMENTO
Determinacion por HPLC-FLD de la concentracion de acido aspartico libre tras hidrdlisis acida.

Consiste en medir por HPLC la concentracidn de acido aspartico libre tras la hidrélisis acida del
KPA. La hidrélisis acida se lleva a cabo en condiciones que favorezcan la despolimerizacién total
del KPA:

NH oK oK ok T, H g
NH; oK NH NH OK UQT/\HLDH + I<I‘I
OH NH:
n

Poliaspartato de potasio Acido L-aspartico

2.2 MATERIALY EQUIPO

2.2.1 Placa calefactora, para la hidrélisis acida

2.2.2 Viales de vidrio de 4 mL, de color dmbar y con tapdn de rosca

2.2.3 Balanza de precision con una sensibilidad de 0,1 mg

2.2.4 Matraces aforados

2.2.5 Equipo de HPLC con bomba cuaternaria, muestreador automatico, termostato y detector
FLD

2.2.6 Columna C18, por ej.: Syncronis aQ C18, 4,6 x 250 mm, 5 um (Thermo)

2.2.7 Dispositivo de filtracién por membrana con un tamafio de poro de 0,2 um

2.3 REACTIVOS Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Para la hidrdlisis acida

2.3.1 Solucidn de metabisulfito de potasio (Na;S;03) (n.° CAS 16731-55-8) con una
concentracion de 10 g/L

2.3.2  Acido clorhidrico (HCI) 6 M

2.3.3 Hidréxido de sodio (NaOH) 5 M

2.3.4 Agua bidestilada con una resistividad superior a 10 mQ-cm

2.3.5 Poliaspartato de potasio

Para la preparacion de la muestra
2.3.6 Acido aminocaproico (CsH13NO3, n.° CAS: 60-32-2)
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24 PROCEDIMIENTO

El procedimiento consta de tres etapas:

- hidrélisis dcida en caliente de la muestra de poliaspartato de potasio,

- preparacién de las muestras para su analisis por HPLC-FLD con soluciones patron para
determinar la concentracién de 4cido L-aspartico,

- andlisis por HPLC del acido L-aspartico libre tras la hidrélisis (v. anexo 3).

2.4.1 Etapa 1: Hidrdlisis acida

2.4.1.1 Enun matrazde4 mL(2.2.2):
poner 0,2 mL de la solucidn de metabisulfito de sodio de 10 g/L (2.3.1),
afadir 0,5 g de poliaspartato de potasio, pesados con una precisiéon de miligramos,
afiadir 2 mLde HCI6 N (2.3.2).

2.4.1.2 Calentar a 108 °C + 2 °C durante 72 horas (2.2.1).

2.4.1.3 Transferir a un matraz aforado de 10 mL, afiadir 2,4 mL de NaOH 5 M (2.3.3) y enrasar
con agua bidestilada (2.3.4).

2.4.2 Etapa 2: Preparacion de la muestra para su analisis por HPLC
2.4.2.1 En un matraz aforado de 20 mL, microfiltrar a 0,20 um (2.2.7) 5 mL de la mezcla
del apartado 2.4.1.3.
2.4.2.2 Aiiadir 0,2 mL de patrén interno (acido aminocaproico) (2.3.6)
2.4.2.3 Enrasar con agua bidestilada.

2.4.3 Etapa 3: Analisis de las muestras por HPLC (v. anexo 3)

CALCULOS
La concentracién de poliaspartato (KPA) se calcula de la siguiente forma:

KPA (mg/L) = (acido L-aspartico hidrolizado — acido L-aspartico libre antes de la hidrdlisis) x fxpa

donde fkea (= 1,15) es el factor de conversiéon del KPA en acido aspartico, calculado como el
cociente entre la masa molecular del monémero de KPA (masa molecular media de los
mondmeros de KPA A5DK SD = 154) y la masa molecular del acido L-aspartico (133,1), segun la
siguiente ecuacion:

Ilemonémero KPA

f = :1,15
AT MM -
acido aspartico

donde el dcido L-aspartico libre se determina segun el anexo 3.
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ANEXO 3

3. Determinacion del acido L-aspdrtico libre

3.1 FUNDAMENTO

La determinacién del acido L-aspartico del poliaspartato de potasio comercial se realiza por HPLC
con detector fluorimétrico (FLD), previa derivatizacidn del 4cido L-aspartico con orto-ftalaldehido
(OPA). Para la determinacion del potasio se utiliza una curva de calibracién que se obtiene
inyectando las soluciones patrén de referencia.

