RESOLUCION OIV-OENO- 589-2017

METODO DE DETERMINACION DEL PROPANO-1,2-DIOL Y DEL BUTANO-2,3-DIOL

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,

A propuesta de la Subcomisidon “Métodos de Analisis”,

DECIDE completar el Compendio de Métodos Internacionales de Andlisis de Vinos y Mostos con el
siguiente método:

DETERMINACION DEL PROPANO-1,2-DIOL Y DEL BUTANO-2,3-DIOL
Método de tipo IV

1. INTRODUCCION

Se forman cantidades cuantificables de propano-1,2-diol y del butano-2,3-diol a partir de los
procesos de fermentacion. Estos compuestos estan practicamente ausentes en los mostos no
fermentados, pero estdn presentes, con ciertos limites, en los vinos.

2. FUNDAMENTO DEL METODO

Los analitos y el patrdn interno se extraen con éter etilico. El aumento de la fuerza idnica en la matriz
del vino o del mosto de partida favorece la transferencia a la fase orgdnica. Por esta razdn, se afiade
una gran cantidad de K,CO3 a las muestras (desestabilizacién salina). Los extractos se analizan
directamente por GC-MS en una columna polar. La deteccidon se efectia en funcion del tiempo de
retencién y del espectrémetro de masas.

3. AMBITO DE APLICACION

El método se aplica a la determinacion del propano-1,2-diol y del butano-2,3-diol en los mostos y
vinos con un contenido de azucar superior a 20 g/L y con concentraciones de analitos comprendidas
entre 1 mg/Ly 500 mg/L aproximadamente.

Certificado conforme

Sofia, 2 de junio de 2017

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Jean-Marie AURAND
© Olv 2017

1



4. ABREVIATURAS

C
PG
GC-MS
H,
Pl
m-z
FR
ML
SM
SP
TR
SP
BG
D

M

5. REACTIVOS

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.

Concentracidn

Propano-1,2-diol

Cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas
Hidrégeno

Patron interno: butano-1,3-diol

Relacién masa-carga

Factor de respuesta

Nivel de calibracién de la matriz

Solucién madre

Solucién patrén

Tiempo de retencion

Soluciones patrén para la cromatografia de gases
Butano-2,3-diol

Vino con un contenido de azlcar > 20 g/L

Mosto

K2COs5 (CAS: 584-08-7)

Eter etilico (CAS: 60-29-7)

Etanol absoluto (CAS: 64-17-5)

Fructosa (CAS: 57-48-7)

Glucosa (CAS: 50-99-7)

Glicerol (CAS: 56-81-5)

Propano-1,2-diol, pureza > 99 % (CAS: 57-55-6)

Butano-

2,3-diol, pureza >99 %, mezcla de isomeros de forma (R,R) y (R,S) (CAS: 513-85-

9). Evaluar la abundancia relativa de forma (R,R) y de forma (R,S) del siguiente modo:

5.8.1.

5.8.2.

5.8.3.

© Olv 2017

preparar una solucion de 100 mg/L siguiendo las instrucciones que figuran en
los puntos 7.2.1 y 7.3 y diluyendo la mezcla de isémeros del butano-2,3-diol
(5.8) en agua (5.10) en vez de en la solucién modelo de la matriz;

inyectarla en el GC de acuerdo con las condiciones que figuran en el punto 7.6
y calcular el porcentaje de forma (R,R) y de forma (R,S) a partir del porcentaje
de las areas de los dos picos;

tener en cuenta la abundancia relativa de ambas formas para calcular la
concentracién de las soluciones patrén Csp; que figuran en el punto 8.2.1 para
el célculo de los FR; relativos a las formas (R,R) y (R,S).
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5.9. Butano-1,3-diol, pureza > 99 %, anhidro o deshidratado con sulfato de sodio durante
24 horas (CAS: 107-88-0)