3.2 MATERIAL Y EQUIPO

3.2.1 Matraces aforados

3.2.2 Equipo de HPLC con bomba cuaternaria, muestreador automatico, termostato y detector
FLD

3.2.3 Columna C18, por ej.: Syncronis aQ C18, 4,6 x 250 mm, 5 um

33 REACTIVOS

3.3.1 Acido aspartico (acido D,L-aspartico, C4H;NO4> 99 %, n.° CAS: 617-45-8)

3.3.2 Solucidn 1: acido aspartico en agua bidestilada (8000 mg/L)

3.3.3 Solucidn 2: acido aspartico en agua bidestilada (200 mg/L)

3.3.4 Acido aminocaproico (CsH13NO,, n.° CAS: 60-32-2)

3.3.5 Solucién madre de acido aminocaproico en agua bidestilada (1000 mg/L)

3.3.6 Soluciones patrén preparadas por dilucion de la solucién 1 (3.3.2) y de la solucién 2
(3.3.3). En el siguiente cuadro se muestran los valores de referencia:

SP1 | SP2 | SP3 | SP4 SP5 SP6

H,0 (mL) 18,8 | 19,0 | 15,0 | 19,750 | 19,375 | 18,750
Solucion 1 (mL) - - - 0,250 | 0,625 | 1,250
Solucién 2 (mL) 0,2 | 10 | 50 - - -

Acido L-aspartico (mg/L) | 2 10 | 50 100 250 500

3.3.7 Metanol para HPLC

3.3.8 Tetrahidrofurano para HPLC

3.3.9 Acetato de sodio anhidro (n.° CAS: 127-09-3)

3.3.10 Acetonitrilo (CH3CN) para HPLC

3.3.11 Tetraborato de sodio decahidratado (Na;B407-10H,0, n° CAS: 1303-96-4)
3.3.12 o-Ftalaldehido (OPA) (CsHsO2 2 99 %, n.° CAS: 643-79-8)

3.3.13 Mercaptoetanol: (CsHsOS =99 %, n.° CAS: 60-24-2)

3.3.14 Agua bidestilada con una resistividad superior a 10 MQ-cm
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3.3.15 Solucién de derivatizacidon: en un matraz aforado de 10 mL, mezclar 100 mg de OPA,
200 pL de mercaptoetanol, 1 mL de metanol y enrasar con una solucidén amortiguadora de
tetraborato de sodio decahidratado 0,1 M (pH 10,5).

Preparar justo antes de usar, pues se echa a perder en un solo dia.

3.4 FASES MOVILES

3.4.1 [canal A]: agua ultrapura

3.4.2 [canal B]: amortiguador acetato de sodio 0,05 M/tetrahidrofurano (96:4, v/v)
343 [canal C]: metanol

344 [canal D]: acetonitrilo

3.5 PROCEDIMIENTO
El método incluye una reaccion de derivatizacién del acido L-aspartico con o-ftaldehido
(OPA); la tasa de recuperacion de este proceso es del 100 %.
A continuacion se indican las condiciones instrumentales:
- temperatura de la columna: 40 °C,
- longitud de onda (A): FLD Ex 340 nm, Em 450 nm,
- separacion en gradiente (v. apartado 3.4, Fases moviles):

Tiempo (min) | % B %C | %D | Caudal (mL/min)
0,00 100,0 | 0,0 | 0,0 1,1
3,00 100,0 | 0,0 0,0 1,1
15,00 50,0 | 25,0 | 25,0 1,1
17,00 84,0 8,0 8,0 1,1
18,00 100,0 | 0,0 | 0,0 1,1
Tiempo de desarrollo: 21 min + 2 min de parada

3.5.1 Para preparar las soluciones patréon, mezclar 5,0 mL de la solucién patrén (3.3.6) y 0,2 mL
de la solucion de patrén interno (3.3.5) en un matraz aforado de 20 mL y enrasar con agua
bidestilada y homogeneizar.

3.5.2 Diluir 5,0 yL de la muestra (anexo 2, apartado 2.4.2) con 20 pyL de metanol y derivatizar
con 0,5 pL de OPA. Mezclar diez veces 10,0 uL de la solucidon resultante en el inyector e
inyectar transcurridos 0,5 min.

3.5.3 Si los valores medidos estan por encima del limite superior de la curva de calibracidn,
diluir la mezcla y repetir el analisis.

3.6  CALCULOS
La concentracidon de acido L-aspartico de la muestra, en mg/L, se calcula segin la siguiente
formula:
Y=A-f-d
donde:
Y es la concentracion de dcido L-aspartico de la muestra, en mg/L
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A es el area del pico cromatografico

fes el factor de respuesta del pico cromatografico
d es el factor de dilucion
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