5.10.  Agua para uso en analisis de laboratorio y de calidad EN ISO 3696

5.11.  Nitrégeno

6. EQUIPO

6.1. Material habitual de laboratorio, incluidos matraces aforados de 1000 mL, 200 mL y 100
mL de clase A

6.2. Balanza analitica con una resolucién de £ 0,0001 g

6.3. Centrifuga de laboratorio (al menos 4000 rpm o 2000 xg)
Nota 1: “xg” indica la aceleracion que sufren las particulas dentro de la centrifuga,
mientras que “rom” se refiere al numero de vueltas que da el rotor de la centrifuga en un
minuto. La relacion entre estas dos unidades de medida viene dada por la siguiente
férmula: xg =1,1178 - 10 - n? - r. En el laboratorio que ha puesto a punto este método, r
=0,115m.

6.4. Cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas con inyector con y sin
divisor de flujo

6.5. Micropipetas de precisidon y pipetas de Pasteur

6.6. Tubos de 30 mL para la centrifuga, resistentes al éter y con tapon

6.7. Bafio termostatizado

6.8. Agitador vertical vorticial

7. PROCEDIMIENTO

7.1. Preparacion de las soluciones modelo que imitan a las matrices

Para obtener una mejor respuesta a la GC-MS durante la cuantificacién, resulta atil preparar
distintas soluciones que se asemejen, lo maximo posible, a la matriz de la muestra que se vaya
a analizar, ya que la respuesta al analisis de los glicoles varia enormemente en funcién de la
matriz en la que se solubilicen.

Cuadro 1. Preparacion de las soluciones modelo en matraces aforados de 1000 mL
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Soluciones modelos
M D
Fructosa 100 g/L 50 g/L
Glucosa 100 g/L 50 g/L
Glicerol 1g/L 4g/L
Etanol absoluto 1%v/v 5% v/v

7.2. Preparacion de las soluciones de referencia

7.2.1. SM: solucion madre de PG y BG

Pesar, con una precisiéon de 0,1 mg, unos 0,10 g de propano-1,2-diol (PG) y unos 0,10 g de
butano-2,3-diol (BG) en un matraz aforado de 10 mL y enrasar con agua (5.10). Anotar el peso.
Cerrar herméticamente el matraz aforado y agitar.

La concentracidn de esta solucion es de aproximadamente 10 mg/mL de PG y de 10 mg/mL de
BG.

Si las cantidades de PG y de BG difieren en mas de 0,1 g, calcular las concentraciones exactas
en funcién del peso anotado.

7.2.2. PI: solucion de Pl

Pesar, con una precision de 0,1 mg, unos 0,10 g de butano-1,3-diol (Pl) en un matraz aforado
de 10 mLy enrasar con agua. Anotar el peso. Cerrar herméticamente el matraz aforado y agitar.
La concentracion de esta solucién es de 10 mg/mL. Si la cantidad del PI difiere en mas de 0,1 g,
calcular la concentraciéon exacta en funcién del peso anotado.

7.3. Preparacion de la solucion patron en la matriz

Preparar las soluciones patrén diluyendo la solucidon SM en una solucidn modelo cuya
composicion se parezca lo maximo posible a la de la muestra que se vaya a analizar (para el
vino dulce, la solucion modelo D; para el mosto, la solucién modelo M):

Cuadro 2. Preparacion de las soluciones patrén (SP) en los matraces aforados de 100 mL
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SP-M SP-D

Soluciéon SM 1mL 1mL

Para alcanzar un | Solucién modelo M| Solucién modelo D
volumen final de
100 mL, enrasar
con:

Cada solucidn patrén (SP) contiene la matriz seleccionada; la concentracién de PG y de BG es
de 100 mg/L. El patrdn interno se afiadira antes de la extraccion, tal y como se recoge en el
punto 7.5.

7.4. Preparacion de las muestras

Si la concentracién del analito en la muestra es superior a la concentracién maxima prevista en
el ambito de aplicacién, diluir la muestra con la solucién modelo (7.1).
Homogeneizar la muestra y, a continuacién, tomar una fraccién de 10 mL para la extraccion.

En el caso de los mostos y de los vinos turbios, tomar el vino limpido y filtrado.

En el caso de los vinos espumosos o de aguja, efectuar una desgasificacion segin se describe
en el método de la OIV “Acidez total" (OIV-MA-AS313-01, punto 5.1). Repetir integramente el
proceso de preparacion y analizar por duplicado.

7.5. Extraccion

7.5.1. Adicion del Pl a la muestra

Preparar en un matraz aforado de 100 mL una solucidn que contenga 5 mL de la solucion de
Pl (7.2.2) y enrasar con la muestra que se vaya a analizar. A continuacion, agitar bien.

Esta solucion contiene 500 mg/L del PI.

7.5.2. Mostos y vinos con un contenido de aztcar >20 g/L

7.5.2.1. Adicion del K2CO;
Introducir, en el tubo para la centrifuga (6.6), 10 mL de la solucién recién preparada,
compuesta por la muestra que se vaya a analizar y la solucién del PI. A continuacién, afiadir
10 g de K,COs3 (5.1) y esperar a que se enfrie. Para acelerar el enfriamiento, es posible utilizar
un bafio termostatizado a 20 °C (6.7).
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7.5.2.2. Extraccidn con éter
Una vez fria, afiadir 10 mL de éter etilico (5.2) y agitar con el agitador vertical vorticial. A
continuacién, introducir en la centrifuga (6.3) a unas 3500 rpm (o 1500 xg) durante 10
minutos.

7.5.3. Purificacion para el andlisis por GC-MS

Extraer el sobrenadante con una pipeta de Pasteur y transferirlo a un contuvo y evaporar en
corriente de nitrégeno. Recuperar el residuo con aproximadamente 1 mL de éter etilico e
introducirlo en un frasco para GC cerrado herméticamente y listo para el analisis por GC-MS.

7.5.4. Extraccion de las soluciones patrén (SP)

También debera seguirse este procedimiento para la solucién patrdn (SP) seleccionada (7.3).
Las SP deberan considerarse como muestras a todos los efectos. Ademas, se deber3 tratar
de forma andloga a las muestras a partir de la adicion del PI (7.5.1).

7.6. Andlisis mediante GC-MS

A continuacidn, se recogen los parametros especificos del andlisis mediante GC-MS a modo de
ejemplo. Es posible utilizar sistemas alternativos siempre que estos ofrezcan las prestaciones
cromatograficas adecuadas y permitan separar los picos cromatograficos con una resolucion
mayor de 2.

7.6.1. Condiciones habituales de la GC
Columna: DB-WAX 60 m x 0,25 mm x 0,25 um
Gas portador: He

Flujo del gas portador: 1,0 mL/min
Temperatura del inyector: 250 °C

Volumen de inyeccidén: 1 uL

Corriente de ionizacion: 70 eV

Programacion de la temperatura:

Aumento (°C/min) Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Inicio 50 8,00
Rampal | 4,0 220
Rampa 2 220 40
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7.6.2. Condiciones especificas de la MS

Fuente: 230 °C

Detector del MS: 150 °C scan 35,00-350,00 a.m.u.
Tiempo de inicio: 10 min

El tiempo de adquisicién para cada masa es de 250 us
Modo de adquisicién: Full Scan

8. EVALUACION

8.1. Identificacion
La identificacidn se realiza por la comparacidn del tiempo de retencidn de los patrones previstos
y el espectro de masas encontrados en la biblioteca asociada a la GC-MS.

8.2. Calculos
Para la cuantificacion, se utiliza una relacion m-z de 45, tanto para el Pl como para el PG y las
dos formas de BG.

8.2.1. Determinacion de los factores de respuesta
La cuantificacion se efectla a partir del factor de respuesta (FR) obtenido del andlisis de la

solucién de referencia:

PR = Ap/Cp;
" Agpi/Csp;

donde:

Ap es el drea del pico del patrén interno y Cp su concentracion,
Aspies el rea del pico del PG o de las dos formas isométricas del BG en la solucién patrény
Csp, SU concentracion.

8.2.2.Cdlculo de las concentraciones en las muestras
Tras calcular el valor del FR, puede procederse al calculo de la concentracién de PG y de las dos

formas isoméricas del BG en las muestras utilizando la siguiente formula:

C; = FR; - Cp A_L
PI

donde:
A es el area del pico del PG o del ismero del BG en la muestra y Ci su concentracion.
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8.3. Expresion de los resultados
Los resultados se expresan en mg/L, sin decimales.
Expresar el butano-2,3-diol como la suma del butano-2,3-diol (R,R) y del butano-2,3-diol (R,S).

9. BIBLIOGRAFIA

Fauhl, C., Wittkowski, R., Lofthouse, J., Hird, S., Brereton, P., Versini, G., Lees, M., y Guillou, C.: “Gas
Chromatographic/Mass Spectrometric Determination of 3-Methoxy-1,2-Propanediol and Cyclic
Diglycerols, By-Products of Technical Glycerol, in Wine: Interlaboratory Study”, JOURNAL OF AOAC
INTERNATIONAL, VOL. 87, NO. 5, 2004.

Di Stefano, R., Garcia Moruno, E., y Borsa, D.: “Proposta di un metodo di preparazione del campione
per la determinazione dei glicoli dei vini”, VINI D'ITALIA, 4, 1992, pp. 61-64.

Garcia Moruno, E., y Di Stefano, R.: “La determinazione del glicerolo, del 2,3-butandiolo e dei glicoli
nei vini”, VINI D'ITALIA, 5, 1989, pp. 41-46.

Di Stefano, R., Borsa, D., y Garcia Moruno, E.: “Glicoli naturalmente presenti nei vini”, VINI D'ITALIA,
5, 1988, pp. 39-44.

Certificado conforme

Sofia, 2 de junio de 2017

El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea general

Jean-Marie AURAND
© Olv 2017

8



ANEXO 1
RENDIMIENTO DEL METODO

1. Linealidad
Comprobacidn de la linealidad de la respuesta en una solucion de sacarosa de 200 g/L (100 g/L

de glucosa y 100 g/L de fructosa). Los analitos se afiadieron a concentraciones de 10, 100 y 500
mg/L, mientras que el Pl se afiadié a una concentracion de alrededor de 100 mg/L. Los analisis
se repitieron tres veces.

9,0 y=1,7863x
R?2=0,9627
8,0 -
7,0 -
6,0
[
50 4
iu y=0,9145x
< 40 - R?2=0,9871
3,0 -
y=0,2173x
2,0 R?=0,9909
1,0 4
00 B . .
0 1 2 3 4 5
C/Csi
4 Propano-1,2-diol B Butano-2,3-diol (R,R) Butano-2,3-diol (R,S)

El factor de respuesta medio es el siguiente:

Propano-1,2-diol FR = (C/Cp)/(A/Ar) = 1/0,2173 = 4,60
Butano-2,3-diol (R,R)  FR =(C/Ce)/(A/Ar) =1/1,7863 = 0,56
Butano-2,3-diol (R,S)  FR =(C/Ce)/(A/Ar) = 1/0,9145 = 1,09

2. Repetibilidad

La repetibilidad se evalué con dos muestras de mosto.

Una se analizo tal cual (mosto n.° 1), mientras que la otra se analizo tras la adicién de

100 mg/L de la solucién madre SM (mosto n.° 2).

Las cifras del siguiente cuadro hacen referencia a 10 andlisis repetidos y la repetibilidad (r) se
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calcula de acuerdo con la férmula r = 2,8 x Sr (Sr: desviacion estandar de la repetibilidad; RSDr:

desviacidn estandar relativa de la repetibilidad).

Componente Mosto n.° 1 Mosto n.° 2
Media Sr RSDr r Media Sr RSDr r
(me/l)(me/t) % (M8/Y) [ mg1) (mg/) % (me/)
Propano-1,2-diol 1,5 0,5 36 1,5 107 9 9 30
Butano-2,3-diol (R,R) 3,2 1,6 52 4,6 30 3 9 9,0
Butano-2,3-diol (R,S) 5,4 1,7 33 4,9 104 11 10 34

Evaluacion de la precision del limite de repetibilidad de acuerdo con la ecuacién de Horwitz y del
valor de Horrat(r):

Moston.°1
Media . ) 3
C-10% (m/m) RSD(R) R Horwitz Horrat(r) rmin.H rmax.H
(mg/L)
Propano-1,2-diol 1,5 1,5 15 0,6 2,40 0,2 0,8
Butano-2,3-diol (R,R) 3,2 3,2 13 1,2 3,87 0,3 1,6
Butano-2,3-diol (R,S) 5,4 5,4 12 1,9 2,64 0,5 2,5
El limite de repetibilidad (r) no se ajusta al intervalo de aceptabilidad previsto por la ecuacién de
Horwitz (r min. H < r < r max. H) dada la volatilidad de las medidas en concentraciones bajas,
cercanas al limite de cuantificacion que figura en el punto 5 del anexo 1.
Mosto n.° 2
Media ) ) 3
C-10° (m/m) RSD(R) R Horwitz Horrat(r) rmin.H rmax.H
(mg/L)
Propano-1,2-diol 107 11 7,9 24 1,09 5,9 31,8
Butano-2,3-diol (R,R) 30 3 9,5 8 0,98 2,0 10,7
Butano-2,3-diol (R,S) 104 10 7,9 23 1,29 5,7 30,8

El limite de repetibilidad (r) se ajusta al intervalo de aceptabilidad previsto para la ecuacién de
Horwitz (r min. H < r < r max. H).

3. Tasa de recuperacion
Se evalud la tasa de recuperacion del mosto n.° 2 antes y después de la adicion de la solucidn de
referencia SM segun se describe en el punto 7.3 del método.
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Conc. en Conc. Conc. Conc. Tasa de
Componente el mosto | adicion | tedrica | cuantificada recuperacion
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (%)
Propano-1,2-diol 0,7 99,5 100,2 107,5 107
Butano-2,3-diol (R,R) 12,6 21,7 34,3 29,9 87
Butano-2,3-diol (R,S) 11,4 86,8 98,2 103,7 106
Butano-2,3-diol (R,R) + (R,S) 24,0 108,5 132,5 133,6 101

La tasa de recuperacidn es satisfactoria tanto para el propano-1,2-diol como para el butano-2,3-
diol evaluado como la suma de las dos formas.

4. Efecto de la matriz de sacarosa en los factores de respuesta
Se compararon los FR obtenidos en las soluciones de sacarosa equimolares (glucosa y fructosa) en
concentraciones de 200 g/L y 2 g/L de azucares totales.

Propano-1,2-diol Butano-2,3-diol (R,R) Butano-2,3-diol (R,S)
Azlcares 200 g/L 2g/L 200 g/L 2g/L 200 g/L 2g/L
FR 4,60 5,90 0,55 0,56 1,08 1,09
|AFR| % 22,0% 1,8% 0,9%

El efecto de la matriz en el propano-1,2-diol es muy significativo, mientras que el efecto de la
matriz en el butano-2,3-diol es despreciable.

5. Limite de deteccidn y limite de cuantificacion
El limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LQ) dependen de las condiciones de
medicion concretas del analisis quimico y deben determinarlos quienes utilicen el método.

Se evalud el limite de deteccién (LD) y el limite de cuantificacién (LQ) a partir del material y las
condiciones que figuran en el punto 8 y de acuerdo con las instrucciones que se recogen en el
punto 4.2, relativo al método grafico, de la resolucién OENO 7-2000 (OIV-MA-AS1-10) “Estimacion
del limite de deteccidn y de cuantificacién de un método de analisis”.

Propano-1,2-diol Butano-2,3-diol (R,R) Butano-2,3-diol (R,S)
LD (mg/L) 0,2 0,2 0,2
LQ (mg/L) 0,6 0,7 0,8
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Fig. 1. Cromatograma de un vino
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